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Vigilancia de la resistencia de levaduras a antifungicos

VICTOR SILVA V.1, M CRISTINA DIAZ J1, NALDY FEBRE2y
RED DE DIAGNOSTICO EN MICOLOGIA MEDICA¥

SURVEILLANCE OF ANTIFUNGAL DRUGS RESSTANCE IN YEASTS

Invasive fungal infections have significantly increased over the last 20
years and, despite Candida albicans continues to be the main candida
species, other species are emerging. Resistance to antifungal drugs is also
emerging. We studied the resistance pattern to Amphotericin B and azole
agents in 110 blood or other normally sterile sites yeasts clinical isolates.
Overall, 5% resistance to azoles was detected and 100% were sensitive to
Amphotericin B. The aim of this work is to review the trends in yeasts
resistance from Chile and other countries, and to warrant the maintenance of
a resistance fungal surveillance program.
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INTRODUCCION

L asinfeccionesfungicasinvasorashan expe-
rimentado un aumento considerable en las Ulti-
mas dos décadas, sobresaliendo lasinfecciones
del torrente sanguineo por especies del género
Candida.*? La poblacién susceptible consiste
mayoritariamente en pacientes neutropénicos,
prematuroseinternadosen UCI. Estasinfeccio-
nes oportunistas son principalmente de origen
nosocomial y la fuente es fundamentalmente
enddgena.®* El género Candida esta formado
por 163 especies, delascual esaproximadamen-
te 10 son lasresponsables de lasinfeccionesen
el hombre, describiéndose a C. albicans como
la especie mas importante.®> Estos agentes son

cosmopolitasy forman partedelamicrobiotadel
hombre y animales, colonizando mucosas del
tracto intestinal (50 a 70%), boca (30 a 50%),
vagina (5a30%) y piel (4a7%). Sinembargo,
su presencia en manos del personal de salud es
muy superior, con frecuencia de 20% en €
personal médico y hasta80% en el de enferme-
ria%’” Recientemente, nuestro grupo demostro
guelacolonizacién de manos en estudiantes de
medicina, aumentasignificativamente segln el
periodo de estudio, siendo de 7% en el grupo
basico, 19%enel preclinicoy 30%enel clinico.
Por otro lado, los alumnos de carreras distintas
al area de la salud, presentaron 7 a 10% de
colonizacion entre los distintos afios de carre-
ra @
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Evolucién delacandidiasisinvasora

A inicios de los afos 60, en E.U.A. sdlo se
reportaban 48 casos de candidiasis invasora,
siendo C. albicans la principal especie.® Du-
ranteladécadadelos‘ 80 sedescribieron 25.000
infecciones nosocomiales del torrente sangui-
neo en 124 hospitales americanos, relatdndose
aumento de candidemias de hasta 487% en
hospitales universitarios de gran tamafio, con
mortalidad atribuible de 29%, siendo
significativamente superior al 17% causado por
patégenos bacterianos.’® Actualmente, en
E.U.A. se considera a Candida spp como €
primer y tercer agente de ITU y sepsis
nosocomial, respectivamente.2 En nuestro pais,
a través del informe de infecciones
intrahospitalariasdel Ministerio de Salud (1999),
se puede extraer que Candida spp es € tercer
agente de ITU en UCI (13,5%) y e cuarto
agente de sepsis en pediatria (7,5%), siendo €l
principal agente de sepsis asociada a nutricion
parenteral en nifios (30%) y € cuarto en adul-
tos con 10% de | os total es estudiados.™*

Ademés del aumento, se hadescrito un cam-
bio en € patron etioldgico de estos cuadros
(Tabla 1).12%2 A pesar de continuar C. albicans
presentandose como la especie mas frecuente
entodoslostiposdecandidiasis, su prevalencia
ha disminuido drésticamente como agente de
infeccionesinvasoras, dando lugar aun aumen-
to considerable de otras especies del género.
En los recientes informes se reporta una fre-
cuencia estable de C. albicans, un aumento
significativo de C. glabrata en diversas regio-

Tabla 1. Distribucion de especies de Candida
aisladas de sangre, seglin porcentaje de
frecuenciay periodo detiempo en E.U.A.

