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1. Epidemiologia de la fungemia

La infeccién fangica invasiva (IFI) es una infeccidon oportunista con elevada
morbi-mortalidad que afecta mayoritariamente a pacientes inmunodeprimidos y/o
ingresados en unidades de cuidados intensivos (Leroy et al., 2009). La incidencia de
las IFls se ha incrementado debido al aumento en el nUmero de pacientes en riesgo.
La fungemia es la IFI més frecuente y las levaduras del género Candida son sus
principales agentes etiologicos (Pfaller y Diekema, 2007). Se trata de comensales
humanos ubicuos, potencialmente causantes de IFI (candidiasis invasiva) en cualquier
localizacién del organismo (Cervera, 2012). La candidiasis invasiva engloba dos
entidades distintas, la candidemia (limitada al torrente circulatorio) y la candidiasis
invasora profunda en la que se encuentran afectadas diferentes visceras (Cervera,
2012).

La candidemia constituye la tercera causa de infeccion del torrente circulatorio
en el paciente hospitalizado, siendo la IFI mas frecuente en el paciente critico sin
neutropenia; se trata de una entidad cuya incidencia se ha incrementado notablemente
durante los dltimos 20 afios (Pfaller y Diekema, 2007, Leroy et al., 2009). La incidencia
de candidemia en Espafia ha sido recientemente publicada y supone un total de 8,1
casos por cada 100.000 habitantes, presenta una mortalidad atribuible del 15-35% en
adultos y del 10-15% en neonatos, y los costes por hospitalizacién por paciente
infectado ascienden a 40.000 ddlares americanos (Puig-Asensio et al., 2013, Fridkin,
2005). Las tasas de mortalidad temprana y tardia (7 dias y 30 dias) son de 13% y
30%; respectivamente; mientras que la mortalidad temprana se asocia con factores
relacionados con el manejo del paciente (terapia antifingica apropiada y retirada
temprana del catéter venoso central), la mortalidad tardia se asocia mas con las

condiciones de base del paciente (Puig-Asensio et al., 2014).

Entre los principales factores predisponentes para el desarrollo de candidemia
destacan las alteraciones en las barreras mucosas o0 cutaneas, defectos en la
inmunidad celular, edades extremas, y el uso de dispositivos extravasculares (Pfaller y
Diekema, 2007). El uso de antibiéticos de amplio espectro, quimioterapia y los
trasplantes aumentan también el riesgo de candidemia. Los pacientes con candidemia
frecuentemente presentan diferentes factores predisponentes simultdneamente, y

aquelllos més destacables se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1: Factores de riesgo mas relevantes para el desarrollo de candidemia
(Pfaller y Diekema, 2007, McCarty y Pappas, 2016).

Factor de riesgo Posible papel en lainfeccion
Uso de antimicrobianos Promueven la colonizacion fungica
Uso de corticoides Inmunosupresion
Edades extremas <1y >70 afios Inmunosupresion

Inmunosupresion

Quimioterapia Alteracion de la mucosa digestiva

Enfermedad maligna Inmunosupresion

Colonizacion previa Traslocacion a través de la mucosa
Catéter permanente Acceso vascular directo

Catéter venoso central Acceso vascular directo

. Acceso vascular directo
Nutricion parenteral total

Hiperglucemia

Neutropenia <500™™3 Inmunosupresion

Ruta de la infeccion
Acceso vascular directo
Ruta de la infeccion

Cirugia (especialmente gastrointestinal)

Fallo renal o hemodidlisis .,
Inmunosupresion

Malnutricién Inmunosupresion

Estancia en la unidad de -cuidados

: ) Factores de riesgo propios del paciente critico
intensivos

Inmunosupresion

Severidad de la enfermedad de base . . ,
Procedimientos invasivos

La distribucion de especies causantes de candidemia varia segun el area
geografica estudiada. El programa ARTEMIS “DISK Global Antifungal Surveillance
Study”, que involucraba a 127 centros distribuidos por todo el mundo, demostré que
solo 5 especies (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei) son
responsables hasta del 92% de los casos de candidemia (Pfaller et al., 2005). En
practicamente todas las series de candidemia, C. albicans es la principal especie
causante suponiendo entre el 45% y el 70% de los casos, dependiendo de la zona
geografica (Pfaller et al., 2005, Puig-Asensio et al., 2014). La proporcion de casos
causados por C. parapsilosis y C. glabrata varia considerablemente entre series:
mientras que en el norte de Europa y Estados Unidos C. glabrata es la segunda
especie mas frecuente (hasta el 29%), en paises del sur de Europa y Latinoamérica
esta proporcion es menor y C. parapsilosis es la segunda especie mas frecuentemente
aislada (Guinea, 2014).
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En un estudio poblacional recientemente realizado en Espafia durante los afios
2010-2011, C. albicans fue la especie mas frecuente. La distribucién de especies en
este estudio se muestra en la Figura 1. Hasta un 5% (n=42) de los casos fueron
causados por especies menos comunes de Candida (C. dubliniensis, C. lypalitica, C.
kefyr, Pichia anomala, Kodamaea ohmeri, y otras) y levaduras de otros géneros
(Cryptoccous neoformans, Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon asahii)
caracterizados por presentar una sensibilidad antifungica disminuida (Guinea et al.,
2014).

206 1%, 5%

C. albicans
C. parapsilosis
mC. glabrata
B C. tropicalis
e C. krusei
C. guilliermondii

24% m C. lusitaniae
m Otras especies

Figura 1: Distribucion de especies causantes de fungemia en Espafia, segun el
estudio poblacional CANDIPOP llevado a cabo durante los afios 2010-2011 (Guinea et
al., 2014).

2. Diagnéstico y manejo de la candidemia
2.1 Diagnéstico basado en el cultivo

El diagnéstico de la candidemia se basa fundamentalmente en el aislamiento
de Candida spp. en botellas de hemocultivos, aunque este procedimiento adolece de
una baja sensibilidad y se estima que el 50% de los casos de candidiasis invasora no
cursan con hemocultivos positivos (McCarty y Pappas, 2016). A pesar de ello, es un
procedimiento ampliamente utilizado en la practica clinica porque permite realizar la
identificacion de la especie causante y estudiar su sensibilidad antifangica. El catéter
es uno de los principales focos y la candidemia relacionada con el catéter se define

como el aislado de la misma especie de Candida tanto en el cultivo de la punta de
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catéter (215 UFC) como en el hemocultivo extraido de sangre periférica (Ferrer y
Almirante, 2014).

La identificacion de las levaduras descansa en técnicas fenotipicas,

protedmicas o moleculares.
2.1.1. Métodos fenotipicos

Estos métodos se basan en la visualizaciébn de elementos morfologicos o
caracteristicas bioquimicas de los aislados. Los medios cromogénicos estan
disefiados para el aislado e identificacion de algunas especies del género Candida tras
su incubacion a 30-37 °C durante 24-48 horas. Su fundamento es la deteccion de
determinadas actividades enzimaticas de las levaduras mediante la hidrolisis
especifica de un sustrato cromogénico en presencia de un indicador de la enzima. Los
mas empleados son CHROMagar Candida®, COLOREX Candida®, Chromogen

albicans®, Candida ID®, y CandiSelect™.

La identificacion basada en métodos de asimilacion de nutrientes se
fundamenta en el estudio individualizado de una bateria de diferentes nutrientes,
hidrocarbonados o nitrogenados, sobre un medio sintético base para determinar el
crecimiento selectivo de un aislado en su presencia. Existen diversas opciones
comerciales para realizar estas pruebas como AuxaColor™, Uni-Yeast-Tek® y API
20C AUX®. Existen sistemas automatizados para la deteccion del metabolismo de
levaduras: Sistema Vitek® 2, Sistema Biolog YT MicroPlate®, Rapid Yeast Identification
Panel MicroScan® (Alam et al., 2014).

2.1.2. Métodos proteémicos

La espectrometria de masas, conocida como “matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry” (MALDI-TOF MS), es una
técnica que permite la identificacion de microorganismos mediante el analisis de
proteinas, principalmente ribos6micas, a través de la creacion de un espectro de
masas que es especifico para cada especie (Bader et al., 2011). Un microorganismo
dado presentara siempre una serie de picos caracteristicos en el espectro, y esto
permite la creacion de bases de datos con los espectros de masas. El espectro
obtenido para un determinado microorganismo se compara autométicamente con la

base de datos, y el resultado se emite junto a una puntuacion (Bader et al., 2011).

Esta técnica permite la rapida identificacién a nivel de especie de aislados de

especies que se encuentren bien representadas en la base de datos. En la Tabla 2 se
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resumen las especies de Candida spp. que pueden identificarse correctamente con
MALDI-TOF MS, alcanzado al 98% de los aislados estudiados e incrementando la

capacidad de identificacion convencional (Lacroix et al., 2014):

Tabla 2: Porcentaje de cepas correctamente identificadas mediante
identificacion convencional con el sistema API® ID32C y MALDI-TOF MS de cada una
de las especies estudiadas (Sendid et al., 2013, Lacroix et al., 2014).

Especie ID convencional MALDI-TOF

C. albicans 100% 100%
C. dubliniensis 0% 100%
C. glabrata 100% 100%
C. bracariensis 0% 100%
C. tropicalis 100% 100%
C. parapsilosis 98% 99%
C. orthopsilosis 0% 100%
C. metapsilosis 0% 100%
C. krusei 100% 100%
C. kefyr 100% 100%
C. lusitaniae 100% 100%
C. inconspicua 100% 99%
C. guilliermondii 100% 100%
C. norvegensis 100% 0%

C. famata 25% 0%

C. fermentati 0% 0%

C. lypolytica 100% 100%
Trichosporon mucoides 100% 100%
Trichosporon inkin 0% 100%
Saccharomyces cerevisae 93% 68%

2.1.3. Métodos moleculares

En los udltimos afios, tras la introduccion de la biologia molecular, se han
producido cambios relevantes en la taxonomia de los hongos, apareciendo o bien
nuevas especies de interés clinico o bien especies cripticas dentro de complejos ya
conocidos. La identificacién molecular proporciona una identificacion rapida y precisa

de cada uno de los aislados clinicos.

El ADN que codifica para el ARN ribosomal de los hongos se encuentra
repetido en diversas unidades a lo largo del genoma. Cada una de estas unidades
esta constituida por tres genes, cada uno de los cuales codifica para la regién 18S,
5,8S y 26S. Estos genes, a su vez, estan separados por unidades no codificantes

denominadas ITS (internal transcribed spacer), existiendo dos regiones no codificantes
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(ITS1 [entre el gen 18S y 5,8S] y la region ITS2 [entre el gen 5,8S y el 26S]). Estas
regiones, especialmente las regiones intergénicas, son lo suficientemente variables
como para permitir distinguir inequivocamente las distintas especies del género
Candida.

El documento MM-18A del “Clinical and Laboratory Standars Institute” (CLSI)
titulado “Criterios interpretativos para la identificacion de bacterias y hongos por
secuenciacion de ADN diana”, indica que la amplificaciéon y secuenciacion de la region
ITS es la diana para la identificacion a nivel de género y especie de la mayoria de las
levaduras de importancia clinica. El fragmento amplificado normalmente tiene un
tamafio que varia entre 400 y 800 pares de bases, y al tener multiples copias su
deteccion presenta una elevada sensibilidad (Alam et al., 2014).

Los “primers” generalmente usados para la amplificacion son los “ITS 1” e “ITS
4” que amplifican la regién completa ITS1-5,8S-ITS2 (Figura 2). Esta region sirve para
identificar a nivel de género y especie Ascomicetos y Basidiomicetos como,
Saccharomyces spp., Geotrichum,, Cryptococcus, Trichosporon spp., Rhodotorula, y
Candida spp. (en este utimo caso. puede ser suficiente amplificar solo la regién ITS2).

Ig ITS3

ITS —>

28S

185 5,85
‘DNA ITS1 DNA ITS2 DNA

¢ «— <«

Figura 2: Esquema de la regiéon ITS y los “primers” usados para su amplificacion.
2.2. Diagnéstico por métodos independientes del cultivo

Para poder diagnosticar a los pacientes con candidiasis invasora que no tienen
candidemia o incluso anticipar el diagndstico de aquellos pacientes candidémicos se
cuenta con métodos independientes del cultivo (Clancy and Nguyen, 2013). A

continuacion se resumen los métodos mas relevantes.
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2.2.1. Sondas de acido peptidonucléico combinadas con
hibridacion in situ fluorescente (PNA-FISH)

La técnica PNA FISH (Peptide Nucleic Acid Fluorescent In Situ Hybridation;
AdvanDx, Inc, Woburn, Estados Unidos) permite la identificacion de microorganismos
visualizados en tinciones microscépicas en unas 2 horas y media (McCarty y Pappas,
2016). Se pueden detectar las especies mas importantes del género Candida
incluyendo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, y C. krusei,
dependiendo del color emitido en la fluorescencia (Harris y Hata, 2013). Aunque este
procedimiento no mejora la baja sensibilidad del hemocultivo, anticipa la identificacion,
lo que ha demostrado disminuir el uso de antifingicos de amplio espectro (Harris y
Hata, 2013).

2.2.2. Biomarcadores y métodos moleculares

Las herramientas diagnosticas basadas en la deteccion de biomarcadores
cirulantes en suero han ido cobrando importancia en el laboratorio de microbiologia
clinica, entre estas destacan la deteccion de antigeno manano y/o anticuerpos
antimanano, la deteccion de anticuerpos antimicelio (C. albicans germ tube antibodies
CAGTA), la deteccién del 1,3-p-D-glucano, y la deteccion de ADN de Candida.

La deteccién de manano, el antigeno mayoritario e inmunodominante de la
pared celular de Candida, y de anticuerpos (antimanano) frente a este antigeno ha de
realizarse de forma conjunta en pacientes con sospecha de candidiasis invasora, lo
que ha demostrado ser Util sobre todo en pacientes neutropénicos debido a su elevado
valor predictivo negativo (95%) y la anticipacion en el diagndstico (Ponton, 2009).
Dada la alta prevalencia de anticuerpos antimanano en la poblacion sana y/o
colonizada, se han estudiado otros anticuerpos mas especificos de candidiasis
invasora como los CAGTA. La deteccion de CAGTA presenta una elevada sensibilidad
(84,4%) y especificidad (94,7%). Ademas, también permite monitorizar la evolucién del
paciente (Ponton, 2009), y potencialmente estudiar el origen de la cadidiasis (Martinez-
Jimenez et al., 2014). El 1,3-B-D-glucano (componente de la pared celular fingica que
se libera durante la infeccion) es un biomarcador panfingico cuya deteccion presenta
un alto valor predictivo negativo que permite excluir la presencia de candidemia

(Martinez-Jimenez et al., 2015).

La deteccion de ADN microbiano en sangre por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) esta todavia en debate para el diagnostico de la

candidemia. Comparado con el cultivo, la PCR ha demostrado disminuir los tiempos de
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diagndstico y anticipar el inicio de la terapia antifingica. La sensibilidad y especificidad
de la PCR segun un reciente meta-analisis es del 95% y 92% respectivamente (Avni et
al., 2011). El sistema “T2 Candida assay” se basa en una PCR comercializada que
utiliza deteccibn mediante resonancia magnética para detectar la presencia de
Candida en muestras de sangre completa de manera automatizada y rapida (entre 3y
4 horas) con una sensibilidad analitica de hasta 1 UFC/ml y esperanzadores valores
predictivos positivos y negativos (91,7% y 99,6%, respectivamente) (McCarty y
Pappas, 2016).

2.3. Manejo de la candidemia

La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA) ha publicado
recientemente una actualizacion de las guias clinicas para el manejo de la candidiasis,
recomendando establecer el tratamiento antifungico en base al tipo de paciente y el
manejo del foco de infeccion. En pacientes con candidemia relacionada con el catéter
se ha demostrado que la retirada del catéter se correlaciona con un aclaramiento mas
rapido de la candidemia y un mejor pronéstico (Rex et al., 1995, Anaissie et al., 1998).
Sin embargo, este es aun un tema controvertido. Un estudio reciente sefiala que
aguellos pacientes en tratamiento con equinocandinas o anfotericina B liposomal no se
beneficiaron de la retirada temprana del catéter (Nucci et al., 2010). En este sentido,
las guias actualizadas de la IDSA recomiendan la retirada temprana del catéter en
pacientes no neutropénicos si se presume que el mismo es el foco de la infeccién y si
se puede retirar con seguridad, aunque esta decisiéon debe ser individualizada para
cada paciente. Para los pacientes neutropénicos, se considera que predominan otras
focos distintos al catéter (principalmente abdominal); sin embargo, en caso de que se
confirmase que el catéter es el origen, debe valorarse su retirada de manera

individualizada (Pappas et al., 2016).

La técnica de sellado de catéter pretende esterilizar el catéter colonizado y asi
controlar el foco y evitar su retirada. Para ello se utiliza una instilacion prolongada de
una solucion de antimicrobiano o alguna sustancia antiséptica a concentraciones altas
(hasta 1.000 veces por encima de la CMI), sobre un catéter intravascular infectado,
usualmente en conjuncién con administracion de antimicrobianos sistémicos
(Walraven y Lee, 2013). Actualmente esta técnica se recomienda por las guias de la
ISDA para el manejo de la bacteriemia relacionada con el catéter, sin embargo, en el
caso de infeccion de catéter por Candida este procedimiento se usa solamente en

circunstancias muy particulares (Mermel et al., 2009).
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2.4. Tratamiento antifungico

Los antifingicos empleados para el tratamiento de la candidemia incluyen la
anfotericina B (deoxicolato y las formas lipidicas), equinocandinas (anidulafungina,
caspofungina y micafungina) y azoles (fluconazol y voriconazol) (McCarty y Pappas,
2016).

La anfotericina B es un agente fungicida, cuya diana es el ergosterol de la
membrana fungica al que se une creando poros que permiten que los iones difundan a
través de la membrana (Odds et al., 2003). Debido a su hidrofobicidad y pobre
absorcion gastrointestinal, se administra de forma intravenosa (Odds et al., 2003). Su
nefrotoxicidad se ha minimizado en los Ultimos afios con las formulaciones lipidicas

gque presentan mejor solubilidad (Dupont, 2002).

Las equinocandinas son agentes fungicidas que interrumpen la biogénesis de
la pared celular de los hongos, mediante la inhibicién no competitiva de la enzima (-
1,3-D-glucano-sintetasa, especificamente la subunidad Fksl, resultando en
inestabilidad osmética y muerte de las células fungicas (Denning, 2003). La estructura
basica de las equinocandinas consiste en un hexapéptido ciclico con diferentes
cadenas en la posicion R5 que le otorgan la actividad antifungica (Valgus, 2003). En
esa posicion, caspofungina presenta un &cido graso, micafungina un complejo
aromatico, y anidulafungina un grupo alcoxicitrifenilo. Estos farmacos son poco
absorbidos en el tracto gastrointestinal debido a sus altos pesos moleculares, pero son
bien tolerados por los pacientes y presentan pocas interacciones medicamentosas, ya

que su diana esta ausente en las células de mamiferos (Petrikkos y Skiada, 2007).

Los azoles son los antifungicos mas ampliamente usados en la clinica, sobre
todo para el tratamiento preventivo de las IFls. Estos farmacos acttan inhibiendo la
enzima del citocromo P450 14a-lanosterol demetilasa (CYP51), codificada por el gen
ERG11, que se encarga de convertir el lanosterol en ergosterol en la membrana
celular inhibiendo asi el crecimiento fungico y la replicacion (Odds et al., 2003,
Sheehan et al.,, 1999). Los azoles son moléculas organicas ciclicas que pueden
clasificarse en dos grupos: imidazoles (clotrimazol, miconazol y ketoconazol) y
triazoles (itraconazol, fluconazol, posaconazol, voriconazol, e isavuconazol). Los
imidazoles fueron los primeros azoles desarrollados, pero debido a su alta toxicidad,
efectos secundarios y numerosas interacciones con otros farmacos fueron sustituidos
por los triazoles (Morita y Nozawa, 1985). La primera generacion de triazoles

(itraconazol y fluconazol) presenta menos toxicidad que los imidazoles (Castelli et al.,
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2014). El incremento en la resistencia a azoles se debe principalmente a que estos
farmacos son fungistaticos y no fungicidas, por lo que se desarroll6 una segunda
generacion de triazoles (voriconazol y posaconazol) con mayor espectro antifingico
(Campoy y Adrio, 2016, Peyton et al., 2015).

La 5-flucitosina (5-FC; 5-fluorocitosina) es un analogo de la pirimidina con
actividad fungistatica que interfiere en el metabolismo de la pirimidina, asi como en la
sintesis de proteinas del ARN/ADN; 5-FC es activa frente a Candida y Cryptococcus
(Campoy y Adrio, 2016).

3. Estudio de la sensibilidad antifungica

Las técnicas para el estudio de la sensibilidad antifungica son empleadas para
seleccionar los agentes antifungicos que seran clinicamente efectivos frente a una
cepa especifica; su principal papel es la deteccion de cepas resistentes (Eschenauer
and Carver, 2013). La estandarizacion de estos métodos para detectar cepas
resistentes emergentes ha avanzado considerablement con la caracterizacion de las

bases moleculares de la resistencia antifiingica (Eschenauer and Carver, 2013).
3.1. Métodos para el estudio de la sensibilidad antifiungica
3.1.1. Difusion en disco

Este método fue desarrollado por el CLSI (M44-A2 y M44-S2) y consiste en
medir el halo de inhibicién producido por un disco impregnado de antifungico una vez
sembrada la levadura en una placa de agar. Se trata de un método simple,
desarrollado para Candida spp. y disponible para farmacos solubles en agua, tales
como 5-flucitosina, fluconazol y voriconazol; sin embargo, la utilidad de este método
esta limitada por problemas de difusion en agar de los antifungicos y por la falta de
correlacion con la clinica (Canton et al., 2009).

3.1.2. Microdilucién en caldo

Estos son los procedimientos de referencia y consisten en la preparacion de
diluciones dobles seriadas del antifingico en placas multipocillo inoculadas con
suspensiones conocidas de levaduras cuyo crecimiento se mide y compara tanto en el
medio con antifingico como en aquel sin antifangico. Con fecha de abril de 2017, los
dos métodos de referencia para el estudio de la sensibilidad antifingica son el M27-A3
del CLSI y el EDef 7.3.1 del EUCAST (Cuenca-Estrella and Rodriguez-Tudela, 2010).
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Ambos métodos presentan pequefias diferencias metodolégicas como el
tamafio del inoculo y la determinacion de la CMI (Pfaller y Diekema, 2012). En la Tabla
5 se recogen las principales diferencias entre estos métodos.

Tabla 5: Diferencias entre los métodos de microdilucién CLSI M27-A3 y
EUCAST EDef 7.3.1 para el estudio de la sensibilidad antifungica.

Parametro CLSI M27-A3 EUCAST E.DEF 7.3.1
RPMI 1640 con glutamina, RPMI 1640 con glutamina,
. sin bicarbonato y sin bicarbonato y
Medio - -
concentracion de glucosa de concentracion de glucosa de
0,2% 2%
Densidad del inéculo 0,5—-2,5x 10° UFC/m 1-5x10° UFC/m
Lectura Visual Espectrofotométrica a 530
nm
Forma Qe Ia_placa Fondo en U Fondo plano
multipocillo
Tiempo de incubacion 24 h 24 h

Concentracion mas baja que
inhibe el 290% del
crecimiento en comparacion
con el control
Concentracion mas baja que
inhibe el 250% del

Punto final de lectura de CMI

. Opticamente transparente
para anfotericina B

Punto final de lectura de CMI Disminucion del crecimiento

para azoles y 250% en comparacion con el _ o
) ) . crecimiento en comparacion
equinocandinas control de crecimiento
con el control
3.1.3. Métodos comerciales

Entre los métodos comerciales para el estudio de la sensibilidad antifingica
destacan el Sensititre YestOne® y el E-test®. El Sensititre YestOne® (TREK Diagnostic
Systems, UK) es un panel multipocillo que lleva incorporados los antifingicos
deshidratados con un colorante de oxido-reduccién (azul Alamar) que cambia de color
azul (no crecimiento) a rosa cuando hay crecimiento (Canton et al., 2009). El E-test®
es un método de difusion cuantitativo en placa de agar; el antifingico va incorporado
en uno de los lados de una tira de plastico no poroso a concentraciones crecientes
impresas en la tira. La lectura de la CMI puede ser dificultosa para algunos azoles y

especies de levaduras (Canton et al., 2009).

3.2. Concentracién minima inhibitoria (CMI) y puntos de corte clinicos y

epidemiolégicos

La concentracién minima inhibitoria es la concentracion minima de antifiingico

(CMI) que consigue una disminucion del crecimiento del aislado mayor o igual al 50%
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(azoles y equinocandinas) o al 100% (anfotericina B) en comparacion con el control de

crecimiento libre de antifungico (Eschenauer y Carver, 2013).

El estudio de las CMIs permite clasificar a los microorganismos como sensibles
o resistentes de acuerdo a los puntos de corte clinicos, de manera que se puedan asi
diferenciar cepas con alta probabilidad de éxito terapéutico (cepas clinicamente
sensibles) de aquellas con mayor probabilidad de fallo terapéutico (resistencia clinica)
(Eschenauer y Carver, 2013). Una categoria clinica intermedia o sensible dosis
dependiente (SDD) puede asignarse a aquellos patdgenos que requieran dosis

superiores para un correcto tratamiento (Kahlmeter et al., 2003).

En la Figura 3 se muestra una distribucion normal de CMIs con los puntos de

corte clinicos y el punto de corte epidemioldgico para fluconazol y C. albicans.

| S<2 pg/ml | | | R 28 ug/ml |

40 -

35 4

30 -

ECOFF =1 ug/ml (95% de
25 - las cepasinhibidas <1 pg/ml

% de cepas

20 -

b\'\q‘/o ({9 O N v X 2 0 O Q’b‘\@qf’b@'\%
CMI (pg/ml)

Figura 3: Ejemplo de distribucion CMIs de cepas de C. albicans frente a fluconazol.
Puntos de corte clinicos S<2 ug/ml , 1=4 pg/ml, R=8 pg/ml. ECOFF=1 pg/ml
correspondiente a la CMI que inhibe 295% de las cepas estudiadas. Datos disponibles

en la pagina web de “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”.

Los puntos de corte clinicos estan disefiados para guiar la terapia antifungica y
pueden no ser suficientemente sensibles para detectar cepas portadoras de
mecanismos de resistencia. Por este motivo es necesario conocer la distribucién de
CMIS de las cepas salvajes (“wild-type”) para una especie dada y establecer asi los

puntos de corte epidemiolégicos (Eschenauer y Carver, 2013). Una cepa salvaje se
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define como aquella que no posee mecanismos de resistencia adquiridos frente a un

agente antimicrobiano dado (Arendrup et al., 2009).

Al determinar los rangos de valores de CMI de las cepas salvajes, aquellas no
salvajes (con resistencia adquiridas) pueden ser identificados, ya que poseen CMI
mayores que el limite superior de la distribucién de cepas salvajes (punto de corte
epidemioldgico o ECOFF). El establecimiento del punto de corte epidemioldgico es un
valor de CMI que generalmente engloba al menos el 95% de las cepas, mientras que
los puntos de corte clinicos también tienen en cuenta los indices farmacodinamico-
farmacocinético, dosis, toxicidad, mecanismos de resistencia, indicaciones de uso, y

evolucidn clinica de los pacientes (Eschenauer y Carver, 2013).

El CLSI y EUCAST han establecido puntos de corte especificos para las
principales especies de Candida y la mayoria de los antifingicos usados en clinica.
Para el caso de las CMIs de caspofungina se han detectado problemas de variabilidad
entre diferentes laboratorios, por lo que emplear los puntos de corte clinicos de este
farmaco puede conducir a informar un nimero excesivo de aislados de C. glabrata y
C. krusei como intermedios de manera artificial. Por este motivo, el EUCAST ha
decidido no desarrollar puntos de corte para este farmaco (Espinel-Ingroff et al., 2013).
Los puntos de corte actualizados con fecha de abril de 2017 se recogen en las Tablas
3y4:

Tabla 3: Puntos de corte clinicos o epidemiolégicos para las principales
especies de Candida segun la metodologia del CLSI. Las casillas sombreadas en gris
indican puntos de corte epidemiolégicos en aquellas especies en las que no hay

puntos de corte clinicos.

Puntos de Corte Clinicos o Epidemiolégicos (ug/ml)

Especie Categoria AmB FLU VOR POS AND MYC CAS

C. albicans Ss - 2 0,12 - 025 025 0,25
R> 2 4 05 006 1 1 1

C. glabrata Ss - - - - 012 006 0,12

R> 2 32 1 2 0,5 0,25 0,5

C. krusei Ss ; - 05 - 0,25 0,25 0,25
R> 2 - 2 05 1 1 1
C. parapsilosis = i 2 0,12 - 2 2 2
R> 2 4 1 025 8 8 8

C. tropicalis Ss X 2 0,12 - 025 025 0,25
R> 2 4 05 012 1 1 1

AmB, Anfotericina B; FLU, Fluconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol; AND,

Anidulafungina; MYC, Micafungina; CAS, caspofungina.
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Tabla 4: Puntos de corte clinicos o epidemioldgicos para las principales
especies de Candida segun la metodologia del EUCAST. Las casillas sombreadas en
gris indican puntos de corte epidemiolégicos en aquellas especies en las que no hay
puntos de corte clinicos.

Puntos de Corte Clinicos o Epidemiolégicos (ug/ml)

Especle  categoria AmBFLU VOR POS AND  MYC
C abicans S< 1 2 012 006 003 0016
R > 1 4 012 006 003 0016
C. glabrata s< 1 0002 - - 006 003
R > 1 32 1 1 006 003
. S< 1 i ~ - 006 -
C. krusel R> 1 i 1 05 006 025
. parapsilosis < 1 2 012006 0 0002
R > 1 4 012 006 4 2
. tropicalis s< 1 2 012 006 006 -
R > 1 4 012 006 006 006

AmB, Anfotericina B; FLU, Fluconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol;

AND, Anidulafungina; MYC, Micafungina; CAS, caspofungina.

4, Bases moleculares de la resistencia antifiUngica

La resistencia antifangica puede definirse como resistencia microbiologica,
clinica, o ambas. La resistencia microbioldgica se define cuando el crecimiento del
aislado es inhibido s6lo a una concentracion de antifiingico superior a la necesaria
para inhibir a las cepas salvajes (Pfaller, 2012), concentraciones que generalmente no
se alcanzan con esquemas de dosificacion habitual (Pfaller, 2012). Los mecanismos
de resistencia pueden ser primarios (intrinsecos de la especie) o secundarios

(adquiridos por cepas concretas).
4.1. Resistencia a azoles y efecto arrastre

Existen varios mecanismos relacionados con la resistencia a azoles. El primero
es la presencia de bombas de eflujo que conducen a una disminucién de la
concentracion de farmaco en el lugar de la diana. Se basa en la sobre-expresion de
las bombas de eflujo codificadas por los genes MDR o CDR y se ha asociado con
resistencia en C. albicans (MDR1, CDR1, CDR2), C. glabrata (CQCDR1, CgCDR2) y
C. dubliniensis (CdMDR1, CdCDR1) (Sanglard et al., 2009). Otro mecanismo de
resistencia es la adquisicion de mutaciones puntuales en el gen codificante de la

enzima diana ERG11, resultando en alteraciones de la diana con afinidad reducida o
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incapacidad de unirse a los azoles; este mecanismo puede combinarse si existe sobre-
expresion o sobre regulacion de la diana (Sanglard et al., 2009). El tltimo mecanismo
involucra mutaciones en el gen ERG3 que codifica otras enzimas involucradas en la

biosintesis del ergosterol (Sanglard et al., 2009).

El “trailing” o “efecto arrastre” es un efecto in vitro observado con los azoles,
principalmente con fluconazol, se define como la presencia de un crecimiento reducido
pero persistente a concentraciones de antifingico por encima de la CMI. Dicho
crecimiento puede ser tan prominente que a veces conlleva a que una cepa sensible
se clasifique erroneamente como resistente (Lee et al.,, 2004). Sin embargo, dos
estudios independientes utilizando modelos murinos de candidiasis y aislados de C.
albicans demostraron que la CMI (ignorando el efecto arrastre) fue consistente con la
respuesta al tratamiento in vivo (Arthington-Skaggs et al., 2000, Rex et al., 1998). Por
otro lado, la experiencia clinica demuestra que los aislados que presentan “trailing” son

realmente sensibles.
4.2. Resistencia a equinocandinas y efecto paraddéjico

La resistencia a las equinocandinas se correlaciona con mutaciones puntuales
en dos regiones “hot spot” (HS1 y HS2) de los genes fksl y fks2, encargados de
codificar la subunidad catalitica de la 1,3-B-D-glucano sintetasa. Se han descrito
mutaciones en estos genes para C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei
(Sanglard et al., 2009, Pfaller, 2012). Para C. albicans, los cambios de aminoacidos en
Ser641 y Ser645 son los mas frecuentes y causan el fenotipo mas resistente (Perlin,
2011, Garcia-Effron et al., 2009b, Garcia-Effron et al., 2009a), mientras que en C.
glabrata, las modificaciones de aminoacidos en Ser663 en Fks2, Ser629 en Fksl, y
Phe659 en Fks2 son las sustituciones mas comunes (Garcia-Effron et al., 2009a).

Las cepas de C. albicans y C. glabrata con mutaciones en los genes FKS
presentan una baja o nula respuesta a las equinocandinas en estudios
farmacodindmicos con modelos de infeccion murina. El nivel de resistencia y el valor
de la CMI dependen de la mutaciéon presente ya que algunas confieren resistencia
elevada, mientras que otras confieren menor resistencia y podrian presentar respuesta
al tratamiento (Arendrup et al., 2012, Slater et al., 2011, Lackner et al., 2014).

Algunas especies de Candida tienen polimorfismos constitutivos en los genes
FKS, lo que las hace menos sensibles a las equinocandinas. Ejemplos de este
fendmeno son las especies de los complejos de C. parapsilosis y C. guilliermondii que

presentan valores de CMI mas elevados en comparacion con otras especies de
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Candida (Pfaller et al., 2008, Garcia-Effron et al., 2008). Sin embargo, el uso de
equinocandinas no es un factor que influya negativamente en la evolucién de
pacientes infectados con C. parapsilosis (Fernandez-Ruiz et al., 2014). En la Tabla 6
se presenta la estructura de amino&cidos de los HS1 y HS2 de los genes FKS de las
principales especies de Candida y los cambios que confieren diferentes grados de

resistencia:

Tabla 6. Secuencias de aminoacidos de los Hot Spot 1 y Hot Spot 2 de los
genes FKS para las principales especies de Candida y posiciones asociadas con
resistencia elevada (rojo), débil (verde) y sensibilidad disminuida constitutiva (azul)
(Perlin, 2015).

i fks1 fks 2

Especie Hot Spot 1 Hot Spot 2 Hot Spot 1 Hot Spot 2
C. albicans Fea1LTLSLRDP DWIRRYTL
C. krusei FessLILSIRDP DWIRRYTL
C. glabrata Fgo5LILSIRDP DWIRRYTL FgsoLILSLRDP DWIRRYTL
C. guilliermondii  Fg4,MALSIRDP DWIRRYTL
C. tropicalis F LTLSIRDP DWIRRYTL
C. dubliniensis  Fg,;,LTLSIRDP DWIRRYTL
C. parapsilosis  Fg5,LTLSIRDA DWIRRYTL

El efecto paraddjico es un fenémeno in vitro caracterizado por una disminucion
de la actividad antifungica a altas concentraciones de equinocandinas (Vanstraelen et
al., 2013). La inhibicion de la glucano sintasa por parte de las equinocandinas debilita
la pared celular de los hongos y crea un estrés celular que induce una cascada de
mecanismos adaptativos dirigidos a generar tolerancia a las equinocandinas (Perlin,
2007). El principal mecanismo involucrado en la aparicion de este efecto supone un
aumento compensatorio en la sintesis de quitina para contrarrestar la deplecion de
glucanos en la pared (Firon et al., 2004). El impacto clinico del efecto paradgjico es
aun incierto (Rueda et al., 2017).

5. Estado actual de la resistencia antifungica

La realizacién de estudios poblacionales de candidemia permite conocer la
epidemiologia de la infeccion y la evolucion de las tasas de resistencia antifingica a lo

largo del tiempo en diferentes instituciones y zonas geogréficas.
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Como se ha mencionado anteriormente, la distribucién de especies de Candida
varia de acuerdo a la region geografica. A pesar de esas variaciones existe una
similitud entre las tasas de resistencia a fluconazol en diferentes paises mientras que
la resistencia a equinocandinas es mas frecuente en algunas regiones. En la Tabla 7
se resumen las tasas de resistencia a fluconazol y equinocandinas en diferentes
regiones geograficas provenientes de estudios poblacionales (Prigitano et al., 2016,
Cleveland et al., 2015, Dai et al., 2016, Asmundsdottir et al., 2012, Tadec et al., 2016).

Tabla 7. Tasas de resistencia a azoles y equinocandinas publicadas en

diversos estudios poblacionales.

Resistencia Resistencia Periodo de

Pals Fluconazol Equinocandinas estudio Referencia
ltalia 5,40% 0,23% 2014-2015  (Prigitano et al., 2016)
Noruega 5,20% 1,80% 2004-2012  (Hesstvedt et al., 2015)
Portugal 5% 3-15% 2011-2012 (Faria-Ramos et al., 2014)
USA 7-9% 0,8-1,18% 2008-2013 (Cleveland et al., 2015)
Brasil 4,30% 0% 2007-2010 (Doi et al., 2016)
Islandia 2,70% 0% 2000 - 2011 (Asmundsdottir et al., 2012)
Espafia 6 - 6,9% 1,8-3,1% 2010 - 2011 (Guinea et al., 2014)
Dinamarca 29% 1,29% 2004 - 2009  (Arendrup et al., 2011)
Dinamarca 32% 2,20% 2003 - 2004  (Arendrup et al., 2005)
Francia 3,40% 0,50% 2004-2010 (Tadec et al., 2016)

Las tasas de resistencia van ligadas a la distribucion de especies. En los
estudios realizados en Dinamarca, la elevada tasa de resistencia a fluconazol se debe
a la alta prevalencia de especies menos susceptibles como C. glabrata y C. krusei y
otras especies de género no Candida que se consideraron por definicion como no
sensibles a fluconazol (Arendrup et al., 2011, Arendrup et al., 2005). Por el contrario,
en el estudio poblacional llevado a cabo en Portugal (Faria-Ramos et al., 2014), la alta
prevalencia de especies de otros géneros diferentes a Candida, como Trichosporon
spp. y Cryptoccus spp., explican la alta tasa de resistencia a equinocandinas que varia
entre el 3% y el 15%.

Las tasas de resistencia en Espafia se han estudiado recientemente en el
estudio CANDIPOP (Guinea et al.,, 2014), un estudio poblacional de candidemia
realizado durante los afios 2010-2011 en el que participaron 29 Hospitales esparioles
localizados en Madrid, Valencia, Bilbao, Sevilla y Barcelona. En este estudio se
incluyeron un total de 781 aislados pertenecientes a 767 pacientes. En general, la
resistencia a fluconazol oscil6 entre 6% y 6,9%, dependiendo de la metodologia

empleada, y la resistencia a equinocandinas varié entre 1,9% (micafungina) y 3,1%
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(anidulafungina). Las tasas de resistencia dependen de la especie estudiada, asi para
C. albicans la resistencia a fluconazol y equinocandinas fue del 1,4% y 0,29%
respectivamente; para C. parapsilosis la resistencia a fluconazol fue de 2,5% y no se
documento resistencia a las equinocandinas. En C. glabrata se encontré una tasa de
resistencia a fluconazol del 9,6% y un 1% a equinocandinas. En otros estudios
poblacionales, la tasa de resistencia a fluconazol puede verse alterada artificialmente
si se consideran resistentes a fluconazol todas las cepas de C. glabrata, como es el
caso de los estudios poblacionales de Dinamarca (Arendrup et al., 2011, Arendrup et
al., 2005). En el caso de C. tropicalis, se observé una notable discrepancia en cuanto a
las tasas de resistencia a fluconazol segun el método de microdilucion utilizado, para
el CLSI la resistencia fue de 1,7%, mientras que para el EUCAST fue del 22%. Esta
discrepancia posiblemente se deba al alto porcentaje de “trailing” presentado por estas

cepas. La resistencia a equinocandinas en C. tropicalis fue del 3%.

6. Caracterizacion genotipica de las cepas causantes de candidemia
6.1. Brotes de candidemia

La candidemia es una infeccion tipicamente nosocomial (Diekema et al., 2012).
La Organizacion Mundial para la Salud define las infecciones nosocomiales como
aguellas adquiridas durante la estancia hospitalaria (Ducel, 2002). Dado que la
incidencia de la candidemia es baja (Pfaller y Diekema, 2007), cuando se observa un
incremento en el numero de casos en relacion a los observados normalmente en una
misma unidad y en un determinado periodo de tiempo se debe de levantar la alerta de
brote epidémico (Ducel, 2002). En este contexto, la caracterizacién genotipica de los
aislados de Candida causantes de infeccion puede ayudar a esclarecer el foco de la
misma, detectar los servicios hospitalarios con transmision activa v,

consecuentemente, mejorar la prevencion de esta infeccion.

