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RESUMEN

Antecedentes: Candida parapsilosis constituye un complejo de especies formado por Candida parapsilo-
sis sensu stricto, Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis. Estudios a nivel mundial han descrito su
epidemiologia y sensibilidad a los antiftingicos.
Objetivos: Los objetivos de este trabajo fueron identificar molecularmente aislamientos de sangre del
complejo Candida parapsilosis y determinar su sensibilidad in vitro a los antifiingicos de uso sistémico.
Métodos: Se estudiaron 86 aislamientos del complejo C. parapsilosis, provenientes de la Red de Vigilancia
de Candidemia del Departamento de Micologia del Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel, recogidos
en el periodo 2008-2011. Se realiz6 la amplificacion del gen de la deshidrogenasa alcohdlica secundaria
por reaccién en cadena de la polimerasay los productos fueron analizados mediante los polimorfismos de
lalongitud de sus fragmentos de restriccién, mediante el uso de la enzima Banl. Las pruebas de sensibilidad
se realizaron mediante Etest® seglin las instrucciones del fabricante, con modificaciones.
Resultados: De los 86 aislamientos estudiados, 81 (94,2%) fueron C. parapsilosis sensu stricto, 4 (4,6%) C.
orthopsilosis y uno (1,2%) C. metapsilosis. C. parapsilosis fue sensible a la anfotericina B y la caspofungina, y
su porcentaje de resistencia al fluconazol y el voriconazol fue bajo. C. orthopsilosis y C. metapsilosis fueron
sensibles a todos los antifiingicos probados.
Conclusiones: Los resultados aportaron por primera vez en Venezuela informacién importante sobre la
distribucién del complejo C. parapsilosis en casos de candidemia, y apoyan la necesidad de continuar
con los programas de vigilancia, incluyendo la discriminacién molecular de las especies y las pruebas de
sensibilidad a los antiftingicos, que permitiran orientar la terapia especifica.

© 2017 Asociacion Esparfiola de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos
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Molecular identification and in vitro antifungal susceptibility of blood isolates
of the Candida parapsilosis species complex in Venezuela

ABSTRACT

Background: Candida parapsilosis is a species complex consisting of Candida parapsilosis sensu stricto,
Candida orthopsilosis, and Candida metapsilosis. Studies worldwide have described its epidemiology and
susceptibility to antifungal agents.

Aims: The aims of this study were to carry out the molecular identification of blood isolates belonging to
the Candida parapsilosis species complex, and to determine their in vitro susceptibility to antifungals of
systemic use.

Methods: A study of 86 strains of C. parapsilosis species complex collected in 2008-2011 and
obtained from the Candidaemia Surveillance Network of Mycology Department of the Rafael
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Rangel National Institute of Hygiene, was made. Secondary alcohol-dehydrogenase gene amplification
was performed using polymerase chain reaction, and the products were analysed by restriction fragments
length polymorphisms using the enzyme Banl. Susceptibility tests were performed using Etest®, following
the manufacturer’s instructions with modifications.
Results: Of the 86 isolates studied, 81 (94.2%) were C. parapsilosis sensu stricto, 4 (4.6%) C. orthopsilosis,
and one (1.2%) C. metapsilosis. C. parapsilosis isolates were susceptible to amphotericin B and caspofungin,
showing low rates of resistance to fluconazole and voriconazole. C. orthopsilosis and C. metapsilosis were
susceptible to all the antifungals tested.
Conclusions: The results obtained in Venezuela provide for the first time important information about the
distribution of C. parapsilosis species complex in cases of candidaemia, and support the need for continuing
surveillance programs, including molecular discrimination of species and antifungal susceptibility tests,
which may guide specific therapy.

© 2017 Asociacion Espariola de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Durante la Gltima década la incidencia de Candida parapsilo-
sis se ha incrementado drasticamente, llegando a situarse como
la segunda levadura mas frecuentemente aislada en hemocultivos,
después de Candida albicans®®.