Especie de Candida 1984 1990 1997
(%) (%) (%)
C. albicans 80 58 56
C.tropicalis 10 15 7
C. parapsilosis 6 12 9
C. glabrata 9 19
C. krusai <9 25
C. guilliermondii <6 0,5
Otras especies 6
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nes del globo, un aumento de C. parapsilosis,
principal mente en poblacion neutropénicay una
disminucién de C. tropicalis. 1415

Susceptibilidad in vitro - método
dereferencia

Debido alosinnumerabl es problemas de con-
cordancia en susceptibilidad antifngica para
levaduras, detectados en estudi os multicéntricos,
el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) publicé en 1997 € docu-
mento M27-A, que describe el método esténdar
de macro y microdilucion, aprobados para de-
terminar cuantitativamentelasusceptibilidad in
vitro para levaduras. El medio de cultivo es
caldo RPMI 1640, tamponado a pH 7,0 con
MOPS; € in6culo es determinado mediante
espectrofotometria a 540 nm para obtener una
concentracion final de 1.000 UFC/m, incuban-
dose a 37°C durante 48 y 72 horas, para
Candida spp y Cryptococcus neoformans,
respectivamente. La determinacién de la CIM
en la macrodilucion para anfotericina B sein-
terpreta como la menor concentracion del far-
maco capaz de inhibir visualmente e creci-
miento de la levadura, para los azoles 'y 5
fluocitocina (5-FC), € punto de corte es con
inhibicion del 80% del crecimiento. En la
microdilucién, la CIM para anfotericina B es
determinada con lainhibicion > 90% de creci-
miento y en los azoles y 5-FC, con el 50% de
inhibicidn.t®

Los métodos de macro y microdilucién son
igualesen principio; sin embargo, lamicrodilu-
cién presenta una serie de ventajas comparati-
vas a requerir menor cantidad de materialesy
medio, mayor facilidad y aplicabilidad con eco-
nomia de espacio y menor costo.l” El gran
impacto de la estandarizacion del método de
susceptibilidad in vitro para levaduras fue au-
mentar |aconcordanciaentrelaboratorios, ade-
més de universalizar |a técnica de referencia.
Rex et al presentaron en 1997 los criterios de
susceptibilidad, resistenciay susceptibilidad do-
sis dependiente (SDD) de las levaduras frente
alos antifingicos, permitiendo detectar resis-
tencia in vitro y ayudar a determinar falla
clinica (Tabla 2).2® Sin embargo, la estanda
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rizacion del método presentalimitacionesconla
correlacion clinica

Resistencia antifungicaen levaduras

En los Ultimos afos, se aisla cada vez con
mayor frecuencia, cepas de levaduras con sus-
ceptibilidad disminuida o resistentes a los
antifungicos.’® La resistencia a antifungicos
puede ser clinica o in vitro, siendo la primera,
consecuencia fundamental del bajo nivel del
farmaco en el tejido y/o sangre, debido a una
interaccion entre f&rmacos o0 a severo grado
de inmunodepresion del paciente. La resisten-
ciain vitro puede ser primaria, donde la leva-
duraesnaturalmenteresistente, siendo el mejor
gjemplo la resistencia intrinseca que presenta
C. krusei frente a fluconazol. También puede
ser secundaria, donde cepas susceptibles se
transforman en organismos resistentes debido
al contacto previo con € antimicético. Este
ultimo tipo deresistencia, inusual en el pasado,
es hoy el mésfrecuentey se observa principal-
mente en cepas de C. glabrata. El consenso
es que laresistencia antifingica depende de la
interaccion entre el hospedero, el farmaco y €l
hongo; sin embargo, los factores del paciente
son con frecuencia los més relevantes para
definir resistencia. !’

Con la introduccion del fluconazol las
candidemias por C. albicans y C. tropicalis
disminuyeron. Sin embargo, |as causadas por
C. krusel y principalmente por C. glabrata
experimentaron un aumento significativo. La
mayoriade losrelatos de resistenciaen levadu-
ras se refieren a fluconazol, en cepas aisladas

de pacientes con SIDA.? A partir de 1.579
cepas aidadas de candidemias entre 1992 y
1998 en E.U.A., se verifico que la resistencia
en C. albicans fluctuaba entre 0 y 33% con
una media de 1,4%, siendo estos valores infe-
riores a los observados en cepas de C. no-
albicans, cuyos rangos de resistencia fueron
de 1,6 a 5,7% con una media de 3,3%.%* La
primera cepa de Candida resistente a
fluconazol aislada en paciente no infectado por
VIH, presentd co-resistenciaa otros azolicos.?2
Este fendmeno se ha detectado principal mente
en C. krusei y C. glabrata.