El uso de técnicas de tipado molecular permite conocer el genotipo de las
cepas Yy estudiar su relacion genética (Pulcrano et al., 2012, L'Ollivier et al., 2012, Da
Silva Ruiz et al., 2012). Se define como “claster” a un grupo de 2 o mas aislados que
presentan el mismo genotipo. Cuando un mismo genotipo se encuentra infectando dos
0 mas pacientes hay que realizar un estudio detallado de la relacion temporal y
espacial de los pacientes involucrados en dicho “cluster” para asi intentar dilucidar si la

infeccion tiene un foco comun, y si puede estar ocurriendo una transmision activa
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ocasionando un brote (Romeo et al., 2013, Diab-Elschahawi et al., 2012, Amouri et al.,
2012).

Existen diferencias en la distribucion de las especies de Candida que causan
candidemia en las diferentes unidades del hospital. Estudios previos han demostrado
la presencia de “clusters” que involucran hasta el 25% de los pacientes con
candidemia causadas por C. albicans (Escribano et al., 2013b) y hasta el 50% de los
pacientes infectados por C. parapsilosis (Escribano et al., 2013a). Estos “clusters”
incluyen a pacientes admitidos fundamentalmente en la unidad de neonatologia y
oncologia y algunos pueden llegan a persistir durante afios.

Generalmente se han descrito brotes de candidemia en unidades de cuidados
intensivos de adultos y neonatales (Pinhati et al., 2016, Roilides et al., 2003, Lin et al.,
2012, Da Silva Ruiz et al.,, 2012, Hernandez-Castro et al., 2010), unidades de
hematologia (Levin et al.,, 1998, Brillowska-Dabrowska et al., 2009), unidades
quirdrgicas principalmente cardiotoracicas (Diab-Elschahawi et al., 2012, Pertowski et
al., 1995), y servicios pediatricos como unidades de oncologia (Barchiesi et al., 2004).

Aunque las especies involucradas con mayor frecuencia en brotes son C.
parapsilosis (Brillowska-Dabrowska et al., 2009, Pinhati et al., 2016, Wang et al., 2016,
Barchiesi et al., 2004) y C. albicans (Pertowski et al., 1995, Lasheras et al., 2007,
Guducuoglu et al., 2016), también se han descrito brotes causados por C. glabrata
(Nedret Koc et al., 2002), C. krusei (Gaudie et al., 2009), C. tropicalis (Roilides et al.,
2003, Chowdhary et al., 2003) y especies menos frecuentes como C. pelliculosa (Lin et
al., 2012), C. haemulonii (Khan et al., 2007), C. rugosa (Colombo et al., 2003) y
actualmente C. auris (Schelenz et al., 2016).

6.2. Vias de transmisién

La colonizacién del tracto digestivo, respiratorio, 0 genitourinario por Candida
spp. es un factor de riesgo importante en la adquisicion de candidemia (Miranda et al.,
2009). El sobre-crecimiento de Candida en el tubo digestivo se ha relacionado con la
presencia de candidemia; al igual que la traslocacion intestinal posterior a una cirugia
abdominal (Miranda et al., 2009, Muskett et al., 2011, Charles et al., 2005). En estos
casos la ruta de infeccién seria endégena y la transmisién paciente-paciente no jugaria

un papel tan relevante en el desarrollo de la infeccion.

El foco de infeccion primario méas frecuentemente relacionado con el desarrollo
de la candidemia es el catéter (Dizbay et al., 2008, Miranda et al., 2012, Levin et al.,

1998), debido en parte a la habilidad de Candida para formar biopeliculas y adherirse



INTRODUCCION

a superficies plasticas (Ramage et al., 2005). Se ha descrito que las manos del
personal sanitario juegan un papel importante dentro de la transmision al poderse
colonizar por Candida, y al manipular el catéter se facilita la colonizacion del mismo
(Barchiesi et al., 2004, Lasheras et al., 2007, van Asbeck et al., 2007). De igual modo
se han descrito casos de infusiones parenterales contaminadas por Candida que han
sido responsables de infecciones (Guducuoglu et al.,, 2016). En estos casos la

transmisién paciente-paciente tendria un papel mas relevante.

La incidencia de candidemia en neonatos es elevada (Manzoni et al., 2012) y
se considera como factor de riesgo relevante la colonizacion vaginal de la madre y la
subsecuente infeccion por el canal de parto durante el nacimiento. En este caso la

transmision es vertical (Bliss et al., 2008, Manzoni et al., 2012).

En el momento en que se sospecha la presencia de un brote, la accion
inmediata consiste en estudiar los aislados clinicos y ambientales del entorno de los
pacientes, incluyendo las manos del personal sanitario, con el fin de conocer la ruta de
transmision de las cepas. Si las cepas aisladas perteneces a la misma especie, el
paso siguiente es emplear técnicas de tipado molecular que constaten que se trata del
mismo genotipo y de este modo detectar “clusters” y estudiar las rutas de adquisiciéon y

transmision.
6.3. Técnicas de tipado molecular

Diversas técnicas de tipificaciébn molecular han sido empleadas para el estudio
genotipico de aislados de Candida. En el Anexo | se adjunta una revisién de la
literatura titulada “Use of molecular typing tools for the study of hospital outbreaks of
candidemia. Marcos-Zambrano LJ, Escribano P, Bouza E, Guinea J. Rev Iberoam
Micol. 2014;31 2 :97-103” donde se resumen las principales técnicas de tipado

molecular empleadas para el estudio de Candida spp clinicamente relevantes.

6.4. Secuenciacién del genoma completo como técnica de tipado

molecular

La secuenciacion del genoma completo permite comparar las diferencias
genéticas entre los organismos hasta la resolucion de un solo par de bases. Esta
técnica se presenta como una nueva técnica de tipado muy esperanzadora para
resolver problemas epidemiologicos. Con la introduccion en los ultimos afios de
sistemas de secuenciacion de alto rendimiento, esta técnica se esta volviendo mas
rapida y menos costosa, por lo que en un futuro es posible que pueda sustituir a los

métodos tradicionales de tipado (Price et al., 2013). Hasta la fecha ha demostrado ser
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una valiosa herramienta de investigacion que puede mejorar la comprension de la
estructura de la poblacién microbiana, evolucion, patogénesis, virulencia y resolucion
de brotes epidémicos (Price et al., 2013). Se ha empleado para el estudio de brotes
nosocomiales principalmente bacterianos causados por Staphyloccocus aureus (Price
et al., 2014), Mycobacterium tuberculosis (Roetzer et al., 2013), Escherichia coli
(Holmes et al., 2015), y Clostridium difficile (Knetsch et al., 2014); sin embargo, se esta
empezando a emplear para el estudio de brotes de patdgenos fungicos como Candida
auris (Lockhart et al., 2017).

7. Patogenicidad de Candida
7.1. Virulencia

Candida spp. presenta una variedad de factores de virulencia, permitiendo la
colonizacion de los tejidos en la fase comensal e invasion durante la infeccién (Hofs et
al., 2016). Los factores de virulencia dependen de cada especie, siendo C. albicans la
especie mejor estudiada. Entre estos destacan, la capacidad de cambiar la morfologia
de una célula levaduriforme a filamentosa, la expresiéon de adhesinas e invasinas en la
superficie celular, la formacion de biopeliculas, y la secrecién de enzimas hidroliticas
(Hofs et al., 2016, Mayer et al., 2013).

Las células de Candida se adhieren a la superficie de las células huésped
mediante la expresion de adhesinas, con la posterior transicion de la levadura a hifa y
el crecimiento dirigido a través del tigmotropismo (Mayer et al., 2013). La expresion de
invasinas media la captacion del hongo por la célula huésped a través de endocitosis
inducida y la capacidad de adhesién, las fuerzas fisicas y la secrecion de hidrolasas
fungicas favorecen la penetracién activa del hongo a la célula huésped (Mayer et al.,
2013).

Ademas de estos factores, otros atributos relacionados con el “fithess”
(acondicionamiento fisico) también favorecen a la capacidad de adaptacion y de
invasion de este patégeno (Hofs et al., 2016, Mayer et al., 2013, Polke et al., 2015).
Estos atributos incluyen una rgpida adaptacion a las fluctuaciones del pH ambiental
gracias a la excreciéon de amoniaco (NHs) y alcalinizacion extracelular concomitante,
flexibilidad metabdlica y absorcion de diferentes compuestos como fuentes de carbono
y nitrégeno, y mecanismos robustos de respuesta al estrés efectuados por proteinas
de choque térmico (Hsps) (Hofs et al., 2016, Mayer et al., 2013, Polke et al., 2015). La

presencia de uno o mas factores incrementan la patogenicidad de Candida bien sea
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favoreciendo la evasion de la respuesta inmune o potenciando el dafio hacia las

células del huésped.

Una gran variedad de modelos animales se han empleado para estudiar la
funcion del sistema inmune para combatir las infecciones fungicas, lo que ha
contribuido al mejor conocimiento de las interacciones patégeno-hospedador. De igual
manera, los modelos animales han ayudado a establecer las -caracteristicas
patogénicas de diversos hongos (Trevino-Rangel Rde et al., 2014, Sano et al., 2014,
Sandoval-Denis et al., 2014, Paredes et al., 2014, Jacobsen et al., 2014, Fernandez-
Silva et al., 2014, Rahman et al., 2012). Los modelos invertebrados son herramientas
utiles en el estudio de la patogénesis flngica y tienen alta correlacion con modelo
vertebrados (Binder et al., 2016, Jacobsen, 2014, Mesa-Arango et al., 2013, Brennan
et al., 2002, Frenkel et al., 2016).

Galleria mellonella (Lepidéptera: Pyralidae, gusano de la miel) es un modelo
invertebrado cada vez més utilizado, que por su facilidad de manipulacién y su
respuesta inmunitaria lo convierten en un huésped ideal para el estudio de
enfermedades infecciosas (Jacobsen, 2014, Mesa-Arango et al., 2013), tanto
bacterianas (Tsai et al.,, 2016) como fangicas (Binder et al.,, 2016). G. mellonella
presenta numerosos beneficios, ya que es un modelo facil de manejar, las larvas
pueden incubarse a un rango de temperaturas entre 25 °C a 37 °C, el inoculo puede
ser controlado al utilizarse inoculacion directa en la hemocele, y la monitorizacion de la
infeccion es sencilla (Jacobsen, 2014, Binder et al., 2016, Fuchs et al., 2010b). La
respuesta inmune de G. mellonella es similar a la de los mamiferos, ya que se basa en
barreras estructurales pasivas, asi como respuestas celulares y humorales que se

llevan a cabo por los hemocitos embebidos en la hemolinfa (Wojda, 2016).

Por lo tanto, el uso de este modelo infeccioso esta cada vez mas extendido en
el estudio de la patogénesis de la enfermedad fangica, y actualmente se ha utilizado
para correlacionar la produccion de biopelicula in vitro — in vivo (Rajendran et al., 2015,
Borghi et al., 2014b), estudiar el “fitness” en cepas resistentes o con alteraciones que
le produzcan adaptacion a los antifingicos (Borghi et al., 2014a, Rueda et al., 2014),
estudiar la respuesta antifungica (Li et al., 2013), y estudiar la patogenicidad de cepas
de C. albicans (Fuchs et al., 2010a, Frenkel et al., 2016), C. parapsilosis (Gago et al.,
2014), y C. tropicalis (Mesa-Arango et al., 2012), entre otros.
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7.2.  Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas fungicas son comunidades complejas de células e hifas unidas
a un substrato y protegidas por una matriz extracelular (Fanning y Mitchell, 2012). La
formacion de biopeliculas es parte del proceso patogénico de las infecciones fungicas
por lo que es considerado un factor de virulencia importante; sin embargo, las
caracteristicas mas importantes de las biopeliculas son su alta capacidad de
resistencia a los antifingicos y a la defensa del propio hospedador, asi como la
capacidad de perpetuar la infeccion (Douglas, 2003).

Candida spp. es capaz de formar biopeliculas tanto en superficies abidticas,
principalmente plasticos, como sobre células y tejidos del hospedador (Douglas, 2003).
La resistencia presentada por las biopeliculas frente a los antifingicos representa un
importante problema terapéutico ya que involucra a las principales clases de
antifingicos empleados actualmente en la clinica. Existen diversos factores que
explican la capacidad de las biopeliculas de presentar resistencia frente a los
antifingicos. Las bombas de eflujo juegan un papel importante en la resistencia de las
biopeliculas de Candida frente a azoles, reduciendo la acumulaciéon de antifungico
dentro de las células. La transcripcion de los genes MDR1 y CDR1 es mayor en
biopeliculas maduras (24 horas) que en forma plancténica (Ramage et al., 2002).

Otro factor importante son los cambios en la composicion de lipidos de la
membrana celular. Comparado con la forma planténica, las membranas celulares de
las células en la biopelicula contienen concentraciones de ergosterol mas bajas, por lo
gue limitan la eficacia de farmacos cuya diana es el ergosterol (azoles y anfotericina
B). Otro factor clave en la resistencia de las biopeliculas es la produccion de la
membrana extracelular, un material polimérico que promueve la adherencia y protege
a las células en la biopelicula de dafios ambientales, favoreciendo la retencién de
nutrientes, agua y enzimas. La matriz extracelular secuestra a los farmacos impidiendo
que actien sobre las células de la biopelicula (Nett et al., 2010); sin embargo, las
equinocandinas presentan alta actividad anti-biopelicula, ya que inhiben la sintesis del
B1,3-d-glucano un componente fundamental de la matriz extracelular (Kuhn et al.,
2002).

La biomasa y la viabilidad de las biopeliculas pueden cuantificarse mediante
diferentes métodos microbiolégicos, quimicos, fisicos, moleculares y microscépicos
(Azeredo et al., 2016). EI método clasico para determinar la viabilidad de las
biopeliculas es contar el numero de unidades formadoras de colonias después de

cultivarlas en placas de &gar; sin embargo, este método puede conducir a errores
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significativos por el alto grado de agregacion debido a la matriz extracelular. Los
procedimientos tales como la sonicacion o el uso de enzimas que degradan la matriz
se puede utilizar para separar las células de la matriz o la superficie a la que estan
unidos, pero tienen la desventaja de que la viabilidad de las mismas puede verse
afectada (Azeredo et al., 2016).

Los ensayos metabdlicos son excelentes candidatos para la cuantificacion de la
viabilidad de las células en la biopelicula. Estos ensayos son métodos indirectos
basados en la deteccion de productos metabdlicos producidos por las levaduras y
tienen la ventaja de ser capaces de evaluar la viabilidad sin manipulacion de la
muestra, ya que no requieren la eliminacion de la biopelicula de la superficie
adherente (Azeredo et al., 2016). Se utilizan diversos indicadores para la deteccion de
la actividad metabdlica de la biopelicula. Un ejemplo es el ensayo de reduccién de la
resazurina (también conocido como el ensayo Alamar Blue), colorante azul que puede
ser reducido por las células metabdlicamente activas a rosa resorufina, que es
fluorescente (O'Brien et al., 2000). Otro de los métodos mas usados es el XTT que se
basa en la reduccién de 2,3-bis (2-metoxi-4- Nitro - 5 - sulfo - fenil) - 2H - tetrazolio - 5 -
carboxanilida (XTT) por parte de las células metabdlicamente activas; el XTT da lugar
a un producto de formazano de color naranja soluble en agua que se puede medir
espectrofotométricamente (Pierce et al., 2008). También se han descrito métodos
moleculares que permiten cuantificar la viabilidad de las células presentes en la
biopelicula mediante gPCR, basandose en la presencia de ADN libre en su superficie
(Alvarez et al., 2013).

Otra aproximacién para la cuantificacion de la biopelicula es el estudio de su
biomasa. Se puede cuantificar el grosor de la matriz y estudiar la estructura de la
biopelicula, pero esto no da una medida de su viabilidad ya que incluye tanto a las
células viables como a las no viables (Azeredo et al., 2016). Los métodos mas
comunes para el estudio de la biomasa son las técnicas de tincidn, como la basada en
el uso del cristal violeta. Con este técnica se realiza una medicion indirecta de la
biomasa mediante la absorcion por parte de la biopelicula del colorante (O'Toole,
2011). La biomasa también puede cuantificarse mediante la cuantificacion del peso de
la biopelicula, para ello es necesario pesar la superficie donde se forme la biopelicula

antes y después de su formacién (Azeredo et al., 2016).

Diversos métodos microscépicos pueden emplearse para el estudio de la
biopelicula. La microscopia laser confocal combinada con ciertas tinciones especificas

permite estudiar la viabilidad de la biopelicula y obtener una idea de la estructura en
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tres dimensiones, y también permite estudiar el efecto de antifingicos sobre la misma
(Azeredo et al., 2016). La microscopia electronica de barrido (SEM) permite evaluar la
estructura de la biopelicula con alta resolucion, estudiar efectos de farmacos sobre su

estructura y presentar con gran detalle su superficie (Azeredo et al., 2016).












OBJETIVOS

Esta tesis pretendio abordar los siguientes objetivos:

Identificacion y sensibilidad a antifungicos de levaduras causantes de

fungemia

1. Determinar la epidemiologia de especies causantes de fungemia en pacientes
ingresados en el Hospital General Universitario Gregorio Marafion mediante

identificacidbn molecular.

2. Determinar la tasa de resistencia a azoles y equinocandinas en aislados causantes

de fungemia.

3. Determinar el porcentaje de cepas que presenten “trailing” a fluconazol y efecto
paraddjico a las equinocandinas.

Caracterizacion genotipica y estudio de la diversidad clonal de las
principales especies de Candida causantes de candidemia

4. Evaluar la clonalidad de las cepas causantes de candidemia, incluida la
candidemia relacionada con el catéter, producidas por las principales especies de
Candida.

5. Estudiar la diversidad genotipica de las principales especies de Candida causantes

de fungemia y la relacion con la transmision nosocomial.

Estudio de la formacién de biopeliculas en aislados de Candida spp.

causantes de fungemiay determinacion de su sensibilidad antifingica

6. Determinar la capacidad de formar biopeliculas en levaduras causantes de
fungemia y proponer una clasificacion en base a su biomasa y su actividad

metabdlica.

7. Estudiar la sensibilidad antifingica de las biopeliculas formadas por especies de

Candida con gran capacidad de formar biopeliculas.



OBJETIVOS

Estudio de la patogenicidad de Candida spp. en base a la letalidad sobre
un modelo de G. mellonella

8. Determinar la letalidad causada por cepas de C. albicans causantes de fungemia y
crear una clasificacion en base a su virulencia.

9. Comparar la patogenicidad de C. guilliermondii y C. albicans y su relacion con la
evolucién clinica de los pacientes.









JUSTIFICACION

Identificacion y sensibilidad a antifungicos de levaduras causantes de

fungemia

La candidemia es una causa importante de morbilidad y mortalidad en el
entorno hospitalario. A pesar de que C. albicans es la principal especie causante de
candidemia, otras especies de Candida — o incluso otros géneros — caracterizados por
presentar una sensibilidad disminuida a los antifiingicos, estan cobrando una mayor
relevancia clinica. El conocimiento de la epidemiologia de las especies causantes de
candidemia es de gran importancia en el entorno clinico, ya que los patrones de
sensibilidad antifiingica son especie-especificos. Esto cobra especial interés a la hora
de iniciar tratamiento empirico cuando aun no se ha identificado el aislado. Otro
aspecto importante es la determinacion de la sensibilidad antifingica, sobre todo en
casos de aislados pertenecientes a especies normalmente sensibles y que pueden
presentar resistencia adquirida. La técnica de referencia para la determinacién de la
sensibilidad antifangica es la microdilucion en caldo y tanto el CLSI como el EUCAST
han estandarizado sus correspondientes metodologias para obtener resultados
comparables y reproducibles. Gracias a estos métodos, y a la presencia de puntos de
corte, se pueden determinar las tasas de resistencia a antifungicos para la mayoria de
cepas causantes de candidemia. La mayoria de estudios reportan las tasas de
resistencia globales en las cepas estudiadas. Sin embargo, no abundan estudios que
evallen la evolucidn de las tasas de resistencia a antifingicos en las cepas causantes

de candidemia a lo largo del tiempo.

Las técnicas de microdilucién estandar no estan disponibles en la mayoria de
los laboratorios de microbiologia clinica. Dada la necesidad de obtener la sensibilidad
antifingica de las cepas con significacion clinica, es necesario contar con métodos
comerciales que permitan de modo sencillo obtener esta informacién, sobre todo para
antifingicos de amplio uso hospitalario como es el caso de fluconazol y las
equinocandinas. El E-test es uno de estos métodos comerciales, pero su papel como
herramienta para establecer la sensibilidad de las cepas de Candida a las

equinocandinas esta poco estudiado.

El uso de técnicas de microdilucion ha permitido observar la presencia de
ciertos fenébmenos in vitro que pueden interferir a la hora de establecer la CMI de los
farmacos. Estos fendmenos son el efecto de arrastre del fluconazol (“trailing”) y el
efecto paraddjico a las equinocandinas, fendmenos poco estudiados vy
fundamentalmente descritos con el uso de la metodologia del CLSI. La lectura

espectrofotométrica de los paneles cuando se usa el procedimiento de EUCAST
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permite establecer una gradacion de la produccion de estos fendmenos por parte de
las cepas estudiadas. Hasta la fecha, el grado de produccién de efecto de arrastre a
fluconazol y efecto paraddjico a las equinocandinas por parte de las cepas causantes
de candidemia medido por la metodologia del EUCAST es desconocido.

Caracterizacién genotipica y estudio de la diversidad clonal de las

principales especies de Candida causantes de candidemia.

La candidemia afecta principalmente a pacientes hospitalizados generalmente
en unidades de cuidados intensivos y neonatologia. Ante un aumento en el nimero de
casos de candidemia es necesario esclarecer si existe una posible transmision de

Candida spp., lo que probablemente podria traducirse en brotes nosocomiales.

La caracterizacion genotipica de los aislados de Candida puede ayudar a
esclarecer ambién el origen de la infeccion. La definicion de candidemia relacionada
con el catéter se basa en el aislamiento de la misma especie de Candida tanto en el
cultivo de la punta del catéter como en el hemocultivo. Se desconoce si esta definicion
basada meramente en identidad de especies es suficiente, y ademas se desconoce si
se trata de una infeccion policlonal, es decir, si la infeccién esta causada por uno o
varios genotipos, o si los genotipos encontrados en el catéteres son siempre idénticos
a aquellos encontrados en sangre y viceversa. De ser asi, pordria ser necesario
apoyarse en los métodos moleculares para definir la candidemia relacionada con el
catéter requiriendo que los genotipos encontrados tanto en los hemocultivos como en
la punta del catéter sean idénticos. Actualmente en la literatura existen pocos trabajos
donde se estudien genotipicamente los aislados procedentes de pacientes con
candidemia relacionada con el catéter; ademas los pocos estudios existentes se

llevaron a cabo con métodos moleculares poco discriminativos.

La caracterizacion molecular puede ser también Gtil para conocer la potencial
transmision nosocomial de las cepas de Candida dentro del hospital, o establecer
aquellas unidades con una hipotética mayor transmision en las que se pueda actuar
para prevenir la transmision del patégeno. Se desconoce el porcentaje de cepas que
comparten el mismo genotipo en diferentes hospitales y si este parametro puede

sugerir transmision horizontal entre pacientes.

Estudio de la formaciéon de biopeliculas por parte de aislados de Candida

spp. causantes de fungemiay determinacion de su sensibilidad a antifingicos

La habilidad de Candida spp. para formar biopeliculas le permite adherirse a

superficies plasticas como catéteres y causar infecciones relacionadas a estos



JUSTIFICACION

dispositivos. Las guias actuales de manejo de la candidemia sugieren la retirada del
catéter cuando se sospeche que éste es el foco de infeccion, sin embargo en algunos
casos esto no es posible. Algunas técnicas alternativas, como el sellado del catéter
con antifingicos, utilizan altas concentraciones de antifingicos para erradicar el foco y
asi evitar la retirada del catéter. Sin embargo, no hay suficiente evidencia clinica al
respecto, por lo que el conocimiento de la capacidad de formacion biopeliculas que
presentan las distintas especies y la sensibilidad antifiingica de las mismas es de gran

importancia.

Actualmente no existe un consenso sobre qué técnica debe emplearse para la
cuantificacion de las biopeliculas de Candida, y de cdmo clasificar las cepas en base a
la capacidad de formar biopeliculas; también se desconoce si diferencias en las
caracteristicas de la biopelicula influyen en la susceptibilidad antifingica de la misma.

Estudio de la patogenicidad de Candida spp. en base a la letalidad sobre

el modelo de G. mellonella.

Ademas de los factores predisponentes del paciente para el desarrollo de
candidemia, existen factores de virulencia propios de cada especie que favorecen el
desarrollo y el pronostico de la infeccion. Entre estos destacan la produccion de
biopeliculas, asi como la produccion de proteinasas y otras enzimas que favorecen la
adhesion y posterior invasion. El estudio de la patogenicidad de las cepas de Candida
spp. podria tener un impacto en la monitorizacion de la evolucion clinica de los ntes.
Actualmente se estan empleando modelos invertebrados que facilitan el estudio de un
gran namero de cepas; por ejemplo, las larvas de G. mellonella se han usado para
estudiar la virulencia de algunas especies fungicas como Candida spp. y Cryptococcus

spp. mostrando una alta correlaciébn con modelos vertebrados.

Si bien los factores de riesgo para el desarrollo de candidemia causadas por
las especies de Candida mas frecuentes son bien conocidos, la epidemiologia de las
infecciones causadas por especies poco frecuentes no lo son tanto. Las especies
infrecuentes como C. guilliermondii se caracterizan por presentar una sensibilidad
disminuida a antifangicos. El modelo de G. mellonella podria ser de utilidad para
estudiar la potencial virulencia de aislados pertenecientes a estas especies poco

frecuentes.

El modelo de G. mellonella se ha utilizado para estudiar la letalidad de cepas
de C. albicans con diferentes grados de produccion de biopelicula, sin embargo, el

namero de aislados analizados son reducidos, y no se ha establecido una clasificacién
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que diferencie a las cepas de una misma especie en base a su letalidad. Otro aspecto
interesante que permite estudiar este modelo invertebrado es la posible relacion entre
la letalidad de las cepas y la evolucion clinica de los pacientes.



Material y Métodos
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1. Descripcion del Hospital

Las cepas estudiadas provienen de pacientes ingresados en el Hospital
General Universitario Gregorio Marafidén, ubicado en Madrid, Espafa. El hospital
atiende a una poblacion aproximada de 715.000 habitantes e incluye a todos los tipos
de pacientes con riesgo de desarrollar candidemia, como aquellos con neoplasias
malignas hematoldgicas, receptores de trasplante de 6érgano soélido, pacientes
portadores de catéteres venosos centrales, pacientes ingresados en unidades de

cuidados intensivos médicos y quirdrgicos, y neonatos.

2. Definiciones clinicas
2.1. Episodio de fungemia

La fungemia se defini6 como el aislamiento de levaduras en botellas de
hemocultivos inoculadas con sangre obtenida por venopunciéon de una via periférica de
pacientes con sospecha de sepsis. Se definieron episodios multiples en un solo
paciente cuando se aislo la misma especie en posteriores hemocultivos tomados = 7

dias después del ultimo hemocultivo positivo.
2.2. Infeccion polifungica

Los episodios en los que se detectaron 2 o mas especies diferentes de

levaduras se consideraron infecciones polifingicas.
2.3. Otras definiciones clinicas

Las definiciones utilizadas han sido publicadas previamente (Puig-Asensio et
al., 2013, Puig-Asensio et al., 2014). Brevemente, los episodios detectados durante los
dos primeros dias de ingreso hospitalario se consideraron como ambulatorios; estos
episodios también podrian clasificarse como relacionados con la atencion de la salud
si los pacientes cumplian cualquiera de los siguientes criterios: hospitalizacion por =2
dias en los 90 dias anteriores a la candidemia, residencia en un centro de larga
estancia, o recepcion de quimioterapia o dialisis en los 30 dias anteriores a diagndstico
(Friedman et al., 2002). Los criterios para el diagndstico de candidemia relacionada
con el catéter fueron los establecidos en las guias de la IDSA (Mermel et al., 2009).
Los focos secundarios requerian el aislamiento de la misma especie de Candida en la
fuente sospechosa de infeccién. Los episodios candidemia de brecha se definieron

como candidemia en pacientes que habian estado recibiendo antifungicos durante
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mas de 3 dias. La presencia de sepsis grave o shock séptico se registro en el dia en
gue se diagnostico la candidemia (Levy et al., 2003, Goldstein et al., 2005). Se definié
un tratamiento antifungico adecuado como la dosis correcta de agente antifingico para
un aislado de Candida susceptible administrado dentro de las primeras 48 horas tras la
recogida de sangre. La retirada temprana del catéter venoso central se realizé en las
primeras 48 horas después del cultivo positivo. En pacientes con multiples catéteres,

al menos el catéter responsable tuvo que ser retirado dentro de este plazo.
3. Aislados clinicos estudiados

3.1 Cepas provenientes de hemocultivos de pacientes ingresados en el

Hospital Gregorio Marafion

Se estudiaron 764 levaduras provenientes de hemocultivos de 686 pacientes,
ingresados en el hospital Gregorio Marafibn desde enero de 2007 a septiembre de
2016. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante procedimientos estandar y se
incubaron en botellas incubadas en el sistema automatizado Bactec 9240 ( 2007-2011)
y BactecTM-FX (2011-2016) (Becton-Dickinson, Cockeysville, Maryland, EE.UU). Las
botellas de hemocultivos con crecimiento positivo y con presunta visualizacion de
levaduras en la tincibn de Gram se subcultivaron en placas de CHROMagar
(CHROMagar, Paris, Francia) que se incubaron durante 36-48 horas a 35 °C con
objeto de detectar fungemias polifingicas. Todas las especies presentes en las placas
se subcultivaron de manera independiente y los aislados se identificaron por

amplificacién y secuenciacién de la region ITS1-5.8S-ITS2 (White, 1990).

3.2. Cepas de otros origenes, con caracteristicas especiales, 0

provenientes de otros centros
3.2.1. Cepas ATCC

Se utilizaron las cepas tipo C. krusei ATCC 6258 y C. parapsilosis ATCC 22019
como control de calidad para las pruebas de sensibilidad antifangica. También se
incluyé la cepa C. albicans ATCC 90028 dada su alta y conocida produccion de efecto
arrastre (St-Germain, 2001).

3.2.2. Cepas con mutaciones en los genes fks

Se incluyeron 5 cepas con mutaciones en los genes fks, de las cuales 4 fueron
recogidas en el estudio poblacional CANDIPOP llevado a cabo en los afios 2010 —

2011 (Guinea et al., 2014), y otra fue aislada de un hemocultivo de un paciente con
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candidemia ingresado en el hospital Gregorio Marafion. Las cepas incluidas se

detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas con mutaciones en los genes fks previamente descritas en el
estudio CANDIPOP (Guinea et al., 2014) o en pacientes del hospital Gregorio Marafion
que fueron incluidas en esta tesis doctoral.

Especie Mutacion Region Origen
Candida glabrata  AF649 HS1fks?2 CANDIPOP
Candida albicans  F641S HS1fks1 CANDIPOP
Candida tropicalis F641L HS1fks1 CANDIPOP
Candida tropicalis R647G HS1fks1 Hospital Gregorio Marafion
Candida tropicalis S645F HS1ftks1 CANDIPOP

3.2.3. Cepas originadas en el catéter

Para el estudio retrospectivo de candidemia relacionada con el cateter, se
estudiaron 22 pacientes ingresados entre enero 2008 y diciembre 2010 en los que C.
albicans fue aislada simultaneamente de hemocultivos y puntas de catéter durante los
7 dias anteriores o posteriores a la toma del hemocultivo. Se estudiaron 48 cepas de
C. albicans procedentes de hemocultivos (n = 22) y cultivos de punta de catéter (n =
26). Como controles, se estudiaron 10 cepas de C. albicans de hemocultivos de 10

pacientes sin candidemia relacionada con el catéter.

Para el estudio prospectivo de candidemia relacionada con el catéter, se
estudiaron 20 pacientes ingresados entre julio de 2011 y agosto de 2012 en los que se
aislé C. albicans (n = 9), C. parapsilosis (n = 7), C. glabrata (n = 2), o C. albicans + C.
glabrata (n = 2) simultaneamente en hemocultivos y cultivos de puntas de catéter
durante los 7 dias anteriores o posteriores a la toma del hemocultivo. Se estudiaron 20
hemocultivos obtenidos de puncion venosa periférica (uno por paciente) y 31 muestras
de catéter (segmentos de catéter, reservorios y cultivos de la piel alrededor del sitio de
insercién). En la mayoria de los pacientes (n = 15), s6lo se estudié una muestra de

catéter; en los cinco pacientes restantes se procesaron varias muestras (rango 2-4).

Los procedimientos y definiciones de cultivo de punta de catéter se basaron en
las directrices de la IDSA (Mermel et al., 2009). Para ello, las puntas de catéter
enviadas al servicio de Microbiologia se rodaron sobre placas de agar de sangre de
acuerdo con la técnica de placa laminar semicuantitativa (Maki et al., 1977). Los
aislados de Candida spp. presentes en recuentos de =15 unidades formadoras de

colonias fueron identificados a nivel de especie.
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Se usaron los siguientes procedimientos conservadores de estudio de
colonizacion de catéteres que estaban insertados en el paciente en el momento de la
recoleccion de muestras: tincion de Gram y cultivo de liquido endoluminal del catéter
(Kite et al., 1999), o cultivo del interior del reservorio y/o la piel alrededor del punto de
insercion (Cercenado et al., 1990). Cuando el cultivo de un catéter por el
procedimiento de Maki era negativo, el segmento se seccioné longitudinalmente y se

frot6 en la superficie de una placa de agar de sangre.

3.2.4. Cepas procedentes de pacientes ingresados en otros

centros

Para el estudio de la diversidad clonal de la candidemia en diferentes
hospitales, se incluyeron cepas de C. albicans (n=63) y C. parapsilosis (n=30)
provenientes de pacientes ingresados en el hospital Ramoén y Cajal desde enero 2010
a diciembre 2012. Las muestras de hemocultivo se obtuvieron utilizando
procedimientos estandar y se incubaron en el sistema automatizado Bactec 9240 (a
partir de 2010) y Bactec ™ -FX (2011-2012) Becton-Dickinson, Cockeysville, MD,
EUA. Los cultivos de sangre con visualizacion de levaduras en la tincién de Gram se
subcultivaron en agar CandiSelect (BioRad, Marnes La Coquette, Francia) que se
incubaron durante 24-48 horas a 35-37 °C. La identificacion presuntiva fue confirmada
por espectrometria de masas en un sistema Microflex LT (Daltonik, Bremen, Alemania)
(Huang et al.,, 2013). Como control, se incluyeron cepas (C. albicans, n = 89, C.
parapsilosis, n = 46) de hemocultivos de pacientes ingresados en un hospital
geograficamente no relacionado, el hospital Policlinico Universitario Agostino Gemelli,

Roma, Italia, durante el periodo de estudio.
3.2.5. Cepas de C. guilliermondii

Para estudiar las caracteristicas de la candidemia causada por C.
guilliermondii, ademas de las cepas de esta especie aisladas en los hemocultivos de
pacientes ingresados en el Hospital Gregorio Marafion durante el periodo de estudio
mencionado, se incluyeron cepas aisladas de pacientes ingresados en el Hospital de
Vall d'Hebron, Barcelona (n = 5) durante el periodo de 2007 a 2014. También se
incluyeron los casos recogidos en los restantes hospitales participantes en el estudio
poblacional CANDIPOP (n = 8) (Guinea et al., 2014).
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4. Pruebas de sensibilidad antifungica
4.1. EUCAST EDef 7.2

Se utilizé el procedimiento de microdilucién EUCAST EDef 7.2 (Arendrup et al.,
2012a) para estudiar la sensibilidad in vitro a los siguientes farmacos: anfotericina B
(Sigma Aldrich, Madrid, Espafia), fluconazol, voriconazol y anidulafungina (Pfizer
Pharmaceutical Group, Nueva York, Nueva York, EE.UU.), posaconazol vy
caspofungina (Merck & Co., Inc, Rahway, New Jersey, EE.UU.), y micafungina
(Astellas Pharma, Inc, Tokio, Japdén) (2008a, Arendrup et al.,, 2012a). Los agentes
antifingicos se estudiaron a concentraciones que oscilaban entre 0,015 y 8 pg/ml
(anfotericina B, voriconazol, posaconazol, caspofungina, anidulafungina y
micafungina), 6 0,062 y 64 ug/ml (fluconazol). Los estudios se realizaron en placas de
microdilucién de fondo plano, utilizando medio RPMI 1640 2X suplementado con 2%
de glucosa. El método se basa en la preparacion de soluciones de trabajo con
concentraciones crecientes de antifungicos en volumenes de 100 pl por pocillo a los
que se afiaden 100 ul de inéculo. En los pocillos 1 a 10 de cada columna de la placa
se dispensaron 100 pl de la concentracion de agente antifingico (2X concentracion
final). En los pocillos de la columnas 11 y 12 se dispensaron 100 ul de medio RPMI 2X
que se usaron como blanco (pocillo 12) y como control de crecimiento de levadura
libre de farmaco (pocillo 11). El inoculo se preparé suspendiendo cinco colonias
representativas de la levadura a estudiar en agua destilada estéril, para ello se preparé
una suspension al 0,5 McFarland que equivale a 1-5 x 10° UFC/ml; posteriormente se
inocularon 100 pl de la suspension, lo que dio lugar a la concentracion de farmaco final

requerida y la densidad del inoculo inoculo final de 0,5 - 2,5 x 10° UFC/ml.

Las placas inoculadas se incubaron durante 24 horas a 35 °C. El control de
crecimiento debi6 alcanzar una densidad oOptica > 0,2; en caso contrario, las placas se
incubaron 24 horas adicionales. Las levaduras de géneros diferentes a Candida que

no fermentan la glucosa se incubaron en agitacion a 30 °C.

La CMI se defini6 como la concentracion mas baja de farmaco resultante en
una inhibicion de 250% de crecimiento en comparacion con un control libre de farmaco
(fluconazol, voriconazol, posaconazol y equinocandinas), o 290% (anfotericina B). El
valor de CMI se determiné espectrofotométricamente (fotdmetro de microplaca

Multiskan FC, Thermo Scientific, Madrid, Espafia) con lecturas realizadas a 530 nm.
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4.2. E-test de micafungina

Se utilizaron tiras de E-test que contenian micafungina en concentraciones
comprendidas entre 0,002 y 32 ug/ml. El procedimiento se realiz6 segun las
recomendaciones del fabricante, en placas de agar de RPMI-glucosa 1640-2% que se
inocularon usando un hisopo sumergido en una suspension de levadura previamente
ajustada a la turbidez de un patrén de 0,5 McFarland. La tira E-test se colocé sobre la
placa inoculada una vez que la superficie del agar estaba completamente seca. Las
placas se incubaron a 35 °C y se leyeron después de 24-48 horas de incubacion. El
valor de CMI se defini6 como la concentracion mas baja de micafungina en la que la
zona de inhibicion intersectaba la tira plastica; la presencia de microcolonias en la

zona de inhibicion no se tuvo en cuenta.
4.2.1. Comparacion entre procedimientos

Utilizando como “gold standard” las CMIs obtenidas mediante el procedimiento
EUCAST después de 24 horas de incubacion se compararon los resultados obtenidos
con el E-test después de 24 y 48 horas de incubacién. Los resultados fuera de escala
obtenidos usando el E-test se transformaron a la siguiente dilucibn mas alta que
coincidié con la escala utilizada por el EUCAST. El acuerdo esencial se definié6 como
las discrepancias de no méas de + 2 diluciones entre ambos procedimientos. El acuerdo
categorico se analizé tomando en cuenta los puntos de corte especificos o los
ECOFFs para cada especie. Las discrepancias se consideraron como falsa
susceptibilidad cuando el E-test clasificé una cepa como susceptible y el EUCAST
como resistente, y falsa resistencia cuando una cepa fue clasificada como resistente

por el método de E-test y susceptible por EUCAST (Guinea et al., 2007).
4.3. Interpretacion de la sensibilidad a antifungicos

Los aislados de Candida se clasificaron como resistentes (R), intermedios (I) o
sensibles (S) segun los puntos de corte clinicos especificos de especie, o como tipo
salvaje/no salvaje de acuerdo a los puntos de corte epidemiolégicos ECOFFs
propuestos por EUCAST (Arendrup et al., 2014a). El documento de EUCAST no
proporciona puntos de corte clinicos o ECOFF para caspofungina debido a las altas
variaciones inter-laboratorio reportadas (Espinel-Ingroff et al., 2013), por lo tanto, no se

muestran tasas de resistencia a este farmaco.