La variabilidad genética de C. parapsilosis, descrita por el anali-
sis del polimorfismo de los fragmentos de restriccién del gen de la
deshidrogenasa alcohdlica secundaria (SADH), llevé a su separacién
en tres grupos, con la consiguiente conformacién de un complejo
de especies: C. parapsilosis sensu stricto (grupo 1), C. orthopsilosis
(grupo 11) y C. metapsilosis (grupo 11)%242>_ Curiosamente, una serie
de alelos de C. parapsilosis sensu stricto estin presentes en cepas
de C. orthopsilosis y C. metapsilosis, pero alelos de C. orthopsilosis y
C. metapsilosis no se han detectado en C. parapsilosis sensu stricto.
Esto evidencia que esta dltima podria haber surgido hace poco
tiempo, por divergencia de una subpoblacién genéticamente homo-
génea; su elevada distribucién global y alta tasa de aislamiento en
muestras clinicas avala su naturaleza clonal e indican una veloz
propagacion geografica, debido a su rdpida transmisién horizon-
tal de persona a persona y excelente adaptacién como comensal al
ser humano, en contraposicion a lo observado en sus dos especies
hermanas'32°,

Estudios sobre la sensibilidad a los antiftingicos de aislamientos
del complejo C. parapsilosis (CCP) han reportado valores de con-
centraciéon minima inhibitoria (CMI) elevados para la anfotericina B
(AB), las equinocandinas y los azoles, especificamente el fluconazol
(FZ) para C. parapsilosis sensu stricto, mientras que C. orthopsilo-
sis y C. metapsilosis suelen presentar valores CMI mas bajos'!27;
en otro estudio, sin embargo, se encontraron valores CMI similares
entre todas las especies'2. Esto evidencia la necesidad de realizar la
identificacién molecular de los aislamientos pertenecientes a este
complejo, ya que pueden existir diferencias en el patréon de sen-
sibilidad a los antifingicos, particularmente para los azoles y las
equinocandinas'4.

Materiales y métodos
Procedencia de los aislamientos

Se estudiaron 86 aislamientos del CCP provenientes de la Red de
Vigilancia de Candidemias del Departamento de Micologia del Insti-
tuto Nacional de Higiene Rafael Rangel, escogidos al azar y aislados
en el periodo 2008-2011. Los aislamientos se mantuvieron preser-
vados por el método de agua de Castellani'® hasta el momento de
su procesamiento.

Preparacién de los aislamientos
La recuperacién de los aislamientos se realiz6 mediante pases

sucesivos en agar Sabouraud dextrosa y su incubacién durante
24-48h a 35°C. Se constaté asi su viabilidad y pureza. La

identificacién taxonémica de las cepas se realiz6 mediante
pruebas fenotipicas: resistencia a la cicloheximida (agar Mycosel®,
Oxoid), produccién de pigmentos en agar cromégeno (Oxoid),
visualizacién de la morfologia microscépica en agar harina de maiz
yelusode Vitek” 2 Compact (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia).

Extraccién del ADN genémico

Se preparé en solucién salina estéril al 0,85% una suspensién
de los aislamientos a una concentracién 0,5 McFarland en un den-
sitometro (Densimat™, bioMérieux) a 530 nm; el ADN genémico
fue extraido mediante la utilizacién del QIAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del
gen SADH

Se sigui6 el protocolo descrito por Tavanti et al.2> y se estan-
dariz6 a las condiciones del laboratorio de micologia molecular
del Departamento de Micologia del Instituto Nacional de Higiene
Rafael Rangel. Para la preparacién de la mezcla de reaccién se utili-
zaron los siguientes reactivos: 5 .l de ADN genémico; 0,5 pl de Taq
polimerasa 5 U/l (KAPATaq™, HotStart-Kapa Biosystems); 5 wl de
buffer libre de magnesio 10X (Invitrogen); 1,5 .l de MgCl, 50 mM
(Invitrogen); 2,4 wl de ditiotreitol 0,1 mM (Invitrogen); 0,1 pl de
inhibidor recombinante de ribonucleasas 40 U (Invitrogen); 1 .l de
DNTP 10mM; 1 pl de cada uno de los cebadores 5'-GTT GAT GCT
GTTGGATTG T-3' y 3’-CAATGC CAA ATC TCC CAA-5’ (Bioneer, Inc.)
y 32,5 pl de agua libre de nucleasas, para completar un volumen
de 50 pl. La amplificacién fue llevada a cabo en un termociclador
modelo iCycler® (SensoQuest) bajo las siguientes condiciones: un
primer ciclo de desnaturalizacién de 7 min a 94 °C; 35 ciclos de des-
naturalizacién a 95°C durante 30s, alineamiento a 55°C durante
60s y elongacion a 72 °C durante 90s; se termind con un ciclo de
elongacion final a 72 °C durante 5 min.

