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Antifungal susceptibility and phospholipase production in Candida albicans
and non-albicans isolated in a hospital in Chiclayo, Peru

Abstract

Obijective: Determine the antifungal susceptibility and phospholipase production in Candida albicans
and non-albicans in clinical samples from a hospital in Chiclayo, Peru. Material and methods: 60 isolates
were identified with morphophysiological tests, while phospholipase production was determined
using the semiquantitative method on Sabouraud dextrose agar plates supplemented with egg yolk,
and susceptibility was performed using the disk diffusion method with fluconazole and voriconazole.
Results: 95,5% of C. albicans were sensitive to fluconazole and voriconazole, while C. tropical and C.
parapsilosis showed 100% sensitivity to both azoles. 14 strains of C. albicans had the highest production
of phospholipase with 23,3% while the lowest was C. tropical with 25%. Conclusions: there was a high
sensitivity to fluconazole and voriconazole in the isolates of Candida species. While 100% of C. albicans
showed phospholipase production.
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INTRODUCCION

Candida es una levadura oportunista de distribucién mundial
gue puede habitar el tracto genitourinario, mucocutanea,
gastrointestinal, sistema urogenital y mucosa respiratoria 2,
La disbiosis fungica o alteracion de la micobiota se observa en
enfermedades humanas que afectan a diferentes superficies
como boca, intestino, vagina, piel y pulmones ©), donde
Candida albicans es mas frecuente en 80 % aunque las Candida

no albicans son cada vez mas frecuentes (¥. La composicién
de la micobiota esta sustancialmente influenciada por la
dieta, el sexo, la edad y la ubicacién geografica ®; por tanto,
la epidemiologia de la candidemia varia segun el paciente,
sistema hospitalario asociado a factores de riesgo como uso
de farmacos inmunosupresores, antibioticos y catéteres,
especialmente en pacientes con enfermedades hematoldgicas,
neutropenia y diabetes mellitus ©.
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La manifestacion clinica en el paciente se manifiesta cuando
se interrumpe el equilibrio del microbioma normal o
cuando las defensas inmunoldgicas se ven comprometidas
" sumandose a estas los factores de virulencia propias de
las especies de Candida como las proteasas y fosfolipasas
que cumplen un papel importante en la invasion de los
tejidos ® manifestandose micosis superficiales hasta micosis
diseminadas y mortales ©. Ademas de lo mencionado,
también se toma en cuenta la capacidad de las levaduras
de presentar diferentes mecanismos de resistencia como la
activacién de bombas de expulsion, el estado respiratorio,
cambios cualitativos de la enzima diana, cambios cuantitativos
causados por la sobreexpresion de ERG11 y alteraciones en la
composicién de la pared celular que les permite sobrevivir en
presencia de un antifungico %17,

Por otro lado, Candida spp. han desarrollado una serie de
factores fisiologicos y genéticos para invadir y causar infeccion
en el huésped '?; entre ellos la positividad de la fosfolipasa
que es mayor en aislamientos respiratorios que en muestras
de sangre y orina ', Esta contribuye a la patogenicidad al
igual que el cambio fenotipico de levaduras a hifas, factores de
adhesion y formacion de biopeliculas ), produciendo elevada
morbilidad y mortalidad en unidades criticas y en neonatos
especialmente por Candida no albicans los mismos que tienen
resistencia intrinseca a los azoles 1.

Reportes previos dan cuenta que C. albicans fue sensible
en 89,5%y 93,7 %y los resistentes entre 6,3 % y 3,2 % a
fluconazol y voriconazol respectivamente V; mientras que
la susceptibilidad de Candida no albicans procedentes de
pacientes de las unidades de cuidados intensivos encontraron
una resistenciade 19,5 %y 21,7 % a los mismos azoles siendo
los aislamientos: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
parapsilosis y Candida krusei 1.

Por ello, la presente investigacion se desarroll6 con el fin
de determinar el perfil de susceptibilidad y producciéon de
fosfolipasas en C. albicans y no albicans, y con ello analizar
si existe relacién entre sensibilidad y resistencia versus la
produccidn enzimética de las fosfolipasas.

MATERIALY METODOS
Tipo y disefio de estudio
Estudio descriptivo observacional y transversal.

