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Glosario

Ampliamente resistente (XDR): Cepas no susceptibles a >1 antifungicos de >3 clases.
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): Hace referencia a la menor concentracion de un
farmaco antimicrobiano que causa una reduccion visible del crecimiento de un microorganismo
en un medio (agar o caldo) cuando se compara con un control de crecimiento, durante una
prueba de susceptibilidad in vitro.

Efecto trailing: Crecimiento residual que muestra una levadura a concentraciones por encima de
la concentracion inhibitoria minima (CIM)

Fungicida: Término que hace referencia a la actividad de un farmaco y su capacidad de causar la
muerte a microorganismos del reino Fungi por medio de sus mecanismos de accion.
Fungistatico: Término que hace referencia a la actividad de un farmaco y su capacidad de
inhibir el crecimiento y el desarrollo de los microorganismos, o la germinacion de sus esporas
mediante sus mecanismos de accion.

Intermedio (I): Una categoria definida por los CCVs, que incluye a los aislamientos con valores
de CIM dentro del rango intermedio que se acercan a los niveles sanguineos y tisulares
normalmente alcanzados y para los cuales la respuesta puede ser menor que la de los aislados
sensibles.

Multirresistente (MDR): Cepas no susceptibles a >1 antifingicos de >2 clases.

no- Wild Type (NWT): Es una categoria interpretativa definida por los ECVs, que describe a las
cepas con posibles mecanismos de resistencia adquirida o susceptibilidad disminuida frente a un

farmaco antifungico en las pruebas in vitro.
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Puntos de corte clinicos (CCVs): Concentracion inhibitoria minima (CIM) utilizada para
categorizar un microorganismo como sensible, sensible dependiente de dosis, intermedio, o
resistente frente a un antifangico particular.

Puntos de corte epidemioldgicos (ECVs): Concentracion inhibitoria minima (CIM) utilizada
para categorizar un microorganismo como silvestre (WT) o no silvestre (NWT). Estos puntos de
corte definen el limite superior de la susceptibilidad de las cepas silvestres.

Resistente (R): Una categoria definida por los CCVs, que implica que los aislamientos con un
valor de CIM igual o superior al punto de corte no son inhibidos por las concentraciones
normalmente alcanzadas de un farmaco en los tejidos. También indica la presencia de
mecanismos de resistencia y la baja probabilidad de eficacia terapéutica basada en estudios
cientificos.

Sensible (S): Una categoria definida por los CCVs, que implica que los aislamientos con una
concentracion inhibitoria minima igual o menor al punto de corte, seran inhibidos por la
concentracion alcanzable de un antifungico cuando la dosis recomendada o habitual es utilizada
en el sitio de la infeccion, resultando en un probable éxito terapéutico.

Sensible dependiente de dosis (SDD): Una categoria definida por los CCVs, que implica que la
sensibilidad de un aislamiento depende del régimen que es utilizado en el paciente. Es decir, para
alcanzar la eficacia clinica con estos aislamientos hay que utilizar dosis mas altas, mayor
frecuencia, o ambas; a diferencia de las cepas categorizadas como sensibles (Solo aplica frente a
antifangicos con evidencia cientifica suficiente que respalda que el uso de concentraciones
mayores 0 mas frecuentes, aumentan la probabilidad de éxito terapéutico).

Tolerancia antifungica: Crecimiento que muestra una levadura frente a altas concentraciones de

un farmaco antifangico en las pruebas de susceptibilidad in vitro
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Wild type (WT): Es una categoria interpretativa definida por los ECVs, que describe a las cepas
sin mecanismos de resistencia adquiridos o susceptibilidad disminuida frente a un farmaco

antifangico en las pruebas in vitro.
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Resumen

Titulo: Distribucion de los perfiles de susceptibilidad antifingica de especies de Candida

aisladas de pacientes adultos en Unidad de Cuidados Intensivos y sus factores asociados®”

Autor: Edimerk Mauricio Gil Guiiza®™®"

Palabras Clave: Candida, levaduras, micosis, farmacorresistencia microbiana, Unidades de

cuidados intensivos, Colombia.

Introduccion: En los ultimos afios, el aumento en la administracion de antifngicos como
terapia y profilaxis frente a las micosis causadas por Candida spp. ha contribuido con el
desarrollo de resistencia en diferentes especies. Esto ha complicado la implementacion de
estrategias de manejo, generando la prolongacion de la estancia hospitalaria y un mal pronostico
en pacientes criticos. Objetivo: Determinar los perfiles de susceptibilidad antifungica de
especies de Candida aisladas de pacientes adultos de UCI del Hospital Universitario de
Santander y sus factores asociados. Metodologia: Se realiz6 la evaluacion de la susceptibilidad
antifangica de cepas colonizantes de Candida aisladas de pacientes en UCI, mediante la técnica
de microdilucion en caldo, siguiendo los lineamientos del CLSI, empleando nueve antifingicos
utilizados en el tratamiento de la candidiasis. Adicionalmente, se realiz6 la determinacion de las
variables clinicas y sociodemograficas de los pacientes asociadas con resistencia. Resultados: Se
estudiaron 181 aislamientos provenientes de muestras de 98 pacientes de UCI. Entre los cuales,
el 18/98 (18,3%) tuvo colonizacién por aislados resistentes. EI fluconazol resultd ser el
antifungico en el que se observd mayor resistencia (8,8%), siendo C. parapsilosis la especie con
mayor proporcion de aislados resistentes 8/39 (20,5%). Adicionalmente, se encontrd asociacion
entre la colonizacion mixta (por diferentes especies de Candida) y la resistencia antifingica en
los aislados de la poblacion de estudio. Conclusiones: Se evidencio la presencia de aislados de
Candida resistentes a antifangicos de uso frecuente en el tratamiento de la candidiasis, y se
determind que la colonizacion por mas de una especie de Candida representa un mayor riesgo de
encontrar cepas resistentes en los pacientes de UCI, hallazgos que establecen la importancia de

hacer vigilancia en pacientes criticos.