El producto obtenido fue sometido a electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio, para observar asi la pre-
sencia de un producto de 716 pb que distingue a los aislamientos
dentro del CCP. Se utiliz6 un marcador de 100 pb de peso mole-
cular (Amersham GE Healthcare) y la visualizacién se realiz6 en el
sistema de documentacién de imagenes Gel Doc XR” conel software
de andlisis 1D Quantity One® (Laboratorios Bio-Rad).

Andlisis del fragmento SADH mediante enzimas de restriccion®

Los amplicones obtenidos por PCR fueron digeridos con la
enzima de restriccién Banl (New England Biolabs, Ipswich, MA),
con la siguiente mezcla de reaccién: 0,14l de enzima Banl
(Invitrogen); 1,4 ul de buffer 10X (Invitrogen); 0,14 .l de BSA 100X
(Invitrogen); 7 il del producto de PCR y 5,32l de agua grado
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molecular, para completar un volumen total de 14 ul; posterior-
mente se incubaron a 37°C en un termobloque durante 2 h. Los
productos de digestién obtenidos fueron sometidos a electroforesis
y analisis posterior bajo las condiciones descritas anteriormente.
Los aislamientos analizados debian presentar productos de 550 y
200 pb, 750pb y 400 pb para ser discriminados molecularmente
como C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis,
respectivamente.

Control de calidad

Se utilizaron los siguientes reactivos: 1) ADN comercial de
500 pb como control de la reaccién de PCR (Laboratorios Perkin-
Elmer, Estados Unidos); 2) agua libre de nucleasas como control de
reactivos; 3) las cepas de coleccién de C. parapsilosis ATCC 22019 y
ATCC 90018; C. orthopsilosis ATCC 96139 y ATCC 96141; C. metap-
silosis ATCC 96144 y ATCC 96143 como controles positivos, y 4) la
cepa de coleccién de Candida tropicalis ATCC 66029 como control
negativo. Todos los controles fueron procesados bajo las mismas
condiciones de los aislamientos en estudio a fin de detectar posibles
contaminaciones y validar los resultados obtenidos.

Estudio de la sensibilidad a los antifiingicos

Para la preparacién de los indculos se utilizaron colonias de los
aislamientos sembrados en agar Sabouraud dextrosa; las colonias
se suspendieron en solucién salina estéril a un valor de 0,5 en la
escala de McFarland con la ayuda de un densitémetro (Densimat™,
bioMérieux) a 530 nm. Para el estudio de la sensibilidad se uti-
liz6 el método Etest® (AB bioMérieux) bajo las instrucciones del
fabricante*22, pero con lamodificacién del uso de agar Miieller Hin-
ton suplementado con glucosa al 2% mas azul de metileno. Sobre
el agar en las placas de Petri se colocaron en cada caso las tiras
de FZ (0,016-256 p.g/ml), caspofungina (CS), AB y voriconazol (VO)
(0,002-32 jg/ml para estos tres Gltimos antifiingicos). Las placas se
incubaron a 35°Cy la CMI se ley6 a las 24 h, con un tiempo final
maximo de 48 h. Como control de calidad se utilizaron las cepas C.
parapsilosis ATCC 22019 y Candida krusei ATCC 6258, tratadas de
igual forma que los aislamientos empleados en este estudio.

Criterios de interpretacion de la CMI

La lectura de la CMI se realizé en el punto de interseccién de la
elipse producida por la zona de inhibicién, segiin la escala de medi-
cién de cada una de las tiras. Para la interpretacion de las CMI se uti-
lizaron los valores establecidos en el documento de referencia M27-
S4 del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical and
Laboratory Standards Institute)?5. El Etest” posee un gradiente con-
tinuo de CMI y para correlacionar los valores con los del método de
referencia los valores situados entre dos diluciones consecutivas
fueron llevados a la dilucién inmediatamente superior del método;
los valores en el limite superior de la tira fueron llevados a la
maxima concentracién permitida y los valores en el limite inferior
se mantuvieron sin cambios?'. Los criterios de interpretacion utili-
zados fueron aislamiento sensible (S), aislamiento sensible depen-
diente de la dosis (SDD), aislamiento de sensibilidad intermedia (I)
y aislamiento resistente (R), segiin los puntos de corte clinicos en
g/ml establecidos en el ya mencionado documento. Estos puntos
son, para FZ,S<2; SDD=4y R> 8; para VO, S <0,125; SDD=0,25-
0,5yR>1;paraAB,S<1yR>2;yparaCS,S<2;1=4yR=>8.