El punto de corte para anfotericina B fue R> 1 pg/ml para C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata y C. krusei. Los puntos de corte no especificos

de especie para fluconazol (todas las especies de Candida) fueron S <2 pug/ml, | = 4
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pg/ml, y R = 8 pg/ml, con excepcion de C. glabrata (I = 0,062 -32 yg/ml, y R> 32
pg/ml), y C. krusei, que se considero intrinsecamente resistente al fluconazol. Para el
voriconazol, los puntos de corte fueron R> 0,125 pg/ml (C. albicans, C. parapsilosis y
C. tropicalis) y R> 1 ug/ml (C. glabrata, C. krusei, tentativamente basado en ECOFF)
(2008b). Los puntos de corte para posaconazol fueron R> 0,06 ug/ml (C. albicans, C.
parapsilosis y C. tropicalis), R> 0,5 pg/ml (C. krusei, basado provisionalmente en
ECOFF) y R> 1 pyg/ml (C. glabrata, provisionalmente basado en ECOFF) (Arendrup et
al., 2011). En el caso de la micafungina, los puntos de corte usados fueron > 0,015
pg/ml (C. albicans, R> 0,03 ug/ml, C. glabrata , R> 2 ug/ml , C. parapsilosis , R> 0.06
pg/ml, C. tropicalis, y R> 0,25 pg/ml C. krusei, (basado provisionalmente en ECOFF)
(Arendrup et al., 2014b). Los puntos de corte para anidulafungina fueron R> 0,03 pug/mli
(C. albicans), R> 0,06 ug/ml (C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis) y R> 4 ug/ml (C.

parapsilosis).

En ausencia de puntos de corte para especies diferentes a Candida, se usaron
puntos de corte provisionales; para fluconazol se usaron los puntos de corte no
relacionados con especies (R = 8 ug/ml), excepto para Cryptococcus neoformans, que
se consider6 resistente a fluconazol si su CMI fue = 16 pg/ml (Aller et al., 2000).
Rhodotorula spp., Trichosporon spp., Arxula spp. y Cryptococcus neoformans se
consideraron intrinsecamente resistentes a las equinocandinas. No se calcularon las
tasas de resistencia para las combinaciones de farmaco-especie restantes. Los
aislados que mostraban resistencia a uno o mas agentes antifingicos se volvieron a

analizar para confirmar la CMI.
4.4. Calculo del efecto arrastre o “trailing”

El efecto arrastre se defini6 como la presencia de crecimiento residual en
pocillos que contenian concentraciones de fluconazol por encima de la CMI. Para cada
aislado, se calcul6 el porcentaje de efecto arrastre detectado en cada pocillo,
comenzando con el primer pocillo que contenia una concentracién doble por encima

de la CMI y terminando con el pocillo que contenia 64 ug/ml de fluconazol.

También se calcul6 la media de efecto arrastre, como la media geométrica del
porcentaje de recrecimiento observado en todos los pocillos por encima de la CMI. Se
clasificaron las cepas de acuerdo con la media de efecto arrastre como efecto arrastre
residual (0,1 a 5% de crecimiento residual), efecto arrastre ligero (6 a 10% de
crecimiento residual), efecto arrastre moderado (11-15% de crecimiento residual) y

efecto arrastre alto (> 15% de crecimiento residual).
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En la Figura 1 se muestran tres aislados clasificados de acuerdo al efecto
arrastre presentado segun el procedimiento EUCAST.
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Figura 1. Ejemplo de tres aislados que muestran diferentes grados de efecto

arrastre a fluconazol medido por EUCAST EDef 7.2 segun la clasificacién propuesta.
4.5. Determinacion del efecto paraddjico.

El efecto paraddjico se defini6 como un aumento de la densidad Optica de 0,02
comparado con el control del crecimiento en pocillos que contenian una concentracion
de equinocandina al menos dos diluciones por encima de la CMI (Figura 2). Esta
definicion fue adaptada de un estudio previo (Rueda et al., 2014).
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Figura 2. Ejemplo de un aislado que muestra el efecto paradojico (EP) a

caspofungina en las concentraciones de 4y 8 pg/ml.
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5. Estudios moleculares para la realizacibn de caracterizaciones

microbiolégicas complejas
5.1. Identificacién molecular de levaduras

La identificacion molecular se llevo a cabo segun el protocolo de White y
colaboradores (White, 1990). Para ello se emplean los cebadores ITS1 e ITS4 a
concentracion final de 5 uM, dNTPs 25 mM, CI2Mg 25mM, 5u/ul de Taq polimerasa,
para un volumen final de 50 pl. Las condiciones de PCR fueron: un paso inicial durante
5 minutos a 94 °C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C , 45 segundos a 50
°C, 2 minutos a 75 °C, y finalmente un paso de extension de 5 minutos a 72 °C. Las
secuencias fueron ensambladas y editadas usando los programas de software
SegMan Il y EditSeq Lasergene (DNAstar, Madison, Wisconsin, EE.UU).

5.2. Caracterizacion de mutaciones en los genes FKS

Para C. albicans, C. tropicalis y C. krusei se secuenciaron las regiones hot spot
1 (HS1) y hot spot 2 (HS2) del gen FKS1, mientras que para C. glabrata se
secuenciaron los HS1 y HS2 de los genes FKS1 y FKS2. La PCR se realiz6
directamente sobre aislados en cultivo puro sin necesidad de extraccion de ADN

previa.

Para C. albicans (Garcia-Effron et al., 2009) y C. tropicalis (Desnos-Ollivier et
al., 2008) se utilizaron los cebadores universales FKS1 (HS1 y HS2) previamente
descritos. Para C. glabrata, se usaron los primers descritos previamente (Duran-Valle
et al., 2012). Las condiciones de PCR para C. albicans, C. glabrata y C. krusei fueron
las siguientes: un paso inicial de 10 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 94 °C durante 30
segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos, con un paso de
extension final a 72 °C durante 10 minutos. Para C. tropicalis, fueron las siguientes:
inicial 10 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 30
segundos y 72 °C durante 30 segundos, con un paso de extensién final a 72 °C
durante 10 minutos. Las secuencias fueron ensambladas y editadas usando los
programas de software SegMan Il y EditSeq Lasergene (DNAstar, Madison,
Wisconsin, EE.UU).

5.3. Genotipado mediante microsatellites
5.3.1. Genotipado de C. albicans

Las cepas de C. albicans fueron genotipadas utilizando un panel de 6
marcadores de los microsatélites CDC3, EF3 y HIS3 (Sabino et al., 2010, Botterel et
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al., 2001) y CAIl, CAlll y CAVI (Sampaio et al., 2005) previamente descritos. Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: un paso inicial de 10 minutos a 94 °C, 35
ciclos de 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 1 minuto y 72 °C durante 1

minuto, con un paso de extension final a 72 °C durante 10 minutos.
5.3.2. Genotipado de C. parapsilosis

Los marcadores de microsatélites utilizados para C. parapsilosis fueron CP1,
CP4a, CP6 y B (Sampaio et al.,, 2003, Vaz et al.,, 2011). Las condiciones de PCR
fueron las siguientes: un paso inicial 2 minutos a 95 °C, 35 ciclos de 94 °C durante 30
segundos, 30 segundos a 55 °C, y 1 minuto a 72 °C, con un paso de extension final a

72 °C durante 7 minutos.
5.3.3. Genotipado de C. glabrata

Para C. glabrata se usaron 5 marcadores: ERG, MTI, GLM4, GLM5 y CG10
siguiendo las condiciones previamente publicadas (Foulet et al.,, 2005, Grenouillet,
2007, Abbes et al., 2011): 5 minutos iniciales a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C durante 30
segundos, 55 °C durante 45 segundos y 72 °C durante 2 minutos, con un paso de

extension final a 72 °C durante 5 minutos.
5.3.4. Genotipado de C. tropicalis

El tipado de C. tropicalis se realiz6 con los 6 marcadores microsatélites Ctmr1,
Ctmrl10, Ctmrl2, Ctmr21, Ctmr24, Ctmr28 (Wu et al., 2014). Los marcadores Ctmrl,
Ctmr10, Ctmrl2 se amplificaron mediante PCR touchdown con 4 minutos iniciales a 94
°C, 15 ciclos de 94 °C durante 45 segundos, 59 °C durante 45 segundos y 72 °C
durante 1 minuto, seguido de 25 ciclos de 45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 50 °C
y 1 minuto a 72° C, con un paso de extension final a 72° C durante 10 minutos. Para
los marcadores Ctmr21, Ctmr24, Ctmr28 las condiciones fueron las siguientes: 15
minutos iniciales a 95° C, 35 ciclos de 94° C durante 30 segundos, 57° C durante 90
segundos y 72 °C durante 1 minuto, con un paso de extension final a 60 °C durante 30

minutos.

La electroforesis capilar se llevd a cabo en un analizador 3130xI (Applied
Biosystems-Life Technologies Corporation, California). Los tamafios de los alelos se
determinaron automaticamente usando el programa GeneMapper 4.0 (Applied
Biosystems-Life Technology Corporation, CA). Todos los experimentos se realizaron

por duplicado.
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5.4. Analisis genético de diversidad

Para cada marcador microsatélite se establecid la composicién alélica de cada
aislado y el nimero total de alelos. El tamafio de los alelos se estimd en pares de
bases. C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis al ser diploides se clasificaron como
heterozigotas (presencia de los alelos por marcador) y homocigotas (presencia de un
anico alelo por marcador); sin embargo, en C. glabrata al ser una especie haploide
s6lo se observd un solo alelo en cada marcador. Se clacularon los siguientes
parametros de diversidad: el nimero de alelos por locus, heterocigosidad observada
Ho (recuento directo calculado como el nimero de genotipos heterocigotos sobre el
namero total de genotipos analizados para cada locus); heterocigosidad esperada (He
He = 1 — Y pi?, donde pi es la frecuencia del i-ésimo alelo) (Nei, 1973), indice de
fijacion de Wright [F = 1- Ho / He ], que muestra las relaciones entre Ho y He y
detecta un exceso o deficiencia de heterocigotos (Lenardon y Nantel, 2012), y

finalmente, la probabilidad de identidad de individuos no relacionados [Pl =1 — ¥ pi* +

> 2pipj 2], donde pi y pj son las frecuencias de los i-ésimo y j-ésimo alelos,
respectivamente], que mide la probabilidad de que dos genotipos diploides escogidos
al azar sean idénticos (Paetkau et al., 1995). La probabilidad de identidad se calcul6
con el programa IDENTITY 1.0 (Centre for Applied Genetics, University of Agricultural
Sciences, Vienna) y el resto de parametros con el programa ARLEQUIN versién 3.01
(Excoffier et al., 2005).

Los resultados del genotipado se convirtieron en datos binarios marcando la
presencia o ausencia de cada alelo para cada marcador. Los datos fueron tratados
como categoricos, Yy la relacién genética entre todos los genotipos se estudié mediante
la construccion de un “Minimun Spanning Tree” (BioNumerics version 6.6, Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). Se consider6 que los aislados tenian genotipos
idénticos cuando mostraban los mismos alelos para todos los loci. Un “cluster” se

definié como el mismo genotipo infectando = 2 pacientes.

6. Formacioén de biopeliculas

La formacion biopeliculas se realizé de acuerdo con el método propuesto por
Pierce con algunas modificaciones (Pierce et al.,, 2008). Para ello, los aislados se
cultivaron en placas de Sabouraud dextrosa agar durante 24 horas a 35 °C. Se inocul6
un asa cargada en 10 ml de caldo YPD (extracto de levadura, dextrosa peptona)

(Difco, Becton Dickinson, Madrid, Espafia), que luego se incub6 con agitacion a 160
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rpm en un agitador orbital Stuart mini (BioCote, Coventry, UK) durante una noche a 30
°C. Posteriormente se realizaron dos lavados con 10 ml de PBS mediante
centrifugacion a 3.000 g durante 5 minutos. Por ultimo las células lavadas se
resuspendieron en 10 ml de medio de caldo RPMI 1640; la suspensién se ajust6 a una
turbidez de McFarland de 0,35 en RPMI (aproximadamente 1 x 10° células/ml) usando
un nefelédmetro (Dinko Instruments, Espana). Se inocularon 100 pl de la suspension en
placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Las células
plancténicas se descartaron después de 3 lavados con 100 pl de una solucion de PBS,
y las placas con las biopeliculas preformadas se colocaron boca abajo hasta su

completo secado. Cada cepa se ensayo por triplicado.

6.1. Estudio de la biomasa de la biopeliculas mediante tincién de cristal

violeta

La biomasa de la biopelicula se cuantific6 segun el protocolo descrito
previamente por O’'Toole y colaboradores (O'Toole, 2011). Para ello, a las biopeliculas
previamente formadas, se le afiadieron 125 pl de una solucién de cristal violeta (CV) al
0,1% (Merck, Madrid, Espafia). Las placas se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente. La solucion se retiré mediante lavados con agua destilada; este
procedimiento se repiti6 hasta que el CV no unido a la biopelicula se eliminé por
completo. La placa se volvio entonces del revés hasta su completo secado;
posteriormente se afadieron 125 ul de una soluciéon de acido acético al 30% a cada
pocillo para solubilizar el CV unido a la biopelicula y se incub6 durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después de la incubacion, se colocaron 100 pl de la solucién
sobre una nueva placa de 96 pocillos que se ley6 espectrofotométricamente (fotébmetro
de microplaca Multiskan FC, Thermo Scientific, Madrid, Espafia) a 540 nm. Como
blanco se utilizaron pocillos con 100 ul de la solucion de acido acético al 30%. Cada

cepa se ensayo por triplicado.

Para clasificar las cepas en base a la produccion de biomasa de la biopelicula,
las cepas se dividieron en terciles, esta divisién proporcioné los puntos de corte para
clasificar las cepas como biopeliculas con baja (CV <0,44), moderada (CV entre 0,44 —
1,17) y alta (CV >1,17) biomasa.

6.2. Estudio de la actividad metabdlica de las biopeliculas mediante el

ensayo de reduccién de XTT

El ensayo de reduccion de XTT se realiz6 segun el procedimiento publicado

previamente (Pierce et al., 2008). Para ello, se afiadieron 100 pl de una solucion de
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XTT 0,5 mg/ml de menadiona 0,1 mM (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) a cada pocillo
gue contenia las biopeliculas preformadas completamente secas. Las placas se
cubrieron con papel de aluminio y se incubaron a 37 °C durante 1,5 horas. Después de
la incubacién, se tomaron 80 ul de la solucién y se colocaron en una nueva placa de
96 pocillos que se leyo espectrofotométricamente (fotdbmetro de microplaca Multiskan
FC, Thermo Scientific, Madrid, Espafia) a 490 nm. Como blanco se utilizaron pocillos

con 100 pl de la soluciéon XTT/menadiona. Cada cepa se ensay0 por triplicado.

Las cepas se dividieron en terciles de acuerdo con la actividad metabdlica
presentada, esta division proporcioné los puntos de corte para clasificar las cepas
como biopeliculas con actividad metabdlica baja (XTT <0,097), moderada (XTT entre
0,097 - 0,2) y alta (XTT >0,2).

6.3. Sensibilidad antifungica de las biopeliculas

Se utilizd un total de 100 pl de una solucion de RPMI que contenia
concentraciones crecientes de los antifiingicos estudiados (0,015 pg/ml a 16 ug/ml)
sobre las biopeliculas preformadas completamente secas (Pierce et al., 2008). Se
sellaron las placas con parafim y se incubaron a 37 °C durante 24 horas,
posteriormente se elimind el antifungico, y se realizaron 3 lavados con 100 yl de PBS y
se dejo secar; por ultimo se afadieron 100 ul de la una solucién solucién de XTT 0,5
mg/ml/menadiona 0,1 mM (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa). Las placas se cubrieron
entonces con papel de aluminio y se incubaron a 37° C durante 1,5 horas. Después de
la incubacion, se tomaron 80 ul de la solucién y se colocaron en una nueva placa de
96 pocillos que se leyé espectrofotométricamente (Multiskan FC Microplate
Photometer, Thermo Scientific, Madrid, Espafia) a 490 nm. Como blanco se utilizaron
pocillos con 100 pl de la solucion XTT/menadiona. La concentracion minima inhibitoria
sésil (SCMI) se defini6 como una reduccion del 50% (SCMlso) y 80% (SCMlg) de la
actividad metabdlica de la biopelicula tratada con antifiingico en comparaciéon con el

pocillo de control de crecimiento libre de farmaco.

6.4. Estudio de la estructura de las biopeliculas mediante microscopia

electrénica de barrido

Para el estudio de las biopeliculas mediante microscopia electrénica de barrido,
se obtuvieron discos de 50 mm retirando los fondos de las placas multipocillos. Los
discos se colocaron en placas de 12 pocillos (Grenier Bio one, Alemania) y las
biopeliculas de Candida se formaron afiadiendo 100 pl de suspension de levadura en

RPMI (1 x 108 células/ml) a cada pocillo que contenia discos. Las placas se incubaron
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durante la noche a 37° C y posteriormente los discos se lavaron suavemente 3 veces
con PBS. Los biofilms preformados se fijaron después de llenar los pocillos con una
solucién de PBS a una concentracion de 0,165 M ajustada a pH = 7 que contenia
glutaraldehido al 2,5% (Fisher Scientific, Bélgica) y paraformaldehido al 4% (Thermo
Scientific, Madrid, Espafia). Después de 1 hora de incubacion a temperatura ambiente,
las muestras se deshidrataron mediante lavados seriados de 10 minutos de duracion
con soluciones que contenian 30%, 50%, 70%, 80%, 90% y 100% de etanol en agua
destilada. Las muestras se secaron posteriormente con CO, en un secador de punto
critico (Balzers CPD 030, Schalksmihle, Alemania). Finalmente, los discos con las
biopeliculas se recubrieron con oro (Emitech K550X Sputter Coater, Kent, Reino
Unido) y la estructura de la biopelicula se visualiz6 con un microscopio electrénico de
barrido (JSM-6400, JEOL Ltd, Tokio, Japdn).

Con el fin de estudiar el efecto antifiingico sobre las biopeliculas preformadas,
estas se incubaron durante 24 horas a 37 °C con 100 pL de una soluciéon de RPMI que
contenia una concentracion de farmaco igual a la CMI sésil para cada cada caso

estudiado.

7. Estudio de “fitness”
7.1. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se determinaron siguiendo un protocolo previamente
publicado (Arendrup et al., 2012b). Se ajust6é un inoculo de Candida spp. a1 —5 x 10°
células/ml en agua estéril con un nefeldometro McFarland, y se inocularon 100 ul en
una placa de 96 pocillos con 100 pl de medio RPMI 2X suplementado con 2% de
glucosa y tamponado con MOPS. Se incubaron las placas con agitacién a 35 °C en un
espectrofotdmetro Optico (fotdbmetro de microplaca Multiskan FC, Thermo Scientific) y
se realizaron lecturas oOpticas cada 15 min a 490 nm durante 36 horas. Se calculé la
tasa de crecimiento, el tiempo hasta la velocidad méaxima, y el crecimiento maximo

(OD méximo) para cada aislado.
7.2. Modelo de infeccion sobre larvas de Galleria mellonella

Se emplearon larvas de Galleria mellonella en estadio larvario final (Bichosa,
Salceda de Caselas, Espafia), siguiendo los protocolos previamente descritos (Fuchs
et al., 2010); las larvas se almacenaron en virutas de madera en oscuridad a 15 °C

hasta el momento de la infeccion. Todas las larvas se utilizaron en el periodo de una
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semana desde su recepcion. Cada grupo experimental contenia 10 larvas con un peso
similar (330 = 20 mg). Las larvas fueron desinfectadas con etanol al 70% antes de la
infeccion y las jeringas de Hamilton usadas para la inoculacion fueron desinfectadas

con tres soluciones diferentes: lejia diluida al 10%, etanol al 70%, y PBS.

Los cultivos de Candida spp. se cultivaron en caldo YPD (extracto de levadura,
dextrosa peptona) (Difco, Becton Dickinson, Madrid, Espafia) incubado en agitacion a
160 rpm en un agitador orbital Stuart mini (BioCote, Coventry, UK) durante la noche a
30 °C. Posteriormente se realizaron dos lavados con 10 ml de PBS mediante
centrifugacion a 3.000 g durante 5 minutos y el indculo se ajustdé con un citdbmetro
automatico (MOXI Z Mini, Orflo Technologies) en PBS a 5 x 10’ levaduras/ml para C.
albicans y 5 x 108 levaduras/ml para C. guilliermondii. Las larvas fueron inoculadas con

10 ul de la suspension celular (5 x 10° levaduras/larva para C. albicans o 5 x 10°

levaduras/larva para C. guilliermondii) directamente en la hemocele a través de la

N ™

Ultima pro-pata izquierda.

Figura 3. Infeccion de una larva de G. mellonella con una suspensioén de

Candida spp.

Se realizaron recuentos viables para confirmar los in6éculos. Como control se
utilizé un grupo de 10 larvas inoculadas con 10 yl de PBS para monitorizar el trauma

tras la inyeccién y un grupo de 10 larvas sin inyectar. La muerte de las larvas se
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determind por inspeccion visual diaria desde el dia de la infeccién hasta los 7 dias
posteriores. Las curvas de supervivencia para cada aislado se generaron usando el
método de Kaplan-Meier. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad
Prism (Version 5.0) y la prueba Log-rank (Mantel-Cox) se aplicé para el estudio de las

diferencias entre las curvas de supervivencia.

Para C. albicans se clasificaron provisionalmente los aislados segun el
porcentaje de mortalidad de las larvas al dia +1 después de la infeccibn como cepas
con baja patogenicidad (porcentaje de mortalidad entre 0-30%), moderada
patogenicidad (porcentaje de letalidad entre 31% - 70%) y alta patogenicidad
(porcentaje de mortalidad > 70%).

7.2.1. Evaluacién histolégica de las larvas de G. mellonella

Los estudios histopatolégicos en las larvas de G. mellonella infectadas fueron
realizados para verificar la invasividad de cepas con baja, moderada y alta
patogenicidad de acuerdo a la clasificacion elegida. Se selecionaron aislados con baja
y moderada patogenicidad para determinar la invasividad de los tejidos larvarios tras
tras 24 horas post infeccion, asi como estudiar la respuesta inmune en cada una de
las categorias establecidas. Se obtuvieron secciones de tejidos tras 24-48 horas desde
la infeccion siguiendo un protocolo previamente descrito (Perdoni et al.,, 2014).
Brevemente, se inoculé formalina tamponada al 10% en las larvas escogidas que se
procesaron mediante secciones en serie cortadas transversalmente. Las secciones de
tejido fueron embebidas en parafina y procesadas rutinariamente para histopatologia
convencional. Las secciones seriadas de tejidos de 4 micrometros de grosor se tifieron
con hematoxilina y eosina, y tincién peryddica de acido-Schiff (PAS). Las imagenes
obtenidas (NanoZoomer-XR C12000, Hamamatsu Photonics) permitieron estudiar la
presencia y tamafio de nddulos, la presencia de melanizaciéon y la invasiéon de

levaduras en tejidos larvarios importantes.



Resultados







ResuLTADOS | EERN

1. Identificacion y sensibilidad a antifungicos de levaduras causantes de

fungemia
1.1. Epidemiologia de las especies causantes de fungemia

Durante el periodo de estudio (enero de 2007 a diciembre de 2013), se
registraron 612 episodios de fungemia. La distribucion de las especies encontradas se
muestra en la Tabla 1. Los aislados de 14 episodios no estaban disponibles (C.
albicans [n = 7], C. parapsilosis [n = 5], C. glabrata [n = 1] y Blastoschyzomyces
capitatus [n = 1]). Se estudiaron 613 aislados de los restantes 598 episodios
diagnosticados en 544 pacientes ingresados en el momento de la toma de sangre en
unidades médicas (25%), unidades de cuidados intensivos (20%), quir6fanos (19%),
neonatologia (15%), oncologia-hematologia (14%) y otras areas del hospital (7%).

Tabla 1. Distribucion de las especies causantes de fungemia en los 544
pacientes estudiados tras amplificacion y posterior secuenciacién de la region ITS1-
5,8S-ITS2.

Especies n %
Candida albicans 282 46
Candida parapsilosis complex
Candida parapsilosis sensu stricto 165 26,9

Candida orthopsilosis 4 06
Candida metapsilosis 2 03
Candida glabrata 60 9,8
Candidatropicalis 49 8
Candida krusei 10 1,6
Candida spp.

Candida guilliermondii sensu stricto 7 1,1
Pichia caribbica 3 05
Kodamaea ohmeri 1 02
Candida dubliniensis 5 08
Candida lusitaniae 2 03
Candida kefyr 2 03
Pichia anomala 1 02
Otras levaduras no Candida

Rhodotorula mucilaginosa 7 11
C. neoformans var grubii 4 07
Trichosporon asahii 2 03
C. neoformans var neoformans 2 03
Saccharomyces cerevisiae 1 02
Trichosporon dermatis 1 0.2
Trichosporon japonicum 1 02
Trichosporon inkin 1 02
Arxula adeninivorans 1 0,2




RESULTADOS

C. albicans fue la principal causa de fungemia (46%), seguida por C.
parapsilosis complex (27,8%), C. glabrata complex (9,8%), C. tropicalis (8%), C. krusei
(1,6%), Candida spp. (3,4%) y otras levaduras diferentes a Candida (3,4%). La
proporcion de episodios causados por especies cripticas fue baja. No se detecté C.
nivariensis o C. bracariensis en aislados pertenecientes a C. glabrata complex. En
cuanto a C. parapsilosis complex, el 96,4% de los aislados fueron C. parapsilosis
sensu stricto, el 2,4% C. orthopsilosis y el 1,2% C. metapsilosis. En el complejo C.
guillermondii, el 63,6% de las cepas fueron confirmadas como C. guilliermondii sensu
stricto, 27,3% como Pichia caribbica y 9,1% como Kodamaea ohmeri. Las especies
cripticas de estos 2 complejos infectaron frecuentemente a los pacientes con
afectacién gastrointestinal (78%) como por ejemplo, cancer sélido, cirugia abdominal y

mucositis.

La identificacién convencional — basada en los medios de cultivo cromogénicos
y las pruebas de identificacibn bioquimicas — fueron suficientes para llegar a la
identificacion correcta de una gran proporcion de los aislados. Sin embargo, la
secuenciacién de la region ITS fue necesaria para asegurar la correcta identificacion
del 7% de los casos, por no haberse llegado a una identificacién lo suficientemente
fidedigna o por tratarse de infecciones polifingicas no detectadas por el CHROMagar.
De los 15 episodios de infecciones polifungicas, el CHROMagar detect6é sélo una de

las dos especies en tres de los casos (Tabla 2).

Tabla 2. Casos de pacientes con fungemia causada por 2 especies diferentes

infecciones polifungicas.

Especie 1 Especie 2  No. de casos Sistema convencional
C. albicans C. glabrata 4 Ambas especies
C.glabrata  C. metapsilosis 1* Solo C. parapsilosis
C.glabrata  C. parapsilosis 1* Solo C. glabrata

C. albicans  C. parapsilosis 5* Ambas especies

C. tropicalis  C. parapsilosis
C. parapsilosis C. metapsilosis
C. albicans C. krusei
C. parapsilosis C. guilliermondii

Ambas especies
Solo C. parapsilosis
Ambas especies
Ambas especies

e e

* En 3 de los 15 pacientes, la identificacién convencional sélo fue capaz de detectar 1 de
las 2 especies causantes de la infeccion. Un total de 6 aislados (C. parapsilosis [n = 2], C.
glabrata [n = 2], C. metapsilosis [n = 1] y C. albicans [n = 1]) de 3 pacientes con infeccion
polifungica fueron excluidos de las pruebas de susceptibilidad antifingica porque la
identificacion molecular revelé una mezcla de secuencias después de varios intentos de

obtener aislados de cultivo puro.
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Las infecciones polifingicas pudieron detectarse gracias a la identificacion
molecular porque en aislados aparentemente puros pudo observarse una mezcla de
secuencias que representaban una co-infeccién que pudo confirmarse en cultivo solo

tras incubar prolongadamente las placas cromogénicas hasta 5 dias.
1.2. Susceptibilidad antifungica

La actividad de los siete agentes antifungicos estudiados se muestra en la
Tabla 3.

Tabla 3. Actividad antifungica (en pg/ml) de los farmacos estudiados frente a
los 606 aislados incluidos en el analisis obtenida a través del procedimiento EUCAST
EDef 7.2.

Especies AmB FLU VRC POS MYC AND CAS
Moda 0,5 0,125 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 0,062
) MICs, 0,5 0,125 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015 0,062
C. albicans
MICqo 1 0,25 <0,015 0,031 <0,015 <0,015 0,125
Rango 0,062-1 <0,125-264 <0,015-216 <0,015-8 <0,015-1 <0,015-2 <0,015-0,5
Moda 0,25 0,25 <0,015 0,031 1 2 0,5
o MCs, 025 0,25 <0,015 0,031 1 2 0,5
Sleisesloes MCy 1 05 <0,015 0,062 2 2 1
Rango 0,062-1 <0,125-2 <0,015-0,062 <0,015-0,125 <0,015-2 <0,015-4 0,125-2
Moda 0,25 8 0,25 0,5 <0,015 0,031 0,125
MICy, 0.25 8 0,25 0,5 0,015 0,031 0,125
C. glabrata MCy 1 >64 1 1 <0,015 0,031 0,125
Rango 0,125-1 2-264 0,062-4 0,125-2 <0,015-0,031 <0,015-0,031 0,062-0,125
Moda 0,5 0,25 <0,015 <0,015 0,031 <0,015 0,125
o MICs, 0,5 0,25 <0,015 <0,015 0,031 <0,015 0,125
C. tropicalis
MICqq 1 0,5 0,031 0,031 0,031 0,031 0,125
Rango 0,25-1 <0,125-1 <0,015-0,062 <0,015-0,062 <0,015-0,25 <0,015-0,125 0,031-0,125
Moda 0,5 264 0,5 0,25 0,062 0,062 0,125
_ MC,, 05 >64 0,5 0,25 0,062 0,062 0,125
C. krusei
MICqq 1 264 0,5 0,25 1 2 0,5
Rango 0,5-1 16-264 0,125-0,5 0,062-0,25 <0,015-1 <0,015-2 0,062-0,5
Moda 1 0,25 <0,015 0,031 0,5 1 0,25
) MICs, 0,5 2 0,062 0,062 0,125 0,5 0,25
Candida spp. MCy 2 16 05 05 1 2 2
Rango 0,125-2 <0,125-16 <0,015-2 <0,015-1 <0,015-4 <0,015-2 0,031-8
Moda 1 =64 0,031 1 8 8 8
Otras levaduras no ~ MICso 1 8 0.25 05 8 8 8
Candida MC,, 8 >64 8 2 216 216 216

Rango 0,5-8 0,5-264 0,031-8 0,031-4 0,125-216 0,5-216 0,25-216
Seis aislados fueron excluidos de las pruebas de sensibilidad antifingica porque la identificacion

molecular revelé mezcla de secuencias después de varios intentos por obtener aislados de cultivo puro; el
aislado de S. cerevisiae no creci6 en RPMI; AmB: anfotericina B; FLU: fluconazol; VRC: voriconazol;
POS: posaconazol; MYC: micafungina; AND: anidulafungina; CAS: caspofungina. Los aislados de C.
orthopsilosis (n = 3) y C. metapsilosis (n = 1) fueron considerados como C. parapsilosis para el analisis de
la tasa de resistencia. Las CMI <0,015 pg/ml o <0,125 pg/ml se transformaron a 0,015 pg/ml y 0,125

ug/ml, respectivamente, para fines de andlisis estadisticos.
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Todos los aislados fueron sensibles a anfotericina B. La resistencia global fue
de 5% para fluconazol, 4,4% para micafungina, y 3,8% para anidulafungina. El
porcentaje de cepas de Candida resistentes a fluconazol fue bajo y varié entre 0,7%
(C. albicans) y 8,6% (C. glabrata). Los aislados de C. parapsilosis y C. tropicalis fueron
sensibles a fluconazol y al resto de azoles. A pesar de que los aislados de
Cryptococcus neoformans eran uniformemente susceptibles a fluconazol, los aislados
de otras levaduras diferentes a Candida como Rhodotorula spp. (100%), Trichosporon
spp. (25%), y Arxula adeninivorans (100%) mostraron un alto porcentaje de resistencia
a este farmaco. La tasa de resistencia antifingica para cada combinacién farmaco-

especie se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de resistencia a los agentes antifingicos estudiados para

las diferentes especies de Candida y otros géneros.

% de cepas intermedias/resistentes o No-WT

Especies AmB FLU VRC POS MYC AND
R I/R R R I/R I'R
C. albicans 0 0/0,7 0,7 0,7 0/1,4 0/0,4
C. parapsilosis complex ? 0 0/0 0 0 100/0  100/0
C. glabrata 0 91,4/8,6 5,2 7 0/0 0/0
C. tropicalis 0 0/0 0 0 0/4,1 0/2
C. krusei ” 0 0/100 0 0 0/10  0/10
Candida spp. NA 0/19 NA NA NA NA
Otras levaduras NA 0/47,4 NA NA 0/100 0/100
Todas las especies ¢ NA 8,7/5 NA NA 4  287/38
Sélo especies de Candida ® 0° 9/3,6 0,9 1 2 29,6/0,5

NA, no aplicable. No-WT, tipo no salvaje. AmB: anfotericina B; FLU: fluconazol; VRC: voriconazol; POS:
posaconazol; MYC: micafungina; AND: anidulafungina; CAS: caspofungina. 3Se consideraron como C.
parapsilosis los aislados de C. metapsilosis (n = 3) y C. orthopsilosis (n = 1) para el andlisis de la tasa de
resistencia. ® C. krusei se considerd resistente al fluconazol. ¢ La tasa de resistencia a anfotericina B s6lo
se calcul6 para C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis. ¢ Seis aislados fueron
excluidos de las pruebas de sensibilidad antifingica porque la identificacion molecular reveld una mezcla
de secuencias después de varios intentos de obtener aislados de cultivo puro; el aislado de S. cerevisiae

no crecié en RPMI.

Se analiz6 la evolucién en la tasa de resistencia a fluconazol y equinocandinas
a lo largo del periodo de estudio (Tabla 5). La tasa de resistencia a fluconazol para
Candida oscilo entre el 0% (2009) y el 6,4% (2010), aunque se mantuvo estable en
torno al 4% desde 2011. La tasa de resistencia a las equinocandinas fue baja y sélo 7
cepas de Candida mostraron resistencia fenotipica a anidulafungina y/o micafungina

(C. albicans [n = 4], C. tropicalis [n = 2] y C. krusei [n = 1]).
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Tabla 5. Evolucion de la resistencia a fluconazol y a las equinocandinas

durante el periodo de estudio (2007-2013). La tasa de resistencia se calculd

globalmente y espedificamente para aislados de Candida spp.

% resistencia antifungica

H a
Especies 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Fluconazol
C. albicans (n=281) 0 0 0O 18 26 O 0
C. parapsilosis (n=168) 0 0 0 0 0 0 0
C. glabrata (n=58) 10 125 0 285 83 O 0
C. tropicalis (n=49) 0 0 0 0 0 0 0
C. krusei (n=10) 100 O 0 100 100 100 100
Candida spp. (n=21) 50 20 0 166 O 0 25
Levaduras no Candida (n=19) 333 100 25 100 50 60 O
Solo especies de Candida (n=587) 33 23 0 64 47 42 34
Todas las especies (n=606)% 4 33 14 84 58 78 33
Equinocandinas
C. albicans (n=281 1,7 0 0 1,8 0 6 0
C. parapsilosis n=168 0 0 0 0 0 0 0
C. glabrata n=58 0 0 0 0 0 0 0
C. tropicalis n=49 0 142 O 0O 166 O 0
C. krusei n=10 50 0 0 0 0 0 0
Otras Candida spp (n=21) NA NA NA NA NA NA NA
Levaduras no Candida (n=19) 100 100 100 100 100 100 100
Sélo especies de Candida (n=566)° 17 12 0 11 12 28 0
Todas las especies (n=585)%" 41 23 55 34 36 92 35

NA = No aplicable. 2 Seis aislados se excluyeron de la prueba de sensibilidad antifingica porque la

identificacion molecular mostré6 una mezcla de diferentes especies después de varios intentos de

obtener aislados de cultivo puro; el aislado de S. cerevisiae no crecié en RPMI. No se aislaron cepas

de C. krusei en 2008 y 2009. ® Los aislados de Candida spp. se excluyeron del andlisis de la tasa de

resistencia a equinocandinas debido a la falta de puntos de corte clinicos o0 ECOFF.

Una cepa de C. tropicalis presentd una CMI para micafungina de 0,25 ug/mly

mostré una mutacion puntual (R647G) en la region HS1 del gen fksl. Los restantes 6

aislados fueron salvajes para los genes fks y la mayoria de ellos (n = 5/6) mostraron

una CMI ligeramente mayor (1 o 2 diluciones por encima) al punto de corte 0 ECOFF

para anidulafungina y micafungina (Tabla 7). La tasa de resistencia antifungica a

fluconazol y equinocandinas estuvo muy influenciada por el nimero de episodios

causados por especies de Candida con sensibilidad disminuida al fluconazol (C. krusei

y C. glabrata) o por especies de levaduras de géneros diferentes de Candida

intrinsecamente resistentes a equinocandinas como Cryptococcus neoformans,

Trichosporon spp. o Rhodotorula spp.
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Las caracteristicas de los pacientes infectados con cepas de Candida
resistentes a fluconazol (n = 19; 3,5%) o a equinocandinas (n = 7; 1,3%) se muestran
enlas Tablas 6y 7.

Tabla 6. Caracteristicas de los 19 pacientes infectados con cepas de Candida

resistentes a fluconazol.

Fecha Condidicion de  Antiflingico Tratamiento

candidemia Especie base Previo Resistencia Antifingico Evolucion
02/01/2007 C. krusei Diabetes + litiasis No MYC+AND+FLU AmB Favorable
20/05/2007 C. guilliermondii ARENE ST e No FLU Desconocido Favorable
de colon
27/11/2007 C. krusei Cancer FLU FLU AmB Exitus 7 dias
orofaringeo
21/10/2007 C. glabrata Leucirrg's‘k':'gfo'de VOR Triazoles CAS Favorable
10/10/2008  C. guiliermondii Adenccarcinoma No FLU VOR Favorable
de colon
22/12/2008 C. glabrata Diabetes FLU FLU CAS Favorable
26/01/2010 2 C.glabrata  Cirugia abdominal No Triazoles AND + AmB Favorable
30/05/2010 C.lusitanige  -eucemialinfoide  FLU, POS, FLU AmB +VOR  Exitus 30 dias
aguda ITRA
23/08/2010 C. albicans Diabetes + litiasis VOR Triazoles+MYC MYC Favorable
28/09/2010 C. krusei Hepatitis No FLU AmB + VOR  Exitus 30 dias
27112/2010° C.krusei ~ Adenocarcinoma FLU FLU MYC Exitus 7 dias
pélvico
08/03/2011 C. krusei Sarcoma FLUy CAS FLU MYC/AND  Exitus 7 dias
retroperitoneal
27/07/2011 C. albicans Clrugla.'flbdom.lnal No Triazoles AmB Favorable
+ Recién nacido
08/11/2011 C. glabrata Adenop arqnoma FLU FLU MYC Favorable
gastrico
02/01/2012 C. krusei Cancer esofagico FLU FLU MYC Exitus 30 dias
05/03/2012 C. krusei Cirrosis hepatica No FLU CAS Favorable
29/05/2012 C. krusei Transplante renal FLU FLU MYC Favorable
05/04/2013 C. krusei Leuce;zllj dl{;nfmde POS FLU CAS + AmB Favorable
2300412013 C. guiliermondii  D/aPetes * No FLU FLUSAMB+ o vorable
pancreatitis CAS

a Este paciente presentd un episodio adicional de candidemia causado por C. glabrata diagnosticado un
mes después. P Este paciente tuvo un episodio adicional de candidemia causado por C. krusei
diagnosticado 10 dias después. AmB: anfotericina B; FLU: fluconazol; VRC: voriconazol; POS:

posaconazol; MYC: micafungina; AND: anidulafungina; CAS: caspofungina.

Los pacientes tenian condiciones subyacentes graves y muchos de ellos tenian
cancer, lo que explica en parte la elevada mortalidad (74%). La mitad de los pacientes
infectados con aislados resistentes a fluconazol habian recibido previamente azoles
(58%). En cambio, sélo el 14% de los pacientes infectados por cepas resistentes a las

equinocandinas habian recibido previamente estos farmacos.
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Tabla 7. Caracteristicas de los 7 pacientes infectados con cepas de Candida
resistentes a las equinocandinas.

Fecha . Condidicion de Antifungico . . CMI (ug/ml) Tratamiento L.

. . Especie . Resistencia—————= e Evolucion
candidemia base previamente AND MYC Antifangico
01/01/2007  C.albicans  Cirugia cardiaca No MYC+HAND 2 1 FLU EX:;?‘;S?’O
02/01/2007  C.krusei Diabetes + litiasis No WCF+LﬁND+ 025 05 AmB  Favorable
02/05/2008  C. tropicalis Cancer FLU MYC+AND 013 013 CAS+FLU XS 30

Hipofaringeo dias
23/08/2010 C. albicans Diabetes + litiasis VOR FLU+VOR 0,02 0,03 MYC Favorable
31/10/20112 C.tropicalis Transplante renal MYC MYC 0,06 0,25 AmB Exitus 7 dias
19/08/2012 C. albicans Linfoepitelioma No MYC 0,02 0,03 AND Exitus 7 dias
AmB y azoles

25/11/2012 C. albicans Hemangioblastoma MYC 0,02 0,038 AmB+FLU Favorable

FLU
@ Paciente infectado por una cepa de C. tropicalis que alberga una mutacion puntual (R647G) en la region
HS1 del gen fksl. AmB: anfotericina B; FLU: fluconazol; VRC: voriconazol; POS: posaconazol; MYC:

micafungina; AND: anidulafungina; CAS: caspofungina.