Recientemente, la red canadiense publicd
susdatosdevigilanciaentre 1996 y 1998, perio-
do en el cual aislaron 442 cepas de Candida de
infeccionesinvasoras a partir de 51 hospitales.
El 10% de los pacientes presentd tratamiento
previo con azdlicos y la frecuencia de C. no-
albicans fue significativamente superior. Del
total de cepas, detectaron 3% de resistencia a
anfotericina B, siendo estas cepas de C. no-
albicans. Paraitraconazol y fluconazol |os por-
centajes de resistencia variaron ampliamente
seglin la especie, sobresaliendo C. glabrata
con 13 y 9% de resistencia frente a cada
antifungico respectivamente. C. krusei mostro
7'y 13% de resistencia a estos farmacos,, res-
pectivamente.®

Los mecanismos de resistencia propuestos
son: disminucion delapermeabilidad delamem-
branacitoplasmética, sobreexpresion deenzimas
y mutaciones de compensacion. Sin embargo,
|os mecani smos demostrados son cambiosen la
o lanosterol demetilasa, cambios en la D5-6
esterol desaturasay bomba de eflujo.122

Tabla 2. Criterios de susceptibilidad de las levaduras frente a antifiingicos de
administracion sistémica

Criterios Anfotericina B K etoconazol I traconazol Fluconazol
(Hg/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml)
Susceptible <1 < 0,125 < 0,125 < 8
SDD* 0,25a0,5 0,25-0,5 16a32
Resistente >2 >1 >1 > 64

* Susceptibilidad dosis dependiente
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Vigilanciaderesistenciaen Chile

Nuestro grupo concreté en marzo del 2000
una Red de Diagnéstico en Micologia Médica
cuya primera actividad fue establecer un pro-
gramadevigilanciadelasinfeccionesfungicas
invasoras en Chile, con la participacién de 13
centros asistenciaes; 9 delaRegion Metropoli-
tana (Santiago) y 4 de otras regiones. Los
objetivos establecidosfueron:

o identificar las especies de hongos aislados
demicosisinvasoras, y

o determinar la susceptibilidad in vitro de las
levaduras.

El aislamiento de cada cepafuerealizado en
los laboratorios integrantes de la red, siendo
derivadajunto alafichaepidemiol 6gicaanues-
tro centro. La identificacion de especie fue
realizada utilizando €l procedimiento estandar,
que incluye estudio fisiolégico, bioquimico y
micromorfol 6gico.® Lasusceptibilidad antifun-
gica se determiné por el método esténdar de
microdilucién, con las modificaciones acepta-
das que incluyen incorporacion de glucosa a
2% al medio RPMI 1640y lalecturade CIM a
las 24 y 48 horas con apoyo espectof otométrico
a 540 nm, lo cual facilita la determinacién del

punto de corte y la interpretacion del examen.
Como control de calidad se usaron las cepas
ATCC control de C. krusei y C. parapsilosis,
gue presentan CIM conocidas para cada
antifungico y el control de crecimiento para
cada cepa, considerandose aceptable unaturbi-
dez de crecimiento con densidad éptica > a
350.1¢

RESULTADOS

Hasta marzo del 2001 se han incorporado
cepas provenientes de 131 pacientes con mico-
sis invasoras, de los cuales 121 (92,4%) pre-
sentaron infecciones por levadurasy 10 (7,6%)
por hongos filamentosos. C. albicans sin supe-
rar el 50% y C. parapsilosis, son las dos
especi es mas preval entes, tanto en sangre como
en el andlisisdel total delasmuestrasrecibidas.
La tercera especie méas frecuente en
candidemias fue C. tropicalis (14,3%). Al ob-
servar e total delevaduras aisladas, vemos que
C. tropicalis es tan frecuente como C.
neoformans (11,6 y 10,7%, respectivamente).
Caberesaltar labajafrecuenciade C. glabrata
(3,3%) y C. krusei (1,1%) en sangre y la
identificacion poco comin de Saccharomyces
cerevisiae y Trichosporum mucoides a partir
de hemocultivos (Tabla3).