¥ Trabajo de Grado
2" Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia. Directora: Clara
Inés Sanchez Suarez. PhD. en Microbiologia y Genética Molecular. Codirectora: Laura Viviana

Herrera Sandoval. MSc. en Ciencias Basicas Biomédicas.
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Abstract

Title: Distribution of antifungal susceptibility profiles of Candida species isolated from adult
patients in the Intensive Care Unit and their associated factors**
Author: Edimerk Mauricio Gil Guiiza®

Keywords: Candida, yeasts, mycoses, microbial drug resistance, intensive care units, Colombia.

Introduction: In recent years, the increase in the administration of antifungals as therapy and
prophylaxis against mycoses caused by Candida spp. has contributed to the development of
resistance in different species. This has complicated the implementation of management
strategies, leading to prolonged hospital stay and poor prognosis in critically ill patients.
Objective: To determine the antifungal susceptibility profiles of Candida species isolated from
adults admitted to ICU at the University Hospital of Santander and their associated factors.
Methodology: Antifungal susceptibility assessment of Candida isolates from ICU patients was
performed using the broth microdilution technique using nine antifungals commonly used in the
treatment of candidiasis. Additionally, clinical and sociodemographic variables of patients
associated with resistance were determined. Results: 181 isolates from 98 ICU patients were
analyzed. Among them, 18/98 (18.3%) were colonized by resistant isolates. Fluconazole was the
antifungal agent with the highest resistance (8.8%), with C. parapsilosis being the species with
the highest proportion of resistant isolates 8/39 (20.5%). Additionally, an association was found
between mixed colonization (by different Candida species) and antifungal resistance in the
isolates from the study population. Conclusions: The presence of Candida isolates resistant to
antifungals commonly used in the treatment of candidiasis was evidenced; and it was determined
that colonization by more than one species of Candida represents a higher risk of finding
resistant strains in ICU patients. These findings highlight the importance of monitoring critical
patients.

#* Degree Work

SFaculty of Health. School of Microbiology. Master’s in microbiology. Director: Clara Inés
Sanchez Suarez. Ph.D. in Microbiology and Molecular Genetics. Co-director: Laura Viviana
Herrera Sandoval. MSc. in Basic Biomedical Sciences.
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Introduccion

Las enfermedades flngicas invasivas causadas por especies del género Candida, son un
problema creciente de salud publica en los hospitales. La candidiasis invasiva (Cl) es una de las
mas frecuentes en pacientes de unidad de cuidados intensivos (UCI), reportes globales
consolidan una mortalidad de hasta 40% (Bongomin et al., 2017). El panorama continental
refiere que, en Estados Unidos, las candidemias representan la cuarta causa mas comun de
infecciones del torrente sanguineo en UCI, con una tasa de incidencia de aproximadamente 9
casos por cada 100.000 habitantes al afio (Pfaller & Diekema, 2007). Mientras que, en
Latinoamérica, la incidencia es mayor, alcanzando 10 a 20 casos por cada 100.000 habitantes,
especialmente en regiones con limitaciones diagnoésticas y terapéuticas (Nucci et al., 2017). En
Colombia, estudios recientes reportan incidencia estimada entre 2 y 6 casos por cada 1.000
pacientes hospitalizados en UCI (Moreno-Garcia et al., 2020), con tasas de mortalidad
alarmantes en pacientes criticos que varian entre 40 a 60% (Serrano et al., 2017).

La incidencia de estas micosis se encuentra asociada con la colonizacion de especies de
Candida en la piel y mucosas de los pacientes hospitalizados. Asi mismo, el desarrollo de estas
infecciones se favorece por alteraciones intrinsecas del sistema inmune, el uso de dispositivos
invasivos y procesos quirargicos que facilitan el paso de estas levaduras a otros tejidos. (Bilal,
2023) (Dugue CM, 2020). Por otra parte, las altas tasas de mortalidad han sido asociadas con
cambios en la distribucion de especies de Candida que forman parte de la microbiota
(colonizantes), complicaciones como la sepsis, el retraso en el tratamiento antifungico (Serrano

et al., 2017), asi como la falla terapéutica y las limitadas opciones de tratamientos en la
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actualidad frente a las infecciones fungicas invasivas (Serrano et al., 2017) (Parra-Giraldo,
2018).

El género Candida incluye varias especies, siendo Candida albicans la que
histéricamente se ha asociado con patogenicidad en seres humanos. Sin embargo, a nivel global
se ha observado un aumento en la prevalencia de especies no-albicans, como Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, y Candida krusei, que presentan patrones de
susceptibilidad antifungica variables y, en algunos casos, resistencia intrinseca o adquirida a los
tratamientos disponibles (Miceli, Diaz & Lee, 2011). En América Latina, las especies
no-albicans, como Candida parapsilosis y Candida tropicalis, representan hasta 40% de los
aislamientos de Candida en pacientes de UCI (Gois et al., 2018).

Este cambio en la epidemiologia de especies de Candida, junto con la mayor frecuencia
de cepas resistentes enmarca la importancia de realizar estudios epidemioldgicos locales para
comprender mejor los perfiles de susceptibilidad antifingica y sus factores clinicos asociados
(Parra-Giraldo, 2018, Pappas et al., 2018). En concordancia con lo anterior, el desarrollo de
resistencia en Candida spp. se encuentra ligado principalmente a la presencia de mecanismos
moleculares intrinsecos, o adquiridos producto de una exposicion prolongada (McCort & Tsal,
2023). La presion selectiva ejercida por los tratamientos empiricos con antifungicos inadecuados
y el uso de esquemas profilacticos en pacientes hospitalizados (Cortés, 2020).