Las areas de ingreso de los pacientes infectados con cepas de Candida spp.

resistentes a fluconazol o a equinocandinas se muestran en la Figura 1.
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m Cirugia

B MedicinaInterna

B Onco-hematologia

B Digestivo
Pediatria

= UCIde adultos

¥ yclde adultos

B MedicinaInterna

u Digestivo

*Las éareas de Medicina Interna incluyeron Geriatria, Urologia, Medicina Interna, Nefrologia,

Enfermedades Infecciosas y Otorrinolaringologia.

Figura 1. Areas de admision de los pacientes infectados con cepas de Candida
spp. resistentes a fluconazol (1a) o a equinocandinas (1b).
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La mayoria de los pacientes infectados con aislados resistentes a fluconazol
fueron admitidos en unidades médicas, mientras que los pacientes infectados por
cepas resistentes a equinocandinas principalmente se encontraban en unidades de
cuidados intensivos. La tasa de resistencia a fluconazol fue de 5,4% en pacientes
adultos ingresados en unidades de cuidados intensivos.

1.3. Comparacion entre el procedimiento EUCAST Edef 7.2 y el E-Test

para la determinacién de la sensibilidad de Candida spp. a micafungina

En la Tabla 8 se muestra la sensibilidad de 160 aislados de Candida spp. a
micafungina mediante el procedimiento EUCAST Edef 7.2 y el E-Test leido tras 24 y
48 horas de incubacion.

Tabla 8. Actividad de micafungina frente a 160 aislados de Candida spp.
utilizando el procedimiento EUCAST EDef 7.2 y el E-test leido tras 24 horas y 48 horas
de incubacion.

CMlgq pg/ml (rango)

Especies No. EUCAST Edef 7.2 E-test24h? E-test 48 h
C. albicans 31 <0,015-<0,015-1 0,062 <0,015-216 0,125 <0,015- =16
C. parapsilosis 27 2 025-2 1 <0,015-1 2 0,25-216
C. glabrata 40 <0,015<0,015-1 <0,015 <0,015-0,25 0,031 <0,015-2
C. tropicalis 28 0,25<0,015-2 1 <0,015-2 4 <0,015- 216
C. krusei 10 1<0,015-1 0,25 0,062-0,125 0,25 0,125-0,125
Candida spp. ° 12 1<0,015-1 1 <0,015-1 216 <0,015-216
No Candida spp. 12 8 0,125-8 216 216 - 216 216 1-216
Global 160 2 <0,015-8 0,5 <0,015-216 4 <0,015-216

@ Para el E-test tras 24 horas de incubacion: 55,5% de C. parapsilosis, 5% de C. glabrata, 16,6% de
Candida spp., y 66,6% de otras levaduras no Candida no crecieron y se excluyeron del andlisis. ®
Especies de Candida sin puntos de corte clinicos 0 ECOFF propuestos segun el procedimiento EUCAST
EDef 7.2.

El acuerdo esencial entre ambos procedimientos fue alto, siendo este menor
tras 48 horas de incubacion para todas las especies (Tabla 9).
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Tabla 9. Acuerdo esencial. Porcentaje de cepas en las que la CMI diferia de +

1, £ 2y + 3 diluciones sobre el método de referencia.

>3 2 1 0 1 2 23 %<+l %42

C dboane 2% 66 7 67 8 0 0 0 867 934
48H 10 7 20 63 0 O 0 833 90

24 0 0 0 25 17 33 25 416 749
C.parapsilosis ° jay 74 0 37 22 41 26 0 666 925
C iee  2%H 10 0 40 20 20 0 10 80 80
48H 10 0 40 40 O 0 10 80 80

Cvopicals 2% 55 0 18 50 25 0 4 928 028
48H 11 0 36 46 35 35 0 856 89,1

— 24H 78 0 26 8 0 0 3 894 894

C.glabrata ™ yay 75 5 15 75 0 0 3 90 90
_ ., 24H 0 0 30 40 30 0 0 100 100
Candida spp.- ™" 4a1 g3 g 33 25 25 0 0 833 916
_ 24H 25 0 0 75 0 0 0 75 75

No Candida spp. ™ 4a1y g3 o o 83 0 0 8 834 834
_ 24H 45 2 11 63 11 3 5 858 90,3
48H 88 2 19 54 94 5 2 825 89,3

aPara el E-test tras 24 horas de incubacion: 55,5% de C. parapsilosis, 5% de C. glabrata, 16,6% de
Candida spp., y 66,6% de otras levaduras no Candida no crecieron y se excluyeron del andlisis. ©
Especies de Candida sin puntos de corte clinicos 0 ECOFF propuestos segun el procedimiento EUCAST.

El acuerdo categoérico global fue alto, aunque se encontraron diferencias entre

especies (Tabla 10).

Tabla 10. Acuerdo categérico entre los métodos segun los puntos de corte
clinicos y los puntos de corte epidemiolégicos (ECOFF) establecidos por EUCAST

EDef 7.2. También se muestra el porcentaje de acuerdo y el porcentaje de errores.

. Etest 24 h? Etest 48 h
Especies
S R %AC® VME® MEP| S R %AC VME ME
. S 80,6 129 87,1 0 1291645 29 71 0 29
C. albicans
R 0 6,5 0 6,5
c ilosi ¢S 100 O 100 0 0 1963 3,7 9,3 O 3,7
-parapsilosis © o 0 o 0
|(7) C. glabrata S 947 26 974 0 261925 5 95 0 5
< R 0 2,6 0 2,5
8 C K g S 90 0 90 10 0 90 0 90 10 0
w C. krusei R 10 0 10 0
c icalis @ S 925 5 95 0 5 1786 36 893 7,1 3,6
. tropicalis R 0 25 71 107
S 874 59 924 1,7 591838 10,3 88,2 15 10,3
Overall
R 17 5 15 44

a Para el E-test tras 24 h de incubacion: 55,5% de C. parapsilosis, 5% de C. glabrata, 16,6% de Candida
spp., y 66,6% de otras levaduras no Candida no crecieron y se excluyeron del andlisis ® AC, Acuerdo
categdrico; VME, falsa susceptibilidad, ME, falsa resistencia. °Segun el procedimiento EUCAST, no hay
categoria "susceptible" para C. parapsilosis, y todas las cepas con una CMI < 2 pg/ml se consideran

"Intermedio".
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No se observo falsa sensibilidad para la mayoria de las especies estudiadas,
con la excepcion de C. krusei, especie en la cual el porcentaje de falsa sensibilidad fue
de 11,1% (24 y 48 horas incubacioén). Sin embargo, el E-test mostr6 falsa resistencia
en el 13% de los aislados de C. albicans tras 24 horas de incubacion, porcentaje que
aumenté hasta un 30% después de 48 horas de incubacion; para C. glabrata el
porcentaje de falsa resistencia fue de 4,8% a las 24 horas de incubacion y aument6 a
8% tras 48 horas de incubacién. Para las especies sin puntos de corte, el porcentaje
de falsa resistencia fue de 7,7%. Para C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei no se

encontro6 falsa resistencia.

El E-test clasificdé correctamente como resistentes a las 5 cepas con
mutaciones en los genes fks y los 12 aislados de levaduras no Candida
intrinsecamente resistentes a micafungina.

1.4. Alcance y frecuencia del efecto arrastre o “trailing” a fluconazol

evaluado mediante EUCAST en aislados de Candida spp

La Tabla 11 muestra la distribucion de los aislados por especie, la media
geométrica de las CMls a fluconazol y el grado de efecto arrastre observado. En
general, el porcentaje medio de arrastre fue del 6,8%, aunque se observaron
diferencias entre especies, con C. albicans y C. tropicalis mostrando el mayor grado de
efecto arrastre (9,75% y 9,29% respectivamente, P <0,001) y C. parapsilosis
mostrando el menor (3,71%).

Tabla 11. Distribucién de especies, media geométrica de las CMI de fluconazol
y rango, grado de arrastre en cada concentracion de fluconazol y grado de arrastre
medio.

Porcentaje de efecto arrastre

Epecies No. MG (Rango) Concentracion de Fluconazol (ug/mL)
025 05 1 2 4 8 16 32 64
C. albicans (313) 0,15 (=0,125-1) 11,53 11,25 10,67 10,33 10,23 9,97 951 9,8 10,19 9,75+6,42
C. tropicalis (53) 0,26 (=0,125-1) 9,73 10,17 9,2 925 8,72 866 837 7,84 806 929+739
C. glabrata (65) 7,51 (2-32) NR NR NR NR NR 961 551 483 4,7 6,06+1098
C. parapsilosis (188) 0,35 (£0,125-2) 53 4,43 443 404 383 345 343 341 29 3,71+938
Otras Candida spp. (20) 0,78 (<0,125-4) NR 6,04 2,63 258 243 253 267 265 223 3,36+834
C. albicans ATCC 90028 NA NA 2458 22,38 21,41 20,67 19,38 18,51 16,53 15,75 19,90 + 2,96
Global (639) 0,32 (0,125-32) 1129 952 78 739 71 682 639 635 618 679+833
NR, no se realiz6, ya que no hubo aislados mostrando efecto arrastre a la mencionada concentracion de

MG £ DS

fluconazol. NA, no aplicable. MG, media geométrica.

En general, el porcentaje mas alto se observd a concentraciones de fluconazol
de 0,25 ug/ml y 0,5 ug/ml, en concentraciones inmediatamente superiores a la CMI.
Sin embargo, el efecto arrastre disminuy6 a partir de la siguiente concentracién doble

por encima de la CMI y permanecio relativamente sin alteraciones hasta la
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concentracion mas alta de fluconazol estudiada (64 pg/ml) (Tabla 11). Esta
observacién fue mas evidente con los aislados de C. tropicalis una vez agrupados por
el grado de efecto arrastre (Tabla 12).

Tabla 12. Grado de efecto arrastre en los aislados de C. albicans y C.

tropicalis. Se detallan los resultados de las cepas incluidas en cada categoria.

Porcentaje de Efecto Arrastre

Especies Clasificacién No. Concentracion de Fluconazol (ug/mL)
MG + DS
0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64

C. albicans Global 313 11,53 11,25 10,67 10,33 10,23 9,97 9,51 9,8 10,19 9,75+ 6,42
Residual 32 374 38 301 232 194 165 133 143 16 1,75+1)59
Poco 87 873 81 79 7,79 771 762 767 79 81 7,90+1722
Moderado 114 12,38 12,14 12,06 11,09 11,87 11,92 12,03 12,38 12,76 12,31+ 1,42
Alto 80 18,99 19,48 19,05 18,86 18,77 18,53 18,5 18,64 18,96 20,64 + 5,72

C. tropicalis Global 53 9,73 10,17 9,2 925 8,72 866 837 7,84 8,06 9,29+7,39
Residual 10 6,02 4,07 3,09 2,76 282 263 223 165 229 3,06+1,70
Poco 12 NR 7,39 7,42 721 692 965 7,11 6,79 6,75 7,07+0,88
Moderado 17 12,3 12,18 11,56 11,33 11,45 11,23 11,3 11,14 10,25 11,40+1,14
Alto 14 NR 22,6 21,52 19,27 17,76 17,9 17,49 17,57 17,17 21,43 +5,44

NR, no se realizd, ya que no hubo aislados mostrando efecto arrastre a la mencionada concentraciéon de
fluconazol. MG, media geométrica.

La alta desviacion estandar de la media del efecto arrastre observado revela
una amplia dispersion de los datos y sugiere una alta variabilidad entre cepas (Tabla
11). Por esta razén, se clasificaron los aislados de acuerdo al efecto arrastre
observado segln unos puntos de corte provisionales. Estos puntos de corte se
eligieron después de analizar el porcentaje de efecto arrastre para todas las cepas
analizadas. Los aislados se clasificaron como efecto arrastre residual, efecto arrastre
ligero, efecto arrastre moderado y efecto arrastre alto dependiendo de sus valores de
crecimiento residual (0,1-5%, 6-10%, 11-15% y > 15%, respectivamente). El porcentaje
de aislados en cada una de las cuatro categorias fue de 29,3%, 24,9%, 25,8% y 20%,

respectivamente (Figura 2).

La clasificacion revel6 diferencias entre las especies encontrandose
significativamente mas aislados con efecto arrastre alto (26% en cepas) en C. albicans
y C. tropicalis que en las especies restantes (P <0,001). Un analisis de los aislados de

C. albicans y C. tropicalis agrupados en cada categoria se muestra en la Tabla 12.



SNETE ReSULTADOS

100 +
90 - I
80 -
70 -

60 - 26 E>15%
50 - m11-15%

40 o5 6-10%
=0.1-5%
30 23
28
20 -
o [ I
0 T T T T T

C. albicans  C. tropicalis C. glabrata C. parapsilosisOther Candida Global
spp.

Figura 2. Porcentaje de aislados clasificados con efecto arrastre residual, ligero,

moderado y alto. La figura muestra los datos globales y por especie.

Con el fin de estudiar si el efecto arrastre era un fenémeno dependiente del
genotipo, se genotiparon los aislados de C. albicans y C. tropicalis, las dos especies
con mayor porcentaje de cepas con efecto arrastre elevado (Figura 3).
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3b)

[e]

Figura 3. Minimun spanning tree que muestra los genotipos de C. tropicalis
(3a) y C. albicans (3b) como circulos. El nimero de aislados en cada genotipo esta
indicado por el tamafio de los circulos. Las lineas de conexién muestran la similitud
entre los perfiles: una linea sélida en negrita indica diferencias en un solo marcador,
una linea continua indica diferencias en dos marcadores, los guiones largos indican
diferencias en tres marcadores y los puntos indican diferencias en cuatro o0 mas

marcadores.

En el caso de C. albicans, se encontraron 247 genotipos, de los cuales 24
comprendian dos o mas cepas (un genotipo que incluia aislados con efecto arrastre
alto, 17 genotipos que incluian aislados con efecto arrastre no-alto y seis genotipos
que incluian aislados tanto con efecto arrastre alto como no-alto). En el caso de C.
tropicalis, encontramos 46 genotipos, de los cuales tres comprendian dos o mas cepas
(dos genotipos que incluian aislados con efecto arrastre no-alto y un genotipo que
incluia aislados con efecto arrastre tanto alto como no-alto). La presencia de genotipos
idénticos en cepas con efecto arrastre diferente (tanto alto como no-alto) demuestra

que el efecto arrastre no es una caracteristica especifica del genotipo.
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1.5. Frecuencia del efecto paraddjico observado wusando el
procedimiento de EUCAST con micafungina, anidulafungina vy

caspofungina frente a cepas de Candida spp. causantes de fungemia

Se observo efecto paraddjico en una o mas equinocandinas en el 16% (n = 96)
de los aislados, y este fue méas frecuente con caspofungina, seguido de anidulafungina
y micafungina (Figura 4 y Tabla 13) (P <0,001).

m Caspofungina mAnidulafungina mMicafungina Una o més candinas
100 -

90 A
80 A
70
60
50
40
30 A
20
10

29 33

1717 16
1011 15 - 1311

6 5
3 106 0323

C. tropicalis C. albicans C. C. glabrata Otras Global
parapsilosis

Candida spp.

Figura 4. Porcentaje de cepas, global y por especie, en los que se observé
efecto paraddjico a caspofungina, anidulafungina, micafungina o cualquier

combinacion de las tres equinocandinas.

Tabla 13. Distribucién de especies y porcentaje de aislados, global y por
especie, en los que se observé el efecto paraddjico a caspofungina, anidulafungina,
micafungina o cualquier combinacion de las tres equinocandinas en cualquier

concentracion del farmaco.

Porcentaje de cepas en las que se observa el efecto paradéjico
Global n=602%  C. tropicalis n=50 Otras Candida spp. n=24" C.albicans n=291 C. parapsilosis n=164 C.glabrata n=62
C_AND CAS MYC AND CAS MYC AND CAS MYC AND CAS MYC AND CAS MYC AND CAS

Concentracién de
Antifingico pg/ml

0,125 0 0,3 0 0 2 0 0 0 0 0 0,3 NA NA NA NA 0 0 NA
0,25 02 07 02 0 4 0 0 0 4,2 0 0,7 0 NA NA NA 0 0 0
0,5 23 18 12 18 14 6 8,3 4,2 125 0,3 1 0 NA NA NA 0 0 0
1 32 22 18 26 16 8 12,5 83 16,7 1 1 0,3 NA NA NA 0 0 0
2 37 48 56 30 36 32 12,5 83 29,2 1 31 1 0 NA 0 0 0 0
4 4 76 76 38 44 50 125 125 29,2 14 58 24 0 12 24 16 32 0
8 4 81 116 38 40 54 83 16,7 25 03 82 24 0,6 0 43 16 32 0
Total 48 105 13,3 38 48 62 16,7 167 29,2 03 10,7 9,6 0,6 12 55 16 32 0

a Las cepas de C. krusei (n=11) no se muestran ya que no presentaron efecto paraddjico a ninguna
equinocandina.’C. guilliermondii n=8, C. dubliniensis n=5, C. lusitaniae n=5, C. kefyr n=2, C. fermentati
n=1, C. inconspicua n=1, C. pelliculosa n=1, Kodamaea ohmeri n=1. MYC=Micafungina;
AND=Anidulafungina; CAS=Caspofungina; NA=No aplicable. Las diferencias significativas son mostradas

en negrita (P<0.05).
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Caspofungina present6 efecto paraddjico frente a C. tropicalis, C. parapsilosis y
otras especies de Candida spp., mientras que anidulafungina lo presenté con mas
frecuencia que caspofungina y micafungina frente a C. albicans y C. glabrata.
Micafungina fue el agente para el cual este efecto fue menos frecuente. Se observo
gue el efecto paraddjico es especie-especifico: C. tropicalis (64%) fue la especie en la
que mayor proporcion de cepas presentaron este efecto para una 0 mas
equinocandinas, seguida de C. albicans (14,8%) (Figura 4). También observamos que
otras especies de Candida spp. presentaron una alta proporcion de cepas con efecto
paraddjico, esto se debe principalmente a aislados de C. dubliniensis (4/5) y C.

guilliermondii (4/8).

El efecto paraddjico se observé a partir de concentraciones bajas 20,125 pug/ml
de anidulafungina y 20,25 ug/ml de caspofungina y micafungina. Con el método CLSI
el efecto paradéjico esta descrito para concentraciones de 2-64 ug/ml, sin embargo el
uso de la metodologia de EUCAST probablemente explicaria la presencia del efecto
en concentraciones mas bajas. Se observé que cuanto mayor era la concentracién de
equinocandina, mayor fue la proporcion de aislados en los que se observé tal efecto
(Tabla 13). Ademas, el fendmeno no sélo dependia de la concentracién, sino que
también del farmaco, como demuestra el hecho de que caspofungina y anidulafungina
causaron el efecto paraddjico en un mayor porcentaje de aislados que micafungina, en

la medida en que la concentracion de farmaco aumentd (P <0,05) (Tabla 13).

2. Caracterizacion genotipica y estudio de la diversidad clonal de las

principales especies de Candida causantes de candidemia

2.1. ¢La identificacion a nivel de especie proporciona evidencia
suficiente para confirmar la fungemia relacionada con el catéter causada

por C. albicans?

Se estudiaron retrospectivamente 22 pacientes ingresados en el hospital desde
enero de 2008 a diciembre de 2010 con aislamiento simultaneo de C. albicans en

hemocultivos y en el cultivo de la punta de catéter (Tabla 14).
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas de los 22 pacientes estudiados y aislado de

Candida albicans en otras muestras clinicas.

Condicién Candidemia

Paciente . Neoplasia Cirugia NPT . Otros comentarios
Predisponente persistente
1 UCly catéter No Cardiaca Si No Posiblg endocarditis por Candiq a
C. albicans en muestra de orina
2 Catéter No Vascular  Des No C. albicans en muestras de orina
3 UCly catéter No Cardiaca Si No
4 UCly catéter No Cardiaca Des No C. albicans en muestras de LBA
5 UCly catéter No Vascular  Des No
6 UCly catéter No Abdominal Des No
7 UCly catéter No Abdominal Si No Peso de 1590 g
8 UCIy catéter No No Si Si C. albicans en mues_tras d_e orinay
muestras respiratorias
. C. albicans en muestras de orina.
9 UCIN y catéter No No Des No Peso de 2690 g
10 Catéter LMCy . No Si No C. albicans en mge;tras de heridas
neutropenia superficiales
C. albicans en muestras de orina,
11 Catéter No Toracica  Des No esputo y punto de insercion del
catéter
12 UCly catéter No Cardiaca Des Si
13 catéter Astrocitoma Craneal Des No
cerebral
C. albicans en muestras de heridas
14 UCIN y catéter No No Si Si y punto de insercion del catéter.
Peso 860 g
15 Catéter No Vascular  Des No
16 UCly catéter No Craneal Des No
. . C. albicans en muestras de
7 UCINy cateter No No S No exudado otico, y piel. Peso 1130 g.
18 UCIy catéter Céancer de Ginecolégica Des No C. albicans en muestras de liquido
colon peritoneal
19 UCIN y catéter No No Si No Peso 1220 g
C. albicans en muestras de liquido
20 UCIN y catéter No No Si No peritoneal y muestras de piel. Peso
540 g
21 UCIN y catéter No No Si No Peso 870 g
22 Catéter No No Des No C. albicans en muestras de BAS

NPT, Nutricion parenteral, UCI, Unidad de Cuidados Intensivos, UCIN, Unidad de Cuidados Intensivos de
Neonatologia. Des. Desconocido. LBA, Lavado bronqueo alveolar, LMC, leucemia mieloide cronica, BAS,

broncoaspirado.

Se encontraron coincidencias entre genotipos tanto en la punta del catéter

como en la muestra de sangre en 20 de los 22 pacientes (91%) (Figura 5).
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Fechade aislamiento
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Figura 5. Dendograma mostrando la relacion genética entre los aislados

estudiados. Los pacientes estdn numerados del 1 al 22 (el paciente nimero 13 tenia

multiples genotipos indénticos imposible de individualizar tanto en el catéter como en

sangre por lo que no se incluy6 en el dendrograma).
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La edad media de los pacientes fue de 41 afos; 13,6% tenian cancer y 32%
eran neonatos. En varios casos, C. albicans coloniz6 otras partes del cuerpo aunque
se detectaron focos adicionales de candidemia en solo 2 pacientes (liquido peritoneal)
0 sospecha de otro foco en otro paciente (posible endocarditis)

El genotipado revel6 que sélo un paciente presentd mas de un genotipo
simultdneamente tanto en el cultivo de punta de catéter como en el hemocultivo. Este
hallazgo ilustra como el analisis de microsatélites puede revelar la presencia de varios
genotipos en una misma muestra. Los 2 pacientes restantes (pacientes no. 3 y 15;
Figura 5) presentaron genotipos diferentes en ambas muestras. En el paciente no. 3,
el genotipo de la punta del catéter diferia del genotipo aislado de sangre en 2
marcadores (el catéter fue recibido en el laboratorio 5 dias después del cultivo de
sangre). En el paciente no. 15, el genotipo de la punta del catéter diferia del genotipo
aislado en sangre en 5 marcadores. En el caso de los pacientes en los que se analizé
una segunda punta de catéter (pacientes no. 11, 12, 14 y 16) se encontraron de nuevo

coincidencias entre la punta del catéter y los genotipos de sangre.

2.2. ¢Es la candidemia relacionada con el catéter una infeccién

policlonal?

Se estudiaron 475 colonias (C. albicans, 110 hemocultivos y 125 catéteres; C.
parapsilosis, 70 hemocultivos y 77 catéteres; y C. glabrata, 40 hemocultivos y 53
catéteres) de 20 pacientes con candidemia relacionada con el catéter. El genotipado
revel6 genotipos idénticos en las muestras de sangre y catéter en todos los casos
(Figura 6) (Tabla 15).

En la mayoria de los pacientes se encontré un Unico genotipo tanto en el
catéter como en los hemocultivos (17/20). Sin embargo, en los restantes tres pacientes
(pacientes no. 5, 11, y 13) se observé un patron policlonal presentando un genotipo
adicional exclusivamente en el catéter o en las muestras de sangre. En estos tres
pacientes, se observaron algunos fendmenos de interés. En los pacientes no. 5y no.
11 que tuvieron candidemia relacionada con el catéter causada por C. albicans se
encontraron dos genotipos distintos en las colonias procedentes del catéter y s6lo uno
de ellos estuvo presente en el hemocultivo (Figura 6a). En las tres muestras de
catéteres analizadas del paciente no. 5, se observd que el genotipo encontrado
exclusivamente en el catéter estaba menos representado (2/30 colonias analizadas) y
este genotipo menos representado se encontré en la luz del catéter y en la piel
alrededor de la insercion pero no en el cultivo de los segmentos del catéter. En este

paciente los dos genotipos encontrados diferian en dos marcadores de los seis
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amplificados. En el paciente no. 11 se observd, al igual que en el caso del paciente no.
5, que el genotipo presente exclusivamente en el catéter era menos frecuente (2/10
colonias); ambos genotipos estaban clonalmente relacionados (microvariantes) y
variaron en un locus. Por ultimo, el paciente no. 13, infectado por C. parapsilosis,
presenté dos genotipos diferentes en el hemocultivo, aunque so6lo uno de ellos (8/10
colonias de sangre) se encontr6 en el cultivo del catéter. Los dos genotipos
encontrados fueron muy diferentes ya que diferian en tres de los cuatro marcadores

analizados (Figura 6b).

6a)
o o o o o o o 8
m ¥ 1 © © & < CAl CAlll CAVI CDC3 HIS3 EF3 Fuente Paciente
243 293 95 109 246 284 116 124 162 203 125 134 Catéter 10
243 293 95 109 246 284 116 124 162 203 125 134 Sangre 10
243 285 95 109 246 284 116 124 162 203 125 134 Catéter 4
243 285 95 109 246 284 116 124 162 203 125 134 Sangre 4
237 285 95 109 246 291 116 124 162 162 125 134 Catéter 8
237 285 95 109 246 291 116 124 162 162 125 134 Sangre 8
234 285 95 109 246 311 116 124 234 234 125 134 Catéter 9
234 285 95 109 246 311 116 124 234 234 125 134 Sangre 9
| 234 261 95 109 295 302 116 124 217 225 125 125 Catéter 2
— 1 | 234 261 95 100 295 302 116 124 217 225 125 125 Sangre 2
| 219 228 95 98 273 273 116 124 191 191 130 130 Catéter 7
| 219 228 95 98 273 273 116 124 191 191 130 130 Sangre 7
| 228 228 98 98 246 265 116 124 162 183 130 130 Catéter 3
| 228 228 98 98 246 265 116 124 162 183 130 130 Sangre 3
212 212 95 104 391 411 116 116 317 340 129 135 Catéter 5
212 212 95 104 391 411 116 116 317 340 129 135 Sangre 5
| L———— 212 212 95 104 388 411 116 116 314 340 129 135 Catéter* (2/30) 5
| 228 252 95 95 234 246 112 116 149 162 129 135 Catéter 1
| 228 252 95 95 234 346 112 116 149 162 129 135 Sangre 1
206 206 95 95 239 239 116 128 154 154 135 146 Catéter 11
206 206 95 95 239 239 116 128 154 154 135 146 Sangre 11
206 206 95 95 239 239 116 128 154 162 135 146 Catéter* (3/10) 11
206 228 95 95 239 239 116 128 154 154 135 149 Catéter 6
206 228 95 95 239 239 116 128 154 154 135 149 Sangre 6
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LM4

272
272
269
269
269
269
280

280

Fuente Paciente
129 Catéter 17
129 Sangre 17
131 Catéter 14
131 Sangre 14
129 Catéter 12
129 Sangre 12
129 Catéter 13
129 Sangre 13
129 Sangre* (2/10) 13
127 Catéter 18
127 Sangre 18
127 Catéter 16
127 Sangre 16
148 Catéter 15
148 Sangre 15
CG10 Fuente Paciente
295 Catéter 20
295 Sangre 20
301 Catéter 19
301 Sangre 19
301 Catéter 8
301 Sangre 8
279 Catéter 3
279 Sangre 3

Figura 6. Dendrogramas que muestran la relacion genética de los genotipos

estudiados de C. albicans (6a), C. parapsilosis (6b) y C. glabrata (6c). Se muestran

todos los marcadores para cada especie estudiada, el origen de la cepa y el nimero

de paciente.
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Tabla 15. Caracteristicas clinicas de los 20 pacientes estudiados, especies

aisladas en sangre y otras muestras, y caracteristicas y procesamiento de las

muestras de catéter.

Otras fuentes

. L Otras . Catéter estudiado
. Especies Condicién con el mismo
Paciente ) Sexo Edad ; fuentesde . .
aisladas predisponente . . aislamiento de . .
Candidemia . Tipo y segmento Cultivo
Candida spp.
Dehiscencia
" de sutura, . )
1 C. albicans F 82 . C‘?"“? absceso Ninguna Cateter de subclavia Maki
isgquémica . derecha
abdominal
posquirdrgico
2 C. albicans M 78 Infarto d_e No G Exug_a cY Catéter periférico Maki
miocardio de flebitis
C. albicans + Coleccion
3 ) 54  Céncer gastrico intra- Ninguna Hickman Maki
C. glabrata ;
abdominal
Orina. liquido Catéter de silicona,
4 C. albicans M 0 Prematuro No N, reservorio y punto de Maki
sinovial . o .
insercion del catéter
Catéter yugular
. Enterocolitis Orina 4 meses izquierdo, reservorio e .
5 C. albicans F 0 Prematuro . ) . L - Maki
necrotizante previos insercion superficial
de la piel
6 G alblcang + 26 Canf:er de Perfor’a(':lon ngmdp pleural, Port-a-Cath Kite
C. krusei esdéfago esofdgica  biopsia pleural
7 C. albicans F 0 Prematuro No Ninguna Catéter silastico Maki
C. albicans + Ngfrqp_atla Necrosis BALYyBAS C. Catéter yugular .
8 F 30 diabética, . Maki
C. glabrata o esofagica glabrata derecho
didlisis
Absceso
9 C. albicans M 72 Hernia de hiato qugcc!on apdomlngl, Catetgr d? subclavia Maki
quirdrgica orina, herida izquierda
quirargica, BAS
10 C. albicans M 0 Prematuro Enterqcolltls I-_|ef|dg Catéter de silicona Maki
necrotizante quirdrgica
11 C. albicans F 0 Prematuro Enterqcolltls FIw_do gastrl?o, Catéter de silicona Maki
necrotizante conjuntiva, oido
- Enfermfa d_ad . He,nd?s ; Catéter shaldon 2 .
12 C. parapsilosis M 73  renal crénica, isquémicas Ninguna ) Kite
P . reservorios
didlisis en piernas
13 C. parapsilosis M 48 VIH Celulitis Ninguna Catéter periférico Maki
14 C. parapsilosis M a7 Carcinoma ' Flstgla Ninguna Catéter de subplawa y Maki
rectal intestinal reservorio
15 C. parapsilosis  F 78 Linfoma No Ninguna Port-a-Cath Kite
16 C. parapsilosis  F 0 Prematuro Enterqcolltls Ninguna Catéter de silicona 3iie Al
necrotizante al
Enfermedad . .
. B . | )
17 C. parapsilosis M 80 cardiaca No Ninguna Catetgr de. subclavia Maki
L izquierda
isgquémica
Sangre periférica
18 C. parapsilosis  F 61 Carcinoma renal No Ninguna DTP-Catéter Maki
subclavia
19 C. glabrata F 78 A’ne_unsma No Ninguna Cateter yugulgr y dos Kite
adrtico roto reservorios
20 C. glabrata M 0 Prematuro No Ninguna Catéter silastico Maki

BAS, broncoaspirado, BAL, lavado bronqueo alveolar.
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2.3. Genotipos de C. albicans y C. parapsilosis causantes de “clusters”

de pacientes con candidemia: diferencias de frecuencia entre hospitales

Se estudiaron los parametros de diversidad genética de cepas de C. albicans y
C. parapsilosis causantes de candidemia en pacientes ingresados en 2 hospitales con
caracteristicas similares situados en Madrid (Hospital Gregorio Marafion [hospital A] y
Hospital Ramén y Cajal [hospital B]). Como control se incluyeron cepas de un hospital
geograficamente no relacionado (Policlinico Agostino Gemelli ubicado en Roma, Italia).

Los pardmetros de diversidad en la coleccién estudiada asi como la de cada hospital
se muestran en la Tabla 16. La diversidad encontrada para C. albicans fue como se
detalla a continuacion: numero total de alelos 132 (media de alelos por locus=22);
heterocigosidad observada y esperada, 0,64 y 0,79 respectivamente; y probabilidad de
identidad, 1,3 x 10-%. La diversidad para C. parapsilosis se resume a continuacion:
namero total de alelos y 81 (media de alelos por locus=20,25); heterocigosidad
observada y esperada, 0,48 y 0,83 respectivamente; y probabilidad de identidad, 2,31
x 10-5,

Tabla 16. Numero de aislados de C. albicans y C. parapsilosis estudiados. Los
pardmetros de diversidad calculados son mostrados por especie y por hospital. El
namero medio de alelos y la heterozigosidad observada y esperada se muestran como

media por locus.

C. albicans C. parapsilosis

Hosp A Hosp B Global Hosp A Hosp B Global

N° de cepas 116 63 179 46 30 76
i (o}
Media de N° de 21,7 16 22 17,8 12 20,25
alelos
Heterocigosidad
a 0,664 0,612 0,644 0,525 0,408 0,48
observada
Heterocigosidad
a 0,804 0,768 0,797 0,842 0,768 0,825
esperada’
indice de Wright” 0,155 0,191 0,192 0,366 0,458 0,418
Probabilidad de 9 8 8 % 5 %
e 7,9x10 7,1x10 1,3 x10 1,2x10 2,2x10 2,3x10
Identidad
N° de Genotipos 101 49 145 42 22 63

N° de "clusters" (%) 9(9%) 10 (20,4%) 21 (14,4%) 3 (7,1%) 4(18,1%) 7 (11,1%)
Pacientes en

eluster 24(20,7)% 24 (38,1%) 53 (29,6%) 7 (14,9%) 12 (40%) O (26,3%)

a Las heterocigosidades observadas y esperadas oscilaban entre 0 (sin heterocigosidad) y 1
(heterocigosidad mas alta). ® El indice de Wright indica una deficiencia de heterocigosidad (valores
positivos) o un exceso de heterocigosidad (valores negativos). ¢ La probabilidad total de identidad indica la

probabilidad de encontrar dos genotipos idénticos después de seleccionar aleatoriamente dos aislados.
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El nimero de genotipos encontrados, el nUmero de “clusters” y el porcentaje de
pacientes en “cluster” se muestran en la Tabla 16. De los 145 genotipos de C. albicans
encontrados, 21 estaban en “cluster” (Figura 7a). Se encontraron 63 genotipos de C.
parapsilosis, 7 de los cuales estaban en “cluster” (Figura 7b). Los “clusters”
involucraron de 2 - 7 pacientes cada uno (Tablas 17 y 18).
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7b

Figura 7. MST que muestra los genotipos (circulos) encontrados de C. albicans
(Figura 7a) y C. parapsilosis (Figura 7b). Los circulos amarillos corresponden a los
aislados del Hospital A, circulos verdes con aislados pertenecientes al Hospital B, y
circulos rojos son aislados del Hospital de Roma. El nUmero de cepas pertenecientes
a cada grupo es proporcional al tamafio de los circulos. Las lineas de conexién entre
circulos muestran la similitud entre los perfiles: una linea sélida en negrita indica
diferencias en sélo 1 marcador, una linea continua indica diferencias en 2 marcadores,
guiones largos indican diferencias en 3 marcadores y puntos indican diferencias en 4 o
méas marcadores.
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Se encontraron 9 y 10 “clusters” de C. albicans en el Hospital A y el Hospital B,
respectivamente; sin embargo, el porcentaje de pacientes en “cluster” fue mayor en el
Hospital B (38,1%) que en el Hospital A (20,7%) (P <0,05) (Tabla 16). En el caso de C.
parapsilosis, se encontraron 3 y 4 “clusters” en el Hospital A y el Hospital B,
respectivamente. De manera similar, la proporcion de pacientes involucrados en
“clusters” fue mayor en el Hospital B (40%) que en el Hospital A (15%) (P <0,05)
(Tabla 16).

Los pacientes en “cluster” infectados por C. albicans no se encontraban
ingresados en la misma unidad, con la excepcion de 3 “clusters” de pacientes
ingresados en el servicio de neonatologia del Hospital A (CA-34, CA-227 y CA-371) y
4 “clusters” encontrados en los servicios de Oncologia, Medicina Interna, Hematologia
y Cuidados Intensivos del Hospital B (CA-100, CA-230, CA-290 y CA-303) (Tabla 17 y
Figura 7a).

No se encontraron “clusters” de pacientes ingresados en las mismas areas e
infectados por C. parapsilosis en el Hospital A, mientras que en el Hospital B se
encontraron 2 “clusters” de pacientes ingresados en la unidad de cuidados Intensivos
(CP-31y CP-70) (Tabla 18 y Figura 7b).

Algunos genotipos infectaron a pacientes tanto ingresados en el Hospital A
como el Hospital B (C. albicans [genotipos CA-48, CA-59, CA-63, CA-165 y CA-310],
C. parapsilosis [genotipo CP-117] (Tablas 17 y 18).

Hasta el 8,2% de los pacientes fueron infectados por genotipos compartidos
entre los Hospitales A y B. También se estudio la presencia de “clusters” entre
pacientes ingresados en el Hospital A, Hospital B y el Hospital Policlinico Universitario
Agostino Gemelli en Roma. Se encontraron genotipos compartidos entre el Hospital de
Roma y el hospital A (CP23 y CP-111), el Hospital de Roma y el Hospital B (CA-71,
CA-100, CA-159) o compartido entre los 3 centros (CA-165).
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Tabla 17. “Clusters” de C. albicans encontrados en los Hospitales A y B. El
codigo de genotipo, la composicion alélica, el nimero de pacientes involucrados, las
salas de admision de los pacientes en el momento del diagnéstico y la fecha de toma

de muestra del hemocultivo se muestran para cada “cluster”.

Clusters de C. albicans

Cddigo de Composicion alélica (pb) N° de pacientes  Unidad de Hospital Fecha de toma
Genotipo  CDC3 EF3 HIS3 CAl CAlll CAVI por cluster admisién P de muestra
08/02/2010
CA-34 120-124 143-148 149-191 203-216 92-92 234-273 3 Neonatologia A 12/10/2010
16/12/2010
Angiologia 17/07/2010
CA-50 116-128 146-146 154-154 206-228 95-95 239-239 3 N — A 23/11/2010
< 16/12/2010
Pediatria 30/04/2010
Oncologia 7/15/2010
CA-51 116-128 135-146 154-154 206-228 95-95 239-239 4 Geriatria A 18/12/2010
Cirugia general 23/08/2011
Reanimacion 03/01/2010
- - - - - - - A
CA56  116-116 135-146 154-154 206-206 95-95 239-239 2 Neonatologia e
Enfermedades
CA-64 116-128 135-149 154-154 206-228 95-95 239-239 2 infecciosas A 13/07/2010
Oncologia 01/02/2012
p 03/02/2010
CA-227 116-116 125-134 162-162 234-293 95-109 246-246 2 Neonatologia A 15/04/2010
Angiologia 07/07/2010
CA-343 116-124 130-130 162-195 216-228 95-98 246-276 3 Medicina A 20/04/2011
Interna
21/09/2010
p 24/09/2010
CA-371 116-124 130-130 166-195 216-228 95-98 251-276 4 Neonatologia A 10/05/2010
24/10/2010
Hematologia 04/06/2011
CA-4 124-124 130-138 199-221 228-231 104-104 280-299 2 ucl B 06/09/2011
Urologia 03/09/2011
CA-71 116-128 135-146 154-154 228-228 95-95 239-239 2 ucl B 15/09/2010
01/07/2011
CA-303 116-124 130-130 162-187 216-231 95-98 246-269 2 UCI B 28/12/2011
. 09/03/2012
CA-290 116-124 125-134 162-221 304-307 95-115 246-246 2 Hematologia B 09/05/2012
Medicina 09/12/2012
CA-230 116-124 125-134 162-162 234-298 95-95 246-246 2 Interna B 09/10/2012
Cirugia general 07/09/2012
CA-223 116-124 134-134 162-203 249-287 109-109 246-284 2 el 15/07/2012
Urologia 26/12/2011
CA-366  116-124 130-130 183-195 216-228 95-98 265-276 2 uel B 23/11/2010
p 11/10/2010
CA-100 116-124 128-143 154-154 185-185 92-95 239-262 2 Oncologia B 11/11/2010
Urologia A 02/02/2010
Neurologia 29/11/2012
CA-59 116-116 135-146 154-154 206-228 95-95 239-239 4 Pediatra . 03/07/2012
ucl 21/11/2012
Cirugia general A 25/02/2010
CA-310 116-124 130-130 162-187 228-228 95-98 246-269 2 Oncologia B 11/10/2010
A 25/01/2011
CA-63 116-128 135-135 154-154 206-228 95-95 239-239 2 ucl 5 09/09/2010
Medicina
CA-165 112-116 129-135 149-162 231-255 92-95 234-246 2 Interna A 05/12/2010
UCI B 06/08/2010
Neonatologia A 08/05/2012
Medicina 09/03/2012
Interna 09/10/2012
CA-48 116-128 135-146 154-154 206-206 95-95 239-239 7 Digestivo B 31/05/2012
9 06/05/2012
Urologia 11/09/2010

Cirugia general 29/11/2010
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Tabla 18. “Clusters” de C. parapsilosis encontrados en los Hospitales Ay B. El
codigo genotipo, la composicion alélica, el nimero de pacientes involucrados, las salas
de admision de los pacientes en el momento del diagnéstico y la fecha de toma de

muestra del hemocultivo se muestran para cada “cluster”.