La muestra estuvo constituida por 60 aislamientos del género
Candida recolectadas en el drea de Micologia del laboratorio
del Hospital Regional Lambayeque entre los meses agosto
2017 y agosto del 2018. Los aislamientos provinieron de
pacientes hospitalizados de muestras de sangre, orina
y aspirados traqueales mientras que los aislamientos de
secrecion vaginal y mucosa oral fueron obtenidos de usuarios
del consultorio externo.

La identificacion de las especies de Candida fue realizada
considerando caracteristicas morfofisioldgicas como la técnica

del tubo germinativo que consistié en inocular una porcion
de colonia cultivado en agar Sabouraud en 0,5 mL de suero e
incubado a 37 °C por dos horas, luego se realizé la observacion
microscopica considerando positivo la presencia de apéndices
de 3 a 4 veces la longitud de las células de levadura de las
cuales se originan 9. También se realizo la produccién de velo
o pelicula para lo cual se inoculé una alicuota de la colonia de
Candida spp en caldo BHI y se incubé a 37 °C por 24 horas 7.,
Para la produccién de clamidosporas se empled agar arrozen el
cual se sembré por la técnica de estria en dos lineas paralelas de
1,5 cm cada una, luego se cubrié con una laminillay se incubo
a 26 °C en camara humeda por 48 horas ®. Las cepas fueron
luego sembradas en placas petri conteniendo CHROMagarTM
Candida e incubadas a 37 °C durante 48 horas, las levaduras
fueron identificadas segun el color que especificaba el
fabricante.

Finalmente, para la identificacién, se empled el equipo
automatizado vitex 2 para la identificacién de algunas cepas.

La susceptibilidad antifungica se realizé siguiendo las
recomendaciones del documento M44-2A: 2018 del Clinical
and Laboratory Standars Institute (CLSI) ? en la que se evalué
la susceptibilidad por disco difusién a fluconazol y voriconazol
en agar Mueller-Hinton suplementado con 2 % de glucosayy,
para la interpretacion, se consideraron los puntos de corte
clinicos establecidos en el M60 DEL CLSI @9,

La produccién de fosfolipasas se determind por el método
semicuantitativo en medio agar Sabouraud dextrosa (ASD)
suplementado con yema de huevo. Para la cual se realizaron
suspensiones en solucion salina de aproximadamente 10 6
células (10 pL.) de cada uno de los aislamientos de las especies
de Candida e inoculados por triplicado en la superficie del
medio ©'22, Juego se incub6 a 37 °C por tres a ocho dias
(23). Posteriormente se calculd un coeficiente de actividad
enzimatica (Pz) al dividir el didmetro de crecimiento de la
colonia levaduriforme entre el didmetro de la colonia mas la
zona de precipitacion por accidn de la produccién enzimatica
considerando los siguientes rangos: Una PZ < 0,699 muy
alta actividad enzimatica (++++); un PZ entre 0,700 - 0,799
correspondié a una alta actividad enzimatica (+++), una PZ
entre 0,800 - 0,899 indicd baja actividad enzimdtica (++); y
valores de PZ ente 0,900 - 1,000 significo muy baja actividad
enzimatica (+) @'-29,

Una vez obtenidos, los datos de las variables fueron ordenados
en tablasy figuras, y se procedio a su descripcion utilizando
porcentajes. Adicionalmente se realiz6 la prueba de Fisher
exacta para evaluar la asociacién entre la susceptibilidad
antifungicay produccion de fosfolipasas en cepas de C. albicans
y C.noalbicans. Se utilizaron los programas de Microsoft Office
Word y Excel version 2010.

La autorizacion del protocolo fue aprobada por el comité de
ética del Hospital Regional Lambayeque (0211-014-18). Los
aislamientos fueron identificados con cédigos numéricos
para mantener la confidencialidad de los pacientes de quienes
procedieron las muestras.
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RESULTADOS

De 60 cultivos aislados, el 36,7 % fue C albicans 'y 63,3 %
Candida no albicans. De las cepas procesadas el 95,5 % de C.

albicans fue sensibles a fluconazol y voriconazol mientras que
C. tropicales y C. parapsilosis mostraron 100 % de sensibilidad
para ambos azoles (Tabla 1).

Tabla 1. Susceptibilidad antifingica de Candida albicans y no albicans a fluconazol y voriconazol.