Desde otra perspectiva, la busqueda de blancos terapéuticos alternos y el desarrollo de
nuevas moléculas antifingicas para uso clinico es aun incipiente (HouSt et al., 2020).
Actualmente, el manejo de la candidiasis en pacientes criticos se limita al uso de cuatro clases de
antifangicos de uso sistémico: polienos, pirimidinas, azoles y equinocandinas. La eleccién del

antifangico a utilizar esta condicionada por el estado clinico del paciente, el sitio de la infeccién
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y la especie de Candida implicada, lo que reduce ain mas las opciones terapéuticas (Segales

Camacho, 2024).

En términos de resistencia antifingica la situacion global requiere especial atencién. Las
tasas de resistencia a los azoles, como el fluconazol, han alcanzado niveles preocupantes,
especialmente en Candida glabrata, con resistencias reportadas hasta de 15% de los aislamientos
clinicos (Castanheira et al, 2016, Pfaller & Diekema, 2018). También, se documenta una
resistencia emergente a las equinocandinas, que son actualmente la terapia de eleccion en
infecciones invasivas por Candida, lo que limita ain mas las opciones terapéuticas y el
prondstico de los pacientes en estado critico (Orozco et al., 2019).

El panorama en Colombia es similar, especies no-albicans de Candida, como Candida
glabrata y Candida krusei, han demostrado resistencia intrinseca o adquirida a los antifingicos
de primera linea, particularmente los azoles como el fluconazol. Reportes previos han
documentado una prevalencia de resistencia frente a estos antifingicos de hasta el 25%, 15% y
13% en especies como C. parapsilosis, C. glabrata y C. albicans, respectivamente. (Cruz-Torres
et al., 2022; Ceballos-Garzon et al., 2023). Por otra parte, algunos estudios han documentado la
prevalencia de aislamientos clinicos de C. auris resistentes a fluconazol y anfotericina B en
diferentes territorios del pais (Escandén et al., 2022; Ceballos-Garzon et al., 2019).

En la préactica clinica existen metodologias comerciales para la evaluacion del perfil de
susceptibilidad en levaduras, con el fin de orientar los tratamientos y disminuir la falla
terapéutica asociada a los esquemas empiricos. Actualmente se cuenta con las metodologias
estandarizadas por parte de comités internacionales como el CLSI (Clinical and Laboratory

Standards Institute) y el EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility
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Testing) para estudios de vigilancia y epidemiologia de especies resistentes los cuales son aun
escasos, asi como la evaluacion de nuevas moléculas con potencial antifingico (Berkow et al.,

2020).

En el contexto de los pacientes de UCI, ademas de las especies de Candida colonizantes,
se han reportado factores que pueden influir en la respuesta al tratamiento antifingico. Entre
ellos, se hace referencia a factores sociodemograficos como la edad avanzada, comorbilidades
subyacentes y el tiempo de hospitalizacion. Por otra parte, el uso de antibioticos, la duracion de
la hospitalizacion y la presencia de dispositivos invasivos, han sido factores clinicos asociados
(Pappas et al., 2018). Bajo esta mirada, se requieren estudios integrales que ademas, de
determinar los perfiles de susceptibilidad antifungica de especies de Candida en pacientes
hospitalizados en UCI, identifiquen los factores clinicos y sociodemograficos asociados con la
resistencia; lo cual podria contribuir al desarrollo de estrategias preventivas frente a la Cl en este
entorno clinico, asi como a la toma de decisiones terapéuticas basadas en la optimizacion de las
opciones, la mejora clinica y por ende la reduccion de la mortalidad (Pfaller & Diekema, 2018).

En paises en desarrollo como Colombia, las limitaciones del sistema de salud pueden
retrasar el diagndstico y tratamiento adecuado de infecciones fungicas invasivas como la IC, por
tanto, realizar este tipo de estudios es relevante. A nivel local, se desconoce la resistencia de
especies colonizantes de Candida en un ambito critico hospitalario, por tanto, el objetivo del
presente estudio fue evaluar la susceptibilidad antifingica de cepas colonizantes de Candida de
pacientes ingresados a la UCI del Hospital Universitario de Santander (HUS), estableciendo qué
factores clinicos o sociodemograficos se encontraban asociados con la presencia de cepas

resistentes. Por lo cual, los datos epidemioldgicos y los posibles modelos de asociacion que se
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obtuvieron seran cruciales para determinar la prevalencia de resistencia frente a antifingicos de
uso frecuente en el servicio de UCI, contribuyendo al mediano plazo al desarrollo de estrategias
preventivas y terapéuticas mas efectivas, adaptadas a las caracteristicas de la poblacion en

estudio.

1. Marco conceptual y estado del arte

1.1 Generalidades de Candida spp.

Las especies pertenecientes al género Candida son hongos levaduriformes que se
caracterizan por su plasticidad fenotipica y diversidad metabdlica, factores que les confieren
ventajas adaptativas frente a otros microorganismos. Estas especies tienen la capacidad de
colonizar diferentes sitios anatomicos y pueden establecer dos tipos de relaciones ecoldgicas con
otros organismos. Una de tipo comensal, formando parte de la microbiota normal de mamiferos a
nivel de piel, mucosa oral, digestiva y genital; y otra de tipo patdgeno, cuando participan en
procesos de infeccidn a nivel superficial o sistémico (Wickes BL, 2018). Candida albicans es la
especie implicada en la mitad de los casos de candidiasis. Sin embargo, la incidencia de otras
especies de Candida no- albicans (NACS) como C. tropicalis, C. parapsilosis, Nakaseomyces
glabratus (C. glabrata), C. auris, C. dubliniensis, Pichia kudriavzevii (C. krusei) y C.
guilliermondii, esta en aumento (Mba, 2022).