Clusters de C. parapsilosis

Cdédigo de Composicién alélica (pb) N° de < s . Fecha de toma de
Genotipo CP1 CP4a CP6 B pacientes Areade Admision Hospital muestra
Urgencias 05/07/2010
CP-145 242-242 256-256 254-267 145-145 2 Oncologia A 21/08/2010
Neonatologia 30/08/2010
CP-63 245-245 291-24 267-269 113-129 2 Oncologia A 08/06/2011
12/12/2011
CP-31 224-245 300-300 317-317 129-129 2 UCl B 24/11/2011
31/07/2011
CP-70 245-245 303-303 286-286 127-129 2 UCI B 08/01/2011
Oncologia 19/07/2011
17/07/2011
P-87 245-24! 25-342 17-317 127-127 4 . . . B

cP-8 5245 3253 3173 Otorrinolaringologia 14/07/2011
UCI 28/09/2011
UCI 24/02/2010
Medicina Interna i
CP-138 208-242 240-240 312-321 133-133 4 B 03/02/2011
Enfermedades 21/12/2011

infecciosas
Angiologia A 19/10/2010
Cirugia general 30/04/2011
CP-117 239-245 240-240 265-265 133-133 4 ol A 30/11/2011
B 09/12/2010

3. Estudio de la formacién de biopeliculas por parte de aislados de Candida

spp. causantes de fungemiay determinacién de su sensibilidad a antifingicos

3.1. Produccion de biopeliculas por aislados de Candida y otros
géneros causantes de fungemia: comparacion de la produccién de

biomasay actividad metabdlica y desarrollo de puntos de corte

Se estudid la produccién de biomasa y la actividad metabdlica de las
biopeliculas para cada especie, medida por los procedimientos de tincion de CV y
XTT. Se observo una variabilidad notable en cuanto a la produccién de biopeliculas y
su actividad metabdlica y en la cantidad de biomasa formada tanto entre especies
como entre cepas de la misma especie, alcanzando incluso significacién estadistica,
indicando asi la existencia de un patrén especifico de especie. C. tropicalis presento la
mayor produccién de biomasa y C. glabrata fue la especie que formé biopeliculas con

la mayor actividad metabdlica (Tabla 19).
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Tabla 19. Produccién de biopelicula para cada especie estudiada por la

reduccion de XTT y tincion de CV (expresados como media geométrica + SD y rango).

Especies n CV (MG = DS) /Rango CV (MG + DS) / Rango
C. albicans 267 0,168 + 0,098 /0,004 — 0,561 1,108 + 0,614 / 0,027 — 2,656
C. parapsilosis 162 0,155+ 0,171/ 0,004 - 0,576 0,701 £ 0,558 / 0,014 — 2,652
C. glabrata 60 0,257 +0,103/0,055-0,512 0,277 +0,245/0,019 — 1,083
C. tropicalis 46 0,132 £0,058/0,040-0,335 1,602 + 0,597/ 0,060 — 2,663
C. krusei 10 0,136 + 0,081/ 0,020 - 0,296 0,204 +0,125/0,009 — 0,378
Candida spp® 19 0,148 +£0,092/0,034 — 0,414 0,397 + 0,360/ 0,043 — 1,257

Otras levaduras® 13 0,035 +0,065/0,002 — 0,217 0,247 + 0,324 /0,023 — 1,128
Global 577 0,167 +0,125/0,002 - 0,576 0,888 + 0,662 / 0,009 — 2,663

CV = cristal violeta. XTT = sal de tetrazolio reducida a colorante de formazano. MG = media

geométrica. SD = desviacion estandar. 2 Candida spp. incluye C. guilliermondii (n = 9), C. dubliniensis
(n = 5); C. kefyr (n = 2); C. lusitaniae (n = 2), y Pichia anomala (n = 1). ® Otras levaduras incluyen
Rhodotorula mucilaginosa (n = 5), Cryptococcus neoformans (n = 4), Trichosporon spp. (n = 3), y
Saccharomyces cerevisiae (n = 1).

La distribucién de los aislados basada en los resultados de XTT y CV se dividio
en terciles para establecer puntos de corte de la siguiente manera: reduccion de XTT
(baja actividad metabdlica <0,097; actividad metabdlica moderada = 0,097 - 0,2; alta
actividad metabdlica > 0,2) y tincion CV (baja biomasa <0,44; moderada biomasa =
0,44 - 1,17; elevada biomasa > 1,17). Se calcularon los porcentajes de cepas incluidos
en cada uno de estos puntos de corte para ambos procedimientos (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de aislados de cada especie clasificados de acuerdo a la
produccion de biomasa medida por tincién de CV (9a) y actividad metabdlica medida
por reduccion del XTT (9b).
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Los puntos de corte propuestos fueron validados mediante microscopia
electronica de barrido, observandose diferencias estructurales en las biopeliculas de
cepas con diferentes grados de biomasa. (Figura 10)

10a)

10b)

10c)

Figura 10. Caracteristicas estructurales de biopeliculas formadas por C.
albicans [baja biomasa (10a), moderada biomasa (10b) y elevada biomasa (10c)]
obtenidas mediante microscopia electronica de barrido. Aumento 500X.
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En el caso de C. albicans, los aislados con biopeliculas con baja biomasa
produjeron estructuras con menos filamentacion, espacios entre agrupados celulares y
un elevado numero de blastosporas (Figura 10a); en cambio, los aislados con
moderada y alta biomasa formaron biopeliculas con una estructura gruesa y densa de
hifas y menor nimero de blastosporas (Figuras 10b y 10c).

Las biopeliculas de Candida spp diferentes de C. albicans se muestran en la
Figura 11. C. glabrata mostrdé estructuras formadas por células agrupadas sin
filamentacion (Figura 1l1a). C. parapsilosis produjo biopeliculas uniformes con
abundantes blastosporas y algunas pseudohifas (Figura 11b). La estructura de las
biopeliculas de C. tropicalis era compatible con las formadas por cepas de C. albicans
con elevada biomasa (Figuras 10c y 11c). Por ultimo, las biopeliculas de C. krusei
estaban compuestas por células agrupadas y blastosporas sueltas sin pseudohifas
(Figura 11d).

11a)

11b)




ResuLTADOS | ENENECIN

11c)

11d)

Figura 11. Estructura de biopeliculas de Candida no-albicans obtenida por
microscopia electronica de barrido. C. glabrata (11la), C. parapsilosis (11b), C.
tropicalis (11c) y C. krusei (11d). Aumento 500X.

La mayoria de los aislados de C. tropicalis presentaron elevada o moderada
biomasa (80% y 13%, respectivamente). Un alto porcentaje de aislados de C. albicans
presentaron también elevada (48%) o moderada biomasa (36%), y muchos aislados
de C. parapsilosis presentaron moderada biomasa (41%). Por el contrario, las
bioepliculas de todos los aislados de C. krusei, una alta proporcion de aislados de C.
glabrata (77%), otras especies de Candida spp (68%), y levaduras de otros géneros
(77%) presentaron baja biomasa. También se observo un patron especifico de especie
para la actividad metabodlica de las biopeliculas: los aislados de C. glabrata
presentaron en su mayoria elevada (73%) o moderada (18%) actividad metabdlica,
seguidas de C. albicans y C. parapsilosis. Curiosamente, mas del 30% de los aislados
de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, otras especies de Candida spp. y otros

géneros presentaron baja actividad metabdlica.

Se comparo el acuerdo categorico entre los procedimientos (Tabla 20).
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Tabla 20. Porcentaje de acuerdo categoérico total y parcial entre los

procedimientos de reduccion de XTT y tincién con CV.

Especies Activjdad Biomasa CV (%) Acuerdo
Metabdlica XTT Baja Moderada Elevada| Total | Parcial
Baja 12 9 6
C. albicans Moderada 2,3 17,3 20,3 51,5 81,2
Elevada 15 9,4 22,2
Baja 30,2 11,7 5,6
C. parapsilosis Moderada 5,6 13 4,3 50,6 71,6
Elevada 5,6 16,7 7,4
Baja 8,3 0 0
C. glabrata Moderada 18,3 0 0 8,3 31,7
Elevada 50 23,3 0
Baja 2,2 6,5 23,9
C. tropicalis Moderada 4,3 6,5 47,8 17,4 65,2
Elevada 0 0 8,7
Baja 40 0 0
C. krusei Moderada 50 0 0 40 40
Elevada 10 0 0
. Baja 21,1 10,5 5,3
Otras Candida Modejrada 36,8 5,3 o | 263| 368
SPP- Elevada 105 105 0
Levaduras no- Baja 6 nr 0
Candida Moderada 0 7,7 0 84,6 92
Elevada 0 7,7 0
Baja 18,2 8,5 6,4
Global Moderada 6,9 12,5 14,4 43,7 70
Elevada 8,1 12 13

El acuerdo categérico completo se defini6 como el porcentaje de aislados que
estaban en la misma categoria con ambos métodos. El acuerdo parcial se calculd
considerando moderada/elevada biomasa o moderada/elevada actividad metabdlica

en la misma categoria.

Los aislados restantes se consideraron en desacuerdo (100% - acuerdo
parcial). El acuerdo categorico total y parcial entre los procedimientos fue de 43,7% y
70%, respectivamente. EI mayor grado de acuerdo se encontré para C. albicans y C.
parapsilosis (> 50%), seguido de C. krusei. Por el contrario, el acuerdo fue muy bajo
para C. tropicalis y C. glabrata (<20%). Los mayores porcentajes de desacuerdo entre
los procedimientos, que van del 60% al 68%, se observaron para C. krusei, C. glabrata
y otras especies de Candida spp. El desacuerdo observado para C. albicans, C.
parapsilosis y C. tropicalis se debié principalmente a aislados clasificados como
moderada/alta biomasa — baja actividad metabdlica, mientras que los desacuerdos
para C. glabrata, C. krusei y otras Candida spp. fueron principalmente para aislados

clasificados como baja biomasa — moderada/alta actividad metabdlica.
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3.2.  Micafungina es més activa frente a biopeliculas de C. albicans con

elevada actividad metabdlica

Se estudi6 la actividad de micafungina frente a 265 cepas de C. albicans
aisladas de muestras de sangre de pacientes con candidemia. Los aislados se
clasificaron de acuerdo con la actividad metabdlica de las biopeliculas preformadas
(baja actividad metabdlica [n = 70], moderada actividad metabdlica [n = 105], y elevada
actividad metabdlica [n = 90]). La actividad de micafungina frente a las cepas en forma
plancténica y sésil se muestra en las Tablas 21 y 22. Micafungina fue muy activa frente
a la mayoria de los aislados en forma planctonica, soélo el 1,5% de los aislados fueron
resistentes, y fue mas activa frente a las células planctonicas que frente a las
biopeliculas (Tablas 21y 22).

Tabla 21. Actividad antifangica de micafungina frente a cepas de C. albicans

con diferentes grados de actividad metabdlica en estado planctonico.

Actividad N CMlsg No. de cepas en cada CMI
metabdlica XTT ~~ (ug/ml) €0,015 0,03 006 013 03 1 12 4 8 216
Baja 70 <0,015 69 1 0 0 0O 0 0000 NR
Moderada 105 <0,015 103 1 0 0 0 0 1000 NR
Elevada 90 <0,015 89 1 0 0 0O 0 0000 NR
Global 265 <0,015 261 3 0 0 0 0 1000 NR

NR, no realizado.

Tabla 22. Actividad antifangica de micafungina frente a biopeliculas de C.
albicans con diferentes grados de actividad metabdlica. La CMI se defini6 como una
reduccién del 50% (SCMIlsp) y del 80% (SCMlg) de la actividad metabdlica de la

biopelicula tratada con micafungina en comparacion con el pocillo control.

Actividad Metabélica No CMilsg CMlgg No. de cepas en cada CMI

XTT " (ug/ml) (ug/ml) €0,015 003 006 013 03 1 1 2 4 8 216
Biopeliculas (SCMilsg)

Baja 70 <0,015 =16 36 6 2 2 4 01324 10
Moderada 105 <0,015 2 80 5 2 2 0 1 2402 7
Elevada 90 <0,015 05 78 1 0 0 0 32102 3
Globall 265 <0,015 8 194 12 4 4 4 4 58 28 20
Biopeliculas (SCMilgg)

Baja 70 =216 216 9 5 2 0 2 01206 43
Moderada 105 8 216 22 5 1 1 1 2 06 117 49
Elevada 90 2 216 26 5 2 1 2 2 6553 33
Global 265 216 216 57 15 5 2 5 4 713 6 26 125

Se observé que micafungina no era consistentemente activa frente a todas las

biopeliculas de C. albicans; los aislados con baja actividad metabdlica mostraron
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significativamente menor sensibilidad a micafungina, seguido por los aislados con
moderada y elevada actividad metabdlica, independientemente de la CMI sésil
analizada (SCMiIso [P <0,001] o SCMIgo [P = 0,001]) (Tabla 22).

3.3. La sensibilidad de las biopeliculas de C. albicans a caspofunginay
anidulafungina no se ve afectada por su actividad metabdlica o biomasa.

Se estudid la actividad antifangica de caspofungina, anidulafungina y

micafungina frente a 301 aislados de C. albicans (Tabla 23). Los tres farmacos

presentaron una elevada actividad frente a los aislados en estado plancténico, aunque

micafungina y anidulafungina fueron més activas que caspofungina (P <0,001).

Tabla 23. Actividad antifungica de caspofungina, anidulafungina y micafungina
frente a los aislados plancténicos de Candida albicans segun el procedimiento del
EUCAST EDef. 7.2.

Clasificacion Caspofungina (ug/ml) Anidulafungina (ug/ml) Micafungina (ug/ml)
Biopelicula n MG CMlsg CMlgg MG CMilsg CMlgg MG CMlsg CMlgg
BAM 73 0,06 0,06 0,125 0,02 =<0,015 <0,015 0,02 =<0,015 <0,015
MAM 127 0,07 0,06 0,125 0,02 =<0,015 <=0,015 0,02 =<0,015 =0,015
AAM 101 0,07 0,06 0,125 0,02 <0,015 <0,015 0,02 <0,015 =<0,015
BBM 41 0,07 0,06 0,125 0,02 =<0,015 <0,015 0,02 =<0,015 =0,015
MBM 116 0,07 0,06 0,125 0,02 =<0,015 <0,015 0,02 <0,015 <0,015
ABM 144 0,06 0,06 0,125 0,02 =<0,015 <0,015 0,02 =0,015 =0,015
Global 301 0,07 0,06 0,125 0,02 =<0,015 <0,015 0,02 <0,015 =0,015

BAM, baja actividad metabdlica; MAM, moderada activida metabdlica, AAM, alta actividad metabolica;
BBM, baja biomasa; MBM, moderada biomasa; ABM, alta biomasa.

Las tres equinocandinas fueron uniformemente activas frente los aislados en
forma plancténica, independientemente de la actividad metabdlica o de la produccién
de biomasa de su respectiva forma sésil. Los tres farmacos fueron activos frente a las
biopeliculas preformadas de C. albicans (Tabla 23). Micafungina fue el farmaco mas
activo, independientemente del estudio de la SCMls; 0 SCMlg (P <0,001).
Anidulafungina fue mas activa que caspofungina cuando se analizdé la SCMls, (P =

0,002); no se observaron diferencias cuando se analiz6 la SCMlg.

También se estudié y compar6 la actividad in vitro de los tres farmacos frente a
las biopeliculas agrupadas segun actividad metabdlica y produccién de biomasa
(Tabla 24).
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Tabla 24. Actividad antifingica de caspofungina, anidulafungina y micafungina

frente a biopeliculas de C.albicans.

Clasificacién Caspofungina (ug/ml) Anidulafungina (ug/ml) Micafungina (ug/ml)
Biopelicula SCMlsg SCMlgo SCMlsg SCMlgg SCMlsg SCMlgo
GM CMlsq CMlgy GM CMlsq CMlg, GM CMls, CMlgy GM CMlsy CMlgy GM  CMIs, CMlgy GM CMIs, CMlgg
BAM 73 06 05 =216 15 =216 =216 04 0,125 =216 22 =216 =216 0,2 0031 216 49 216 216
MAM 127 06 025 =216 13 =216 =216 03 0062 =216 19 =216 =216 0,1 <0,015 216 36 =216 216
AAM 101 05 025 =216 15 =16 =216 03 0,031 =216 11 =216 =216 0,1 <0015 05 11 2 216
BBM 41 12 8 216 17 =216 =216 05 025 =216 22 =216 =216 0,2 0031 =216 12 216 =216
MBM 116 06 025 =216 15 =216 =216 04 0062 =216 20 =216 =216 0,1 <0,015 216 59 =216 216
ABM 144 04 0,031 =216 12 =216 =216 02 025 =216 13 =216 =216 01 <0015 2 09 4 216
Global 301 06 025 =216 14 =216 216 03 0062 =216 17 =216 =216 01 <0015 216 26 216 216

BAM, baja actividad metabdlica; MAM, moderada activida metabodlica, AAM, alta actividad metabolica;
BBM, baja biomasa; MBM, moderada biomasa; ABM, alta biomasa.

Las biopeliculas con elevada actividad metabdlica fueron significativamente
mas sensibles a micafungina que aquellas con baja y moderada actividad metabdlica
(P <0,001), independientemente de la definicion de la CMI sésil elegida; el mismo
efecto se observo al estudiar la produccion de biomasa: los aislados con elevada
biomasa fueron significativamente mas sensibles a micafungina que los aislados con
baja y moderada biomasa (P <0,001). Anidulafungina fue mas activa frente a las
biopeliculas con elevada actividad metabdlica que frente a aquellas con moderada o
baja actividad metabdlica, s6lo cuando se analizé la SCMIg, (P = 0,027). Caspofungina
mostré la menor actividad anti-biopelicula, independientemente de la actividad

metabdlica o la produccion de biomasa.

Para confirmar las diferencias observadas entre las tres equinocandinas en
general y segun la actividad metabdlica y la produccion de biomasa, se utilizd
microscopia electrénica de barrido para estudiar la estructura de la biopelicula antes y

después del tratamiento con equinocandinas (Figuras 12 y 13).

Ninguna de las equinocandinas produjo cambios considerables en la estructura
de las biopeliculas con baja actividad metabdlica o baja biomasa cuando se compar6
con las biopeliculas no tratadas, ni siquiera a concentraciones de 16 ug/ml, que fue la

concentracion mas alta estudiada.

Para las biopeliculas con moderada actividad metabdlica/biomasa, micafungina
promovié la aparicién de blastosporas hinchadas y una estructura de hifas menos
enmarafiada en comparacion con las biopeliculas no tratadas, independientemente de
si la CMI sésil analizada fue 50% u 80%. Por el contrario, el efecto de las
equinocandinas restantes varié con la CMI sésil elegida. Anidulafungina promovié la
formacion de blastosporas agrupadas y una estructura de hifas menos densa cuando

se utilizé la SCMIso, mientras que el nimero de blastosporas agrupadas disminuyo
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considerablemnte cuando la SCMIlg, fue estudiada (Figuras 12 y 13). Caspofungina

condujo a la formacién de blastosporas hinchadas muy visibles cuando se analizo la
SCMilsgo.
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BAM, baja actividad metabdlica; MAM, moderada activida metabdlica, AAM, alta actividad metabolica;
BBM, baja biomasa; MBM, moderada biomasa; ABM, alta biomasa. CAS, Caspofungina, AND,
anidulafungina, MYC, micafungina.

Figura 12. Micrografia electronica de barrido que muestra las estructuras de
biopeliculas con diferentes grados de produccion de biomasa y actividad metabolica
después del tratamiento con micafungina, anidulafungina y caspofungina a una

concentracion igual a la SCMIs, del aislado estudiado. Ampliacién X1200.
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BAM, baja actividad metabdlica; MAM, moderada activida metabolica, AAM, alta actividad metabolica;
BBM, baja biomasa; MBM, moderada biomasa; ABM, alta biomasa. CAS, Caspofungina, AND,

anidulafungina, MYC, micafungina.

Figura 13. Micrografia electronica de barrido que muestra las estructuras de
biopeliculas con diferentes grados de producciéon de biomasa y actividad metabdlica
después del tratamiento con micafungina, anidulafungina y caspofungina a una

concentracion igual a la SCMIso del aislado estudiado. Ampliacion X1200.
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3.4.

equinocandinas y anfotericina B liposomal en especies de levaduras

Produccion de biopeliculas y actividad anti-biopelicula de las

resistentes a equinocandinas.

Se estudio la capacidad de formar biopeliculas en cepas de Candida spp. con
mutaciones en los genes fks que confieren resistencia a equinocandinas, asi como en
cepas de otros géneros intrinsecamente resistentes a estos farmacos. Los resultados
mostraron que la estructura de la biopelicula de las cepas de Candida con mutaciones
en los genes fks no diferia considerablemente de las cepas salvajes y era consistente
con el patrén especifico de especie (Tabla 25 y Figura 14).

Tabla 25. Formacién de biopeliculas de cepas de Candida spp. con mutaciones
en los genes fks (n=5), aislados de levaduras de otros géneros intrinsecamente
resistentes a las equinocandinas (n=12), y cepas de tipo salvaje usadas como control.

Mutacion fks Especie Biomasa Actividad Metabolica
F641S fks 1 C. albicans 1,16 (MBM) 0,19 (MAM)
AB49 tks 2 C. glabrata 0,03 (BBM) 0,20 (AAM)
S645F tks 1 C. tropicalis 1,84 (ABM) 0,17 (MAM)
F641L fks 1 C. tropicalis 0,77 (MBM) 0,15 (MAM)
R647G fks 1 C. tropicalis 2,33 (ABM) 0,14 (MAM)
Tipo Salvaje C. albicans 0,47 (MBM) 0,18 (MAM)
Tipo Salvaje C. albicans 0,86 (MBM) 0,16 (MAM)
Tipo Salvaje C. glabrata 0,16 (BBM) 0,24 (AAV)
Tipo Salvaje C. glabrata 0,25 (BBM) 0,21 (AAV)
Tipo Salvaje C. tropicalis 0,94 (MBM) 0,13 (MAM)
Tipo Salvaje C. tropicalis 1,04 (MBM) 0,10 (MAM)
Tipo Salvaje C. tropicalis 1,98 (ABM) 0,17 (MAM)
Tipo Salvaje C. tropicalis 1,75 (ABM) 0,16 (MAM)
Tipo Salvaje C. tropicalis 1,92 (ABM) 0,14 (MAM)
Tipo Salvaje C. tropicalis 2,32 (ABM) 0,18 (MAM)
Intrinsecamente R A. adeninivorans 0,05 (BBM) 0,01 (BAM)
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 0,05 (BBM) 0,01 (BAM)
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 0,13 (BBM) 0,03 (BAM)
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 0,13 (BBM) 0,03 (BAM)
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 0,06 (BBM) 0,01 (BAM)
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 0,09 (BBM) 0,01 (BAM)
Intrihnsecamente R R. mucilaginosa 0,09 (BBM) 0,01 (BAM)
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 0,06 (BBM) 0,01 (BAM)
Intrinsecamente R T. asahii 0,11 (BBM) 0,01 (BAM)
Intrinsecamente R T. asahii 0,08 (BBM) 0,03 (BAM)
Intrinsecamente R T. dermatis 0,29 (BBM) 0,02 (BAM)
Intrinsecamente R T. japonicum 0,54 (MBM) 0,13 (MAM)
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a) C. glabrata tipo salvaje, (b) C. glabrata A649 fks2, (c) Trichosporon japonicum, (d) C. tropicalis tipo
salvaje, (e) C. tropicalis S645F fks1, (f) Rhodotorula mucilaginosa, (g) C. albicans tipo salvaje, (h) C.
albicans F641S fks1, (i) Arxula adeninivorans, (j) C. tropicalis tipo salvaje, (k) C. tropicalis F641L fks1, (1)
C. tropicalis tipo salvaje (m) C. tropicalis R647G fks1.

Figura 14. Estructura de la biopelicula producida por cepas de Candida spp
con mutaciones en los genes fks, cepas de tipo salvaje con el mismo perfil de
biopelicula, y especies de otros géneros intrinsecamente resistentes a

equinocandinas. Aumento de X5000.
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Los aislados de otras levaduras de género diferentes de Candida
intrinsecamente resistentes a equinocandinas formaron biopeliculas mayoritariamente
con baja biomasa (Tabla 25), con una estructura caracterizada por la ausencia de hifas
y una baja densidad de células unidas a la superficie plastica (Figura 14). En el caso
de Trichosporon spp. la biopelicula se caracterizé por la presencia de pseudohifas y
spp.

predominantemente formada por blastosporas con una forma ovalada alargada.

artrosporas, mientras que la biopelicula de Rhodotorula estaba

La actividad antifangica de micafungina, anidulafungina, caspofungina y

anfotericina B liposomal frente a las formas plancténicas se muestra en la Tabla 26.

Tabla 26. Sensibilidad a micafungina, caspofungina, anidulafungina vy
anfotericina B liposomal de la forma plancténica de los aislados de Candida y de otros
géneros con diferentes patrones de resistencia a las equinocandinas y controles de

cepas tipo salvaje.

CMI Plancténica (ug/ml)

Tipo de Resistencia Especies CAS MYC  AND L-ATB
F641S FKS1 C. albicans 0,5 1 0,25 0,062
AB49 FKS2 C. glabrata 4 2 1 0,25
S645F FKS1 C. tropicalis 0,5 1 2 0,25
F641L FKS1 C. tropicalis 0,13 0,125 0,062 0,25
R647G FKS1 C. tropicalis 0,13 0,25 0,062 0,25
Tipo Salvaje C. albicans 0,13 <0,015 <0,015 0,125
Tipo Salvaje C. albicans 0,06 <0,015 <0,015 0,25
Tipo Salvaje C. glabrata 0,13 <0,015 <0,015 0,25
Tipo Salvaje C. glabrata 0,06 =0,015 <0,015 0,5
Tipo Salvaje C. tropicalis 0,13 =0,015 <0,015 0,25
Tipo Salvaje C. tropicalis 0,13 0,031 <0,015 0,125
Tipo Salvaje C. tropicalis 0,13 0,031 0,031 0,25
Tipo Salvaje C. tropicalis 0,13 0,031 =<0,015 0,25
Tipo Salvaje C. tropicalis 0,13 0,031 =<0,015 0,25
Tipo Salvaje C. tropicalis 0,13 <0,015 <0,015 0,125

Intrinsecamente R A. adeninivorans 0,25 0,125 0,5 1
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 2 216 216 2
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 216 216 216 1
Intrinsecamente R R. mucilaginosa =216 216 216 0,125
Intrinsecamente R R. mucilaginosa =216 =216 216 0,25
Intrinsecamente R R. mucilaginosa =216 =216 216 0,25
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 1 216 216 1
Intrinsecamente R R. mucilaginosa 1 216 =216 0,25
Intrinsecamente R T. asahii 216 =216 =16 216
Intrinsecamente R T. asahii 216 216 =16 216
Intrinsecamente R T. dermatis 216 216 =16 216
Intrinsecamente R T.japonicum 216 216 216 8

MYC, Micafungina, AND, anidulafungina, CAS, caspofungina, L-AmB, anfotericina B liposomal.
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Las tres equinocandinas mostraron una pobre actividad frente a aislados con
mutaciones en los genes fks y aislados intrinsecamente resistentes a las
equinocandinas. Por el contrario, anfotericina B liposomal mostr6 una alta actividad
frente a aislados de Candida con mutaciones y Rhodotorula, pero no frente a

Trichosporon spp.
La sensibilidad antifungica de las formas sésiles se muestra en la Tabla 27.

Tabla 27. Sensibilidad antifungica a las equinocandinas y anfotericina B
liposomal expresada como una reduccion del 50% y del 80% de la actividad

metabdlica de la biopelicula (SCMlso y SCMlgg, respectivamente).

SCMls (pg/ml) SCMilg, (ug/ml)
fks Salvajes Int. R fks Salvajes Int. R
MG 0,99 0,02 11,28 18,38 0,09 19,03
MYC CMlgq 2 <0,015 232 232 <0,015 232
CMlgg 16 0,125 232 232 232 232
Rango (<0,015-16) (s0,015-0,125) (0,031-232) | (2-232)  (<0,015-232)  (0,25-232)
MG 1,74 0,04 15,05 32 0,28 20,09
CMIlgq 2 0,031 232 232 0,062 232
AND CMlgq 232 0,5 232 232 232 232
Rango (0,062-232) (<0,015-0,5) (0,062-232) | (232-232)  (0,031-232) (0,125 -232)
MG 1,51 0,14 6,71 12,13 0,37 32
CAS CMilsg, 2 0,125 232 232 0,25 232
CMilgg 232 232 232 232 232 232
Rango (0,062 -232) (<0,015-232) (0,125-232) | (0,5-232) (0,031 -232) (232 - 232)
MG 0,14 0,29 0,38 2,64 21,11 5,64
CMlg, 0,062 0,25 0,25 8 232 232
L-AmB
CMilg, 4 232 232 232 232 232
Rango (0,031-4) (0,062-232) (0,015 - 232) | (0,125 - >32) (4 - 232) (20,015 - 232)

MYC, Micafungina, AND, anidulafungina, CAS, caspofungina, L-AmB, anfotericina B liposomal, fks,
Cepas con mutaciones en los genes fks. Salvajes, cepa de tipo salvaje, Int. R, cepas de levaduras de

géneros diferentes de Candida intrinsecamente resistentes a equinocandinas. MG, media geometrica.

Basandose en la SCMIsy, anfotericina B liposomal fue el farmaco mas activo
(0,29 pg/ml), seguido de micafungina (0,67 pg/ml), anidulafungina (1,15 pg/ml), y
caspofungina (1,21 pg/ml) (P <0,001). Sin embargo, cuando se usé una SCMI mas
estricta (SCMlgo), la micafungina (2,63 pg/ml) fue el farmaco mas activo, seguido de
anidulafungina (4,49 pg/ml), caspofungina (5,13 pg/ml) y anfotericina B liposomal
(ng/ml) (P <0,001). Los aislados de Candida de tipo salvaje fueron los mas sensibles a
las tres equinocandinas (P <0,001), mientras que los aislados de Candida con
mutaciones en los genes fks fueron los mas sensibles a anfotericina B liposomal,
independientemente de si se estudié la SCMIsp 0 SCMlIgo, aunque las diferencias no

fueron estadisticamente significativas (Tabla 27).
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Anfotericina B liposomal presentd la mayor actividad frente a biopeliculas
formadas por aislados con resistencia adquirida (P = NS) o resistencia intrinseca (P
<0,05) a las equinocandinas; sin embargo, se observé que las biopeliculas formadas
por C. tropicalis eran altamente resistentes a la anfotericina B liposomal, farmaco que
fue incapaz de lograr una reduccion del 80% en la actividad metabdlica de la
biopelicula. Cuando se eliminaron los aislados de tipo salvaje de C. tropicalis del
analisis, la media geométrica de las CMI (y el rango de CMIs) de anfotericina B
liposomal para la SCMIsp y SCMIg fue 0,015 pg/ml (0,062-0,25 pg/ml) y 11,31 pg/mi (4

- 32 pyg/ml), respectivamente.

Se utiliz6 microscopia electronica de barrido para investigar el efecto de
anfotericina B liposomal y micafungina en las biopeliculas de Candida (Figuras 15y
16). La anfotericina B liposomal indujo cambios sutiles en C. albicans (tanto en las
biopeliculas de las cepas con mutaciones en los genes fks como en las de tipo salvaje)
con la presencia de hifas arrugadas y una estructura ligeramente menos densa. El
efecto antifingico en las biopeliculas de C. glabrata consisti6 en una disminucion
prominente en el nUmero de blastosporas (tanto en los aislados de tipo salvaje como

en los mutantes fks).

Por ultimo, se estudiaron cinco aislados de C. tropicalis (tres presentaban
biopeliculas con elevada biomasa [dos cepas con las mutaciones R647G y S645F fksl
respectivamente y el correspondiente aislado de tipo salvaje] y dos presentaban
moderada biomasa [una cepa con la mutacion F641L fksl y el correspondiente control
de tipo salvaje]). Anfotericina B liposomal tuvo un impacto limitado en la estructura de
las biopeliculas de los aislados con elevada biomasa, mientras que condujo a hifas
arrugadas y a una estructura menos densa en las biopeliculas de moderada biomasa.
El impacto de la micafungina en las biopeliculas preformadas difirié entre los aislados
con mutaciones en los genes fks y las cepas de Candida de tipo salvaje: las
biopeliculas formadas por cepas de tipo salvaje fueron moderadamente afectadas,
mientras que las formadas por los aislados con mutaciones en los genes fks
permanecieron mayoritariamente inalteradas, con la excepcion de la cepa de C.
glabrata A649 fks2, que mostré6 una ligera disminucion en la densidad de la

biopelicula.
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Mutantes fks Tipo Salvaje
Controlde Crecimiento L-AmB Control de Crecimiento L-AmB

Y
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(a) C. tropicalis F641L fks1 (control del crecimiento, SCMIso = 16 ug/ml de anfotericina liposomal B); (b) C.
tropicalis de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIlgo = 16 pg/ml de anfotericina liposémica B); (c) C.
tropicalis R647G fksl (control del crecimiento, SCMlso = 8 pg/ml de anfotericina liposomal B); (d) C.
tropicalis de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIlgo = 16 pyg/ml de anfotericina liposomal B); (e) C.
albicans F641S fks1 (control del crecimiento, SCMIso = 0,125 pg/ml de anfotericina liposomal B); (f) C.
albicans de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIso = 16 pg/ml de anfotericina liposomal B); (G) C.
glabrata A649 fks2 (control del crecimiento, SCMlso = 0,125 pg/ml de anfotericina liposomal B); (h) C.
glabrata de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIso = 4 pug/ml de anfotericina liposomal B); (i) C.
tropicalisi S645F fksl (control del crecimiento, SCMlso = 16 pg/ml de anfotericina liposomal B); (j) C.
tropicalis de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIgo = 16 ug/ml de anfotericina liposomal B).

Figura 15. Microscopia electronica de barrido que muestra la estructura de las
biopeliculas formadas por las cepas de Candida mutantes fks y los controles de tipo
salvaje después del tratamiento con una concentracion de anfotericina B liposomal
igual al SCMIlg de cada aislado. Aumento de X2000.
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Mutantes fks Tipo Salvaje
Control de Crecimiento Control de Crecimiento

(a) C. tropicalis F641L fksl (control del crecimiento, SCMlso = 16 ug/ml de micafungina); (b) C.

tropicalis de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIso = 0,015 pg/ml de micafungina); (c) C. tropicalis
R647G fks1 (control del crecimiento, SCMlso = 16 pg/ml de micafungina); (d) C. tropicalis de tipo salvaje
(control del crecimiento, SCMIgo = 0,031 pg/ml de micafungina); (e) C. albicans F641S fks1 (control del
crecimiento, SCMIgo = 16 pug/ml de micafungina); (f) C. albicans de tipo salvaje (control del crecimiento,
SCMIlgo = 8 pg/ml de micafungina); (g) C. glabrata A649 fks2 (control del crecimiento, SCMlso = 2 ug/ml de
micafungina); (h) C. glabrata de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIlgo = 0,015 pg/ml de
micafungina); (i) C. tropicalis S645F fks1 (control del crecimiento, SCMIgo = 16 pyg/ml de micafungina); (j)

C. tropicalis de tipo salvaje (control del crecimiento, SCMIgo = 0,031 pug/ml de micafungina).

Figura 16. Microscopia electronica de barrido que muestra la estructura de las
biopeliculas formadas por las cepas de Candida mutantes fks y los controles de tipo
salvaje después del tratamiento con una concentracion de micafungina igual al SCMlgo
de cada aislado. Aumento de X2000.
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3.5. Comparacién de la actividad antifungica de micafungina vy

anfotericina B frente a biopeliculas de C. tropicalis.

Se estudio la formacién de biopeliculas en 54 aislados de C. tropicalis y su
sensibilidad antifangica a micafungina, anfotericina B y anfotericina B liposomal. La
mayoria de los aislados presentaron alta biomasa (n = 45), y el resto moderada
biomasa (n = 6) y baja biomasa (n = 3). En su mayoria, las biopeliculas presentaron
moderada (n=30) o baja actividad metabdlica (n=19) y en muy pocos casos alta
actividad metabdlica (n=5).

En la Tabla 28, se presenta la actividad antifingica frente a la forma
plancténica y las biopeliculas de los aislados estudiados. Los tres farmacos mostraron
una alta actividad antifungica frente a las formas plancténicas, siendo micafungina el
agente mas activo (P <0,001). Ninguno de los aislados fue no sensible a
equinocandinas o anfotericina B.

Tabla 28. Actividad antifungica de micafungina, anfotericina B liposomal y

convencional frente a formas plancténicas y sésiles de C. tropicalis.

MG MICsq MICgq Rango
MYC 0,03 0,031 0,031 (20,015 - 0,25)
Plancténica (ug/ml) AmB 0,53 0,5 1 (0,25-1)
L-AmB 0,22 0,25 0,25 (0,062 - 0,5)
MYC 0,72 0,5 216 (20,015 - >16)
SCMlsgq (ng/ml) AmB 0,87 2 216 (0,015 - 216)
L-AmB 1,8 2 216 (0,031 - 216)
MYC 9,82 216 216 (0,062 - 216)
SCMIlgg (png/ml) AmB 14,1 216 216 (2-216)
L-AmB 30,4 216 216 (8 - 216)

MYC, micafungina, AmB, anfotericina B convencional, L-AmB, anfotericina B liposomal. MG, media

geométrica.

Cuando se utilizé6 la reduccion del 50% de la actividad metabdlica en
comparacion con el control de crecimiento, micafungina y anfotericina B mostraron una
actividad similar (media geométrica SCMIs, de 0,72 pg/ml y 0,87 ug/ml,
respectivamente). Curiosamente, ambos farmacos fueron significativamente mas
activos que la anfotericina B liposomal (P <0,05). Cuando se utilizé la reduccién del
80% de la actividad metabodlica en comparacion con el control (SCMlgo), micafungina
fue significativamente mas activa que los otros dos farmacos, y anfotericina B

liposomal mostr6 de nuevo la menor actividad (P <0,001).
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Las imagenes de microscopia electronica mostraron biopeliculas de C.
tropicalis formadas por una densa y gruesa red de hifas en la que anfotericina B
liposomal indujo cambios sutiles en la estructura. Por el contrario, la exposicién a
micafungina promovié alteraciones significativas en la estructura de la biopelicula
consistentes en una reduccién en el niumero de hifas y la aparicion de blastosporas
hinchadas. Estas diferencias confirmaron los resultados de las pruebas de sensibilidad
antifingica, ya que la media geométrica de la SCMlg fue mucho menor para

micafungina que para las dos formas de anfotericina B (Figura 17).

17a)

[ 20um ]

17c)

Figura 17. Imagenes de microscopia electrénica que muestran el impacto en la
estructura de la biopelicula de C. tropicalis de micafungina y anfotericina B liposomal a
concentraciones iguales al SCMlIg. (a) Control no tratado, (b) Cepa expuesta a
micafungina = 0,031 ug/ml, (c) Cepa expuesta a anfotericina B liposomal = 16 ug/ml.
Aumento de X2000.

También se determiné si la cantidad de biomasa de biopelicula o el grado de
actividad metabdlica influyd en la sensibilidad antifingica de las biopeliculas de C.
tropicalis, sin embargo, en contraste con los hallazgos previos para C. albicans,

micafungina no fue mas activa frente a cepas con elevada actividad metabdlica.
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4. Estudio de la patogenicidad de Candida spp. en base a la letalidad sobre

el modelo de G. mellonella.

4.1. Aislamientos de C. albicans causantes de candidemia muestran

diferentes grados de patogenicidad en el modelo de Galleria mellonella.

Las larvas de G. mellonella fueron infectadas usando un in6culo ajustado de
5x10° levaduras/larva. Este inéculo fue capaz de matar al 50% de las larvas en las 48
horas posteriores a la infeccion lo que lo hace adecuado para estudiar las diferencias
entre cepas en términos de mortalidad en las larvas. Todas las larvas utilizadas en

ambos grupos control estaban vivas en el dia +7 tras la infeccién.

La supervivencia media de las larvas infectadas fue de 2 dias (rango
intercuartilico, 1-3 dias), aunque se encontraron diferencias entre aislados. La Figura
18 muestra el porcentaje global de supervivencia desde el dia +1 hasta el dia +7 tras

la infeccion.
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Figura 18. Porcentaje de supervivencia de los 373 aislados de C. albicans

evaluados entre el dia +1 y el dia +7 tras la infeccién.