Fluconazol
Especies Sensible  Resistente
N (%) N (%)
Candida albicans 21 (95,5) 1(4,5)
Candida no albicans
C. tropicalis 21(100,0) 0(0,00)
C. glabrata * 1(14,3)
C. krusei -* -*
C. parapsilosis 4 (100) 0 (0,00)
C. famata - -

Voriconazol
Sensible  Resistente
N (%) N (%)
21(95,5) 1(4,5) 22 (36,7)
21(100,0) 0(0,00) 21(350)
-* -* 7(11,6)
4(100) 0(0,00) 4(6,7)
4(100) 0(0,00) 4(6,7)
-* -* 2(33)

*no hay puntos de corte establecidos

Enla figura 1 se muestrala produccién de fosfolipasas y en la tabla
2 la clasificacién enzimdtica en cuatro categorias donde 19 (31,7
%) cepas mostraron actividad muy alta, 13 (21,6 %) alta, 4 (6,7
%) baja y solo 24 (40,0 %) muy baja o nula. 14 aislamientos de C.
albicans fueron las de mayor produccién con 23,3 % del total de
las cepas analizadas mientras que el 25 % de C. tropicalis tuvieron
muy baja.

El indice o coeficiente de actividad enzimatica (Pz) para C.
albicans se ubicaron en 0,477 el minimoy de 0,791 el maximo;
no obstante, en las C. no albicans, se mostré un valor minimo
de 0,518 para C. famata'y un Pz maximo de 1,00 para quince
cultivos de C. tropicalis, seis C. glabrata y tres en C. parapsilosis
(Tabla 3).

Figura 1. Observacion macroscépica de actividad de fosfolipasa en C. albicans a los ocho dias de incubacion: a)
zona hidrolizada alrededor de las colonias; b) hidrolisis definida en una colonia.
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Tabla 2. Producciondefosfolipasasen C.albicansynoalbicansaisladasde muestras clinicasde un hospital
deChiclayo,Peru.

. Muy baja Baja Alta Muy alta total
Especies

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Candida albicans 0(0,0) 0(0,0) 8(134) 14 (23,3) 22 (36,7)
Candida no albicans 24(40) 4(6,7) 5(83) 5(83) 38(63,3)
C. tropicalis 15 (25) 2 (3,3) 3(5) 1(1,7) 21 (35,0

C. glabrata 6 (10) 1(1,6) 0(0,0) 0(0,0) 7(11,6)

C. krusei 0(0,0) 1(1,7) 2(3.3) 1(1,7) 4(6,7)
C.parapsilosis 3(5) 0(0,0) 0(0,0) 1(1,7) 4(6,7)

Tabla 3. Indice de actividad enzimética en C. albicans y no albicans.

Actividad enzimatica

5 Clase Candida albicans Candida no albicans
n % n %
1,00 T+ 0 00 24 63,0
0,90-0,99 T+ 0 00 0 0,0
0,80-0,89 2++ 0 00 4 10,5
0,70-0,79 3+++ 8 364 5 132
0,60-0,69 4+ 7 31,8 2 53
0,50-0,59 4b+++ 5 22,7 3 7.8
0,00-0,49 444+ 2 9,1 0 0,0

La prueba de chi cuadrado al 95 % de confianza (P=0,005) en C. albicans mostré que no existe diferencias
significativas entre la susceptibilidad y produccién de fosfolipasas (Tabla 4)

Tabla 4. Asociacion entre la susceptibilidad antifingica y produccion de fosfolipasas en C. albicans.

Susceptibilidad Produccion de fosfolipasas
antifingica Muy alta Valor p*
Sensible 8 13 21
0,469
Resistente 0 1 1

*Valor p de prueba exacta de Fisher

REV. EXP. MED. 2024; 10(2).



Nelson Fredy Berrios-Estela, Rosa Jhagueline Chapondn-Coronado, Gianina Liontop-Barandiaran, Roberto Ventura-Flores

DISCUSION

El diagnéstico y la susceptibilidad antifungica es de vital
importancia a fin de brindar un tratamiento adecuado en
beneficio del paciente infectado por especies de Candida. Los
resultados de este estudio permiten analizar algunos aspectos
importantes acerca de la sensibilidad y resistencia, asi como
la produccién de fosfolipasas permitiendo obtener datos
confiablesdevigilancialocal paralatomadedecisiones en salud
publica.