1.2 Candidiasis en pacientes de UCI

Actualmente las micosis constituyen la cuarta causa mas frecuente de infecciones

desarrolladas en pacientes hospitalizados, dentro de las cuales las infecciones causadas por

Candida spp. representan hasta el 80% de los casos (Alava et al., 2020). La candidiasis posee un
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espectro clinico amplio que va desde las infecciones mucocutaneas superficiales localizadas,
hasta las formas invasivas de alto riesgo para pacientes criticos. La candidemia es la forma de
candidiasis invasiva mas frecuente en pacientes de UCI y ocurre cuando las levaduras alcanzan
el torrente sanguineo, desde donde pueden diseminarse a cualquier otro 6rgano o sistema.
Estudios realizados en Latinoamérica han reportado incidencias de candidemia en Colombia de
hasta 1,96 casos por cada 1000 admisiones hospitalarias, siendo mayores que las reportadas en
otros paises de la region (Cortés, 2020). Adicionalmente, esta micosis se encuentra asociada con
una tasa de mortalidad que oscila entre el 30-60%, de acuerdo con el estado inmunoldgico del
paciente, la especie de Candida implicada, el suministro de terapia antifingica oportuna, entre
otros factores (Cortes, 2021).

La mayoria de los casos de candidiasis en pacientes de UCI provienen de la colonizacion
enddgena. Sin embargo, la colonizacion exdgena, asociada con la atencion en salud vy
dispositivos médicos como catéteres venosos centrales (CVC), dispositivos cardiovasculares y
catéteres urinarios, también es frecuente (Rodriguez, 2019). Actualmente, debido a la falta de
pruebas de diagndstico rapido, gran parte de los casos de candidiasis aun se confirman mediante
cultivos de rutina, los cuales cuentan con baja sensibilidad. Esto, sumado a la dificil
identificacion de especies cripticas de Candida, conlleva la administracion de terapias
antifangicas tardias, lo que contribuye a la aparicién de resistencia en las levaduras y falla
terapéutica en los pacientes (Bhattacharya et al., 2020).

1.2.1 Antifangicos para el tratamiento de la Candidiasis

1.2.1.1 Azoles. Son la clase de antifungicos mas comunmente utilizados como

tratamiento y profilaxis frente a infecciones causadas por Candida spp. Estos compuestos son de

uso sistémico e incluyen el fluconazol, voriconazol, itraconazol, posaconazol e isavuconazol.
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Estos farmacos act@ian inhibiendo la enzima Lanosterol 14a-desmetilasa (14DM), la cual es una
enzima del citocromo p450 codificada por el gen ERG11. Esta enzima participa en la biosintesis
del ergosterol, componente fundamental de la membrana celular fingica. Cuando sucede esta
inhibicion, otras enzimas presentes (Erg6ép, Erg25p, Erg26p, Erg27p, and Erg3p) causan la
acumulacién de compuestos intermediarios toxicos, que perturban la estabilidad de la membrana
e impiden el crecimiento del hongo. Una de las limitaciones que presentan estos antifungicos es
su accion fungistatica frente a hongos como Candida spp. Estos farmacos generan una fuerte
presion selectiva que favorece el desarrollo de resistencia durante tratamientos prolongados. La
susceptibilidad frente a los azoles varia de acuerdo con la especie de Candida, siendo efectivos
para la mayoria de las cepas de C. albicans, pero de uso limitado frente a especies como C.
glabratay C. auris debido al incremento de cepas resistentes (Lee, 2021).

1.2.1.2 Polienos. Representan la clase de antifingico més antigua utilizada para tratar las
micosis sistémicas. La anfotericina B es el mas utilizado y presenta un espectro amplio de accion
contra hongos de importancia clinica, incluyendo las especies de Candida. Estos farmacos actdan
uniéndose al ergosterol, formando complejos en la membrana fungica. Esto genera poros que
llevan a la perdida de iones monovalentes (K+, Na+, H+ y Cl-) causando la muerte celular. A
pesar de la excelente actividad fungicida, su uso clinico es limitado debido a su baja
biodisponibilidad por administracién oral y a sus efectos toxicos (dosis dependientes) en los
pacientes, debido a la similitud entre su blanco farmacoldgico (ergosterol) y el colesterol en las
membranas celulares animales (Lee, 2021).

1.2.1.3 Equinocandinas. Son la Unica nueva clase de antifingicos implementados en la
practica clinica en décadas. Dentro de este grupo se encuentran la micafungina, anidulafungina,

caspofungina y rezafungina. Estos farmacos actlan uniéndose de manera no competitiva a la
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subunidad catalitica de la enzima (1,3)-p-D-glucano sintasa, codificada por los genes FKS1 y
FKS2 en Candida spp. Esta union inhibe la sintesis del (1,3)-B-D-glucano, componente principal
de la pared celular fungica, causando la pérdida de la integridad de esta estructura y la muerte
celular. Estos farmacos se emplean como primera linea en el tratamiento de pacientes con
candidiasis invasiva, gracias a su baja interaccion con otros medicamentos y su potente accion
fungicida frente a las especies de Candida. Sin embargo, presentan actividad limitada frente a
otros patogenos fungicos como Cryptococcus spp. y algunos hongos filamentosos, debido a la
ausencia o escasa presencia de (1,3)-p-D-glucano en su pared celular (Lee, 2021).