Segun el porcentaje de mortalidad, en el dia +1 tras la infeccion, las cepas se
clasificaron como baja patogenicidad (50,1%, mortalidad < 30%), moderada
patogenicidad (41,8%, mortalidad 31-70%) y alta patogenicidad (8%, mortalidad >
70%).
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Los puntos de corte elegidos fueron validados por el andlisis de la curva de
muerte que mostrd el diferente comportamiento de las cepas incluidas en cada

categoria en términos de mortalidad (P <0,001) (Figura 19).
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Figura 19. Curvas de supervivencia de larvas de G. mellonella infectadas con
cepas clasificadas como poco patogenas (n = 187), moderadamente patégenas (n =
156) y altamente patégenas (n = 30).

No se encontraron diferencias que alcanzaran significacién estadistica entre los
parametros cinéticos de crecimiento de los aislados clasificados como altamente,
moderadamente y poco patogénicos, asi como en términos de produccién de
biopeliculas (Tabla 29).

Tabla 29. Parametros cinéticos de crecimiento [tasa de crecimiento (min™?),

crecimiento maximo y tiempo hasta el crecimiento maximo] y grado de formacién de

biopeliculas.
Parametros Cinéticos y Patogenicidad
Formacién de Biopeliculas Alta Moderada Baja
Tasa de crecimiento (min?) 2,1 x10* +1,5x10* 2,4 x10* +0,9x10* 2,3x10* +0,8 x10™
Méximo Crec'ﬂ?}'?”“’ OD492 754040 0,82+ 0,28 0,82 £ 0,24
Tiempo hasta el maximo 1.962 + 527 1.322 + 780 1.502 + 664
crecimiento (min)
Media XTT 0,14 + 0,04 0,13 +0,08 0,12 + 0,08
Media CV 0,69 + 0,40 0,87 + 0,58 0,77 +0,53

Se seleccion6 un aislado representante de cada uno de los grupos de
patogenicidad para estudiar la invasividad de las cepas en los dias +1 y +2 tras la

infeccion. La Tabla 30 y la Figura 20 muestran los hallazgos mas relevantes.
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Tabla 30. Observaciones realizadas después del estudio histoldégico de los
tejidos larvarios tras la infeccion con cepas productoras de diferentes grados de
mortalidad en el modelo de Galleria mellonella.

Patogenicidad Dia Nodulos Melanizacion Hemocitos  Invasion
g Tamafnio No. libres  de Tejidos

. 1 Pequefio +++ + +++ No

Baja ~

2 Pequeio +++ ++ +++ No

1 Pequefio ++ St S No

Moderada . .

2 Mediano ++ ++ + Si

Alta 1 Grande ++ +++ - Si

2 Grande ++ +++ - Si

Se encontraron diferencias histolégicas en las larvas infectadas por aislados de
los tres grupos estudiados. Las cepas con baja patogenicidad no presentaron signos
notables de invasion en los tejidos en los dias +1 y +2 tras la infeccion, sélo pequefios
nédulos y hemocitos abundantes sugiriendo una respuesta inmune eficaz capaz de

controlar la invasion.

Los aislados con moderada patogenicidad no presentaron signos de invasion
tisular al dia +1 tras la infeccién y la histologia se caracterizd por la presencia de un
namero moderado de nddulos y abundantes signos de melanizaciébn como signo de
respuesta inmune, aunque este fue limitado ya que en el dia +2 tras la infeccion las

levaduras fueron capaces de invadir el tejido.

Las cepas altamente patdgenas fueron capaces de invadir el tejido en el dia +1
tras la infeccion; el grado de melanizacién y la presencia de grandes nddulos fueron
signos indicativos de infeccién avanzada que indujo la muerte de las larvas a los 2

dias tras la infeccion.
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. : 3 4
Ct, cuticula. Fb, Cuerpo graso. Gl, Tracto gastrointestinal. T,

traguea. Asterisco (*) muestra nédulos, y flechas (=) invasion
de tejido.

Figura 20. Estudio histologico de las larvas de G. mellonella infectadas por
cepas con baja patogenicidad (A), moderada patogenicidad (B) y alta patogenicidad
(C) en el dia +1 tras la infeccion.
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4.2. C. guilliermondii complex se caracteriza por una alta resistencia a
los antifiungicos pero baja mortalidad atribuible: analisis de 22 casos de

candidemia

Se estudiaron 22 casos de candidemia causados por cepas de C. guilliermondii
complex y se compararon con 337 episodios causados por C. albicans (episodios
recogidos en el estudio CANDIPOP (Guinea et al., 2014) con el fin de describir a los
pacientes con infeccion por especies de este complejo.

Para preservar la suposicion de independencia de las observaciones, sélo el
primer episodio de candidemia registrado para un paciente individual se incluy6 en el
analisis, y los episodios causados simultdneamente por diferentes especies de
Candida fueron excluidos. Por lo tanto, los 22 episodios de C. guilliermondii se
compararon finalmente con 337 episodios de C. albicans (Tabla 31).

El analisis univariado mostré que los pacientes infectados por C. guilliermondii
tenian mas probabilidades de padecer neoplasia o0 neoplasia subyacente o de haber
sido sometidos a trasplante de 6rganos sélidos. En general, el 59% de estos pacientes
habian recibido tratamiento inmunosupresor en el mes anterior al diagnéstico. La
exposicion previa a antifungicos y la presencia de catéter venoso central de larga
duracion fue mas comun en este grupo. Por el contrario, los pacientes con candidemia
por C. albicans eran mayores, tenian mas comorbilidades (por ejemplo, diabetes), y

eran mas propensos a recibir nutricion parenteral total.

La presentaciéon clinica de la candidemia fue menos grave en los pacientes
infectados por C. guilliermondii que en los infectados por C. albicans. Ninguno de los
pacientes infectados por C. guilliermondii present6 shock séptico o sepsis grave al
inicio de la candidemia. Por otra parte, las infecciones por C. guillermondii fueron
menos probables durante la hospitalizaciéon en la unidad de cuidados intensivos, y el
27,3% de los casos fueron adquiridos en pacientes ambulatorios aunque todos menos

uno de los pacientes estaba relacionado con la atencion de salud (Tabla 31).



RESULTADOS

Tabla 31. Comparacién de las caracteristicas basales y los datos clinicos de

los pacientes con candidemia causada por C. guilliermondii y C. albicans.

C. guilliermondii  C. albicans

Variable Valor de P

(n=22)

(n=337)

Demogréficos

Edad media, afios 50,9 (10,0-67,7) 65,2 (45,4-75,8) 0,04
Edad =65 afios 6 (27,3) 171 (50,7) 0,033
Sexo Masculino 12 (54,5) 185 (54,9) 0,974
Ambulatorios 6 (27,3) 31(9,2 0.017
En UCI al diagnéstico 2/16 (12,5) 131/306 (42,8) 0,016
Dias en el hospital hasta candidemia® 29,0 (13,3-66,5) 19 (11-34) 0,079
Comorbilidades

Diabetes mellitus 0() 76 (22,6) 0.006
Neoplasia 15 (68,2) 102 (30,3) <0,001
Enfermedad hematolégica 6 (27,3) 13 (3,9) <0,001
Fallo renal crénico 4 (18,2) 43 (12,8) 0,509
Transplante de 6rgano sélido 2(9,1) 11 (3,3) 0,186
Cirrosis hepatica 1@4,5) 13 (3,9) 0,594
Infeccién por VIH 1(4,5) 6 (1,8) 0,36
Factores de riesgo

Catéter venoso central 19 (86,4) 258 (76,6) 0,288
CVC a largo plazo 7/19 (36,8) 30/258 (11,6) 0.007
Nutricion parenteral 7 (31,8) 176 (52,2) 0,064
Terapia inmunosupresiva® 13 (59,1) 68 (20,2) <0,001
Neutropenia (<500 ceIIs/mm3) 4 (18,2) 10 (3) 0,007
Cirugia abdominal (3 meses) 4 (18,2) 95 (28,2) 0,309
Terapia antifingica previab 7 (31,8) 53 (15,7) 0,071
Exposicién a azoles 5 (22,7) 37 (11) 0,159
Exposicién a equinocandinas 0() 9(2,7) 1
Candidemia de brecha 4 (18,2) 27 (8) 0,11
Fuente de infeccién

Primaria 15 (68,2) 201 (59,6) 0,428
Relacionada con el catéter 6 (27,3) 102 (30,3) 0,767
Uroldgica 0() 22 (6,5) 0,382
Abdominal 0() 9(2,7) 1
Otras 1(4,5) 3(0,9) 0,224
Severidad de la infeccidn

Shock séptico o sepsis severa 0() 120 (35,6) 0.001

Los valores se reportan como no./total no (%) o mediana (rango intercuartilico) a menos que se indique lo
contrario. Valores de P significativos se muestran subrayados. UCI, unidad de cuidados intensivos; CVC,
catéter venoso central; VIH, virus de la inmunodeficiencia humana. 2 Sélo incluye candidaemia nosocomial
y los casos con hemocultivo positivo después de 2 dias de hospitalizacién. ® Dentro del mes anterior. La

terapia inmunosupresora incluye corticosteroides, quimioterapia y otros farmacos inmunosupresores.
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Las medidas terapéuticas se muestran en la Tabla 32. Brevemente, la retirada
temprana del catéter venoso central fue menos frecuente en los pacientes infectados
por C. guilliermondii que en los infectados por C. albicans (15,8% vs 50,2%, P =
0,004).

Tabla 32. Medidas terapéuticas y evolucién de pacientes infectados por el

complejo C. guilliermondii y C. albicans.

C. guilliermondii  C. albicans

Medidas terapéuticas (?48 h) (n=22) (n=337) Valor de P
Terapia antifungica inicial

Azoles 11 (50) 171 (50,7) 0,946
Equinocandinas 4 (18,2) 85 (25,2) 0,459
Anfotericina B 5(22,7) 48 (14,2) 0,346
Combinacioén de farmacos 1(4,5) 4 (1,2 0,272
Medidas terapéuticas (?48 h)

Retirada de CVC? 3/19 (15,8) 127/253 (50,2) 0,004
Hemocultivos de seguimientoIO 19/22 (86,4) 219/337 (65) 0,04
Candidemia persistente® 8/19 (42,1) 57/219 (26) 0,131
Terapia en las primeras 48 h 8/14 (57,1) 82/134 (61,2)

Désis subdptimas de fluconazol® 5/14 (35,7) 23/134 (17,2)
Tratamiento antifingico no dirigido 1/14 (7,1) 29/134 (21,6)
Respuesta clinica y evolucién

Infeccion diseminada® 4 (18,2) 33(9,8) 0,265
Candidiasis ocular 3 (13,6) 16 (4,7) 0,102
Endocarditis 1(4,5) 9(2,7) 0,473
Sistema nenioso central - 7(2,1) 1
Otros 1 (4,5) 3(0,9) 0,224
Exitus 7 dias 1(4,5) 43 (12,8) 0,497
Exitus 14 dias® 2(9,2) 72/335 (21,5) 0,274
Exitus 30 dias® 3(13,6) 113/333 (33,9) 0,049

Los valores se muestran como no./total no. (%) o mediana (rango intercuartilico), a menos que
se indique lo contrario. CVC, catéter venoso central. 2 En el subgrupo de pacientes adultos con
CVC (n = 277), los datos referentes a la retirada de CVC en las primeras 48 horas faltaron en 5
casos en el grupo C. albicans. ? Extraccion de hemocultivos de seguimiento = 3 dias después
del cultivo sanguineo incidente. ¢ Andlisis realizado en el subgrupo de pacientes con
hemocultivos de seguimiento = 3 dias después del cultivo sanguineo incidente. ¢ Fluconazol a
<400 mg/dia para cepas de Candida susceptibles a fluconazol o a cualquier dosis para cepas
de C. guilliermondii. ¢ Tres pacientes tenian 21 érgano afectado f Incluye una infeccién renal
metastésica, una infeccion pulmonar metastasica y dos casos de diseminacion cutanea (uno en
un recién nacido prematuro de bajo peso al nacer y el otro en un paciente neutropénico). ¢ Se
perdié el seguimiento de cuatro pacientes antes del dia 30 (2 antes del dia 14) en el grupo C.

albicans.
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Sin embargo, no se observaron diferencias entre los pacientes infectados por
C. guilliermondii y los infectados por C. albicans con respecto a la frecuencia de
candidemia relacionada con el catéter (27,3% vs 30,3%). El tratamiento antifingico
apropiado temprano fue menos frecuente en los pacientes infectados por C.
guilliermondii que en los infectados por C. albicans (36,4% vs 60,5%, P = 0,026),
principalmente porque el tratamiento se inici6 mas de 48 horas tras el diagnostico
(8/14, 57,1%) o por tratamiento empirico con fluconazol (5/14, 35,7%).

En cuanto al pronéstico, la candidemia persistente (hemocultivos
persistentemente positivos = 3 dias después de la toma de sangre en la que se
diagnostico el episodio) tendié a ser mas frecuente en los pacientes infectados por C.
guilliermondii que en los infectados por C. albicans (38,5% vs 26%). Sin embargo, la
mortalidad tras 30 dias fue menor en el grupo de C. guilliermondii (13,6% vs 33,9%, P
= 0,049). Todos los casos fueron causados por C. guilliermondii sensu stricto (n = 17)

o C. fermentati (n = 5) segln la identificacién molecular.

La Tabla 33 muestra la sensibilidad antifingica de los aislados tanto en las
formas plancténicas como en las sésiles. El 9% (2/22) de los aislados tenian CMlIs de
fluconazol por encima de los ECOFF, mientras que el 41% (9/22) eran resistentes al

fluconazol segun los puntos de corte no relacionados con la especie.

Tabla 33. Sensibilidad antifiungica a los azoles, equinocandinas y anfotericina B
de los aislados del complejo de C. guilliermondii (n = 22) y C. albicans (n = 337) del
estudio CANDIPOP (Guinea et al., 2014).

C. guilliermondii complex C. guilliermondii complex C. albicans
Farmaco Biopeliculas SMICx, (pg/ml) CMI (ug/mi) CMI (ug/ml)

MG  MICyg Rango MG  MICqy Rango MG MICgqq Rango
CAS 0,7 32 (0,062 - 2512) 0,3 1 (0,25-2) 03 05 (0,062 - 2)
MYC 83 =512 (0,25-2512) 0,3 1 (0,25 - 4) 0,03 0,03 (0,031-1)
AND 25 232 (0,062-2512) 1 2 (05-1) 0,03 0,03 (0,031-0,25)
FLU NR 5,3 16 (0,5 - 264) 0,21 0,25 (<0,125-264)
POS NR 0,1 0,5 (0,031-1) 0,02 0,02 (<0,015-28)
VOR NR 0,1 0,5 (<0,015 - 2) 0,02 0,02 (<0,015-28)
AmB NR 0,3 1 (0,062 - 0,5) 0,05 0,13 (0,031 -0,25)

CAS, caspofungina, MYC, micafungina, AND, anidulafungina, FLU, fluconazol, POS, posaconazol, VOR,
voriconazol, AmB, anfotericina B, MG, media geométrica. NR, no realizado.

En cuanto a la formacion de biopelicula, los aislados presentaron biopeliculas
con moderada biomasa (h = 13) o baja biomasa (h = 9), moderada actividad
metabdlica (n = 9), baja actividad metabdlica (n = 12) o elevada actividad metabdlica
(n = 1). La microscopia electrénica de barrido revelé que las biopeliculas del complejo

de C. guilliermondii se formaron principalmente por una capa de blastosporas sin hifas



RESULTADOS

0 pseudohifas (Figura 21). Se observaron diferencias en la sensibilidad antifingica
entre C. albicans y C. guilliermondii para todos los farmacos en la forma planctonica (P
<0,001). En cuanto a la susceptibilidad de las biopeliculas, caspofungina fue el
farmaco mas activo, seguido de anidulafungina y micafungina (media geométrica
SCMilso de 0,97 pg/ml, 3,10 pg/mly 9,3 ug/ml respectivamente, P <0,05).

Figura 21. Biopelicula formada por (a) C. fermentati, (b) C. guilliermondii sensu

stricto, y (c) C. albicans. Aumento X500.



1WEE RESULTADOS

Los aislados del complejo de C. guilliermondii fueron significativamente menos
virulentos que los aislados de C. albicans (6 vs 1 dias de supervivencia media, P
<0,001) en el modelo de G. mellonella (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de supervivencia de G. mellonella infectadas con el
complejo de C. guilliermondii y aislados de C. albicans (de 5 x 10° células de
levadura/larva) después de 12 dias de incubacién a 37°C.

Los aislados de C. fermentati fueron mas virulentos que los de C. guilliermondii
sensu stricto (4 vs 9,5 dias de supervivencia media, P <0,001), aunque el bajo nimero
de aislados de esta especie limit el andlisis. No se encontraron diferencias en cuanto
a la formacion de biopeliculas o en la sensibilidad entre C. fermentati y C.

guilliermondii.
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DISCUSION

El estudio de la infeccion profunda causada por levaduras, en especial la
fungemia, ha sido abordado histéricamente bajo el analisis de los pacientes que la
sufrian. Determinar los factores predisponentes de la infeccidn, estudiar el tratamiento
antifingico mas efectivo, y analizar el prondstico de los pacientes ha sido la motivacion
principal del estudio de esta area de las infecciones fungicas. Sin embargo, el estudio
integral del patdogeno desde diferentes puntos de vista microbiologicos, sin tener en
cuenta al paciente afectado, ha recibido menos atencion. Parece razonable pues que,
ademas del paciente infectado y su manejo clinico, las caracteristicas propias del

patégeno tengan una contribucion y protagonismo especial.

Esta tesis ha pretendido estudiar las cepas causantes de fungemia en
pacientes ingresados en un gran hospital de Madrid desde diferentes puntos de vista
microbiol6gicos, algunos de ellos poco representados en la literatura médica,
estructurandose en los siguientes cuatro bloques: conocimiento de la epidemiologia
precisa de las especies causantes de fungemia, evolucion de la resistencia a
antifngicos y sus bases moleculares a lo largo del tiempo, tipificacion molecular de las
cepas como herramienta para trazar el estudio de brotes hospitalarios, y por ultimo,

estudio de algunos factores de virulencia especificos de Candida spp.
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1. Identificacion y sensibilidad antifangica de levaduras causantes de

fungemia.

En el estudio poblacional CANDIPOP, estudio de referencia para conocer la
epidemiologia de la fungemia en Espafia, la incidencia reportada de candidemia fue de
8,1 casos por cada 100.000 habitantes; la mayoria de los pacientes se encontraban en
edades extremas de la vida y se observo una incidencia particularmente alta en
neonatos (96,4 casos por cada 100.000 habitantes) (Guinea et al., 2014). La mayoria
de los pacientes con candidemia presentaron numerosas co-morbilidades, entre las
que destacaron la diabetes mellitus, los tumores solidos o enfermedad hematoldgica
maligna, la presencia de catéteres venosos centrales, la nutricion parenteral, la cirugia
durante el mes previo al diagnéstico de candidemia, y la exposicidn previa a azoles y/o
equinocandinas (Guinea et al., 2014).

El estudio exahustivo de la epidemiologia de las especies causantes de
fungemia es clinicamente relevante ya que permite elegir de la manera mas precisa
posible la terapia antifngica empirica cuando aun no se cuenta con la identificacién a
nivel de especie. Esto se debe a que la especie se relaciona, con frecuencia, con un
perfil de sensibilidad caracteristico. La distribucién de especies causantes de fungemia
muestra diferencias geogréaficas marcadas. En practicamente todos los estudios
poblacionales importantes, C. albicans es la principal especie causante de la infeccién,
mientras que en el resto de especies se encuentran diferencias geogréficas. En el
norte de Europa y América del Norte, C. glabrata es la segunda especie mas
frecuentemente aislada, mientras que C. parapsilosis es la segunda especie en los
estudios llevados a cabo en Espafia, Italia, Grecia, y América Latina (Guinea, 2014). El
analisis de especies causantes de fungemia en el Hospital Gregorio Marafion en el
periodo comprendido entre 2007 y 2013 demuestran un patron de distribucion de
especies tipico de Espafia y del sur de Europa, con C. albicans a la cabeza seguido de
C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, y el resto de especies. No se encontraron
diferencias marcadas entre la distribucion de especies de este hospital cuando se

comparé con la reportada en el estudio CANDIPOP (Guinea et al., 2014).

Otro aspecto que ha ido cobrando relevancia durante los ultimos afios es la
revolucion que ha supuesto la aplicacion de la biologia molecular a la taxonomia de los
hongos (Criseo et al., 2015). Muchas especies anteriormente consideradas como tal
han demostrado ser, en realidad, un complejo de especies filogenéticamente
emparentadas (Tavanti et al., 2005, Sullivan et al., 1995, Alcoba-Florez et al., 2005,

Correia et al., 2006). El impacto clinico real de esta reclasificacion taxonémica es aun
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incierto, pero en el caso de Aspergillus, las especies cripticas del complejo A.
fumigatus son mas resistentes a los antifingicos que las cepas de A. fumigatus sensu
stricto (Alastruey-lzquierdo et al., 2014). Cuando menos, el conocimiento preciso de
las especies causantes de fungemia es importante para conocer bien la epidemiologia
de la enfermedad, y para ello es imprescindible el uso de herramientas moleculares
puesto que la identificacion fenotipica — que ha sido la base para identificar las
levaduras en el laboratorio de microbiologia clinico hasta hace bien poco — puede
derivar en identificaciones erréneas. Las cepas estudiadas en esta tesis doctoral
fueron identificadas molecularmente tras secuenciacién de la region ITS con objeto de
encontrar especies cripticas en los complejos C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata,
y C. guilliermondii, asi como la potencial presencia de episodios de fungemia
causados por mas de una especie (fungemias mixtas). En el complejo de C. albicans,
el 1,7% de los aislados se identificaron como C. dubliniensis; la proporcién de
especies cripticas del complejo C. parapsilosis fue baja (3,5%), y no se encontrd
ninguna especie criptica en el complejo de C. glabrata. Por el contrario, se encontré

una elevada proporcion de especies cripticas en el complejo C. guillliermondii (30%).

La identificacién convencional funcioné bien, en lineas generales, para conocer
la especie causante de la infeccion; sin embargo, en un 7% de las cepas esta hubiese
sido insuficiente. Asi, la identificacibn molecular no sélo puso de manifiesto la
presencia de especies cripticas de los complejos anteriormente discutidos, sino que se
desvel6 la presencia de algunos episodios de fungemias mixtas que habian pasado
desapercibidos. En el 20% de los episodios de fungemia mixta, la identificacion
convencional (basada en los medios de cultivo cromogénicos y las pruebas de
identificacion bioquimicas) no fue capaz de detectar correctamente las dos especies,
hecho que fue confirmado por identificacibn molecular. En tres casos de fungemia
mixta correctamente identificada por los métodos convencionales, la identificacion
molecular desvel6 la presencia de una mezcla de secuencias indicando que los
aislados no estaban puros, aunque fenotipicamente lo pareciera. Esta mezcla de
especies resultd en alteraciones en los patrones de sensibilidad y por tanto de las
tasas de resistencia al presentarse falsa resistencia a fluconazol (C. parapsilosis
complex, n=3) o falsa resistencia a equinocandinas (C. glabrata, n=2; C. albicans,
n=1). Por este motivo, estos aislados fueron excluidos del estudio epidemiolégico de
sensibilidad antifingica. Estos hallazgos ponen de manifiesto la necesidad de realizar
identificacion molecular en aquellos aislados clinicamente significativos no solo para
conocer la epidemiologia de las especies sino también para conocer los patrones de

sensibilidad antifangica.
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Realizar identificacion molecular con caracter asistencial rutinario en todos los
aislados levaduriformes coleccionados en el laboratorio de microbiologia clinica no es
factible por su coste en términos de tiempo empleado, en términos econémicos, en
términos de la necesidad de contar con personal cualificado, y porque los tiempos de
respuesta no serian operativos. Sin embargo, esta aproximacion debe de reservarse,
al menos, para aquellos aislados procedentes de muestras invasoras. Sin embargo,
puede ser necesario identificar a los aislados de manera precisa a nivel de especie en
pacientes con colonizaciéon multifocal (pacientes criticos), o en alertas como pueden
ser la presencia de especies con alta capacidad de producir brotes nosocomiales
como es el caso de C. auris (Schelenz et al.,, 2016, Pinhati et al., 2016). En este
escenario, el MALDI-TOF es una herramienta (til para identificar correctamente un
gran numero de aislados de Candida en un formato mas adaptable al dia a dia del
laboratorio. Dado que las librerias con las que cuenta este sistema son aun limitadas
para algunas especies poco frecuentes, como es el caso de especies relacionadas con
C. famata y el complejo C. guilliermondii (especificamente C. fermentati), este sistema
se debe de acoplar a la identificacion molecular en situaciones poco concluyentes
(Sendid et al., 2013, Lacroix et al., 2014).

Aunque se ha comentado que las diferentes especies de Candida tienen un
perfil de sensibilidad antifingica caracteristico, no se puede excluir la presencia de
aislados con resistencia antifiingica adquirida en especies en las que este fendmeno
es poco frecuente. Es este sentido, esta indicado estudiar la sensibilidad a antifingicos
de uso sistémico en, al menos, las cepas de levaduras causantes de infeccion
invasora. La mayoria de estudios en los que se ha determinado la tasa de resistencia
a antifungicos se han disefiado de manera que se coleccionaron un nimero de cepas
mas o menos elevado durante periodos relativamente cortos de tiempo (Puig-Asensio
et al., 2014, Guinea et al., 2014, Peman et al., 2012). Por este motivo, la evolucion de

la tasa de resistencia a diferentes antifingicos no se conoce bien.

Tiene sentido poder clasificar a los aislados como sensibles o resistentes en
base a puntos de corte clinicos bien validados para al menos fluconazol y las tres
equinocandinas, farmacos que se usan para el tratamiento de la mayoria de los
episodios de fungemia. Desafortunadamente los métodos estandarizados para el
estudio de la sensibilidad a antifungicos (EUCAST y CLSI) s6lo proponen puntos de
corte para las especies de Candida que con mas frecuencia producen infeccion
invasora. Esto hace que las cepas de especies menos frecuentes sean dificiles de
clasificar en base a su sensibilidad a antifingicos. Para paliar esta carencia, se

podrian usar puntos de corte no especie-especificos, aunque estos soélo estan
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disponibles para fluconazol y Candida spp. cuando se usa el método EUCAST. Otro
aspecto a tener en cuenta al estudiar las tasas de resistencia, es que la caspofungina
presenta una alta variabilidad inter-laboratorio y unas CMIs elevadas para C. glabrata
y C. krusei que no se corresponden necesariamente con resistencia, por lo que
EUCAST ha decidido no establecer puntos de corte para este farmaco y se
recomienda interpretar con precaucion los resultados cuando se usa el CLSI (Espinel-
Ingroff et al., 2013).

Uno de los objetivos de este proyecto de tesis fue estudiar la tasa de
resistencia a antifungicos en cepas productoras de fungemia en un gran hospital,
ademas de poder ofrecer datos de la evolucion de esta tasa a lo largo del tiempo. Por
ese motivo, era necesario incluir a la totalidad de las cepas aisladas de sangre de
pacientes infectados, y aplicar asi de manera alternativa puntos de corte
epidemioldgicos o puntos de corte no especie-especificos en aguellas combinaciones
antifingico-especie de las que se carecia de puntos de corte clinicos. Ademas, ya que
para el caso de las especies diferentes a Candida no se cuenta con ninguno de estos
parametros, y dado que en la mayoria de estudios estas especies son excluidos, se
opté por dar dos tasas de resistencia: una que solo incluyese a las especies de

Candida y otra que incluyese a todas las levaduras causantes de fungemia.

En la mayoria de los paises la tasa de resistencia a fluconazol se mantiente
estable entre un 3% y 9% y depende del nimero de cepas con sensisibilidad
disminuida a éste farmaco como son C. glabrata y C. krusei (Prigitano et al., 2016,
Cleveland et al., 2015, Doi et al., 2016, Asmundsdottir et al., 2012, Tadec et al., 2016).
En aquellos estudios poblacionales en que las cepas de C. glabrata se consideran
uniformemente como resistentes, estas tasas se pueden incrementar hasta un 30%
(Arendrup et al., 2011a, Arendrup et al.,, 2005). Sin embargo, la resistencia a
equinocandinas es un problema emergente en otros paises como los Estados Unidos,
donde se ha descrito un incremento en la proporcién de cepas de C. glabrata con
mutaciones en los genes fks (Alexander et al., 2013). Recientemente se han descrito
casos en los que cepas de C. glabrata generan resistencia en el seno del tratamiento
(Shields et al., 2012, Shields et al., 2015), y se ha encontrado que cepas con
mutaciones en el gen de reparacibon MSH2 exhiben una mayor propension a la

adquisicion de resistencia a multiples antifangicos (Healey et al., 2016).

La resistencia a fluconazol evaluada en diferentes estudios llevados a cabo en
Espafa durante la ultima década varia entre el 7% y el 8% (Almirante et al., 2005,

Peman et al, 2012, Guinea et al., 2014). La resistencia a las equinocandinas
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reportada en el estudio CANDIPOP fue muy baja (<2%) (Guinea et al., 2014).Son
particularmente Utiles, en términos de comparacion, los datos provenientes del estudio
CANDIPOP puesto que estas cepas se recogieron en un periodo de estudio incluido
parcialmente en el periodo de recogida de las cepas analizadas en esta tesis.

La tasa de resistencia a fluconazol en Candida spp. que muestran las cepas de
levaduras causantes de fungemia en el Hospital Gregorio Marafion fue menor al 4%,
dato que no difiere demasiado de la tasa global de resistencia a fluconazol publicada
en el estudio CANDIPOP. La resistencia a equinocandinas se mantuvo muy baja
(<2%) y fue similar a la reportada previamente en el CANDIPOP (Guinea et al., 2014).
En general, la tasa de resistencia a equinocandinas dependié de la presencia de
especies de género diferentes de Candida que son intrinsecamente resistentes a estos
farmacos. Las tasas de resistencia tanto a azoles como a equinocandinas se
mantuvieron estables durante el periodo de estudio (2007 — 2013), no observandose
una tendencia a su aumento salvo en aquellos afios en los que la proporcion de

episodios causados por géneros diferentes de Candida eran mayores.

Los pacientes infectados con cepas resistentes a fluconazol o equinocandinas,
presentaron condiciones subyacentes graves, la mayoria de ellos presentaban cancer
(50%), diabetes (23%), o cirugias realizadas durante el mes previo al desarrollo de la
infeccion (17%). La mitad de los pacientes infectados por cepas resistentes a
fluconazol habian recibido previamente tratamiento con azoles y se encontraban
ingresados, mayoritariamente en servicios médicos (Medicina Interna). Por el
contrario, s6lo el 14% de los pacientes infectados con cepas resistentes a
equinocandinas habian recibido tratamiento previo con equinocandinas y se

encontraban en unidades de cuidados criticos.

A pesar de que el porcentaje de cepas resistentes a equinocandinas se
mantiene por debajo del 5%, la deteccién de cepas resistentes de manera rapida y
eficaz es de gran importancia para el laboratorio de Microbiologia Clinica. Los métodos
de microdilucion son la técnica de referencia para el estudio de la sensibilidad
antifungica (Pfaller and Diekema, 2012), sin embargo, son procedimientos largos y
dificiles de implementar en la rutina del laboratorio clinico. Por ello, las técnicas
comerciales como el E-test son de gran importancia, pero desafortunadamente no hay
estudios que los comparen con la metodologia de EUCAST y el E-test para el caso de

micafungina.

En estudios previos, el acuerdo esencial entre E-test y EUCAST para

caspofungina vario entre el 87,7% y el 94% (Dannaoui et al., 2010, Chryssanthou y
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Cuenca-Estrella, 2002). Se ha observado que el acuerdo esencial entre E-test y
EUCAST para micafungina fue también alto tras 24 horas de incubacion, sin embargo
el 17% de las cepas no crecieron adecuadamente y el E-test tuvo que leerse tras 48
horas, sobre todo para cepas de C. parapsilosis, lo que pude ser un inconveniente de
esta técnica. El acuerdo categorico encontrado también fue alto y dependiente de
especie, aunque fue menor cuando el E-test se leyo6 tras 24 horas de incubacion. La
presencia de falsa resistencia, sobre todo en C. albicans, podria inducir el uso de un
antifingico alternativo a las equinocandinas (fundamentamente fluconazol). Sin
embargo, el impacto de este cambio seria limitado, ya que la mayoria de los aislados
de C. albicans son sensibles a fluconazol. El acuerdo esencial entre E-test y EUCAST
para micafungina fue elevado tras 24 horas de incubacion, por lo que el E-test es un
procedimiento efectivo para el despistaje de cepas resistentes a micafungina. Las
cepas resistentes, principalmente de C. albicans, deben ser confirmadas por un

método de microdilucién de referencia, en cualquier caso.

Existen ciertos fendmenos observados in vitro que pueden alterar la
determinacion de la CMI como son el “trailing” o efecto arrastre a los azoles y el efecto
paraddjico a las equinocandinas. Si bien un estudio reciente apunta a que se trata mas
de un artefacto del laboratorio que realmente un fenbmeno de relevancia clinica
(Rueda et al., 2017), el impacto clinico de estos fenbmenos es incierto puesto que no
hay demasiados estudios que los hayan correlacionado con el prondstico del paciente

infectado.

Fluconazol tiene actividad fungistatica frente a Candida, y el “trailing” es una
demostracion de la incapacidad de este farmaco para inhibir completamente el
crecimiento flngico. Esto explica que la CMI de fluconazol se considere como una
reducciéon mayor o igual al 50% del crecimiento de la levadura comparado con el
control de crecimiento (CLSI, 2008, Arendrup et al., 2012a); una inhibicién completa de
crecimiento haria que todas las cepas se clasificaran como resistentes. Con esta
definicién, cualquier crecimiento igual o menor al 49% no debe ser considerado como
resistencia si no “trailing”. Se ha postulado que variaciones en la temperatura de
incubacién y el pH del medio de cultivo permiten reducir el “trailing” lo que sugiere que
se trata de un fenébmeno observado in vitro y no de verdadera resistencia (Agrawal et
al., 2007). Sin embargo no existe una graduacién en cuanto a la produccion de
“trailing”, algo facilmente medible al determinar la CMI usando un método

espectrofotométrico como EUCAST.
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Se encontré que un alto porcentaje de cepas de C. albicans y C. tropicalis
producian este fendmeno, algo que coincide con estudios previos realizados con la
metodologia CLSI (Lee et al., 2007, Dornelas-Ribeiro et al., 2012). Estas dos especies
no solo son las que tienen un mayor numero de cepas productoras de “trailing”, si no
gue también presentaron el mayor porcentaje de cepas altamente productoras de
“trailing” si bien es cierto que no se encontré ningun genotipo concreto que produjera
“trailing” de forma prominente. Se propusieron puntos de corte para clasificar a las
cepas en base a su produccién de efecto arrastre calculando el porcentaje de
recrecimiento de Candida comparado con el control de crecimiento. Esta clasificacion
permiti6 agrupar a las cepas en base a su produccion de “trailing” como arrastre
residual (0,1-5%), arrastre ligero (6% -10%), arrastre moderado (11% -15%) y arrastre
alto (>15%). Las cepas sensibles a fluconazol pueden entonces clasificarse como
“trailing” residual con un “trailing” de hasta 5% mientras que las altamente productoras
de “trailing” pueden tener un crecimiento de hasta 49%. Estas diferencias pueden
tener un impacto clinico y se necesitan futuros estudios para correlacionar la clinica

con la presencia del efecto arrastre.

El efecto paraddjico se caracteriza por una atenuaciéon en la actividad
antifungica de las equinocandinas a concentraciones por encima de la CMI
(Vanstraelen et al., 2013). De la misma manera, al utilizar un método
espectrofotométrico para determinar la CMI, se puede cuantificar objetivamente el re-
crecimiento en los pocillos incluso aunque este sea muy reducido, y cuantificar asi el
efecto paradodjico incluso a concentraciones muy bajas (Vanstraelen et al., 2013,
Walraven and Lee, 2013). El procedimiento descrito en esta tesis permite estudiar este
fendbmeno a la par que se evalla la sensibilidad antifungica del aislado en cuestion por
medio del procedimiento EUCAST. La base fisiolégica de produccién de efecto
paraddjico no se conoce bien y las explicaciones propuestas incluyen respuesta al
dafio celular, aumento en la sintesis de quitina, y sobrerregulacion de vias de
sefializaciéon celular implicadas en la respuesta de las levaduras al estrés que son
responsables de la integridad celular (Vanstraelen et al., 2013, Steinbach et al., 2015,
Shields et al.,, 2011). Todos estos cambios permiten a la levadura adaptarse a un
ambiente con altas concentraciones de equinocandinas, por lo que el efecto paradojico
se considera como un mecanismo de tolerancia mas que un mecanismo de resistencia
(Rueda et al., 2014).

Las concentraciones a las que el efecto paradojico se observa in vitro son
facilmente alcanzables en plasma (Vanstraelen et al., 2013), y se ha demostrado que

la adiciébn de suero a las placas multipocillos revierte este efecto, probablemente
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debido a la unién de las equinocandinas con la albumina con la consiguiente
disminucion de la fraccion libre de farmaco (Shields et al., 2011). Esto sugiere que el
efecto paradojico puede tener un impacto clinico en aquellos nichos anatémicos en los
que la fraccion libre de equinocandinas es alta. Existen pocos estudios que analicen el
impacto clinico del efecto paraddjico, y se ha demostrado que regimenes con dosis
altas de equinocandinas son igual de efectivos que regimenes a las dosis
recomendadas (Betts et al., 2009, Safdar et al., 2007). Sin embargo, escenarios en los
gque se alcanzan concentraciones muy altas de equinocandinas podrian ser un factor
de riesgo para el desarrollo de efecto paradojico. Esto podria producirse en en
situaciones de uso de terapia antifungica de sellado de catéter que requiere el empleo
de concentraciones de farmaco hasta 1000 veces por encima de la CMI durante un
periodo largo de tiempo (Walraven and Lee, 2013). Deben llevarse a cabo estudios
futuros para evaluar el impacto del efecto paraddjico en las terapias de sellado del
catéter. Curiosamente, de la misma manera que ocurria con el “trailing”, C. tropicalis
(62%) y C. albicans (10,7%) fueron las especies que presentaron un mayor porcentaje
de efecto paraddjico a las equinocandinas. Debe advertirse que C. tropicalis se ha
relacionado con elevadas tasas de mortalidad (Munoz et al., 2011), por lo que se
considera que pacientes infectados con estas especies tienen peor prondstico y

evolucion.

En este primer capitulo, se muestra que a pesar que el nimero de episodios de
fungemia causados por especies cripticas fue bajo, la identificacibon molecular
proporciona un correcto entendimiento de la epidemiologia de la fungemia. Las tasas
de resistencia a equinocandinas y fluconazol son bajas y no parece existir una
tendencia al aumento de estos parametros. Por otra parte, se ha logrado obtener un
mejor conocimiento de los efectos asociados al estudio in vitro de la sensibilidad
antifingica y se propone una manera practica y facil de implementar en el laboratorio
para clasificar las cepas de acuerdo al efecto arrastre “trailing” que presenten y al

efecto paraddjico observado.
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2. Caracterizacion genotipica y estudio de la diversidad clonal de las

principales especies de Candida causantes de candidemia

El estudio de la identificacion a nivel de especie y su sensibilidad a antifungicos
estan fuera de duda en cepas con significacion clinica. Sin embargo, este abordaje
puede ser insuficiente para detectar algunos fendémenos como el origen de la
candidemia, la presencia de brotes hospitalarios de infeccion por Candida, o la
potencial asociacién entre alguna caracteristica fenotipica (resistencia antifungica,
produccién de “trailing” o efecto paraddjico, elevada virulencia, produccion de

biopeliculas, etc) y genotipos concretos.

La formacion de biopeliculas permite que C. albicans colonice dispositivos
médicos plasticos como catéteres y los convierte con frecuencia en el foco de
infeccion (Ferreira et al., 2013, Hasan et al., 2009). El diagnostico de la candidemia
relacionada con el catéter generalmente requiere el aislamiento de la misma especie
de Candida tanto en el cultivo de la punta del catéter como en el hemocultivo. Sin
embargo, en ausencia de genotipado, esta definicion podria ser insuficiente en
aguellos casos en que los genotipos de las cepas de ambas muestras sean diferentes.
Se encontraron genotipos idénticos tanto en el cultivo de la punta del catéter y del
hemocultivo en el 91% de los pacientes estudiados con candidemia relacionada con el
catéter causada por C. albicans. Sin embargo, los genotipos de cepas de ambas
muestras fueron diferentes en dos pacientes, sugiriendo que el foco de infeccién
podria ser otro distinto al catéter o que la infeccién podria ser policlonal. Por lo tanto,
se encontr6 una elevada correlacion entre la identificacion a nivel de especie y la
definicion genotipica de candidemia relacionada con el catéter. Sin embargo este
estudio estuvo limitado principalmente por el bajo nUmero de pacientes estudiados, la
inclusiéon sélo de pacientes con candidemia relacionada con el catéter causada por C.
albicans, la falta de cepas procedentes de otros lugares anatémicos en aquellos
pacientes donde no coincidian los genotipos de la punta del catéter y hemocultivo, y su
disefio retrospectivo (sélo se dispuso de datos de una Unica colonia por placa) que no

permitié estudiar la policlonalidad de la infeccion.