Tabla 3. Distribucién de especies de levadura segiin nimero de cepasy sitio de
aidamiento, incorporadas a lared

Especie Sangre Otro sitio Total

n (%) n (%) n (%)
C. albicans 43 ( 47,3) 11( 36,7) 54 ( 44,6)
C. famata 6( 6,6) 0 6( 50
C. guilliermondii 0 1( 33 1( 0,8
C. glabrata 3( 33 2( 6,7 5( 43
C. kefyr 1( 11) 0 1( 08)
C. krusei 1( 11) 0 1( 08)
C.lusitaniae 0 2( 6,7 2( 147
C. parapsilosis 19( 20,9 2( 6,7 21( 17,4)
C.tropicalis 13( 14,3 1( 33) 14 ( 11,6)
C. neoformans 2( 22 11( 36,7) 13( 10,7)
S cerevisiae 2( 22 0 2( 47
T. mucoides 1( 11 0 1( 0,8
Total 91 (100,0) 30 (100 ) 121 (100 )
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Tabla 4. Principales especies de Candida aisladas de sangre, segln pais

Especie EUA. Canada Taiwan Argentina Brasil Chile
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
C. albicans 56 54 50 51 37 50
C. glabrata 19 15 14 2 4 4
C. krusei 3 3 3 3 0 1
C. parapsilosis 9 12 9 20 25 22
C.tropicalis 7 9 20 23 24 15
Otras especies 6 7 4 1 10 8

Al comparar nuestros datos de candidemias
con los de otros paises, observamos que C.
albicans es la especie mayormente prevalente,
con una frecuencia cercana a 50% (Tabla 4).
Sin embargo, |a segunda especie en frecuencia
variaconsiderablemente, siendo C. parapsilosis
en Chile, C. glabrataen E.U.A.%, C. tropicalis
en Taiwan®, C. glabratay C. parapsilosis en
Canadd®™, C. parapsilosis y C. tropicalis en
Argentina®® y Brasil.?®

Al determinar la susceptibilidad de las leva-
duras estudiadas en la red, verificamos que
todas fueron sensibles a anfotericina B con
CIM <1 pg/ml (Tablab). Frentealosazolicos,
Se obtuvo 5% de resistencia y sobre 80% de
susceptibilidad, siendo muy distintalasuscepti-
bilidad segin especie. C. albicans presento
100y 96% de susceptibilidad paraitraconazol y
fluconazol, respectivamente. Por otro lado, C.
glabrata mostré 60 y 40% de resistencia fren-
te alos mismos farmacos. Ademas, se detectd
resistencia a fluconazol en cepas de C.

tropicalis y C. parapsilosis. Es importante
resaltar que las CIM,  y CIM,, de C. glabrata
paraitraconazol correspondian avalores consi-
derados resistentes, al igual que la CIM para
fluconazol de C. glabrata y C. tropicalis (Ta
blas 6y 7). El fenébmeno de co-resistencia fue
determinado en unacepade C. glabrata, quien
mostré resistenciasimultaneafrente afluconazol
eitraconazol.

Cuéandodeterminar lasusceptibilidad
in vitro de levaduras

La identificacion precoz de la especie de
levadura aislada de la micosis invasora es de
gran utilidad parael médico clinico, apoyandolo
en la eleccion de la conducta terapéutica. Sin
embargo, segin algunos, hoy se hace necesario
implementar métodos para evaluar la suscepti-
bilidad antifingicaen larutinade los |aborato-
rios de microbiologia, debido principamente a

Tabla 5. Rango de CIM, CIM_, CIM_ y porcentaje de susceptibilidad de especies de levaduras frente
’ a anfotericina B

Especie N Rango CIM_, CIM,, Susceptibilidad
(Hg/ml) (ug/ml (ug/ml) (%)

C. albicans 52 0,013-1 0,06 1 100

C. famata 6 0,03 -0,13 0,03 0,13 100

C. glabrata 5 006 -1 0,06 1 100

C. parapsilosis 21 003 -1 0,13 1 100

C. tropicalis 12 003 -1 0,03 0,25 100

C. neoformans 10 0,13 -05 0,25 0,5 100

Total 110 003 -1 0,06 0,5 100
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Tabla 6. Rango de CIM, CIM_,CIM v porcentaje de susceptibilidad de especies de levaduras
frente a itraconazol

Especie n Rango CIM,, CIM_,  Susceptibilidad SDD* Resistencia
(ng/ml) (ng/ml)  (ug/ml) (%) (%) (%)

C. albicans 52 0,03- 0,06 0,03 0,06 100 0 0

C. famata 6 005-1 05 1 0 67 33

C. glabrata 5 0,03-16 1 16 20 20 60

C. parapsilosis 21  0,03- 0,25 0,03 0,13 95 5 0

C.tropicalis 12 0,03- 05 0,03 0,5 83 17 0

C. neoformans 10 0,03- 05 0,13 0,25 70 30 0

Total 110 0,03-16 0,03 05 83 12 5

* Susceptibilidad dosis dependiente.