1.2.1.4 Derivados de pirimidinas. Fueron disefiados en el afio 1950 y son uno de los
antifangicos de uso clinico mas antiguos. La flucitosina (5FC) es uno de los mas importantes
dentro de este grupo. Estos farmacos presentan actividad fungistatica contra las especies de
Candida, debido a que interfieren en la biosintesis de los &cidos nucleicos. La 5FC actla
ingresando al citoplasma celular por accion de la enzima citosina permeasa (Fcy2). Una vez
dentro, la 5FC es transformada en 5- Fluorouracil (5FU) por la accion de la citosina deaminasa
(Fcyl). Finalmente, el 5FU es metabolizado en 5- Fluorouridina trifosfato (5SFUTP) por accion
de la enzima uracilo fosforribosiltransferasa (Furl), la cual es incorporada en el ARN en lugar de
la uridina trifosfato (UTP), afectando la traduccién a proteinas. Por otra parte, el 5FU también
puede ser transformado en 5- fluorodesoxiuridina monofosfato (5FAUMP), el cual inhibe la
timidilato sintasa, una importante enzima en la biosintesis de ADN. La 5 flucitosina (5FC) suele
administrarse en combinacién con otros antifingicos como la anfotericina B, con el fin de
aumentar su efectividad durante el tratamiento y evitar la aparicion de resistencia (Bhattacharya

et al., 2020).
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Figura 1

Mecanismos de accién de las diferentes clases de antiflngicos.
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Nota. Resumen de los mecanismos de accién moleculares de las cuatro familias de antifingicos

utilizados en pacientes con candidiasis: Azoles, equinocandinas, polienos y derivados de

pirimidinas. Tomado de Morio et al., 2017.
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1.3 Resistencia antifingica en Candida spp.

La resistencia antifingica desde el punto de vista microbiolégico se define como la
capacidad que tiene un hongo de crecer a una concentracion de un farmaco que es igual o0 mayor
a la concentracion que detiene el crecimiento/elimina a la mayoria de los aislamientos de la
misma especie. La resistencia antifingica en Candida spp. se presenta cuando la interaccion
farmaco-molécula blanco se ve afectada directa o indirectamente por diferentes mecanismos,
incluidas mutaciones o sobreexpresion de los genes que codifican a los sitios blanco, actividad
de bombas de eflujo en la membrana, formacion de biopeliculas, entre otros (Lee et al., 2023;
Firacative et al., 2023).

La aparicion o adquisicion de resistencia es principalmente un mecanismo adaptativo
frente a la presion selectiva ejercida por los farmacos. Esta resistencia puede clasificarse en tres
tipos. La resistencia primaria, es aquella que se desarrolla en microorganismos que nunca han
estado expuestos al farmaco en cuestion. La resistencia secundaria o adquirida, la cual aparece
cuando un microorganismo, inicialmente sensible, se vuelve resistente tras la exposicion a un
tratamiento antifungico. Por ultimo, la resistencia “natural” o intrinseca es aquella que se observa
en especies donde la mayoria de los aislamientos resultan resistentes a un mismo farmaco, como
es el ejemplo de P. kudriavzevii frente al fluconazol (Czajka, 2023).

1.3.1 Resistencia frente a los azoles

El aumento en la frecuencia de resistencia se ha asociado con el uso incorrecto o excesivo
de farmacos y la administracion de terapias profilacticas innecesarias que generan presion
selectiva. Actualmente, diferentes especies de Candida han demostrado presentar
intrinsecamente valores de CIM mas altos frente a algunos de los antifangicos pertenecientes al

grupo de los azoles, entre estas las especies de Candida no -albicans (Fuentefria et al., 2018).
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Estos organismos presentan diferentes mecanismos intrinsecos y adquiridos que les permiten
desarrollar resistencia frente a estos farmacos. (Bhattacharya et al., 2020). Entre los mas
comunes Se encuentran:

1.3.1.1 Alteracion de la enzima Lanosterol 14a-desmetilasa. Un mecanismo de
resistencia comun frente a los azoles, es la aparicion de cambios en los aminoacidos que
conforman su molécula blanco, lo cual conlleva a una disminucion en la afinidad de estos
farmacos por la enzima Lanosterol 14a-desmetilasa. La enzima estd codificada por un gen
altamente polimoérfico (ERG11) y se han descrito mas de 160 sustituciones de aminoacidos
producto de mutaciones (inserciones y deleciones) en este gen. A pesar de la cantidad de
cambios conformacionales en esta enzima, solo unas pocas sustituciones se encuentran
relacionadas con fenotipos resistentes en Candida spp. La mayoria de estas sustituciones se dan
en puntos clave de esta enzima (Hot spots), especificamente entre los aminoacidos 105-165,
266-287 y 405-488. Estos cambios estructurales ocurren principalmente alrededor del canal de
acceso y del sitio activo de la enzima, afectando la entrada y la union con el farmaco (Czajka,
2023).

1.3.1.2 Sobreexpresion del blanco farmacolégico. Este mecanismo esta mediado por la
sobreexpresion del gen ERG11 en especies resistentes a los azoles, el cual genera un aumento en
la produccidn de la enzima blanco de estos farmacos. Este incremento hace necesaria una mayor
concentracion del antifungico para causar una inhibicién, disminuyendo la susceptibilidad en
estas levaduras. En C. albicans este mecanismo esta mediado por mutaciones de ganancia de
funcién (GOF) en el gen UPC2, el cual actia como promotor de la expresion constitutiva de los