Por este motivo se llevo a cabo un estudio prospectivo en el que se paliaron
algunas de las limitaciones anteriormente comentadas. Se demostr6 de nuevo que las
levaduras obtenidas de los hemocultivos y las puntas de catéter de las muestras de 20
pacientes tenian genotipos idénticos. Considerando a los pacientes con infecciones
causadas por dos especies de Candida o infectados con dos genotipos en sangre, se

determiné que el 15% presentaban infecciones polifungicas (n=2) o policlonales (n=1).
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A pesar de que el numero de pacientes estudiados era pequefio, el patron policlonal
parecib ser especie-especifico. El genotipo adicional se encontré exclusivamente en el
catéter en casos de infeccidbn causada por C. albicans, mientras que sélo fue
encontrado en sangre para C. parapsilosis. Estos casos pueden ser explicados por la
fuente de infeccion. El genotipo adicional encontrado en el catéter puede ser una
consecuencia de la manipulacion del mismo, mientras que los genotipos adicionales
encontrados en sangre pueden proceder de otros origenes (el tracto digestivo o
genitourinario). Sin embargo, en dos de los tres pacientes que mostraron
policlonalidad, los genotipos estdban muy relacionados genéticamente
(microvariantes). Estos datos sugieren que entre los pacientes incluidos en el estudio,
una sola cepa era la causante de la infeccion y se encontraba tanto en la sangre como
en la punta del catéter. La razén por la cual hay genotipos que sélo se encuentran en
un compartimento no son claras y requieren mayor atencion. La definiciébn de
microvariante es controvertida y no existe un consenso para definir dos aislados como

genéticamente relacionados o diferentes.

El andlisis de mudltiples colonias por muestra permiti6 demostrar que la
candidemia relacionada con el catéter causada por C. parapsilosis fue policlonal hasta
en un 14,3% de los pacientes. Para C. albicans también se observaron patrones
policlonales, pero exclusivamente en las muestras de catéter por lo que no se
consideraron infecciones policlonales. La seleccion de una colonia por muestra pudo
revelar genotipos diferentes en sangre y catéter si una colonia de los genotipos
minoritarios se hubiese selecionado seleccionada al azar, infraestimando la
policlonalidad (como pudo pasar en el estudio retrospectivo). Se encontré solo un
genotipo en los catéteres en cuatro de cinco pacientes con multiples muestras de
catéter estudiadas, mientras que en el otro paciente se encontraron diferentes
genotipos colonizadores del catéter. Se desconoce el impacto clinico de esta
observacion y si los genotipos infrarrepresentados se encontraban sélo en el catéter o
si también podrian haberse detectado en sangre de haberse estudiado un mayor
namero de colonias. Solo un 5% de los pacientes con candidemia relacionada con el
catéter presentaron una infeccién policlonal exclusivamente causada por C.
parapsilosis. En caso de presencia de diferentes genotipos entre muestras, se

recomienda estudiar colonias multiples de cada muestra.

Los brotes de candidemia pueden ser un problema en las unidades de ingreso
de pacientes criticos, particularmente en aquellas de neonatos (Pinhati et al., 2016,
Roilides et al., 2003, Lin et al., 2012, Da Silva Ruiz et al., 2012, Hernandez-Castro et

al., 2010). A la hora de investigar un brote, es primordial tener una sospecha
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epidemiol6gica que levante la alarma para posteriormente conocer la relacién genética
entre los aislamientos involucrados. En base a los estudios de tipificacion realizados,
se ha podido demostrar que existe transmisién paciente-paciente de Candida en
diversas areas del hospital y que la via de infeccibn mas comun es la contaminacion
del catéter intravascular por parte del personal sanitario (Barchiesi et al., 2004,
Lasheras et al., 2007, van Asbeck et al., 2007). El estudio genotipico de los aislados
se suele llevar a cabo cuando existe una sospecha epidemiolégica de un brote en una
unidad especifica del hospital; sin embargo, la presencia de genotipos endémicos de
ciertas unidades del hospital puede desvelar la presencia de transmisidon paciente-
paciente que pasaria desapercibida en ausencia de una sospecha epidemiol6gica de
brote. El estudio de la relacion genética entre aislados de Candida puede ayudar a
detectar genotipos en “cluster” causantes de brotes y permitir implementar medidas de
prevencién. Un estudio previo del grupo demostré que hasta el 25% de los pacientes
infectados por C. albicans tenian genotipos en “cluster” y que algunos coincidian
temporal y espacialmente en ciertas areas del hospital (Escribano et al., 2013b).
Teniendo esto como base se decidié estudiar la diversidad genética de las cepas
causantes de candidemia en pacientes ingresados en el hospital y compararla con la
de otro hospital terciario de caracteristicas similares ubicado en Madrid.

Se encontraron diferencias en el niumero de “clusters” y en el porcentaje de
pacientes en “cluster’ en en cada centro, lo que sugiere diferentes tasas en la
trasmisién paciente-paciente; aunque esto no fue especificamente estudiado podria
ser consecuencia de diferencias en el cuidado del catéter o el tipo de paciente
estudiado entre hospitales. Un aspecto importante a sefialar es la presencia de
genotipos compartidos entre los dos hospitales de Madrid, asi como el hospital de
Roma usado como control. Este fendbmeno ha sido previamente descrito en otros
estudios que en los que se usaron técnicas de tipado menos discriminatorias y cepas
recolectadas Unicamente en las unidades de cuidados intensivos (Shin et al., 2011,
Asmundsdottir et al.,, 2008, Maganti et al., 2011, Takakura et al., 2008). El alto
porcentaje de genotipos encontrados en mas de un centro es dificil de explicar y
pueden proponerse diferentes hipo6tesis. Primero, ciertos genotipos pueden ser mas
predominantes en la poblacién o en el ambiente, como previamente ha sido descrito
para Staphylocccocus aureus u otras bacterias denominadas como cepas de alto
riesgo que pueden adaptarse al ambiente hospitalario (Baquero and Coque, 2011).
Segundo, la posible ausencia de ciclo sexual de estas especies podria permitir que
ciertos clones se expandan en el ambiente. Finalmente, los marcadores de

microsatélites estan limitados por la presencia de homoplasia (alelos con el mismo
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tamafio pero diferente secuencia) o la recombinacion sexual que puede conducir a
cepas con el mismo genotipo pero provenientes de diferentes rutas epidemiolégicas
(Shin et al., 2011, Eloy et al., 2006). El andlisis del genoma completo podria ayudar a

identificar si existen varios genotipos con el mismo patrén de microsatélites.

En este segundo capitulo se demuestra una alta correlacion entre la
identificacion a nivel de especie y la definicion genotipica de CRC, asi como que solo
5% de los pacientes con CRC presentan infeccion policlonal y que estas son
exclusivamente causadas por C. parapsilosis. Por otra parte, se demuestra que los
“clusters” de C. albicans y C. parapsilosis causantes de candidemia difieren entre
hospitales, sugiriendo diferencias en la transmision de cepas. Ademas algunos
genotipos se pueden encontrar en pacientes admitidos en diferentes hospitales e

incluso en diferentes paises.
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3. Estudio de la formacién de biopeliculas por parte de aislados de Candida

spp. causantes de fungemiay determinacion de su sensibilidad a antifungicos

La formacién de biopeliculas es una caracteristica importante de Candida spp,
que explica el potencial de este microorganismo para causar candidemia relacionada
con el catéter, y podria explicar la capacidad de algunas cepas de mantenerse en
ciertas areas de hospital y ser responsables de brotes. Por otra parte se ha
demostrado, que aquellos pacientes infectados con cepas productoras de biopelicula
tienen un peor pronoéstico (Tumbarello et al., 2012, Rajendran et al., 2016). Ademas,
las especies que forman biopeliculas con la més alta biomasa (C. tropicalis) o la mayor
actividad metabdlica (C. glabrata) han sido previamente relacionadas con una
evolucion desfavorable en los pacientes (Klevay et al., 2008, Lee et al., 2010, Munoz
et al.,, 2011, Ruan et al., 2008). El estudio de la sensibilidad antifingica es de gran
relevancia para un correcto manejo de la candidemia, sin embargo, en muchos casos
de infecciones profundas causadas por Candida, las levaduras se encuentran
agrupadas en biopeliculas lo que hace que la accion de los farmacos sea diferente a
cuando se encuentran en forma plancténica. Se cree que diversos factores median la
resistencia de las biopeliculas, uno de los mas importantes es la matriz extracelular
(Taff et al., 2013, Mitchell et al., 2013, Fernandes et al., 2015).

Las guias actuales de manejo de la candidemia recomiendan la retidada del
catéter en caso de candidemia relacionada con el catéter, ya que el prondstico de la
infeccidn mejora una vez que se haya retirado la fuente de la infeccién (Cornely et al.,
2012, Pappas et al., 2016). Sin embargo, retirar el catéter no es siempre posible y los
pacientes solo se beneficiarian en aquellos casos donde se confirme que el mismo es
la fuente de la infeccion. Las tres equinocandinas y la anfotericina B liposomal han
demostrado gran actividad in vitro frente a las biopeliculas de Candida (Uppuluri et al.,
2011, Fiori et al., 2011, Katragkou et al., 2008) por lo que la retirada del catéter podria
obviarse en pacientes con candidemia tratados con alguno de estos farmacos (Nucci
et al., 2010).

El sellado del catéter con farmacos con actividad anti biopelicula podria ser una
opcién en aquellos casos donde el catéter no pueda retirarse (Walraven y Lee, 2013),
sin embargo esta técnica no se recomienda actualmente en las guias del manejo de la
candidemia y se necesitan estudios que validen su efectividad. El primer paso es
conocer la sensibilidad in vitro de las biopeliculas de las principales especies
causantes de candidemia relacionada con el catéter. Tomando en cuenta la gran

variabilidad observada entre las diferentes cepas y especies de Candida en cuanto a
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la capacidad de formar biopeliculas, surge la duda de si este factor influye sobre la

sensibilidad de las biopeliculas a los antifungicos.

Se estudié la produccién de biopeliculas en una gran coleccién de cepas
aisladas de pacientes con fungemia. Esta coleccion incluyé no sélo cepas de C.
albicans, sino otras de especies de Candida no-albicans asi como de otros géneros.
Se estudié la biomasa de la biopelicula (cristal violeta), asi como la actividad
metabdlica de las células sésiles en la biopelicula preformada (XTT). Se propusieron
puntos de corte para clasificar a las cepas en base a los dos métodos estudiados. Se
demostré que existen patrones especie-especificos en la formacion de biopeliculas y
gue las principales especies causantes de candidemia relacionada con el catéter son
capaces de producir biopeliculas con alta actividad metabdlica o biomasa.

C. albicans mostr6 ser la segunda especie en términos de produccion de
biopelicula y actividad metabdlica. En el caso de C. glabrata a pesar de que sus
biopeliculas presentaran la mayor actividad metabdlica, su biomasa fue méas baja que
la de las otras especies estudiadas. Este estudio corrobora otros previos donde se
habia reportado la alta actividad metabdlica de las biopeliculas formadas por C.
glabrata (Ferreira et al., 2013) aunque se demuestra aqui que esta especie forma
biopeliculas con baja biomasa. Por lo tanto, las células de C. glabrata parecen estar
muy activas metabdlicamente en las biopeliculas comparadas con otras especies que
producen biopeliculas con una estructura mas compacta. El efecto opuesto fue
observado para C. tropicalis, especie que forma biopeliculas con elevada biomasa y
baja actividad metabdlica, con una pared extracelular muy densa que puede dificultar
la difusion de nutrientes y oxigeno (Alnuaimi et al., 2013), lo que explicaria que las
células se encuentren poco activas metabdlicamente dentro de la biopelicula. Las
diferencias en la estructura de la matriz de la biopelicula pueden explicar las
diferencias observadas entre las biopeliculas de C. tropicalis y C. glabrata. Las cepas
de C. parapsilosis producen biopeliculas caracterizadas por moderada biomasa y
moderada actividad metabdlica, fue la tercera especie mas productora de biopeliculas
segun las dos metodologias. Otras especies de Candida y las levaduras de otros

géneros formaron biopeliculas con baja biomasa y moderada actividad metabdlica.

El uso de dos técnicas diferentes ampliamente usadas en la literatura para la
cuantificacion de la biopelicula de Candida permite realizar un mejor estudio de ésta.
Dado que las caracteristicas en la produccion de biopelicula son diferentes para cada
especie, la comparaciéon y acuerdo entre métodos no fue muy alto, ya que ningun

procedimiento es superior al otro, si no que son complementarios. Se demostrd por
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tanto que existen patrones especie-especificos en la formacion de biopeliculas en
cepas causantes de fungemia y que las principales especies causantes de candidemia
relacionada con el catéter son capaces de producir biopeliculas con alta actividad
metabdlica o biomasa. Las técnicas de CV y XTT sirven como procedimientos
complementarios para estudiar la formacion de biopelicula. A pesar de la alta variacion
intra-especie observada, no se encontrd6 una asociacion entre esta caracteristica y

genotipos especificos.

El estudio de la sensibilidad antifingica en la biopelicula se lleva a cabo
mediante el ensayo de reduccion de XTT en formazan, proceso mediado
fundamentalmente por enzimas mitocondriales y el citocoromo P450, asi como
oxidasas y flavoproteinas (Altman, 1976). Por tanto, la conversion del XTT es una
medicion indirecta de la actividad mitocondrial de las células. La energia generada
como consecuencia de la actividad mitocondrial puede ser empleada parcialmente
para la biosintesis de la pared celular, y como las equinocandinas inhiben la sintesis
de la pared celular, la actividad de las equinocandinas estaria relacionada con los

requisitos para la biosintesis de la pared celular del hongo.

Las levaduras en estado plancténico se encuentran sintetizando la pared
celular para su reproduccion, por lo que las equinocandinas son capaces de inhibir el
crecimiento con concentraciones de hasta 1 ug/ml para C. albicans. Cuando las cepas
se encuentran en forma de biopelicula, la actividad antifingica de la micafungina, es
dependiente de la actividad metabdlica de las células: las biopeliculas con baja
actividad metabdlica son menos sensibles a micafungina, probablemente porque las
células se encuentran en una fase estacionaria, mientras que las cepas con moderada
0 alta actividad metabdlica son mas sensibles, reflejando el mayor grado de biosintesis
de la pared celular. Este efecto, sin embargo, no es compartido por el resto de
equinocandinas a diferencia de estudios realizados con aislados en forma plancténica,
donde no se observan diferencias en la actividad antifungica de las tres

equinocandinas (Guinea et al., 2014).

Existen discrepancias en la literatura respecto a este hecho, mientras algunos
autores determinan que la micafungina fue mas activa que caspofungina y
anidulafungina sobre biopeliculas de C. albicans (Chamilos et al., 2007), otros autores
han descrito que anidulafungina fue mas activa (Simitsopoulou et al., 2013, Walraven
et al., 2014). Los resultados aqui presentados son consistentes con las observaciones
de Chamilos y colaboradores (Chamilos et al.,, 2007) ya que micafungina aparece

como el farmaco mas activo frente a las biopeliculas. Las equinocandinas inhiben la
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biosintesis de la pared celular mediante el bloqueo de la enzima 1,3-B-d-glucano
sintetasa (Perlin, 2007). Sin embargo, la interaccibn entra cada una de las
equinocandinas y la diana puede que no sea uniforme, a pesar de que comparten el
mismo mecanismo de accion. Hipotéticamente, micafungina se une a la diana de
manera mas efectiva que las otras equinocandinas, lo que podria explicar su gran
actividad frente a las biopeliculas de C. albicans incluso en estadios casi inertes de la

formacion de biopelicula.

La mayoria de los estudios que demuestran la actividad de las equinocandinas
frente a biopeliculas de Candida, no incluyen cepas resistentes por lo que se estudio la
actividad antifungica de las equinocandinas y la anfotericina B sobre biopeliculas de
Candida con resistencia intrinseca o adquirida a las equinocandinas. A pesar de la
presencia de mutaciones en el gen fks que codifica la 3-1,3-D-glucano-sintetasa, estas
cepas no vieron alterada su produccién de biopelicula y lo hicieron de manera
comparable a las cepas “wild-type”, aunque como era previsible estas cepas fueron
menos sensibles a las equinocandinas que las cepas salvajes en forma de biopelicula.
Estudios previos han demostrado que la anidulafungina es la equinocandina con
mayor efecto anti biopelicula sobre cepas con mutaciones en los genes fks (Walraven
et al., 2014), sin embargo, se encontrd que caspofungina fue el farmaco mas activo. La
actividad antifangica de las equinocandinas sobre cepas resistentes en estado
planténico varia de acuerdo al tipo de mutacién en el gen fks y este fenébmeno también
podria presentarse sobre las biopeliculas (Arendrup et al., 2012b). Anfotericina B
liposomal presenté la actividad anti biopelicula mas alta frente a cepas con resistencia
intrinseca o adquirida a las equinocandinas, lo que se correlaciona con estudios
previos donde se vio que anfotericina B es activa incluso frente a cepas no-Candida
(Kuhn et al., 2002, Seidler et al., 2010, Ramage et al., 2013). Sin embargo, se observo
gue las biopeliculas de C. tropicalis fueron menos susceptibles, hasta el punto de que
este farmaco fue incapaz de conseguir una reduccion del 80% de la actividad

metabdlica de la biopelicula.

Las biopeliculas de C. tropicalis presentan matrices extracelulares densas y
ricas en carbohidratos y hexosamina (Fernandes et al., 2015, Al-Fattani y Douglas,
2006, Bizerra et al., 2008). Hasta el 95% de los aislamientos de C. tropicalis incluidos
en nuestro estudio presentaron una biopelicula con elevada o moderada biomasa. La
matriz extracelular densa y gruesa impide la penetracion de farmacos y los secuestra,
impidiendo su efecto antifingico (Taff et al., 2013); asi mismo cambios en la
composicion de esteroles de la membrana celular en forma de biopelicula y

sobreexpresion de ciertos genes de resistencia pueden afectar la actividad de
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anfotericina B sobre C. tropicalis. Se determinoé si la biomasa o el grado de actividad
metabdlica de la biopelicula influenciaba la sensibilidad antifingica de las biopeliculas
de C. tropicalis. Sin embargo, contrariamente a los resultados encontrados con C.
albicans, micafungina no fue mas activa frente a las cepas con alta actividad
metabdlica. El escaso numero de aislados con biopeliculas con baja actividad
metabdlica estudiados podria impedir la obtencion de resultados concluyentes. La
anfotericina B liposomal no esta recomendada como farmaco de primera linea para el
tratamiento de la candidiasis invasiva (Cornely et al., 2012). En pacientes en los que
se sospeche infeccion por biopelicula de C. tropicalis y en los que no sea posible
eliminar la fuente (p. e]. catéter y endocarditis) se debe considerar que la actividad de

la anfotericina B liposomal frente a las biopeliculas es baja.

En este tercer capitulo, se demuestra que micafungina es la equinocandina
mas activa frente a las biopeliculas de C. albicans y que en contraste con aquello
observado para micafungina, la actividad antifungica de caspofungina y anidulafungina
no depende de la actividad metabdlica o de la estructura de la biopelicula. Las cepas
resistentes a equinocandinas producen biopeliculas de acuerdo a su patrén de
especies. Finalmente, las biopeliculas de C. tropicalis muestran una marcada

resistencia a anfotericina B liposomal.
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4. Estudio de la patogenicidad de Candida spp. en base a la letalidad sobre

el modelo de G. mellonella.

A parte de la formacion de la biopelicula y el estudio de la sensibilidad
antifingica de la misma, existen otros aspectos que también influyen sobre la
virulencia de Candida spp. El estudio de la letalidad de una determinada cepa sobre
un modelo animal permite conocer la virulencia de la misma y estos resultados pueden
correlacionarse con la evolucién clinica de los pacientes infectados. En los ultimos
afnos se han empleado modelos animales novedosos para el estudio de infecciones
fungicas (Fuchs et al., 2010b, Sandoval-Denis et al., 2014, Paredes et al., 2014,
Jacobsen et al., 2014, Fernandez-Silva et al., 2014, Rahman et al., 2012). El modelo
animal invertebrado de G. mellonella es uno de los mas utilizados por presentar
numerosas ventajas, permiendo estudiar un gran nimero de cepas. Las larvas de G.
mellonella presentan un sistema inmune primitivo con muchos aspectos similares al de
los vertebrados que permite estudiar in vivo el proceso de infeccién y la capacidad de

las cepas de evadir el sistema inmunitario (Wojda, 2016).

Se estudi6 la letalidad de una gran coleccion de cepas de C. albicans
causantes de fungemia, demostrandose que existen factores propios de la cepa que la
hacen mas letal sobre el modelo animal. La variacion en las tasas de supervivencia de
las larvas infectadas con diferentes cepas permitié establecer una clasificacion en
cuanto a la virulencia de esta especie, en base a la habilidad invasiva de las cepas y la
capacidad de escapar del sistema inmunitario de las larvas. Se clasificaron las cepas
en base a su letalidad sobre el modelo de G. mellonella, asi las cepas que tenian
capacidad de matar entre el 0 — 30% de las larvas infectadas se clasificaron como
poco patogénicas. Al realizar el estudio histolégico de las larvas infectadas por estos
aislados se observé que no produjeron invasioén tisular incluso 48 horas después de la
infeccién, asi como una respuesta inmune capaz de bloquear el desarrollo de la
misma. Las cepas con una letalidad entre el 31% al 70% sobre las larvas infectadas se
clasificaron como cepas con moderada patogenicidad, y el estudio histolégico revelo
gue la levadura era capaz de invadir tejidos larvarios 48 horas después de la infeccion,
presentando una respuesta inmune que en algunos casos fue capaz de controlar la
infeccion y evitar el desarrollo de la misma y en otros casos permitié el desarrollo de la
infeccion ocasionando la muerte de larva. Esto sugiere que las cepas con moderada
patogenicidad, en algunos casos, pueden desarrollar alta patogenicidad 72 horas
después de la infeccién y en otros casos se mantienen con moderada patogenicidad
permitiendo la supervivencia de las larvas infectadas. Esta observacion requiere

estudios con mayor profundidad para discernir entre aquellas cepas con capacidad de
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aumentar su grado de patogenicidad a lo largo de la infecciébn. También se observo un
grupo de cepas con alta capacidad patogénica, aquellas con una letalidad > al 70% 24
horas tras la infeccidn; estas cepas eran capaces de producir biopeliculas con elevada
biomasa y/o actividad metabdlica, lo que se relaciona con otras publicaciones que
sefialan que aquellas cepas capaces de producir biopeliculas son méas virulentas
(Borghi et al., 2014b, Cirasola et al., 2013). El estudio histolégico reveldé que estas
cepas son capaces de invadir el tejido larvario y la respuesta inmunitaria de la larva no
es eficaz para controlar el desarrollo de la infeccion. Existen diversos factores que
influyen sobre la virulencia de una determinada cepa, lo que junto con las
caracteristicas propias del huésped van a marcar el curso de infeccién. En esta tesis
se propone una clasificacién que en las 24 horas posteriores al aislamiento de la cepa
permitiria conocer la capacidad virulenta de una cepa dando una idea sobre el posible
desarrollo de la infeccién. La correlacion de esta caracteristica con el prondstico del

paciente es un aspecto a considerar el el futuro.

A pesar de su baja prevalencia, el complejo de C. guilliermondii presenta
relevancia clinica debido a su baja sensibilidad a antifingicos. EI complejo C.
guilliermondii comprende varias especies siendo C. guilliermondii sensu stricto, C.
fermentati y C. carpophila las principales causantes de infecciones (Vaughan-Martini et
al., 2005, Lan and Xu, 2006). En estudios previos, C. guilliermondii sensu stricto y C.
fermentati representaron alrededor del 95% y 4,5% de los casos respectivamente
(Pfaller et al., 2006, Cheng et al., 2016). Se estudiaron 22 casos de candidemia
causada por este complejo de especies y se correlacionoé la virulencia con la evolucién
clinica de los pacientes. Se encontr6 una mayor frecuencia de casos causados por C.
fermentati (22,7%) y una menor frecuencia de casos causados por C. guilliermondii
sensu stricto (77,2%). C. guilliermondii se ha reportado como causa de candidemia
principalmente en pacientes con tumores solidos y neoplasias malignas
hematoldgicas, pacientes sometidos a quimioterapia, pacientes con neutropenia,
pacientes con catéteres intravasculares y vasculares, pacientes que reciben nutricién
parenteral total y pacientes con exposicion previa a antibioticos, corticosteroides y
terapia antifingica prolongada (principalmente fluconazol, anfotericina B 'y
caspofungina) (Savini et al., 2011, Girmenia et al., 2006, Kabbara et al., 2008). En la
serie incluida en esta tesis se encontr6 que los pacientes con candidemia causada por
C. guilliermondii tenian més probabilidades de tener cancer soélido o neoplasias
malignas hematoldgicas y tener el origen de la candidemia en el catéter vascular
(86,4%) cuando se comparé con un control histérico de pacientes con candidemia por

C. albicans.



DISCUSION

El complejo exhibe una sensibilidad disminuida a todos los agentes
antifingicos estudiados, con tasas de resistencia a fluconazol y otros azoles de
alrededor del 10%-15% (Girmenia et al., 2006, Pfaller et al., 2006, Cheng et al., 2016).
Se encontr6 que hasta el 9% de los aislados estudiados presentaban CMIs a
fluconazol por encima de los ECOFF, un porcentaje que aument6 hasta el 41% si se
utilizan los puntos de corte clinico no relacionados con especies. En ausencia de
puntos de corte especificos para C. guilliermondii, la verdadera tasa de resistencia a
fluconazol permanece desconocida. Las CMIs de caspofungina, micafungina y
anidulafungina frente a C. guilliermondii fueron, respectivamente, 4, 16 y 60 veces
mayores que las CMIs de estos farmacos frente a C. albicans reportadas en la
literatura (Marcos-Zambrano et al., 2014, Guinea et al., 2014). También se observé
que caspofungina fue el farmaco mas eficaz frente a las biopeliculas de C.

guilliermondii.

En cuanto al pronéstico, parece razonable esperar que la mortalidad sea alta,
teniendo en cuenta las graves condiciones subyacentes de los pacientes y la baja
sensibilidad antifingica de las cepas. Sin embargo, se encontré que la mortalidad a los
7 dias y 30 dias fue baja y la presentacion clinica fue menos severa en pacientes
infectados por C. guilliermondii que en pacientes infectados por C. albicans. Esta
observacion concuerda con la baja virulencia de los aislados de C. guilliermondii en
comparacion con C. albicans en el modelo de G. mellonella (P<0,001). Aunque este
modelo se ha utilizado para estudiar la virulencia de varias especies de Candida
(Fuchs et al., 2010b), es la primera vez que se utiliza para el estudio de la virulencia de
C. guilliermondii. La baja virulencia de los aislamientos también puede explicarse por
la limitada produccion de biopelicula, ya que estudios previos demostraron que la
formacion de biopelicula es un factor independiente de mal prondstico (Rajendran et
al., 2016).

En este cuarto y ultimo capitulo se demostré que el modelo infeccioso de G.
mellonella es relativamente facil de manejar y que permite la caracterizacion de cepas
en base a su virulencia. La correlaciéon entre el pronéstico favorable de los pacientes y
la alta supervivencia de las larvas es alentadora y sugiere que este modelo podria ser
utilizado en el laboratorio de microbiologia clinica para detectar la presencia de

aislados altamente virulentos.
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La identificacibn molecular permiti6 un correcto conocimiento de la
epidemiologia de la fungemia revelando que C. albicans fue la especie mas
prevante, y que la proporcion de especies cripticas fue baja.

Las tasas de resistencia a equinocandinas y fluconazol fueron bajas y no

parecid existir una tendencia a su aumento.

El “trailing” o efecto arrastre medio observado rond6 el 6,8%. El efecto
paraddjico se observd en el 16% de las cepas analizadas. Ambos fenémenos
son especie-especificos siendo C. albicans y C. tropicalis las especies donde

se observaron con mayor frecuencia.

Existi6 una alta correlacion entre la identificacion a nivel de especie y la
definicion genotipica de la candidemia relacionada con el catéter, siendo esta

una infeccién mayoritariamente monoclonal.

Se observaron diferencias en el nimero de “clusters” de C. albicans y C.
parapsilosis entre hospitales sugiriendo la presencia de transmision
nosocomial. Se detectaron genotipos presentes en hospitales localizados en
diferentes paises, indicando la presencia de genotipos mas frecuentes en el

ambiente.

La formacién de biopelicula presenta patrones especie-especificos, y el XTT y
el CV son métodos complementarios para el estudio de la formacién de la

misma.

La actividad antifungica de micafungina sobre las biopeliculas de C. albicans
depende de la actividad metabdlica de las mismas, al contrario de lo que ocurre
con caspofungina y anidulafungina. Micafungina fue muy activa frente a
biopeliculas de C. tropicalis mientras que anfotericina B liposomal tuvo escasa

actividad.

Las biopeliculas producidas por cepas con mutaciones en los genes fks fueron
similares a las biopeliculas de cepas salvajes. Se observé que la anfotericina B
liposomal tuvo gran actividad frente a biopeliculas de estas cepas con

mutaciones en los genes fks.

El modelo invertebrado de G. mellonella permitié clasificar las cepas de C.
albicans en base a su virulencia, demostrando diferentes grados de

patogenicidad.
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10. Existi6 una elevada correlacion entre la evolucién clinica de los pacientes y la

virulencia en el modelo de G. mellonella, para el estudio de C. guilliermondii.
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RESUMEN/SUMMARY

Caracterizacion de levaduras causantes de fungemia: identificacion y

sensibilidad antifungica, epidemiologia molecular y factores de patogenicidad.

El estudio de la infecciébn profunda causada por levaduras, en especial la
fungemia, ha sido abordado histéricamente bajo el analisis de los pacientes que la
sufrian. Determinar los factores predisponentes de la infeccion, estudiar el tratamiento
antifingico mas efectivo, y analizar el pronostico de los pacientes ha sido la
motivacion principal del estudio en esta area de las infecciones fungicas. Sin embargo,
el estudio integral del patdbgeno desde diferentes puntos de vista microbioldgicos, sin
tener en cuenta al paciente afectado, ha recibido menos atencion. Parece razonable
pues que, ademas del paciente infectado y su manejo médico, las caracteristicas

propias del patégeno tengan una contribuciéon y protagonismo especial.

Esta tesis ha pretendido estudiar las cepas causantes de fungemia en
pacientes ingresados en un gran hospital de Madrid desde diferentes puntos de vista
microbiologicos, algunos de ellos poco representados en la literatura médica,
estructurandose en los siguientes cuatro bloques: (1) Identificacion y sensibilidad a
antifingicos de levaduras causantes de fungemia, (2) Caracterizacion genotipica vy
estudio de la diversidad clonal de las principales especies de Candida causantes de
candidemia, (3) Estudio de la formacién de biopeliculas de aislados de Candida spp.
causantes de fungemia y determinacion de su susceptibilidad antifangica, y (4) Estudio
de la patogenicidad de Candida spp. en base a la letalidad sobre un modelo de G.

mellonella

El estudio preciso de la epidemiologia de las especies causantes de fungemia
es clinicamente relevante ya que permite elegir de la manera mas precisa posible la
terapia antifngica empirica cuando aldn no se cuenta con la identificacién a nivel de
especie. Esto se debe a que la especie se relaciona, con frecuencia, con un perfil de
sensibilidad caracteristico. Ademas, la distribucion de especies causantes de fungemia

muestra diferencias geograficas marcadas.

Con este primer bloque de estudios se plante6 el objetivo de determinar la
epidemiologia de las especies causantes de fungemia en pacientes ingresados en el
Hospital Gregorio Marafion mediante identificacion molecular, determinar la tasa de
resistencia a azoles y equinocandinas en aislados causantes de fungemia y
determinar el porcentaje de cepas que presenten “trailing” a fluconazol y efecto

paradojico a las equinocandinas.
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Se demostré que a pesar que el nimero de episodios de fungemia causados
por especies cripticas fue bajo, la identificacion molecular proporcioné un correcto
conocimiento de la epidemiologia de la fungemia. Las tasas de resistencia a
equinocandinas y fluconazol se mantuvieron bajas durante el periodo de estudio y no
parece existir una tendencia al aumento en las mismas. Por otra parte se logro obtener
una mejor comprension de los efectos asociados al estudio in vitro de la sensibilidad
antifingica y se propuso una manera practica y facil de implementar en el laboratorio
para clasificar las cepas de acuerdo al efecto arrastre “trailing” que presenten y al

efecto paraddgjico observado.

El estudio de la identificacién a nivel de especie y su sensibilidad antifingica
estan fuera de duda en cepas con significacion clinica. Sin embargo, este abordaje
puede ser insuficiente para detectar algunos fendmenos como el origen de la
candidemia, la presencia de brotes hospitalarios de infeccion por Candida, o la
potencial asociacion entre alguna caracteristica fenotipica y genotipos concretos.

El diagnostico de la candidemia relacionada con el catéter generalmente
requiere el aislamiento de la misma especie de Candida tanto en el cultivo de la punta
del catéter como en el hemocultivo, sin embargo, en ausencia de genotipado, esta
definicion podria ser insuficiente en aquellos casos en que los genotipos de las cepas
de ambas muestras sean diferentes. En el segundo bloque de estudios presentados
en esta tesis se prentendié6 evaluar la clonalidad de las cepas causantes de
candidemia, inlcuida la candidemia relacionada con el catéter, producidas por las
principales especies de Candida y estudiar la diversidad genotipica de las principales

especies causantes de fungemia y su la relacién con la transmision nosocomial.

Se encontré una alta correlacion entre la identificacion a nivel de especie y la
definicion genotipica de la candidemia relacionada con el catéter, demostrandose que
solo el 5% de los pacientes con esta entidad presentaban infeccion policlonal y que
ésta fue exclusivamente causada por C. parapsilosis. Por otra parte se demostré que
las proporciones de “clusters” de C. albicans y C. parapsilosis causantes de
candidemia difieren entre hospitales, sugiriendo diferencias en la transmision de

cepas.

Una caracteristica importante de Candida spp., es la formacién de biopeliculas,
lo que explica el potencial de este microorganismo para causar candidemia
relacionada con el catéter. Estudios previos han demostrado, que aquellos pacientes
infectados con cepas productoras de biopelicula tienen un peor prondstico y las

especies que forman biopeliculas con mayor biomasa (C. tropicalis) o mayor actividad
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metabdlica (C. glabrata) han sido previamente relacionadas con una evolucién

desfavorable en los pacientes.

Las guias actuales de manejo de la candidemia recomiendan la retirada del
catéter en caso de candidemia relacionada con el catéter, ya que el prondstico de la
infeccidbn mejora una vez que se haya retirado la fuente de la misma. Sin embargo,
existen casos en los que la retirada del catéter no es posible, por lo que evaluar la
acitivad antibiopelicula de los farmacos disponibles es necesario. Las tres
equinocandinas y la anfotericina B liposomal han demostrado gran actividad in vitro
frente a las biopeliculas por lo que la retirada del catéter podria obviarse en pacientes
con candidemia tratados con alguno de estos farmacos.

En el tercer blogue de esta tesis, se tratd la formaciéon de biopeliculas de
aislados de Candida spp. causantes de fungemia y el estudio de la sensibilidad
antifingica de los mismos con el objetivo de determinar la capacidad de formar
biopeliculas de levaduras causantes de fungemia y proponer una clasificacion en base
a su biomasa y su actividad metabdlica, asi como estudiar la sensibilidad antifungica

de las mismas.

Con los estudios incluidos en este bloque, se concluyé que existe un patron
especie-especifico en cuanto a la produccion de biopeliculas. Micafungina fue la
equinocandina mas activa frente a las biopeliculas de C. albicans y en contraste con lo
observado para micafungina, la actividad antifingica de caspofungina y anidulafungina
no dependieron de la actividad metabdlica o de la estructura de la biopelicula. Las
cepas resistentes a equinocandinas produjeron biopeliculas de acuerdo a su patron de
especies y las biopeliculas de C. tropicalis mostraron una marcada resistencia a

anfotericina B liposomal.

A parte de la formacién de la biopelicula y el estudio de la sensibilidad
antifingica de la misma, existen otros aspectos que también influyen sobre la
virulencia de Candida spp. El estudio de la letalidad de una determinada cepa sobre
un modelo animal permite conocer la virulencia de la misma y estos resultados pueden
correlacionarse con la evolucion clinica de los pacientes infectados. En los dltimos
afios se han empleado modelos animales novedosos, como el modelo animal

invertebrado de G. mellonella, para el estudio de infecciones fangicas.

En el cuarto bloque de esta tesis se plante6 el objetivo de determinar la
letalidad causada por cepas de C. albicans causantes de fungemia y crear una

clasificaciéon en base a su virulencia sobre el modelo de G. mellonella asi como
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comparar la patogenicidad de C. guilliermondii y C. albicans y su correlacion con la

evolucion clinica de los pacientes.

Se demostré que las cepas de C. albicans causantes de fungemia presentaron
diferente letalidad sobre el modelo de G. mellonella y las variaciones en las tasas de
supervivencia de las larvas infectadas con diferentes cepas permitié establecer una
clasificacidon en cuanto a la virulencia de esta especie en base a la habilidad invasiva
de las cepas y la capacidad de escapar del sistema inmunitario de las larvas. En
cuanto al estudio de la patogenicidad de C. guilliermondii, la correlacion entre el
pronostico favorable de los pacientes y la alta supervivencia de las larvas es
alentadora y sugiere que este modelo podria ser utilizado en el laboratorio de
microbiologia clinica para detectar la presencia de aislados altamente virulentos.

En resumen esta tesis esclarece ciertos aspectos carentes en la literatura
acerca de la epidemiologia de la candidemia, ademas otorga gran relevancia al
estudio de la transmisidbn nosocomial y la presencia de factores de virulencia
especificos como la produccion de biopelicula y el estudio de la letalidad de las cepas

sobre un modelo animal novedoso.
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Characterization of yeast isolates causing fungemia: species
identification and antifungal susceptibility, molecular epidemiology and

virulence factors.

The study of deep-seated infections caused by yeasts, especially fungemia, has
been historically done by studying the host risk factors. The determination of the
predisposing factors of the infection, the study of the most effective antifungal
treatment, and the analysis of the prognosis of patients has been the main motivation

of research in this area.

However, the study of the pathogen from different microbiological points of
view, without considering the host factors, has received less attention. It seems logical
then that, together with the study of the infected patients and their medical

management, the characteristics of the pathogen receive also the attention.

In this thesis strains causing fungemia in patients admitted to a large hospital in
Madrid have been studied from different microbiological points of view, some of them

poorly represented in the medical literature.

The project has been structured in the following four chapters: (1) Molecular
identification and antifungal susceptibility testing (2) Genotypic characterization and
study of the clonal diversity of the main Candida species causing candidemia, (3) Study
of the biofilm formation of Candida spp. isolates causing fungemia and study of the
biofilms antifungal susceptibility, and (4) Study of the virulence of Candida spp. on a G.

mellonella model.

The precise study of the epidemiology of the species causing fungemia is
clinically relevant since it allows establishing empirical antifungal therapy as accurate
as possible when there is no identification at the species level yet, because of the well-

known species and antifungal susceptibility profile.

The first chapter concerns studies aiming to determine the distribution of
fungemia-causing species in patients admitted to Gregorio Marafion Hospital by means
of molecular identification, and the determination of the rate of resistance to azoles and
echinocandins, assessing also the percentage of strains showing fluconazole trailing

and echinocandins paradoxical effect.
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Although the number of episodes caused by cryptic species was low, molecular
identification was required to provide a correct understanding of the fungemia
epidemiology.

Resistance rates to echinocandins and fluconazole remained low during the
study period and there is not an increasing trend. On the other hand, a better
understanding of effects associated with the in vitro study of the antifungal
susceptibility were done together with a proposal of a practical and easy-to-perform
way to classify the strains according to the trailing and paradoxical effect.

The study of species-level identification and its antifungal susceptibility should
be performed on strains with clinical significance. However, this approach may be
insufficient to determine the origin of candidemia, the presence of hospital outbreaks of
Candida, or the potential association between some phenotypic characteristic and
specific genotypes.

The diagnosis of catheter-related candidemia generally requires the isolation of
the same species of Candida in both the catheter tip and the blood cultures, however,
in the absence of genotyping, this definition could be insufficient in those cases where
the genotypes of the strains of both samples are different.

The second chapter aimed to evaluate the clonality of the strains causing
candidemia, including catheter-related candidemia, produced by the main Candida
species and to study the genotypic diversity of the main Candida species causing

candidemia and the relation with nosocomial transmission.

A high correlation between species-level identification and the genotypic
definition of catheter-related candidemia was found, and only 5% of patients with
catheter-related candidemia had polyclonal infection exclusively caused by C.
parapsilosis. The proportion of clusters of C. albicans and C. parapsilosis differed
among hospitals, suggesting differences in the transmission of strains. Furthermore,
some genotypes can be found in patients admitted to different hospitals or even in

different countries.

