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RESUMEN

Introduccion: ElI complejo de especies Candida haemulonii conforma un grupo de levaduras
emergentes involucradas en candidemia, peritonitis, infecciones a nivel ¢seo y tejidos blandos,
otitis y onicomicosis y presentan una baja susceptibilidad a los antifingicos. Por lo tanto, el
presente estudio tiene como objetivo el identificar y determinar el patron de susceptibilidad
antifangica de aislamientos clinicos costarricense pertenecientes a este complejo. Materiales y
Metodos: Se realizo un estudio observacional de tipo prospectivo transversal para identificar, a
nivel de especie, 48 aislamientos clinicos del complejo de especies C. haemulonii provenientes de
ufias, piel y hemocultivo, previamente donados a la Micoteca de la Facultad de Microbiologia de
la Universidad de Costa Rica, utilizando los sistemas VITEK®2 y MALDI Biotyper®. Ademas, se
determind el patron de susceptibilidad utilizando el método de referencia del CLSI (de las siglas

en inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute) para caspofungina, fluconazol e

! Universidad de Costa Rica. San Pedro, Costa Rica. Correo electrénico: alejandra.gomez@ucr.ac.cr, https://orcid.org//0009-0008-
8244-0451.

2 Universidad de Costa Rica. San Pedro, Costa Rica. Correo electrénico: daniela.jaikelviquez@ucr.ac.cr, https:// 0000-0002-3553-
5393.

8 Universidad de Costa Rica. San Pedro, Costa Rica. Correo electrénico: cindysandiv@gmail.com, https://or cid.org/0009-0008-
0048-4865.

4 Universidad de Costa Rica. San Pedro, Costa Rica. Correo electrénico: norma.gross@ucr.ac.cr, https://orcid.org/ 0000-0002-
5710-1297.

Autor de correspondencia: Daniela Jaikel Viquez: daniela.jaikelviquez@ucr.ac.cr

R.C.C.S.H., ISSN 2958-6054 (impresa) ISSN 2958-6062 (en linea), vol.3 n°1, 1-16, ene-jun 2024.


mailto:alejandra.gomez@ucr.ac.cr
mailto:daniela.jaikelviquez@ucr.ac.cr
mailto:cindysandiv@gmail.com
mailto:daniela.jaikelviquez@ucr.ac.cr

2 m REVISTA CIENTIFICA EN CIENCIAS DE LA SALUD HUMANA

itraconazol, el MIC Test Strip® para anfotericina B y el sistema VITEK®2 para anfotericina B,
caspofungina y fluconazol. Resultados: Los aislamientos fueron identificados como C.
duobushaemulonii (58,3 %; n = 28) y C. haemulonii (41,7 %; n = 20). Los antifungicos que
presentaron las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) mas bajas fueron itraconazol y
caspofungina, seguidos por fluconazol. La anfotericina B presentd las CMIs mas altas.
Conclusion: C. duobushaemulonii fue la especie méas prevalente. La caspofungina fue el
antifungico que presentd la mayor actividad antifingica contra las especies de este complejo,

mientras que la anfotericina B la menor.

PALABRAS CLAVES: Antifangicos, Complejo de especies Candida haemulonii, Patron de

susceptibilidad

ABSTRACT

Background: The Candida haemulonii species complex is a group of emergent yeasts involved
in candidemia, peritonitis, bone and soft tissue infections, otitis, and onychomycosis. It is worth
noting that they present a decreased susceptibility to the different antifungal drugs available.
Therefore, the present study aims to identify and determine the antifungal susceptibility patterns
of Costa Rican clinical isolates from this complex. Materials and Methods: A cross-sectional
observational study was performed to identify 48 clinical isolates of the C. haemulonii species
complex, to the species level, by using VITEK®2 system and MALDI Biotyper®. The isolates
analysed belonged to the Fungal Collection of the University of Costa Rica. The Clinical and
Laboratory Standards Institute M27-A3 reference microdilution method was used to evaluate
Caspofungin, Fluconazole and Itraconazole, and the MIC Test Strip® was used for Amphotericin
B. The VITEK®2 system was also used to evaluate Amphotericin B, Caspofungin and Fluconazole.
Results: The isolates were identified as C. duobushaemulonii (58,3 %; n = 28) and C. haemulonii
(41,7 %; n = 20). Caspofungin and Itraconazole showed the lowest minimum inhibitory
concentrations, followed by Fluconazole. On the other hand, Amphotericin B exhibited significant
higher MIC values. Conclusion: C. duobushaemulonii was the most prevalent species identified.
Caspofungin was the treatment that presented the highest antifungal activity, while amphotericin