genes involucrados en la biosintesis de ergosterol, como ERG11 (Lee, 2021).
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1.3.1.3 Activacion de bombas de eflujo. La disminucion de la concentracion intracelular
del farmaco mediante la activacion de bombas de eflujo es uno de los mecanismos de resistencia
mas importantes en Candida spp. y suele presentarse en aislamientos clinicos de pacientes con
terapia antifingica prolongada. Existen dos clases de transportadores transmembranales
implicados en este mecanismo. Los primeros son la superfamilia de los casetes de unién a ATP
(ABC). Estos transportadores poseen dos dominios transmembrana y dos dominios
citoplasmaticos de union a nucleétidos (NBDs). Los NBDs impulsan el movimiento de sustratos
a través de la membrana mediante la hidrdlisis de ATP. La segunda clase de bombas de eflujo son
la superfamilia de los facilitadores principales (MF). Estas proteinas también se ubican a través
de la membrana, pero utilizan el gradiente de protones generado en la membrana para su
funcionamiento (Lee, 2021). Diferentes transportadores que confieren resistencia a los azoles
han sido descritos, dentro de estos se incluyen: Los transportadores Cdrl y Cdr2 (ABC) y Mdrl
(MF) en C. albicans, abcl en C. krusei y CgCdrl, CgCdr2 y CgSng2 en C. glabrata. Sin
embargo, estas bombas de eflujo no actuan igual frente a todos los azoles. EI Mdrl ha mostrado
ser mas especifico para el transporte y eliminacion de fluconazol. Debido a esto, la
sobreexpresion de este transportador no se encuentra asociada con resistencia cruzada. Por el
contrario, cepas con sobreexpresion de Cdrl y Cdr2 (ABC) pueden mostrar altos valores de CIM
frente a diferentes azoles de manera simultanea (voriconazol, itraconazol, posaconazol,
isavuconazol) (Fuentefria, 2018). La sobreexpresion de estas bombas de eflujo en la membrana
celular fangica se encuentra mediada por mutaciones en genes como el TAC1 y MRR1 que
codifican para los factores de transcripcion de los transportadores ABC y MF respectivamente

(Morio, 2017).
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1.3.1.4 Alteracion de la biosintesis de ergosterol. Ademas del gen ERG11, otros genes
que participan en la biosintesis de ergosterol se han visto involucrados en la resistencia frente a
los azoles. Uno de ellos es el gen ERG3 que codifica para la C5 esterol desaturasa. Mutaciones
en este gen impiden el paso de 14a-metil-fecosterol a 14a-metil-3,6-diol, generando la
disminucion del contenido de ergosterol en la membrana fungica. ElI desvio de esta ruta
metabolica genera la acumulacion de precursores que pueden sustituir al ergosterol y permiten la
estabilidad de la membrana aun en presencia del farmaco, contribuyendo al desarrollo de
resistencia en Candida spp. Adicionalmente, las mutaciones en ERG3 también se han visto
asociadas con altas CIMs frente a polienos como la anfotericina B, debido al agotamiento del
ergosterol, blanco farmacoldgico de estos antifungicos (Fuentefria, 2018).

1.3.1.5 Plasticidad gendmica. Es una caracteristica de los hongos del género Candida
que les permite adaptarse a diferentes condiciones ambientales como cambios en la temperatura,
el estrés oxidativo y la exposicion a antifangicos. Los cambios gendmicos relacionados incluyen
las aneuploidias, pérdida de la heterocigosidad (LOH) y reordenamientos cromosémicos que
afectan la expresion de los blancos farmacoldgicos, las bombas de eflujo y otros factores que
contribuyen a la resistencia. Las alteraciones les confieren diversidad genotipica y fenotipica ,
sin la necesidad de desarrollar mutaciones permanentes en su genoma. La aneuploidia mas
frecuente en la resistencia a los azoles consiste en la formacién de un isocromosoma por
duplicacioén del brazo izquierdo del cromosoma 5 (i(5L)). Esta alteracion conlleva a un aumento
en el nimero de copias de los genes localizados en esa region (ERG11y TAC1) (Lee, 2021). Este
mecanismo que ha sido ampliamente estudiado en cepas de C. albicans y C. auris, y se encuentra
estrechamente relacionado con la tolerancia y el crecimiento residual (fendmeno de trailing) que

presentan estas levaduras frente a los farmacos fungistaticos en las pruebas in vitro (Bing et al.,
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2020). Adicionalmente, se ha reportado la aparicion de otras aneuploidias asociadas con los
cromosomas 3 y 6, portadores de los genes relacionados con la expresion de bombas de eflujo
(MRR1, CDR1y MDR1) en cepas de C. albicans expuestas frente a triazoles de uso clinico como

el posaconazol (kukurudz, 2022).

Figura 2

Mecanismos de resistencia frente a los azoles
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Nota. La resistencia frente a los azoles estd mediada por cuatro mecanismos principales. (I)
Cambios estructurales en Ergll disminuyen la afinidad del farmaco por esta molécula blanco.

(1) La regulacion positiva en la expresion del blanco farmacologico se da por alteraciones en los
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promotores transcripcionales (mutaciones GOF en UPC2) o copias adicionales del gen ERG11
(plasticidad del genoma). (I11) Regulacién positiva de las bombas de eflujo inducida por
mutaciones de GOF en MRR1, TACl o copias adicionales del gen TAC1 (plasticidad del
genoma). (IVV) Cambios en la biosintesis del ergosterol que conducen a la formacion de esteroles
alternativos independientes de Ergl1l. Tomado de Morio et al., 2017.