Dentro de los aislamientos C. albicans fue la mas comun,
siendo este resultado similar a otros estudios que encontraron
una frecuencia de 65,3 %y 86 %, existiendo variaciéon en una
evaluaciéndevigilanciaen CandidanoalbicansdondeC.glabrata
yC. tropicalis predominaronen 11,3%Yy 7,2 % respectivamente
@9 En aislamientos vaginales el 9,1 %Yy 2,7 %fue C. glabratay C.
parapsilosis respectivamente " mientras que el 67,4 %y 17,4
% de los aislados en un hospital de alta complejidad fueron C.
tropicalesy C. glabratarespectivamente '?; portanto, laespecie
levaduriforme varia de acuerdo con eltipo de muestra, estancia
hospitalariayareageografica.

En relacién con los perfiles de susceptibilidad fue posible
constatar que la especie C. albicans presenta altos niveles
de sensibilidad a pesar del uso profilactico del fluconazol.
Resultados similares fueron encontrados por Zuluaga et al.,
quienes encontraron un 78,3 % de sensibilidad en un total de
337aislamientos 2%, Otros reportes dan cuentaque 89,5%y 93,7
% fueron sensiblesafluconazoly voriconazol respectivamente
yun6,3%Yy 3,2 %resistentes ”. Mientras en un hospital chileno
la sensibilidad fue 100%. % Sin embargo, la susceptibilidad de
Candidas noalbicans (C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis y C.
krusei) procedentes de pacientes en las unidades de cuidados
intensivosalcanzéunaresistenciade 19,5%y21,7 %alosmismos
azoles, respectivamente"®, dicha resistencia esta en aumento
sobretodo en aislamientos de candidas no albicans, ®®debidoa
diferentes mecanismosintrinsecosoadquiridos*3%endondela
mayor partederesistenciaalosazolesesporlaafinidad reducida
delaenzimadiana, lanosterol 14a-desmetilasay sobreexpresion
debombasdeeflujo 3",

Por otro lado, varios estudios han demostrado la actividad de
fosfolipasas hasta 100 %, ?>3%97 % ®¥y 92,3 %, ®"|o cual coincide
con el presente estudio donde el 100 % de C. albicans produjo
dichaenzima.Sinembargo, la categoria de produccion muy alto
fuede 23,3 % para C.albicanslo cual defiere conlo reportado por
Puello etal, quien encontré 48,2 % de produccion, pero afirma
que existe la probabilidad que la actividad de fosfolipasa seala
quecumpleunpapel preponderanteenel procesodeinteraccién
entre huéspedy parasito ©.

Sin embargo, del total de cepas analizadas solo se obtuvo
un 60 % de produccion, similar al informe de otros autores
donde encontraron unaincidencia de 60,9 % " pero defiere
al reporte del 95 % en Candida spp. *¥. Estas discrepancias se
relacionan probablemente con las diferentes especies, nUmero
de aislados y metodologias empleadas. Asi, por ejemplo, en
estudio semicuantitativo en placa, Agar Sabouraud Dextrosa
yema de huevo obtuvieron mas alta actividad enzimatica de
fosfolipasasen C.albicans(0,248)y C. tropicalis (0,256) porlotanto

la produccion de fosfolipasas es importante para entender la
correlacion entre las especies y lainfeccion ??; sinembargo, no
encontramos relacion entre la susceptibilidad antifingicay
la actividad de fosfolipasas con los aislamientos de C. albicans
evaluados.

Una limitacién del estudio fue no contar con mayor nimero
aislamientos lo que hubiese permitido sincerar con mayor
amplitud el analisis de susceptibilidad y producciéon de
fosfolipasas. Se recomienda prestar mucha atencion en las
especies de Candidano albicans debido a que algunas de ellas
no cuentan con puntos de corte clinico establecidos en el
documentoM60del CLSIparalaevaluaciondelasusceptibilidad
que pudiesen influenciar en los resultados y en analisis
comparativos.

Se concluye que los aislamientos de C. albicans y C. tropicalis
mostraron mas del 95 % de sensibilidad a fluconazol y
voriconazol. Mientras que el 31,7 % delos cultivos presentaron
producciéonenzimaticadefosfolipasasmuyalto, dichos hallazgos
sondeimportanciaparaloslaboratorios de microbiologiaclinica
yvigilanciaepidemioldgicalocal.
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