B showed the lowest activity.
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INTRODUCCION

El complejo de especies Candida haemulonii (Candida haemulonii, Candida haemulonii var.
vulnera y Candida duobushaemulonii, entre otras) estda formado por levaduras emergentes
causantes de infecciones humanas a nivel mundial (1). El primer aislamiento clinico de C.
haemulonii fue reportado en 1984 a partir de un hemocultivo (2) y desde entonces, se han reportado
casos en pacientes con fungemias asociadas a catéteres intravasculares y a nutricion parenteral
(3,4) infecciones de hueso y tejido blando (5), en pacientes con peritonitis, (1,5-7) otitis media

cronica (5) y onicomicosis en pies (8).

Los estudios moleculares permiten una buena discriminacion a nivel de especie, variedad o a nivel
intra especie del complejo de especies C. haemulonii y se considera que el método de referencia
es la secuenciacion de los espacios intergénicos. La identificacion por espectrometria de masas
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization—time of flight mass spectrometry,
por sus siglas en inglés) constituye otro método que permite una buena discriminacién entre los
miembros del complejo (9,10). Estas especies estan estrechamente relacionadas entre si, por lo que
la identificacion por métodos fenotipicos como el API®20C o el sistema de identificacion de
levaduras VITEK® (bioMérieux, Marcy 1’Etoile, Francia) puede conllevar a resultados erréneos
(3,11). Por ejemplo, no logran diferenciar entre C. haemulonii y C. pseudohaemulonii, o inclusive
podrian identificarlos como Kodamaea ohmeri. Sin embargo, es importante resaltar que los
resultados obtenidos con el sistema Vitek® 2 presentan una mayor concordancia con los obtenidos

mediante los métodos moleculares (11).

Uno de los problemas de las infecciones con las especies del complejo de especies C. haemulonii
es la tendencia de estas levaduras a ser multirresistente a los antifungicos, lo cual representa un
reto en la terapia antimicotica (12). Ademas, es importante recalcar que, aunque para algunas
personas las onicomicosis solo representan un problema estético, los casos de candidemias
causadas por estas especies se han reportado en pacientes inmunosupresos, entre ellos prematuros
(13,14) o que reciben tratamiento oncoldgico (4,11,14) también el uso extendido de antibioticos
de amplio espectro, el uso de catéteres y respiradores predisponen a estas (3-6,15). Por ende, una
micosis superficial no tratada causada por estas levaduras podria representar un futuro foco de
infeccion y generar una posible candidemia que podria ser mortal para el paciente en caso de

inmunosupresion u otro factor predisponente.
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En Costa Rica, la informacion sobre infecciones humanas causadas por este complejo es escasa;
por esto, el presente estudio tiene como objetivos identificar y determinar el patron de
susceptibilidad antifingica de aislamientos clinicos costarricense pertenecientes al complejo de

especies C. haemulonii.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio observacional de tipo prospectivo transversal donde se determind, recopild
y registro la identidad a nivel de especie y la concentracion minima inhibitoria a anfotericina B,
caspofungina, itraconazol y fluconazol de 48 aislamientos clinicos costarricenses del Complejo de
especies C. haemulonii. Los aislamientos estudiados forman parte de la coleccién de la Micoteca
de la Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica. Estos aislamientos proceden de
muestras clinicas de micosis superficiales y un hemocultivo y fueron donados por tres instituciones
publicas de salud, entre los afios 2015 y 2019. Los hongos fueron mantenidos en tubos con agar
glucosado de Sabouraud a temperatura ambiente ([20 — 30] °C). Como controles para los estudios
de susceptibilidad se utilizaron las cepas control de la American Type Culture Collection: Candida
krusei ATCC 6258 y Candida parapsilosis ATCC 22019.