An important feature of Candida spp. is the formation of biofilms what may
explain its potential to cause catheter-related candidemia. Previous studies have
shown that those patients infected with biofilm-forming strains have a poorer prognosis,
moreover those patients infected with species with biofilms with higher biomass (C.

tropicalis) or higher metabolic activity (C. glabrata) showed a worse outcome.
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Current guidelines for the management of candidemia recommend withdrawal
of the catheter in cases of catheter-related candidemia, as the prognosis of infection
improves once the source has been removed. The three echinocandins and liposomal
amphotericin B have shown high in vitro activity against biofilms and catheter removal
could be avoided in patients with candidemia treated with these drugs.

The third chapter aimed to know the ability of yeasts causing fungemia to form
biofilms and propose a classification based on their biomass and their metabolic
activity, we also aimed to study the antifungal susceptibility of the biofilms formed.

There was a species-specific pattern in biofilm production. Micafungin was the
most active echinocandin against C. albicans biofilms, and in contrast to that observed
for micafungin, the antifungal activity of caspofungin and anidulafungin was not
dependent on the metabolic activity or structure of the biofilm. Echinocandin resistant
strains formed biofilms according to their species pattern and C. tropicalis biofilms
showed marked resistance to liposomal amphotericin B.

Besides the biofilm formation and the study of antifungal susceptibility, there are
other aspects that also might influence the virulence of Candida spp. The study of the
lethality of a particular strain on an animal model allows knowing the virulence of the
strain and these results can be correlated with the clinical outcome of the patients. In
recent years, novel animal models have been used for the study of fungal infections

such as the invertebrate animal model of G. mellonella.

Chapter four aimed to determine the lethality caused by C. albicans strains
causing fungemia and propose a classification based on their virulence. The virulence
of C. guilliermondii and C. albicans were compared and their relation with the clinical

outcome of the patients was assessed.

C. albicans isolates causing fungemia showed different ability to kill G.
mellonella larvae, and variations in the survival rates of larvae infected with different
strains allowed establishing a classification based on the virulence and the ability to
invasive tissues or to escape to the larvae immune system. The correlation between
the favorable prognosis of the patients and the high survival of the larvae is
encouraging and suggests that this model could be used in the clinical microbiology

laboratory to detect the presence of highly virulent isolates.
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In summary, this thesis clarifies certain aspects lacking in the literature on the
epidemiology of candidemia, also gives relevance to the study of nosocomial
transmission and the presence of specific virulence factors such as biofilm production
and the study of the lethality of strains on a novel animal model.
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RESUMEN

La candidemia es una complicacién infecciosa que afecta fundamentalmente a pacientes ingresados en
unidades de cuidados intensivos asi como en otros servicios hospitalarios, y cuya mortalidad puede
alcanzar el 40%. La candidemia es una infeccién de adquisicion tipicamente hospitalaria, por lo que la
transmision horizontal de Candida spp. puede traducirse en la aparicién de brotes nosocomiales. La carac-
terizacién genotipica de los aislamientos de Candida causantes de candidemia puede ayudar a esclarecer
el origen de la infeccién, detectar los servicios hospitalarios con transmision activa y, consecuentemente,
mejorar su prevencién. Diversas técnicas de tipificacién molecular han sido empleadas para el estudio
genotipico de aislamientos de Candida. Las técnicas basadas en microsatélites son reproducibles y presen-
tan un alto poder de discriminacién, lo que las convierte en opciones atractivas para el estudio de brotes
de candidemia. La mayor parte de los brotes han sido descritos en pacientes ingresados en unidades de
cuidados intensivos, fundamentalmente en neonatos. La presente revision pretende discutir el papel de la
caracterizacion genotipica de aislamientos de Candida causantes de candidemia para el estudio de brotes
hospitalarios, asi como describir las poblaciones mas frecuentemente afectadas por las cepas epidémicas.
© 2013 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos
reservados.
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Use of molecular typing tools for the study of hospital outbreaks of candidemia

ABSTRACT

Candidemia is an infectious complication mainly affecting hospitalized patients, particularly those
admitted to intensive care units. Patient mortality can reach up to 40%. Candidemia is typically
nosocomially-acquired, and horizontal transmission of Candida spp. can lead to the presence of out-
breaks of candidemia. Genotyping of isolates of Candida causing candidemia can help us to understand
the source of the infection, detect the hospital wards with active Candida spp. transmission and, con-
sequently, improve the prevention of the infection. Several genotyping tools have been used for the
molecular characterization of Candida isolates involved in outbreaks of candidemia. Genotyping proce-
dures based on microsatellites are reproducible and show a high discriminatory power. Microsatellites
are recommended for the study of outbreaks of candidemia. In most hospital outbreaks of candidemia,
patients admitted to intensive care units are involved, mostly neonatal patients. The role of genotyping
Candida isolates causing candidemia for the study of nosocomial outbreaks of candidemia is reviewed,
as well as the patients more commonly affected by epidemic strains.

© 2013 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: jguineaortega@yahoo.es (J. Guinea).

Candida agrupa a varias especies de levaduras capaces de cau-
sar un amplio espectro de infecciones, entre las que destaca
la candidiasis invasiva que afecta a pacientes hospitalizados. La
candidemia es la forma de candidiasis invasiva mas comun. Can-
dida ocupa el cuarto lugar en la incidencia de infecciones del
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Accurate knowledge of fungemia epidemiology requires identification of strains to the molecular level. Various studies have
shown that the rate of resistance to fluconazole ranges from 2.5% to 9% in Candida spp. isolated from blood samples. However,
trends in antifungal resistance have received little attention and have been studied only using CLSI M27-A3 methodology. We
assessed the fungemia epidemiology in a large tertiary care institution in Madrid, Spain, by identifying isolates to the molecular
level and performing antifungal susceptibility testing according to the updated breakpoints of European Committee for Antimi-
crobial Susceptibility Testing (EUCAST) definitive document (EDef) 7.2. We studied 613 isolates causing 598 episodes of funge-
mia in 544 patients admitted to our hospital (January 2007 to December 2013). Strains were identified after amplification and
sequencing of the ITS1-5.8S-ITS2 region and further tested for in vitro susceptibility to amphotericin B, fluconazole, posacona-
zole, voriconazole, micafungin, and anidulafungin. Resistance was defined using EUCAST species-specific breakpoints, and epi-
demiological cutoff values (ECOFFs) were applied as tentative breakpoints. Most episodes were caused by Candida albicans
(46%), Candida parapsilosis (28.7%), Candida glabrata (9.8%), and Candida tropicalis (8%). Molecular identification enabled
us to better detect cryptic species of Candida guilliermondii and C. parapsilosis complexes and episodes of polyfungal fungemia.
The overall percentage of fluconazole-resistant isolates was 5%, although it was higher in C. glabrata (8.6%) and non-Candida
yeast isolates (47.4%). The rate of resistance to echinocandins was 4.4% and was mainly due to the presence of intrinsically resis-
tant non-Candida species. Resistance mainly affected non-Candida yeasts. The rate of resistance to fluconazole and echinocan-

dins did not change considerably during the study period.

F ungemia is a major cause of morbidity and mortality in both
critically ill and non-critically ill patients (1, 2). Although Can-
dida albicans is the main species causing fungemia, other nonal-
bicans Candida and non-Candida species showing diminished an-
tifungal susceptibility are emerging (2, 3). Knowledge of the
epidemiology of the species causing fungemia is clinically rele-
vant, particularly when starting empirical antifungal treatment,
since antifungal susceptibility patterns are species specific (4, 5).

The distribution of Candida spp. causing fungemia varies with
the geographic region studied (6-9). However, identification of
strains to the molecular level is necessary to obtain an accurate
picture of the species causing fungemia, because cryptic species in
Candida parapsilosis, Candida glabrata, and Candida guilliermon-
dii complexes often go undetected by conventional identification
procedures, such as the ID 32C system (10).

Previous reports have shown that the rate of resistance to flu-
conazole ranges from 2.5% to 9% in Candida spp. isolated from
blood samples (3, 11). Echinocandins are fast becoming first-line
antifungal agents for the treatment of fungemia (12, 13); however,
increasing use of these agents can promote the emergence of re-
sistance in Candida and non-Candida isolates (14). Reports on
trends in the rate of antifungal resistance in isolates causing fun-
gemia are scarce, and the few studies performed were based only
on the CLSI M27-A3 method (4, 5). In contrast, the European
Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
procedure has rarely been used to study trends in antifungal resis-
tance in single institutions over long periods.

The aim of the present study was to assess the epidemiology of
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fungemia in a large tertiary care institution located in Madrid,
Spain, over a 7-year period after identifying isolates to the molec-
ular level and performing antifungal susceptibility testing accord-
ing to the updated breakpoints of EUCAST definitive document
(EDef) 7.2 (15).

(This study was presented in part at the 22nd European Con-
gress on Clinical Microbiology and Infectious Diseases, London,
United Kingdom, 31 March to 3 April 2012 [abstr. P-834] [16]
and at the 24th European Congress on Clinical Microbiology and
Infectious Diseases, Barcelona, Spain, 10 to 13 March 2014 [abstr.
eP234] [17].)

MATERIALS AND METHODS

Hospital description, definition of fungemia episodes, and patients
studied. Hospital Gregorio Maranén serves a population of approxi-
mately 715,000 inhabitants in the city of Madrid, Spain, and cares for
patients at high risk of fungemia, such as those admitted to medical and
surgical intensive care units (ICUs), neonates, patients with hematologi-
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We compared the ability of the EUCAST EDef 7.2 and the Etest to detect the susceptibility to micafungin of 160 Candida and
non-Candida clinical isolates. Agreement was higher when Etest MICs were obtained after 24 h of incubation; essential agree-
ment was 90%, and categorical agreement was >90%. False susceptibility was seen only for Candida krusei (10%), and false re-
sistance was observed in 6% of the isolates, ranging from 2.6% (C. glabrata) to 13% (C. albicans).

he CLSI M27-A3 and EUCAST broth microdilution proce-

dures are the gold standard for antifungal susceptibility testing
and can detect micafungin-resistant isolates (1-6). These proce-
dures are comparable, and the results obtained correlated with
clinical outcome (7-9). However, they are time-consuming and
difficult to implement in clinical microbiology laboratories.

The Etest (bioMérieux) is a fast and cost-effective alternative,
and agreement with CLSI M27-A3 is high when testing the sus-
ceptibility of Candida spp. to micafungin (10-12). Agreement be-
tween the Etest and the EUCAST procedure is also high for caspo-
fungin (13, 14). We compared for the first time EUCAST and the
Etest for detection of susceptibility to micafungin in a collection of
Candida isolates.

Organisms and identification. We studied 160 yeast strains
obtained from patients with fungemia admitted to Gregorio
Marafién Hospital (2007 to 2013) (Table 1). The 17 control iso-
lates (5 strains with fks hot spot [HS] mutations and 12 intrinsi-
cally echinocandin-resistant non-Candida isolates) were included
in the analysis (Tables 1 and 2).

Antifungal susceptibility testing. The in vitro susceptibility
was obtained by means of the EUCAST and the Etest methods. For
EUCAST EDef7.2., the plates were incubated for 24 h at 35°C, and
MIC values were determined spectrophotometrically at 530 nm
(15, 16); aminimum threshold of optical density of =0.3 was used

for growth control wells to validate the reading of the plates. Non-
Candida isolates were incubated with shaking at 30°C. All MICs
could be obtained after 24 h of incubation. Candida krusei ATCC
6258 and C. parapsilosis ATCC 22019 were used as quality control
strains.

Etest strips containing micafungin at concentrations ranging
from 0.002 to 32 pg/ml were used. The plates were incubated at
35°C and read after 24 h and 48 h of incubation. The MIC value
was defined as the lowest concentration of micafungin at which
the zone of inhibition intersects the strip; microcolonies in the
inhibition zone were not taken into account.

Identification of fks mutations. HS1 and HS2 from the fks
genes of the 5 Candida control isolates were amplified as previ-
ously described (17-19) (Table 2). The presence of fks mutations
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TABLE 1 Activity of micafungin against the 160 isolates using the EUCAST EDef 7.2 procedure and the Etest read after 24 h and 48 h of incubation

MICy, pg/ml (range)

Species n EUCAST Etest, 24 h” Etest, 48 h

C. albicans 31 =0.015 (=0.015-1) 0.062 (=0.015-=16) 0.125 (=0.015-=16)
C. parapsilosis 27 2 (0.25-2) 1(=0.015-1) 2 (0.25-=16)

C. glabrata 40 =0.015 (=0.015-1) =0.015 (=0.015-0.25) 0.031 (=0.015-2)

C. tropicalis 28 0.25 (=0.015-2) 1 (=0.015-2) 4 (=0.015-=16)

C. krusei 10 1(=0.015-1) 0.25 (0.062-0.25) 0.25 (0.125-0.25)
Candida spp.” 12 1(=<0.015-1) 1(=0.015-1) =16 (<0.015-=16)
Other yeasts 12 8 (0.125-8) =16 (=16-=16) =16 (1-=16)
Overall® 160 2 (=0.015-8) 0.5 (=0.015-=16) 4 (=0.015-=16)

“ For Etest read at 24 h, 55.5% of C. parapsilosis isolates, 5% of C. glabrata isolates, 16.6% of other Candida isolates, and 66.6% of other yeasts did not grow and were excluded from

the analysis.

b Candida isolates belonging to species without proposed breakpoints or epidemiological cutoffs according to the EUCAST EDef 7.2 procedure.

¢ Strains were identified after amplification and sequencing of the ITS1-5.8S-ITS2 region (23); the distribution of isolates was as follows: C. albicans, n = 31; C. parapsilosis complex,
n = 27 (C. parapsilosis sensu stricto, n = 24; C. orthopsilosis, n = 3); C. glabrata, n = 40; C. krusei, n = 10; C. tropicalis, n = 28; Candida spp., n = 12 (C. dubliniensis, n = 5; C.
guilliermondii, n = 4; C. kefyr, n = 1; C. lusitaniae, n = 1; Pichia caribbica, n = 1); and other yeasts, n = 12 (Rhodotorula mucilaginosa, n = 7; Trichosporon spp., n = 5).
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Abstract

Trailing is a well-known phenomenon that is defined as reduced but persistent visi-
ble growth of Candida spp. at fluconazole concentrations above the MIC. Trailing is
commonly detected using the CLSI M27-A3 method, although little is known about its
frequency when investigated with EUCAST. We assessed the frequency and scope of
fluconazole trailing after using EUCAST EDef 7.2. against a large number of Candida spp.
isolates from patients with candidemia. We studied 639 fluconazole-susceptible non-
krusei Candida spp. isolates from 570 patients admitted to Gregorio Maranén Hospital.
Isolates were tested in vitro for fluconazole susceptibility according to the EUCAST EDef
7.2 procedure; trailing was defined as the presence of any residual growth in wells con-
taining fluconazole concentrations above the MIC. According to the mean percentage of
trailing observed, isolates were classified as residual trailers (0.1-5%), slight trailers (6%—
10%), moderate trailers (11%-15%), and heavy trailers (>15%). The relationship between
trailing and genotyping was assessed. The mean overall percentage of trailing was 6.8%,
with C. albicans and C. tropicalis showing the highest percentages (9.75% and 9.29%,
respectively; P < .001). C. albicans and C. tropicalis had the highest percentage of heavy
trailers (>15%). Trailing was not genotype-specific. Fluconazole trailing was observed
frequently when EUCAST was used for antifungal susceptibility testing, particularly in
isolates of C. albicans and C. tropicalis. The cut-off proposed enabled us to classify the
isolates according to the degree of trailing and can be used as the basis for future studies
to evaluate the clinical impact of this phenomenon.

© The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology.
All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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Frequency of the Paradoxical Effect
Measured Using the EUCAST Procedure
with Micafungin, Anidulafungin, and
Caspofungin against Candida Species
Isolates Causing Candidemia

Laura Judith Marcos-Zambrano,® Pilar Escribano,>P Carlos Sanchez-Carrillo,>-b-<
Emilio Bouza,2P-<9 (2 Jestis Guinea®b-<d

Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Hospital General Universitario Gregorio Maranén, Madrid, Spain?;
Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Maranén, Madrid, Spain®; CIBER Enfermedades Respiratorias-
CIBERES (CB06/06/0058), Madrid, Spain<; Medicine Department, School of Medicine, Universidad Complutense
de Madrid, Madrid, Spaind

ABSTRACT We report data on the frequency of the paradoxical effect of echinocan-
dins against Candida spp. (n = 602 incident isolates) using the EUCAST definitive
document EDef 7.2 procedure. The paradoxical effect for one or more echinocandins
was observed in 16% of the isolates. However, differences between species were
found, and the paradoxical effect was more common in Candida tropicalis (P <
0.001). Caspofungin was the drug in which the paradoxical effect was most com-
mon, followed by anidulafungin and micafungin (P < 0.001).

KEYWORDS paradoxical effect, echinocandins, Candida, EUCAST

reatment with echinocandins, i.e., caspofungin, micafungin, and anidulafungin, is

recommended as the primary therapy for patients with candidemia (1, 2). Rates of
resistance are low (3), but attenuation of activity at high concentrations, known as the
paradoxical or Eagle effect, has been reported (4-7). Isolates are characterized by
abnormal morphology when studied in the presence of high concentrations of echi-
nocandins (8-10). Although it has been reported for all three echinocandins, differences
in frequency by species have been pointed out, mostly by use of CLSI methodology (4,
11, 12). Antifungal lock therapy may prevent catheter removal in patients with candi-
demia. Since the procedure requires the catheter lumen to be filled with a solution
containing a high concentration of echinocandins (13), the paradoxical effect may have
a negative impact (14, 15).

(This study was presented in part at the 26th European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases [ECCMID], Amsterdam, Netherlands, 9 to 12 April
2016 [electronic poster EP0008].)

We studied the frequency of the paradoxical effect of echinocandins against 602
echinocandin-susceptible Candida species incident isolates from the blood cultures of
patients with candidemia who were admitted to Gregorio Marafidn Hospital from
January 2007 to March 2015. All the strains were molecularly identified (Table 1) (16),
and antifungal susceptibility to micafungin (Astellas Pharma, Inc., Tokyo, Japan), anidu-
lafungin (Pfizer Pharmaceutical Group, New York, NY), and caspofungin (Merck &Co.,
Inc., Rahway, New Jersey, NJ) was determined using the EUCAST definitive document
EDef 7.2 procedure (17). The candin concentrations tested ranged from 0.015 to 8
ng/ml. Candida krusei ATCC 6258 and Candida parapsilosis ATCC 22019 isolates were
used as quality control strains. The paradoxical effect was defined as an increase in
optical density of 0.02 compared with the growth control in wells containing a candin
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Does identification to species level provide sufficient
evidence to confirm catheter-related fungemia caused
by Candida albicans?

PILAR ESCRIBANO:+1, JESUS GUINEA#1+§#, LAURA MARCOS-ZAMBRANO?#*+, SANDRA RECIO#*1,

TERESA PELAEZ:t1§#, MARTA RODRIGUEZ-CREIXEMS:t1#, PATRICIA MUNOZ:11§# & EMILIO BOUZA*11§#
*Clinical Microbiology and Infectious Diseases, Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Madrid, TInstituto de
Investigacion Sanitaria Gregorio Marafién, Madrid, $CIBER Enfermedades Respiratorias-CIBERES (CD06/06/0058),

Palma de Mallorca, §Medicine Department, Faculty of Medicine, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Spain,

and #Red Espariola para la investigacién en Patologia Infecciosa (REIPI), RD06/0008/1025

We retrospectively studied 22 patients with catheter-related candidemia caused by
Candida albicans. Strains isolated simultaneously from blood and catheter tips were
genotyped using six microsatellite markers. Matches between genotypes of isolates
recovered from both sample sources were found in 20/22 (91%) patients. Consequently,
identification of the same species from both the catheter tip and blood could be used to
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confirm catheter-related candidemia.

Keywords C. albicans,

catheter-related candidemia, candidemia, genotyping,

short tandem repeats, microsatellites, blood culture, catheter tip culture

Introduction

Candida albicans fungemia is a major cause of morbidity
and mortality in hospitalized patients worldwide [1,2].
Catheters are commonly suspected of being the source of
these infections [3,4]. According to the recently updated
guidelines on the management of intravascular catheter-
related infections of the Infectious Diseases Society of
America (IDSA), the definitive diagnosis of catheter-
related candidemia (CRC) requires the isolation and iden-
tification of the same species from both the catheter tip
and blood [5]. However, such findings may be insufficient
in cases where isolates of different genotypes are recovered
from these two types of samples.

Several molecular methods have been developed to
genotype C. albicans isolates, including Southern blot

Received 5 September 2012; Received in final revised form 28 February
2013; Accepted 3 May 2013.
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Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID; Poster P-746),
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hybridization with discriminating probes [6], electropho-
retic karyotyping [7], restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) analysis [8], randomly amplified
polymorphism DNA (RAPD) analysis [7], multilocus
sequence typing (MLST) [8], and microsatellite (short tan-
dem repeats; STR) analysis [9-13]. Procedures based on
STRs are characterized by high discriminatory power,
codominance, and reproducibility.

We found only one study in which C. albicans strains
obtained from catheter tips and blood of patients with CRC
were analyzed to investigate the presence of clonally
related genotypes present in both samples [14]. While the
genotyping procedures employed were all based on elec-
trophoresis, we used STRs to study genotypes of C. albi-
cans isolates recovered from blood and catheter tips of
CRC patients to determine whether the genotypes found in
the blood samples were identical to those associated with
catheter tips.

Materials and methods
Blood and catheter culture procedures and definition of CRC

We retrospectively studied 22 patients admitted to our hos-
pital, Hospital General Universitario Gregorio Marafién,
Madrid, from January 2008 to December 2010 from whom

DOI: 10.3109/13693786.2013.803165
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Is catheter-related candidemia a polyclonal
infection?
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Abstract

Diagnosis of catheter-related candidemia (CRC) requires the simultaneous isolation of
Candida spp. from both blood and catheter samples. We previously observed that in most
CRC cases, the genotype of the yeast found in catheter samples is also recovered from
blood. However, it is not clear whether CRC is a polyclonal infection. We prospectively
studied 20 patients with CRC caused by Candida albicans, C. parapsilosis, or C. glabrata
to analyze whether their infections were polyclonal. As many as 10 colonies per sample
(n = 475) isolated from blood (n = 220) and catheter (n = 255) specimens were studied
using species-specific microsatellite markers. Genotyping always revealed matches be-
tween the Candida spp. from blood and catheter samples. However, 15% of patients had
a polyclonal pattern of infection or catheter colonization that was species specific. An
additional genotype was found exclusively in the catheters of two patients infected with
C. albicans, whereas an additional genotype was noted in the blood culture of a patient
infected with C. parapsilosis. Considering only the presence of different genotypes in
blood samples, 5% of patients had polyclonal infections. We conclude that most cases
of CRC are caused by a single genotype.

Keywords: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, catheter-related candidemia, candidemia, genotyping, microsatel-
lites, polyclonal, blood culture, catheter culture.

This study was presented in part at the 23rd European Introduction
Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(ECCMID; Poster P-1077), 27 April-30 April 2013, Berlin,
Germany.
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i i

i)

Candida species cause approximately 8% of catheter-
related bloodstream infections [1-2]. C. albicans and
C. parapsilosis are the two species most frequently in-
volved in catheter-related candidemia (CRC), although
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Clusters of patients with candidaemia due to genotypes of Candida albicans
and Candida parapsilosis: differences in frequency between hospitals
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Maraiién, 3) CIBER Enfermedades Respiratorias-CIBERES (CB06/06/0058), Madrid, Spain, 4) Institute of Microbiology, Universita Cattolica del Sacro Cuore,
Rome, Italy, 5) Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario Ramén y Cajal and Instituto Ramén y Cajal de Investigacion Biomédica, Madrid, 6) Red Espariola

de Investigacién en Patologia Infecciosa, Seville and 7) Medicine Department, School of Medicine, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Spain

Abstract

The presence of clusters (identical genotypes infecting different patients) suggests patient-to-patient transmission or a common source for
strains. We report the results of a genotyping study based on microsatellite markers of Candida albicans (n = 179) and Candida parapsilosis
(n = 76) causing candidaemia, to assess and compare the percentage of patients grouped in clusters during the study period (January 2010 to
December 2012). The study was performed in two large tertiary hospitals in Madrid, Spain. We detected 145 C. albicans genotypes (21 in
clusters) and 63 C. parapsilosis genotypes (seven in clusters). Clusters involved two to seven patients each. Most of the clusters in the
two centres involved two patients for both species, but the number of patients included in each cluster differed between hospitals.
Considering both species, the percentage of patients per cluster ranged from 19% to 38% (p < 0.05) in Hospital A and B respectively. Up
to 2.9% of genotypes were present in both hospitals. Clusters of C. albicans and C. parapsilosis genotypes causing candidaemia differed
between hospitals, suggesting differences in strain transmission. Occasionally, the same genotypes were found in patients admitted to
different hospitals located in the same city.

Clinical Microbiology and Infection © 2015 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All

rights reserved.
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. . Introduction
This study was presented in part at the 24th European Congress on
Clinical Microbiology and Infectious Diseases in Barcelona (Poster
eP-378).
Corresponding author: . Guinea, Servicio de Microbiologia Clinica Candida spp. are the main cause of invasive fungal infections,
y Enfermedades Infecciosas, Hospital General Universitario Gregorio with Candida albicans and Candida parapsilosis being the most

Maraiién, C/Dr. Esquerdo 46, 28007 Madrid, Spain

common entities in most geographical areas [I]. Exogenous
Corresponding author: P. Escribano, Servicio de Microbiologia

Clinica y Enfermedades Infecciosas, Hospital General Universitario strains of C. albicans and C. parapsilosis can infect patients
Gregorio Marafién, C/Dr. Esquerdo 46, 28007 Madrid, Spain admitted to hospital and cause outbreaks of candidaemia [2].
E-mails: pilar.escribano.martos@gmail.com (P. Escribano), Highly discriminatory genotyping procedures are useful when
iguineacrtega@yahoo.es (). Guinea) investigating the genetic relationships between isolates [2]. The
presence of clusters (identical genotypes infecting different
patients) suggests patient-to-patient transmission or a common
source for strains. We previously observed that up to | 1% of

C. albicans genotypes and 18% of C. parapsilosis genotypes

Clin Microbiol Infect 2015; 21: 677—-683
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Production of biofilm by Candida and non-Candida spp. isolates
causing fungemia: Comparison of biomass production and metabolic
activity and development of cut-off points
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Biofilm production in Candida spp. can be studied by measuring the biomass produced after application
of crystal violet stain or by measuring metabolic activity with XTT. Our study is the first in which crystal
violet and XTT are compared to analyze the ability of clinically relevant Candida and non-Candida species

Accepted 24 August 2014 to produce biofilm. We studied 577 isolates causing fungemia in 512 patients admitted from January
2007 to July 2013. Based on the biomass production measured by crystal violet and the metabolic activity

Keywprds. measured by XTT, strains were divided into terciles to establish tentative cut-offs to classify isolates as

Candida . . . . . . . ..

. being low, moderate, or high biofilm-forming and as having low, moderate, or high metabolic activity.
Non-candida ; Cpre .o . - . .
Candidemia Considerable variability in biofilm production and metabolic activity was found both between species
Biofilm and within species. C. tropicalis showed the highest biomass production, whereas C. glabrata showed
Crystal violet the highest metabolic activity, and non-Candida species isolates showed the lowest metabolic activity

XTT (P<0.0023). The isolates were classified as low metabolic activity, moderate metabolic activity, and high
Cut-off metabolic activity according to their cut-offs by XTT (<0.097, 0.097-0.2, and >0.2) and as low biofilm-
Biofilm-forming forming, moderate biofilm-forming, and high biofilm-forming according to their cut-offs by crystal violet
(<0.44, 0.44-1.17, and >1.17). The overall categorical agreement between the procedures was 43.7%,
which increased to >50% for C. albicans and C. parapsilosis. XTT and crystal violet are complementary

procedures for the study of biofilm production.
© 2014 Elsevier GmbH. All rights reserved.

evade the immune response (Mathe and Van Dijck, 2013; Ramage
et al., 2006, 2005). Furthermore, patients with candidemia caused
by biofilm-forming strains have a worse outcome than those
infected by non-biofilm-forming strains (Tumbarello et al., 2012).

Introduction

Candida spp. is the main causal agent of invasive fungal infec-
tions in hospitalized patients. The ability to form biofilm enables

Candida spp. to cause catheter-related candidemia (Ferreira et al.,
2013; Hasan et al., 2009; Ramage et al.,, 2006), a disease that
requires the catheter to be removed (Mermel et al., 2009). Biofilm-
attached cells are less susceptible to antifungal agents and can

Abbreviations: CV, crystal violet stain; LMA, low metabolic activity; MMA, mod-
erate metabolic activity; HMA, high metabolic activity; LBF, low biofilm-forming;
MBF, moderate biofilm-forming; HBF, high biofilm-forming.

* Corresponding author at: Servicio de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas, Hospital General Universitario Gregorio Maraiién C/Dr. Esquerdo, 46
28007 Madrid, Spain. Tel.: +34 914265104; fax: +34 915044906.

E-mail address: jguineaortega@yahoo.es (J. Guinea).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijmm.2014.08.012
1438-4221/© 2014 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Several Candida species are able to form biofilm, although
extracellular matrix structure and composition of the biofilm vary
markedly between species (Costa et al., 2013; Ferreira et al., 2013;
Kuhn et al., 2002; Pannanusorn et al., 2012; Parahitiyawa et al.,
2006; Seneviratne et al., 2009; Silva et al., 2009). Furthermore,
strain-to-strain variability can be observed within isolates from the
same species (Hasan et al., 2009; Li et al., 2003). Data on biofilm
production in a large number of invasive Candida isolates obtained
from blood cultures are lacking.

Candida biofilm production can be quantified using various
methods. Procedures carried out in 96-well polystyrene plates are
fast and reliable and make it possible to test multiple isolates
(Peeters et al., 2008; Pierce et al., 2010). The most widely used
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with high metabolic activity
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Background: The ability to form biofilm enables Candida spp. to cause catheter-related candidaemia. The use of
agents with in vitro activity against Candida albicans biofilms, such as micafungin, could obviate catheter
removal. The metabolic activity of C. albicans biofilms is strain-dependent, and cell wall formation is thought
to be more prominent in biofilms showing high metabolic activity.

Methods: We studied the antifungal activity of micafungin against 265 C. albicans isolates with different degrees
of metabolic activity causing fungaemia in 246 patients admitted to Gregorio Marafon Hospital (January 2007 to
June 2013). All strains were classified according to the metabolic activity of their biofilm, which was classified as
low, moderate and high using XTT. Micafungin MICs for planktonic and sessile cells were assessed using the
EUCAST E.Def 7.2 procedure and XTT reduction assay, respectively. The MIC was defined as a 50% and 80% reduc-
tion in metabolic activity compared with the control well.

Results: Micafungin was uniformly more active against planktonic cells than against sessile cells (MICs0<0.015
versus 8 mg/L), although it was not consistently active against all C. albicans biofilms. Isolates with low metabolic
activity biofilms showed the lowest susceptibility to micafungin, followed by moderate and high metabolic activ-
ity biofilms (P<0.001).

Conclusions: Our study suggests that the metabolic activity of biofilm may have a role in future evaluations of

micafungin for the eradication of C. albicans biofilms (e.g. the lock therapy approach).

Keywords: C. albicans, candidaemia, fungaemia, XTT, antifungal activity

Introduction

The ability of C. albicans to form biofilm in catheters and other
bioprosthetic devices facilitates the development of catheter-
related candidaemia.’ Management of catheter-related candi-
daemia often requires catheter removal, although this is not
always possible.?

Amphotericin B liposomal formulation and the echinocandins
have in vitro antifungal activity against preformed Candida spp.
biofilms.>* The clinical impact of antibiofilm activity is demon-
strated by the fact that patients with fungaemia receiving ampho-
tericin B or echinocandins did not benefit from early catheter
removal.” Removal of catheters colonized by Candida biofilms
can be avoided by using antifungal lock therapy.® Tests to eluci-
date whether C. albicans catheter biofilms can be eradicated by
lock therapy are necessary.

Micafungin is an echinocandin that inhibits fungal cell wall bio-
synthesis by blocking 1,3-B-p-glucan synthetase. The metabolic
activity of biofilm is proportional to the number of Candida cells pre-
sent;’ therefore, we hypothesize that metabolic activity could be a
surrogate marker of cell division and fungal wall biosynthesis.

We previously showed considerable variability in terms of
metabolic activity in preformed C. albicans biofilms, with up to
30% of isolates exhibiting high metabolic activity (HMA).®
Theoretically, the most pronounced antifungal effect of micafun-
gin would be observed against C. albicans biofilms with HMA and
high fungal wall formation, although to our knowledge this has
not been studied. We proved that optimal antifungal activity of
micafungin is observed against preformed C. albicans biofilms
with HMA, thus suggesting that the metabolic activity of biofilms
should be taken into account when evaluating the role of anti-
fungal lock therapy.
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Abstract

Micafungin is more active against biofilms with high metabolic activity; however, it
is unknown whether this observation applies to caspofungin and anidulafungin and
whether it is also dependent on the biomass production. We compare the antifungal
activity of anidulafungin, caspofungin, and micafungin against preformed Candida al-
bicans biofilms with different degrees of metabolic activity and biomass production
from 301 isolates causing fungemia in patients admitted to Gregorio Maranon Hospital
(January 2007 to September 2014). Biofilms were classified as having low, moderate, or
high metabolic activity according XTT reduction assay or having low, moderate, or high
biomass according to crystal violet assay. Echinocandin MICs for planktonic and sessile
cells were measured using the EUCAST E.Def 7.2 procedure and XTT reduction assay, re-
spectively. Micafungin showed the highest activity against biofilms classified according
to the metabolic activity and biomass production (P < .001). The activity of caspofun-
gin and anidulafungin was not dependent on the metabolic activity of the biofilm or
the biomass production. These observations were confirmed by scanning electron mi-
croscopy. None of the echinocandins produced major changes in the structure of biofilms
with low metabolic activity and biomass production when compared with the untreated
biofilms. However, biofilm with high metabolic activity or high biomass production was
considerably more susceptible to micafungin; this effect was not shown by caspofungin
or anidulafungin.

Key words: Echinocandins, micafungin, EUCAST, biofilm.
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Biofilm Production and Antibiofilm Activity of Echinocandins
and Liposomal Amphotericin B in Echinocandin-Resistant Yeast
Species
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The echinocandins and liposomal amphotericin B are active against biofilm produced by echinocandin-susceptible Candida
strains. However, few data have been reported on the production of biofilm by echinocandin-resistant isolates and their antifun-
gal susceptibility. We studied the production of biofilm by fks mutant Candida strains and intrinsically echinocandin-resistant
non-Candida isolates and the susceptibility of both entities to liposomal amphotericin B and echinocandins. We analyzed the
production of biofilm by isolates from patients with fungemia (fks mutant Candida, n = 5; intrinsically echinocandin-resistant
non-Candida, n = 12; and Candida wild type, n = 10). Biofilm formation was measured to classify strains according to biomass
(crystal violet assay) and metabolic activity (XTT reduction assay). Preformed biofilms were tested against liposomal amphoteri-
cin B, caspofungin, micafungin, and anidulafungin. The sessile MIC was defined as the antifungal concentration yielding a 50%
or 80% reduction in the metabolic activity of the biofilm compared to that of the growth control (SMIC;, and SMICg, respec-
tively). fks mutant Candida isolates formed biofilms in a fashion similar to that of Candida wild-type strains. The echinocandins
had the highest activity against biofilms formed by wild-type Candida isolates, followed by fks mutant Candida isolates and non-
Candida isolates. Liposomal amphotericin B had the highest activity against fks mutant Candida biofilms. The formation of bio-

film by echinocandin-resistant strains was similar to that of wild-type strains, although resistance to echinocandins remained

high.

Bioﬁlm production allows Candida spp. to attach to catheters
and other bioprosthetic devices, leading to catheter-related
candidemia and complicating the management of patients with
invasive candidiasis (1). Candida biofilms are difficult to eradicate
because they are resistant to many antifungal agents and host im-
mune mechanisms. In addition, associated infections increase
morbidity and mortality rates (1-4). Echinocandins and lipo-
somal amphotericin B are active against biofilm (5, 6), and pa-
tients with fungemia receiving these antifungal agents may not
need early catheter removal (7).

Echinocandin resistance is increasingly frequent and compli-
cates the management of patients with candidemia caused by C.
glabrata (8). Resistance to echinocandins in Candida spp. is a con-
sequence of mutations in the fks gene family (9-11). Other non-
Candida species, such as Trichosporon, Rhodotorula, and Saccha-
romyces, rarely cause fungemia, although they are intrinsically
resistant to echinocandins. Compared with wild-type Candida
isolates, fks mutant Candida isolates and intrinsically echinocan-
din-resistant non-Candida isolates are thought to form biofilms
that are highly resistant to echinocandins. In contrast, biofilms may
be susceptible to liposomal amphotericin B regardless of their suscep-
tibility to echinocandins. Only two studies have proved that fks mu-
tant Candida isolates are able to form biofilms; however, very few
isolates were tested (12) or only fks mutant C. albicans isolates were
characterized (13). Little is known about the antifungal susceptibility
of the biofilms formed by isolates belonging to non-albicans Candida
species or intrinsically echinocandin-resistant non-Candida spe-
cies to echinocandins or liposomal amphotericin B.
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We characterized biofilm production, measured in terms of
biomass production and metabolic activity, in clinical wild-type
Candida, fks mutant Candida, and intrinsically echinocandin-re-
sistant non-Candida strains. We also studied the antifungal sus-
ceptibility of these strains to echinocandins and liposomal am-
photericin B.

(Results from this study were presented at the 7th Congress on
Trends in Medical Mycology in Lisbon, Portugal, 2015 [14].)

MATERIALS AND METHODS

Organisms and identification. We studied 5 previously reported fks mu-
tant Candida isolates (Candida albicans, n = 1; Candida glabrata, n = 1;
Candida tropicalis, n = 3) (15, 16) (Table 1) and 10 wild-type Candida
species isolates, 2 for each fks mutant isolate, matching the biofilm profile
and species of the mutant isolates (C. albicans, n = 2; C. glabrata, n = 2; C.
tropicalis, n = 6). In addition, we analyzed 12 intrinsically echinocandin-
resistant non-Candida species (Rhodotorula mucilaginosa, n = 7; Tricho-
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Objectives: Candida tropicalis is the fourth most common cause of candidaemia in hospitalized patients
and associated mortality is high. C. tropicalis frequently causes biofilm-related infections. Echinocandins and
amphotericin B show potent in vitro activity against C. albicans biofilms, but their activity against C. tropicalis
biofilms has received little attention.

Methods: We studied production of biofilm by 54 C. tropicalis isolates from blood and the antifungal susceptibility
of these isolates to micafungin, amphotericin B and liposomal amphotericin B. Biofilm production was measured
using the crystal violet assay to determine biomass and the XTT reduction assay to determine metabolic activity.
The antifungal susceptibility of planktonic and sessile cells was measured using the EUCAST EDef 7.2 procedure
and XTT reduction assay, respectively. The sessile MIC endpoint of SMICgo was defined as an 80% reduction in the
metabolic activity of the biofilm treated with the antifungal compared with the control well.

Results: The three drugs were very active against the isolates in planktonic form, with micafungin showing the
highest activity (P<0.001). Micafungin was the most active agent against C. tropicalis biofilms (P<0.001). In
contrast, liposomal amphotericin B showed poor antifungal activity.

Conclusions: Micafungin was the most active drug against C. tropicalis biofilm. Although the echinocandins and
liposomal amphotericin B are considered very active against Candida spp. biofilms, this is not true for C. tropicalis,

as liposomal amphotericin B showed poor antifungal activity against biofilms.

Introduction

Candida tropicalis is commonly responsible for candidaemia in
patients with various types of malignancies. Infection is characterized
by high mortality.>* Candida spp. attaches to plastic surfaces such as
catheters to cause catheter-related candidaemia.? Biofilm-related
infections are difficult to eradicate, since colonized devices are a self-
perpetuating source of infection and enhance antifungal resistance.”
C. tropicalis is no exception and up to 80% of isolates are highly
biofilm-forming.

Catheter removal is recommended in cases of proven or sus-
pected catheter-related candidaemia.®® If removal is not feasible,
an alternative approach could comprise systemic agents that are
active against biofilm with(out) catheter lock therapy.” Previous
studies showed the potent in vitro antifungal activity of the
three echinocandins—particularly micafungin—and amphoteri-
cin B against preformed Candida spp. biofilms.®° However, the
activity of liposomal amphotericin B against C. tropicalis biofilms
has received little attention.

Data on the antifungal susceptibility of planktonic cells of
C. tropicalis have been reported,’? as have data on the antifungal
susceptibility of the biofilms formed by this species.®° However,
the number of C. tropicalis isolates tested in the form of biofilm is
very limited. We report our findings on biofilm formation and the
antifungal activity of micafungin, liposomal amphotericin B
(AmBisome®) and amphotericin B against C. tropicalis biofilms
preformed by isolates from blood. To our knowledge, this is the
first report on a large collection of invasive C. tropicalis isolates
and their antifungal susceptibility to micafungin and both forms
of amphotericin B.

Materials and methods

Organisms

We studied 54 C. tropicalis isolates from blood cultures of 51 patients with
candidaemia admitted to Gregorio Marafén Hospital, Madrid, Spain, from
January 2007 to December 2015. Strains were identified using the ID 32C
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