Andlisis de los datos

Los datos se describieron mediante porcentajes. Para describir la
distribucién de las CMlI frente a los distintos antiftingicos ensayados
se emplearon medidas de dispersién como rangos de concentra-
cién y los percentiles 50 y 90, que representan los valores de CMI

-
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos de PCR-SADH para
los aislamientos del CCP. Calles 1, 2, 3,4, 6, 7,9, 10, 14 y 15: aislamientos del CCP
(716 pb). Calle 5: C. parapsilosis ATCC 22019. Calle 8: marcador de peso molecular
100 pb. Calle 11: C. parapsilosis ATCC 90018. Calle 12: agua libre de nucleasas. Calle
13: Candida tropicalis ATCC 66029.

que inhiben al 50 y al 90% de los aislamientos, respectivamente. La
relacién entre los valores de sensibilidad y resistencia entre el FZ
y el VO para las cepas estudiadas se analiz6 mediante las tablas de
contingencia y la prueba de Chi cuadrado con correccién de Yates
mediante el programa Statgraphics 5.0. Un valor de p <0,05 fue
considerado significativo.

Resultados

De cada uno de los 86 aislamientos estudiados se obtuvo un
producto de 716pb al realizarse el andlisis molecular del gen
SADH, resultado que confirmé su situacién dentro del CCP (fig. 1).
Mediante la utilizacién de la enzima de restriccién Banl se encon-
tr6é que 81 aislamientos (94,2%) fueron C. parapsilosis sensu stricto,
4 (4,6%) C. orthopsilosis y uno (1,2%) C. metapsilosis (fig. 2).

Los resultados obtenidos para los rangos de sensibilidad, per-
centiles 50 y 90 de las CMI y los porcentajes de S, SDD, I y R de
las tres especies para los antiftingicos ensayados se presentan en la
tabla 1. Segtn los puntos de corte establecidos por el Clinical and
Laboratory Standards Institute, C. parapsilosis fue sensible a AB y CS,
y present6 bajos porcentajes de resistenciaa FZy VO. C. orthopsilosis
y C. metapsilosis fueron sensibles a todos los antiftingicos probados.
Debido al escaso niimero de C. orthopsilosis y C. metapsilosis obte-
nido no se pudieron comparar los perfiles de sensibilidad entre las
tres especies.

Setenta y cuatro cepas de C. parapsilosis fueron S a FZ y VO
(91,4%); 2 fueron SDD a FZy S a VO (2,5%); una fueRaFZy S a VO
(1,2%); 2 fueronRaFZySDDaVO(2,5%)y 2 fueronRaFZyVO(2,5%),
lo que implica la presencia de resistencia cruzada; la asociacién
entre los valores de S, SDD y R para FZ y VO fue estadisticamente
significativa con un 99% de confianza (p<0,01).

Las cepas utilizadas para el control de calidad de las pruebas de
sensibilidad se mantuvieron dentro de los valores establecidos por
el documento M27-5S4.

Discusion

Las infecciones del torrente sanguineo causadas por levaduras
del género Candida han emergido en las Gltimas dos décadas,
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Tabla 1
Rango de sensibilidad, CMlsq, CMIgg y porcentaje de aislamientos S, SDD y R de C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis a cuatro antiftingicos por Etest” (n=_86)
N.° de aislamientos ATF Rango CMlIsq CMlIgyg n (%)
S SDD R
C. parapsilosis (81) Fz 0,125->64 1,098 2 74(91,3) 2(2,5) 5(6,2)
VO 0,006-4 0,037 0,125 77(95,06) 2(2,47) 2(2,47)
AB <0,002-0,5 0,039 0,125 81(100)
CS <0,002-1 0,289 05 81(100)
C. orthopsilosis (4) FzZ 0,5-2 1 1 4(100)
VO 0,03-0,125 0,030 0,125 4(100)
AB <0,002-0,125 0,040 0,125 4(100)
CS 0,012-0,25 0,2 0,25 4(100)
C. metapsilosis (1) FZ 0,5 1(100)
VO 0,012 1(100)
AB 0,03 1(100)
cS 0,125 1(100)

AB: anfotericina B; ATF: antiftingico; CMlsg: concentracion que inhibe el 50% de los aislamientos; CMIgg: concentracion que inhibe el 90% de los aislamientos; CS: caspofungina;
FZ: fluconazol; R: resistente; S: sensible; SDD: sensible dependiente de la dosis; VO: voriconazol.