Identificacion de los aislamientos del Complejo de especies C. haemulonii. Los aislamientos
fueron identificados bioquimicamente por el sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Francia) y por protedmica por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) en el equipo
Maldi Biotyper® (Bruker, Billerica, MA, EEUU), segn las especificaciones del fabricante.

Pruebas de susceptibilidad. Los patrones de susceptibilidad de C. haemulonii y C.
duobushaemulonii para caspofungina, fluconazol e itraconazol se determinaron mediante el
método de microdilucion en caldo M27-A3 del CLSI (de las siglas en inglés, Clinical and
Laboratory Standards Institute). El itraconazol y la caspofungina se obtuvieron del Royal Pharm
(Hangzhou, China) y el fluconazol de los Laboratorios Stein SA (Costa Rica). Las concentraciones
finales para fluconazol fueron de 0,25 a 128 pug/mL y para itraconazol y caspofungina de 0,03 a
16 pg/mL. Para la anfotericina B se utilizé el método MIC Test Strip® (Liofichem s.r.1., Italy).
Finalmente, para la caspofungina, el fluconazol y la anfotericina B también se utiliz6 el sistema
automatizado VITEK®2 (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France).
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Anélisis estadistico. Cada ensayo se realizd por triplicado. Para el anlisis estadistico se utilizo el
programa IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences), version 20 (SPSS Inc., Chicago,
1, EEUU). Se obtuvo un promedio de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) por
antifngico, por especie y su respectivo error estandar de la media. Seguidamente, se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA) con una prueba post Hoc de Tukey para comparar los valores de
las CMIs. También, se determiné la CMI50 y la CMI90 para cada antifungico analizado.
Finalmente, se realizd una prueba z para determinar si hay diferencias estadisticamente
significativas entre las CMIs medias obtenidas para cada antifungico por distintas técnicas (para
caspofungina y fluconazol: Vitek® vs CLSI y para anfotericina B Vitek® vs E-test).

RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron 48 aislamientos clinicos, de los cuales el 93,8 % (n = 45)
provenian de onicomicosis. Es importante destacar que, de los anteriores, el 86,7 % (n = 39) eran
de ufias de pies, el 11,1 % (n = 5) de ufias de mano y el 2,2 % (n = 1) no presentaba informacion
sobre el origen de la onicomicosis. Por otro lado, dos aislamientos provenian de lesiones de piel:
uno de la palma de la mano y el otro del pliegue interdigital del pie. Finalmente, uno de los
aislamientos fue obtenido a partir de un hemocultivo. La mayoria de los pacientes eran del género
femenino (62,5 %; n = 30). Ademas, la mayoria correspondian a personas adultas (93,8 %; n = 45)
con un rango de edades de 21 a 85 afios. En el Cuadro 1 se presentan los datos demograficos de

cada aislamiento.

El 58,3 % (n = 28) de los aislamientos se identificaron como C. duobushaemulonii y el 41,7 % (n
= 20) como C. haemulonii, tanto por el sistema automatizado VITEK®2 como por MALDI-TOF
MS. El aislamiento de pliegues interdigitales y planta de pie y el de hemocultivo se identificaron
como C. haemulonii, y el aislamiento de palma de mano como C. duobushaemulonii. De los 39
aislamientos de ufias de pies, el 59,0 % (n = 23) fueron identificados como C. duobushaemulonii
y el 41,0 % (n = 16) como C. haemulonii. De los cinco aislamientos de ufias de mano, tres fueron
identificados como C. duobushaemulonii (60,0 %) y dos como C. haemulonii (40,0 %), el

aislamiento de ufia no determinado fue identificado como C. duobushaemulonii.