En Colombia, farmacos como el fluconazol son ampliamente utilizados para el manejo de
infecciones fungicas y tratamientos profilacticos en pacientes criticos, lo que ha generado un
incremento en el nimero de aislamientos resistentes de especies como C. albicans, C. tropicalis
y C. parapsilosis (Ceballos-Garzon et al., 2020) (Daneshnia, 2024). Debido a esto, en el pais se
han realizado estudios relevantes donde se ha documentado la prevalencia de cepas sensibles,
sensibles dependientes de dosis y resistentes frente a azoles y otras clases de antifingicos. Una
investigacion reciente realizada por Hernandez-Pabon y colaboradores reporté una mayor
frecuencia de cepas resistentes frente a azoles como el fluconazol (C. parapsilosis 13,8%, C.
tropicalis 11,8%, C. glabrata 5,5%) y el voriconazol (C. tropicalis 5,9%) en comparacion con
otros antifangicos (de acuerdo con los puntos de corte del CLSI). Estas cepas fueron aisladas de
pacientes con candidemia y otras infecciones invasivas reportadas en el laboratorio clinico y
servicio transfusional del Hospital Universitario Mayor Méderi en Bogota (Hernandez-Pabodn,
2024). Estos porcentajes son relevantes, teniendo en cuenta que el fluconazol es la principal
alternativa en el tratamiento de infecciones causadas por especies del complejo C. parapsilosis,
debido a los altos valores de CIM que presentan estas especies frente a otros antifingicos como

las equinocandinas (Czajka, 2023).
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1.3.2 Resistencia frente a los polienos

Los polienos se caracterizan por presentar una actividad fungicida fuerte frente a las
especies de Candida. Por esto, la aparicion de cepas resistentes es poco frecuente. Sin embargo,
cuando ocurre estd mediada por alteraciones en las enzimas implicadas en la biosintesis del
ergosterol, agotando su concentracion en la membrana. En C. albicans y C. glabrata la
resistencia frente a los polienos se ha visto relacionada con mutaciones en los genes ERG2,
ERG3, ERG5, ERG6 y ERG11. A excepcion de ERG6, todas estas mutaciones se asocian con
resistencia cruzada frente a los azoles (Jensen, 2015). Adicionalmente, las cepas de C. auris
suelen presentar mayores tasas de resistencia que otras especies relacionadas y se ha reportado la
sobreexpresion de genes como ERG1, ERG2, ERG6 y ERG13 en cepas con altos valores de CIM
frente a anfotericina B (Mufioz, 2018). Sin embargo, para los polienos no se han descrito
mecanismos de resistencia mediados por bombas de eflujo, esto puede estar relacionado con la
poca afinidad que presentan estas moléculas con los canales transportadores presentes en la

membrana (Lee, 2021).
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Figura 3

Mutaciones asociadas con la resistencia frente a los polienos
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Nota. La resistencia frente a los polienos es causada por alteraciones en la biosintesis del

ergosterol (mutaciones en ERG2, ERG3, ERG5, ERG6 y ERG11), lo que conduce a la
acumulacién de esteroles alternativos a expensas del ergosterol. Tomado de Morio et al., 2017.
1.3.3 Resistencia frente a las equinocandinas

El uso de las equinocandinas en el tratamiento de la candidiasis ha ido en aumento en los
Gltimos afios gracias a la efectividad que presentan estos farmacos. Sin embargo, esto ha
favorecido el desarrollo de resistencia en diferentes especies de Candida. Los mecanismos de
resistencia frente a estas moléculas se basan principalmente en mutaciones de los genes FKS, los
cuales codifican para la subunidad catalitica de la enzima (1,3)-B-D-glucano sintasa. En la

mayoria de las especies de Candida, los altos valores de CIM y la resistencia cruzada frente a las
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diferentes equinocandinas se encuentran relacionados con mutaciones en el gen FKS1 las cuales
generan cambios en los aminoacidos 641—649 (hot spot 1) y 1357-1364 (hot spot 2) de la
enzima. En C. albicans el cambio de serina en la posicion 645 (S645) es la sustitucion mas
frecuentemente encontrada en cepas con fenotipos resistentes. A diferencia de otras especies, en
C. glabrata la resistencia frente a estos farmacos esta asociada con mutaciones en dos genes
(FKS1y FKS2) y la sustitucion mas frecuente es la de serina en la posicién 663 (S663), mutacion
asociada al gen FKS2 (Lee, 2021).

Existen especies que son intrinsecamente menos susceptibles a las equinocandinas como
es el caso del complejo Candida parapsilosis (C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C.
metapsilosis) y Candida guilliermondii. Las especies de complejo C. parapsilosis poseen una
mutacion asociada con un cambio de prolina en la posicion 649 (Pro649); mientras C.
guilliermondii posee un cambio de metionina en la posicion 633 (Met633) y de alanina en 634
(Ala634). Estos polimorfismos intrinsecos se asocian con altos valores de CIM en las pruebas de
susceptibilidad in vitro, sin embargo, no estan necesariamente relacionados con falla terapéutica

a nivel clinico (Perlin, 2017).
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Figura 4

Mecanismo de resistencia frente a las equinocandinas.
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Nota. La resistencia frente a las equinocandinas estd asociada casi exclusivamente con
variaciones 0 mutaciones dentro de regiones conservadas (Hot spots) de la proteina codificada

por los genes FKS. Tomado de Morio et al., 2017.

A pesar de que la resistencia frente a las equinocandinas suele ser menos frecuente en
comparacion con otros farmacos como los azoles, la baja susceptibilidad frente a estos
antifungicos complica los esquemas de manejo en pacientes criticos, ya que son estos farmacos
los indicados frente a candidemias y otras infecciones invasivas en pacientes que no responden a
tratamientos con azoles. En paises como Estados Unidos, el incremento de la resistencia frente a
estas moléculas se ha visto asociado con terapias antifungicas prolongadas en pacientes con
episodios de candidemias recurrentes (Pristov, 2019). Ademas, algunos estudios han reportado
que C. glabrata es una de las especies con mayores porcentajes de resistencia frente a estos
antifungicos, en comparacion con otras levaduras de importancia clinica (Martinez-Herrera,

2021).
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En Colombia, un estudio multicéntrico realizado en la ciudad de medellin reporté un alto
porcentaje de resistencia frente a caspofungina en especies como C. glabrata (20%) recuperadas
de muestras de hemocultivos de 15 hospitales (Berrio et al., 2018). Otro estudio reciente
realizado en la ciudad de Bogota también reportd resistencia frente a caspofungina en el 5.5% de
los aislamientos de C. glabrata, siendo esta la Unica especie del estudio con resistencia frente a
estas moléculas (Hernandez-Pabon, 2024). A pesar de esto, son pocos los datos que se conocen
sobre la resistencia in vitro frente a las equinocandinas en aislamientos de Candida spp. Por lo
que se requiere de analisis adicionales que permitan comprender el panorama de la resistencia
frente a esta clase de farmacos en el territorio nacional.