Todos los valores se expresan en p.g/ml.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de PCR-SADH digeridos
por laenzima derestriccién Banl, para la caracterizacion de las especies del CCP. Calle
1: marcador de peso molecular de 50 pb. Calle 2: agua libre de nucleasas. Calle 3:
Candida tropicalis ATCC 66029. Calle 4: C. parapsilosis ATCC 22019 (550 y 200 pb).
Calle 5: aislamiento de C. metapsilosis (400 pb). Calle 6: C. metapsilosis ATCC 96144
(400 pb). Calle 7: aislamiento de C. orthopsilosis (750 pb). Calle 8: C. orthopsilosis ATCC
96139 (750 pb). Calle 9: Candida tropicalis ATCC 66029. Calle 10: marcador de peso
molecular 100 pb. Calles 11 y 12: agua libre de nucleasas.

y aunque C. albicans es el agente etiolégico mas frecuente de
candidemias a nivel mundial, la rdpida expansién del CCP refuerza
la necesidad de vigilar su incidencia y conocer su perfil de sensi-
bilidad a los antifiingicos?. Salavert Lleti et al.23 han descrito que
las infecciones por especies de Candida no-C. albicans representan
del 35 al 65% de todas las candidemias en general, donde el CCP
oscila entre un 20 y un 40%. Las candidemias por C. parapsilosis en
Estados Unidos se han descrito en nifios menores de un afio debido
a prematuridad, uso de catéter y nutricién parenteral, mientras
que en América Latina se presentan en todas las edades'623,

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los de
otras investigaciones internacionales, donde C. parapsilosis sensu
stricto fue la mas frecuentemente aislada en muestras clinicas,
particularmente de sangre, seguida por C. orthopsilosis y C. metap-
silosis en menor proporcién?6:1124.26.27,

La identificacién molecular de estas especies es de suma impor-
tancia en nuestro pais debido a la elevada frecuencia de aislamiento
del CCP. Segiin un estudio de Dolande Franco et al.8, C. parapsi-
losis aislada del torrente sanguineo ocup6 el segundo lugar (26%
de los aislamientos); por su parte, segin Panizo et al.'’, C. parap-
silosis fue el agente mas cominmente aislado de episodios de
candidemia (48,5%). Otros estudios sobre candidemia en Vene-
zuela han publicado porcentajes variables (43-51%) de aislamientos
de C. parapsilosis>”-1>. Nucci et al.'® describen el incremento de
C. parapsilosis, que se situaria como segundo agente causal de can-
didemias en América Latina, pero paises participantes en el estudio,
como Venezuela y Colombia, sitGian a esta especie como la primera
causante de infecciones del torrente sanguineo, con un 39 y 38,5%,
respectivamente.

Una limitacién importante en esta investigacion fue no dispo-
ner de los datos demograficos y epidemioldgicos asociados a las
infecciones, por lo que no se pudieron establecer comparaciones
con estas variables y el andlisis se limit6 solo a los aspectos micro-
biolégicos.

Los aislamientos de C. orthopsilosis y C. metapsilosis en san-
gre demuestran que ambas levaduras pueden comportarse como
patégenos para el ser humano. Curiosamente, C. metapsilosis no
ha sido aislada con frecuencia de muestras clinicas y, segin estu-
dios in vitro, carece de la virulencia mostrada por C. parapsilosis y
C. orthopsilosis. Estas dos tltimas, sin embargo, han sido aisladas
en uiias, piel, pulmones, orina, catéteres y sangre, comportandose
no solo como comensales, sino como patégenos, lo que resalta su
importancia clinica® 101125,

Existen pocas publicaciones que hayan informado acerca
de los perfiles de sensibilidad de las tres especies, si bien
los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con ellos
(tabla 2); ello incluye la ausencia de analisis comparativos
debido al escaso niimero de aislamientos de C. orthopsilosis y
C. metapsilosis® 11242627 13 estandarizacién existente entre los
métodos que se utilizan actualmente para la evaluacién de la sen-
sibilidad a los antiftingicos, como los desarrollados por el Comité
Europeo de Pruebas de Sensibilidad a los Antibiéticos (European
Committee on Antibiotic Susceptibility Testing) y el Clinical and
Laboratory Standards Institute, permiten la comparacién de los
resultados obtenidos en este trabajo con los de otras series. Se ha
demostrado que el Etest” es una técnica sencilla, rapida, econémica
y facil de implementar en un laboratorio de microbiologia de rutina,
cuyos resultados son comparables a los obtenidos por los métodos
de referencia' 491922,