Pruebas de susceptibilidad. En los Cuadros 2 y 3 se presenta la distribucion de las medias

geomeétricas, el intervalo y las CMIs de los aislamientos de C. haemulonii y C. duobushaemulonii,
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respectivamente. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las CMIs de los
distintos antifingicos analizados para los aislamientos de C. haemulonii (F = 1370,483; gl = 3; p
< 0,0001) y para los aislamientos de C. duobushaemulonii (F = 16,812; gl = 3; p < 0,0001). El
andlisis post Hoc de Tukey agrupd a los antifungicos en tres grupos, a saber: caspofungina e
itraconazol en el primer grupo, que tuvieron las CMIs més bajas, fluconazol en el segundo grupo
y anfotericina B en el tercer grupo, con CMIs significativamente mas altas. Es de interés mencionar
que en un 15 % de aislamientos C. haemulonii y un 17,8 % de C. duobushaemulonii se observaron

CMis altas tanto para fluconazol como para itraconazol.

Por otro lado, con respecto a la comparacion entre las CMIs encontradas para cada antifingico por
técnica, se encontré diferencias estadisticamente significativas entre las medias geomeétricas
obtenidas para fluconazol por VITEK®2 y CLSI y para anfotericina B por VITEK®2 y MIC Test
Strip®, para ambas especies y para caspofungina por VITEK®2 y CLSI para C. haemulonii (p <
0,05). C. haemulonii y C. duobushaemulonii demostraron CMIs elevadas para anfotericina B al
utilizar el MIC Test Strip® en comparacion al sistema VITEK®2 y se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las CMIs obtenidas; sin embargo, es importante mencionar que

la interpretacion de los resultados como resistentes fue la misma por ambos métodos.
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Cuadro 1. Datos demograficos de los pacientes con infecciones por miembros del Complejo de especies Candida haemulonii, a partir de los
cuales se obtuvieron los aislamientos del estudio (2015-2019).

C.:Od'gc.’ del Mes y afio Tipo de muestra Sexo Edad Proymua_de
aislamiento residencia
Candida haemulonii
CA-HA-01 Sep-15 Ufia pie Femenino 15 San José
CA-HA-02 Sep-15 Ufa pie Femenino 51 Cartago
CA-HA-04 Oct-15 Ufia pie Femenino 64 San José
CA-HA-12 Aug-16 Ufia pie Femenino 55 San José
CA-HA-15 Sep-17 Ufa pie Masculino 21 San José
CA-HA-17 Dec-17 Hemocultivo Masculino 59 San José
CA-HA-19 Mar-18 Ufia pie Femenino 49 San José
CA-HA-20 Mar-18 Ufa pie Femenino 67 Alajuela
CA-HA-27 May-18 Ufia pie Femenino 78 San José
CA-HA-30 Jul-18 Uha pie Femenino 62 San José
CA-HA-32 Aug-18 Uha pie Femenino 22 San José
CA-HA-33 Aug-18 Piel palma Femenino 45 San José
CA-HA-36 Jan-19 Uha pie Masculino 34 San José
CA-HA-37 Jan-19 Ufia mano Femenino 52 San José
CA-HA-38 Mar-19 Una pie Femenino 65 Limédn
CA-HA-39 Mar-19 Una pie Femenino 41 San José
CA-HA-40 May-19 Ufia mano Masculino 72 San José
CA-HA-44 Jul-19 Unas pie Femenino 44 San José
CA-HA-45 Jul-19 Unas pie Femenino 48 San José
Candida duobushaemulonii
CA-DUO-08 Sep-15 Uha pie Femenino 67 San José
CA-DUO-09 Oct-15 Uha pie Femenino 52 San José
CA-DUO-10 Nov-15 Ufia mano Masculino 75 San José
CA-DUO-11 Nov-15 Uda pie Masculino 71 No datos
CA-DUO-12 Mar-16 Uda pie Femenino 77 San José
CA-DUO-13 Mar-16 Uda pie Masculino 31 Cartago

CA-DUO-14 Apr-16 Ufa No datos No datos No datos
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CA-DUO-15 Apr-16 Ufia mano No datos No datos No datos
CA-DUO-16 Jun-17 Ufa pie Femenino 75 San José
CA-DUO-17 Jul-17 Ufa pie Femenino 39 San José
CA-DUO-18 Oct-17 Ufa pie Masculino 22 San José
CA-DUO-19 Apr-18 Ufia pie Masculino 71 San José
CA-DUO-20 Apr-18 Ufia pie Masculino 54 San José
CA-DUO-21 Apr-18 Ufia pie Femenino 47 San José
CA-DUO-22 Apr-18 Ufia pie Femenino 36 San José