Tabla 7. Rango de CIM, CIM_,CIM , y por centaje de susceptibilidad de especies de levaduras
frente a fluconazol

Especie n Rango CiIM,, CIM,,  Susceptibilidad SDD* Resistencia
(ug/ml) (ug/ml)  (ug/ml) %) %) %)

C. albicans 52 025- 16 0,25 2 96 4 0

C. famata 6 8 - 16 8 16 50 50 0

C. glabrata 5 05 -128 16 128 40 20 40

C. parapsilosis 21 025-128 1 4 95 0 5

C.tropicalis 12 025-128 05 64 83 0 17

C. neoformans 10 05 - 16 2 8 90 10 0

Total 110 0,25-128 0,5 16 88 7 5

* susceptibilidad dosis dependiente.

los antecedentes de resistenciay alaintroduc-
cién a arsena terapéutico de nuevos antifun-
gicos.

Existe consenso para determinar la suscepti-
bilidad in vitro en toda levadura aislada de:

o Candidiasis oro-faringea en paciente infec-
tado con VIH

« Micosisinvasora

o Vaginitisrecurrente

« Brotesnosocomiales

« Paciente bajo profilaxia antifungica, funda-
mental mente en neutropéni cos.

El método ideal paradeterminar la suscepti-
bilidad in vitro aiin no ha sido desarrollado, ya
que debe tener las siguientes caracteristicas:
ser reproducible, fécil, econdmico, rdpido, bue-
na correlacion clinica, definicion clara de los
puntos de cortesy que requiera pocos equipos.

S154

El método estédndar, debido adiversasdificulta-
des, no es aplicable en nuestra rutina
microbiol 6gica. Por tal motivo esrecomendable
que los laboratorios se apoyen en los métodos
comerciales disponibles en el mercado, previo
andlisis de sus ventgjas y de los estudios de
correlacion con el método de referencia. Los
métodos comerciales mas conocidos son E-
test[] (AB Biodisk-Suecia), Neosensitabl[] (Ros-
co-Dinamarca), Fungifastl] (Sanofi Pasteur-
Francia), ATB Fungusl] (BioM érieux-Francia),
Asty[] (Kyocuto Pharmaceutical |ndustries-Ja-
pon) y Sensitive Yeast One Panel] (Trek
Diagnostic System-E.U.A.).

En conclusion, podemos citar la existencia
cosmopolitaderesistenciaantifungicaen leva
duras. C. albicans y C. parapsilosis son las
dos principales especies de levaduras aisladas
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de micosis invasoras en Chile. En las cepas
analizadas, se detectd 100% de susceptibilidad
aanfotericinaB y 5% de resistencia, tanto para
itraconazol como fluconazol. C. glabrata esla
especi e preocupante en relacion a susceptibili-
dad antifngica, a pesar que existen algunas
cepas de C. tropicalisy C. parapsilosis resis-
tentes afluconazol. Fina mente, |os datos mos-
trados en esta publicacién nosratifican lanece-
sidad de mantener una vigilancia nacional que
nos permita monitorear la distribucion y sus-
ceptibilidad antifungicaentrelaslevadurasais-
ladas de infecciones invasoras a través de la
Red de Diagnéstico Micol 6gico; ello contribuira
al manejo deestasmicosisy aevaluar laevolu-
cidn de resistencia en nuestro medio.

RESUMEN

Las infecciones fungicas invasoras han au-

mentado en forma explosiva en los Ultimos 20
afios. Desde la década de los '90 se ha obser-
vado un cambio continuo en €l patrén etiol 6gico
de estas micosis, donde | as especies del género
Candida son los principales agentes. Ademés,
en los dltimos afos se evidencia cada vez con
mayor frecuencia, el aislamiento de levaduras
menos sensibles o resistentesalosantifungicos.
El objetivo delapresente publicacion esrevisar
los antecedentes de resistencia en levaduras,
tanto en el exterior como en nuestro medio y
enfatizar la necesidad de mantener unared de
vigilanciaderesistencia
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