Existen en la literatura opiniones encontradas acerca de la uti-
lidad para el laboratorio clinico de la discriminacién molecular de
las tres especies, basadas en las ligeras diferencias existentes en sus
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Numero de aislamientos, rango de sensibilidad, CMIso y CMlg frente a los cuatro antiftingicos ensayados y resultados de otras investigaciones

Autor ATF Candida parapsilosis Candida orthopsilosis Candida metapsilosis
n Rango CMlso CMlgg n Rango CMlsp CMlgg Rango CMlso CMlgg
Este estudio Fz 81 0,125->64 1,098 2 4 0,5-2 1 1 0,5
VO 0,006-4 0,037 0,125 0,03-0,125 0,03 0,125 0,12
AB <0,002-0,5 0,039 0,125 <0,002-0,125 0,04 0,125 0,03
(& <0,002-1 0,289 0,5 0,012-0,25 0,2 0,25 0,125
Gomez-Lopez FZ 76  0,12-64 0,5 5 0,02-0,5 0,5 0,5-8 1
etal.'! VO 0,02-5 0,02 0,02-0,03 0,03 0,02-0,12 0,03
AB 0,06-0,5 0,12 0,03-0,12 0,06 0,06-0,12 0,09
cS 0,12-1 0,5 0,12-0,25 0,12 0,12-0,5 0,25
Tay et al.2® FZ 21 0,094-6 0,75 4 8 0,25-1,5 0,38 1,5 1,5 1,5
\Y¢] 0,006-0,125 0,032 0,047 0,006-0,125 0,012 0,125 0,024
AB <0,002-0,75 0,047 0,75 0,006-0,125 0,023 0,125 0,02
cs?
Silva et al.24 FZ 160 0,125-64 4 0,5-1 1-4
VO <0,015-8 <0,015-0,03 <0,015-0,125
AB 0,06-2 0,5 0,125-1
cs 0,06-32 1-2 1-2
De Toro et al.® Fz? 111 10
VO <0,03-0,125 0,03 0,03 0,03-0,5 0,06 0,125 0,06
AB 0,125-1 1 1 0,25-1 0,5 1 0,5
cs?

AB: anfotericina B; ATF: antifingicos; CMIsq: concentracién que inhibe el 50% de los aislamientos; CMlgg : concentracién que inhibe el 90% de los aislamientos; CS: caspofungina;

FZ: fluconazol; VO: voriconazol.
Todos los valores se expresan en pg/ml.
2 Antifangico no probado.

perfiles de sensibilidad a los antifiingicos®!!. Aunque las diferen-
cias son sutiles, los datos obtenidos en este estudio evidencian que
C. orthopsilosis y C. metapsilosis son mas sensibles a AB y CS que C.
parapsilosis; este hecho puede tener relevancia clinica e influir en
las decisiones terapéuticas, sobre todo en nuestro pais, segtn los
estudios nacionales realizados>61517,

La relevancia clinica de la resistencia cruzada entre los azoles
ha sido informada en series de casos de candidemias. Se ha des-
crito que C. parapsilosis puede presentar sensibilidad reducida o
resistencia a FZ y VO2°, resultados que concuerdan con los obte-
nidos en este estudio, que a su vez implican la necesidad de
continuar con la vigilancia de casos de candidemias y el uso de
VO, sobre todo cuando es precedido por tratamientos prolongados
con FZ.

Aunque los métodos moleculares no se encuentran disponibles
de forma rutinaria en los laboratorios de diagnéstico microbiol6-
gico, la separacion de las tres especies del CCP puede realizarse
de forma sencilla mediante la utilizacién del analisis del frag-
mento SADH mediante enzimas de restriccién®>. Recomendamos
este método como una alternativa para la caracterizacién mole-
cular, ya que los métodos bioquimicos y morfolégicos no poseen
suficiente sensibilidad para lograr la discriminacién.

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo apor-
tan por primera vez en Venezuela informacién importante sobre
la distribucién de aislamientos del CCP en episodios de candi-
demias, y apoyan la necesidad de continuar con los programas
de vigilancia e incluir la discriminacién molecular de las espe-
cies del complejo y la realizacién de pruebas de sensibilidad a
los antifingicos. Estos resultados muestran también que pueden
existir sutiles diferencias especie-especificas entre las CMI encon-
tradas en los ensayos de sensibilidad a los antiftingicos en el CCP,
particularmente para AB y CS, que pudieran tener relevancia cli-
nica y posibilitarian orientar de forma mas especifica la terapia
antifiingica.
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