Piel . .
CA-DUO-23 Apr-18 Interdigital/planta pie Femenino 36 San Jose
CA-DUO-24 May-18 Ufia pie Femenino 58 San José
CA-DUO-25 Jul-18 Ufa pie Masculino 59 San José
CA-DUO-26 Jul-18 Una pie Masculino 52 San José
CA-DUO-27 Sep-18 Ufia mano Masculino 48 San José
CA-DUO-28 Sep-18 Ufa pie Femenino 70 San José
CA-DUO-01 Mar-19 Una pie Femenino 71 San José
CA-DUO0-02 May-19 Uha pie Masculino 69 San José
CA-DUO-03 Apr-19 Uha pie Femenino 65 San José
CA-DUO-04 Jun-19 Uha pie Masculino 72 Cartago
CA-DUO-29 Jun-19 Uha pie Femenino 85 San José
CA-DUO-30 Jun-19 Uha pie Femenino 61 San José
CA-DUO-05 Jul-19 Ufa pie Femenino 61 San José

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro 2. Distribucion de las concentraciones minimas inhibitorias de los aislamientos de C. haemulonii provenientes de un hospital pablico
clase A, una clinica y del laboratorio de Micologia Médica, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica obtenidos de micosis

superficiales y un hemocultivo (n = 20).

Concentracion minima inhibitoria (CMI) (ug mL™)

AMB

CFG CFG FCZ FCZ ITZ AMB

CLSI VITEK®? CLSI VITEK®? CLSI Ms'giggst VITEK®?

Media geomeétrica 0.21%0.10 043+012 336%358 1100£7909 04810l 3200:000 9.50%4.15

Intervalo 0,03-0,50 025-0,50 0251600  400-32,00 003400  Noaplica  2,00-16,00
CMlso 0,25 0,50 2.00 8,00 0,10 32,00 8,00
CMlso 0.25 0,50 8,00 30,40 2.00 32.00 16,00

Fuente: Elaboracidn propia

CMI = Concentracion minima inhibitoria
AMB = anfotericina B
CFG = caspofungina
FCZ = fluconazol
ITZ = itraconazol

CLSI = microdilucion en caldo por el método del Clinical and Laboratory Standard Institute
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Cuadro 3. Distribucion de las concentraciones minimas inhibitorias de los aislamientos de C. duobushaemulonii provenientes de un hospital
publico clase A, una clinica y del laboratorio de Micologia Médica, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica obtenidos de micosis

superficiales y hemocultivo (n = 28).

Concentracion minima inhibitoria (CMI) (ug mL™)

AMB

CFG CFG FCZ FCZ ITZ MIC Test AMB
CLSI VITEK®2 CLSI VITEK®2 CLSI Strip® VITEK®2
Media geométrica 0,17 + 0,09 0,52+1,47 2586+43,14 350+265 042+053 32,00+0,00 12,93+434
Intervalo 0,06 - 0,50 0,12-8,00 2,00-128,00 2,00 -8,00 0,03 - 2,00 No aplica 2,00-16,00
CMlso 0,13 0,25 8,00 2,00 0,26 32,00 16,00
CMlg 0,25 0,28 128,00 8,00 1,10 32,00 16,00

Fuente: Elaboracidn propia

CMI = Concentracion minima inhibitoria
AMB = anfotericina B

CFG = caspofungina

FCZ = fluconazol

ITZ = itraconazol

CLSI = microdilucién en caldo por el método del Clinical and Laboratory Standard Institute
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DISCUSION

El complejo de especies C. haemulonii se reporta cada vez mas en casos de micosis
superficiales y sistémicas, y esta integrado por varias especies de relevancia clinica entre las
cuales se encuentran C. haemulonii, C. duobushaemulonii, C. pseudohaemulonii, Candida
vulturna, C. haemulonii var. vulnera, C. khanbhai y Candida auris (16). En el presente estudio
los aislamientos clinicos fueron identificados como C. duobushaemulonii o C. haemulonii por
los métodos de identificacion utilizados, VITEK®2 y MALDI-TOF MS, representando
alternativas rapidas y eficaces para la identificacion de levaduras patdgenas, como reportado
en estudios previos (17,18). El aislamiento de hemocultivo fue identificado como C.
haemulonii; aunque esta especie se observa con poca frecuencia en casos de enfermedad
fangica invasiva (19), es importante recalcar que se han reportado valores altos de CMIs para
anfotericina B y azoles, lo que hace importante determinar el patron de susceptibilidad de las
especies de este complejo (12,19).

Similar a nuestro hallazgo, estudios previos han reportado CMIs altas para anfotericina B en
pacientes con fungemia por C. haemulonii (1,3,12,13,16). La resistencia a anfotericina B es
poco frecuente en otras especies de Candida; sin embargo, se han registrado casos de CMIs
elevadas frente a este antifungico en aislamientos de Nakaseomyces (Candida) glabrata y
Pichia kudriavzevii (Candida krusei). Ademas, se ha observado con frecuencia resistencia
intrinseca a polienos en Candida lusitaniae (20). Aunque se ha establecido un valor de corte
epidemioldgico, para Candida spp. provenientes de hemocultivos, para la anfotericina B de 2
Mg mL-1 (21) no se ha determinado aun la correlacion clinica entre la anfotericina B y el
resultado del tratamiento, por lo que se desconoce la relevancia de este patron de resistencia
observado en la respuesta del tratamiento. Es de interés que las CMlIs del aislamiento de C.
haemulonii de hemocultivo para caspofungina, fluconazol e itraconazol se encontraron dentro

del intervalo susceptible.

En el presente estudio la mayoria de los aislamientos se obtuvieron de onicomicosis de los pies.
En la literatura los reportes de este sitio anatdbmico son escasos (8), por lo que se recomienda
utilizar a nivel clinico el sistema VITEK®2 o el MALDI TOF-MS para la identificacion de
estas levaduras. La alta frecuencia de aislamientos procedentes de este tipo de muestras se debe
a que dos de las instituciones que donaron los cultivos se dedican, principalmente, a la tomay
procesamiento de muestras dermatolégicas. La mayoria de los aislamientos fueron obtenidos a

partir de lesiones de ufias de mujeres. Esta tendencia fue reportada por Salas y colaboradores
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(2007) quienes explican que la poblacién femenina es mas propensa a cuidar su apariencia y;
por lo tanto, consultan mas por problemas dermatoldgicos (22).

C. duobushemulonii, seguida de C. haemulonii fueron las especies del complejo causantes de
onicomicosis de pies y manos. En estos aislamientos y en los de piel se observaron CMIs altas
para anfotericina B y fluconazol, siendo itraconazol y caspofungina los antifungicos con MICs
mas bajas. Para el tratamiento de las onicomicosis causadas por especies de Candida se suele
prescribir fluconazol o itraconazol (23). Dado las MICs bajas para fluconazol encontradas en
el presente estudio, en el caso que se prescriba este antifingico se recomienda realizar la prueba
de susceptibilidad de referencia del CLSI para determinar el patrén de susceptibilidad de
aislamientos de C. duobushaemulinii debido a que con el sistema VITEK®2 se obtuvieron
CMis significativamente mas bajas en comparacion al método de referencia.

Las onicomicosis no tratadas representan un posible foco de infeccion para infecciones
sistémicas en casos de pacientes inmunosupresos y reducen la calidad de vida de los pacientes
(24), por lo que es importante considerar realizar la identificacion correcta del agente
etiologico; ademas, en caso de no tener buena respuesta al tratamiento se recomienda realizar
las pruebas de susceptibilidad a los antifungicos de aislamientos clinicos C. duobushaemulonii

y C. haemulonii para dar el tratamiento oportuno a la poblacién afectada.

CONCLUSION

C. duobushaemulonii fue la especie del Complejo C. haemulonii mas prevalente. La
caspofungina fue el antifungico que presentd la mayor actividad contra los miembros de este
complejo, seguida del itraconazol. La anfotericina B fue el tratamiento menos efectivo, in vitro,

contra los aislamientos analizados.
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