1.3.4 Resistencia frente a las pirimidinas

La resistencia frente a los analogos de pirimidinas como la flucitosina, se encuentra
asociada con el uso de estos farmacos en monoterapia y ha sido reportada en especies como C.
albicans, C. glabrata y C. lusitaniae. En estas levaduras la resistencia estd mediada por
mutaciones en los genes FCY1, FCY2 Y FURL, los cuales codifican para enzimas encargadas de
la absorcion de los antifangicos hacia el interior de la célula (Fcy2) y de su metabolismo (Fcyly
Furl). Por otra parte, el incremento en la produccion de pirimidinas por parte de la célula
fangica, también se ha visto implicado con la pérdida de susceptibilidad en estas levaduras
(Czajka, 2023). Para disminuir la tasa de resistencia adquirida presentada frente a estos farmacos,
a nivel clinico se ha optado por usar flucitosina en combinacion con otros antifungicos.

Debido a esto, algunos estudios se han enfocado en evaluar la eficacia in vitro de la
flucitosina en conjunto con diferentes farmacos, encontrando resultados favorables (sinergia
total/parcial) para la combinacion de flucitosina + anfotericina B y flucitosina + anidulafungina

frente a especies de dificil manejo como C. auris. (John, 2023). Actualmente el CLSI no posee
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puntos de corte clinicos ni epidemioldgicos para clasificar la susceptibilidad de las especies de
Candida spp. frente a la flucitosina. Debido a esto, son pocos los estudios que incluyen la
evaluacion in vitro de este farmaco. Sin embargo, en Colombia se han realizado estudios donde
se han reportado valores de CIM de hasta 64 pg/ml frente a estas moléculas en aislamientos de
C. tropicalis involucrados en procesos de infeccion (Hernandez-Pabdn, 2024). Esto resalta la
baja susceptibilidad que pueden llegar a presentar las especies de Candida y la importancia de
monitorizar la eficacia de este antifingico, ya que es aun utilizado en algunas regiones como
terapia combinada para el tratamiento de micosis invasivas (Sigera, 2023).

Figura 5

Mecanismo molecular de resistencia frente a la flucitosina.
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Nota. La resistencia frente a la flucitosina esta mediada por la alteracién/inhibicion de la funcion
de las enzimas Fcyl, Fcy2 y Furl, implicadas en la internalizacion del antifungico y de su

transformacion hasta su forma activa (5-FUMP). Tomado de Morio et al., 2017.
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1.4 Pruebas de susceptibilidad en levaduras

Actualmente se han desarrollado diferentes metodologias para evaluar la susceptibilidad
in vitro en levaduras de importancia clinicas. Estas pruebas permiten evaluar la actividad
antifungica que tienen determinados farmacos frente a estos microorganismos, mediante la
determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).

Dentro de las diferentes pruebas disponibles, el método de microdilucion en caldo
establecido por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), es considerado el estandar
in vitro para la determinacién de la susceptibilidad en levaduras del género Candida. Esta es una
técnica basada en la evaluacion del crecimiento microbiano frente a diferentes concentraciones
de un antifungico. Los resultados de estos ensayos son utilizados en entornos clinicos para guiar
la administracion de terapia farmacoldgica frente a diferentes especies de Candida, para
monitorizar el desarrollo de resistencia mediante estudios de vigilancia epidemioldgica; y en
ensayos preclinicos para la determinacion del espectro de actividad y la potencia in vitro de
nuevas moléculas antifangicas (Wiederhold, 2023).

Con el fin de clasificar a los aislados de acuerdo con su CIM, el CLSI ha definido dos
tipos de puntos de corte. Los Puntos de corte clinicos (CCVs), que sirven para categorizar a los
aislados como sensibles (S), sensibles dependientes de dosis (SDD)/ Intermedio (1) o resistentes
(R). Estos puntos de corte son especie-especificos y tienen en cuenta evidencia cientifica que
correlaciona la respuesta clinica con diferentes valores de CIM y parametros

farmacodinamicos/farmacocinéticos del antifingico; permitiendo orientar la toma de decisiones
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a nivel clinico frente a la efectividad de un farmaco en un tratamiento in vivo (Wiederhold,
2021).

Por otra parte, los puntos de corte epidemiologicos (ECVs) se basan en la distribucion de
la CIM para separar poblaciones salvajes (Wild Type) de las poblaciones no salvajes (no-Wild
Type), es decir, que han adquirido mutaciones 0 mecanismos de resistencia. A diferencia de los
CCVs, estos puntos de corte no permiten estimar la efectividad de un tratamiento antifungico
sobre una levadura a nivel in vivo, por lo tanto, no son Utiles en escenarios clinicos (Berkow et
al., 2020).

Actualmente, la técnica de microdilucion en caldo (CLSI) se realiza bajo los lineamientos
establecidos en los manuales M27 Cuarta edicién, M27M44S tercera edicion y M57S tercera
edicion. En estos documentos se dictan los lineamientos técnicos y alcances de la prueba, se
especifican los controles de calidad a utilizar y se establecen los puntos de corte clinicos (CCVs)
y epidemioldgicos (ECVs) para diferentes especies de Candida de importancia clinica frente a
fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, rezafungina, anidulafungina, micafungina,

caspofungina y anfotericina B.
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2. Objetivos

2.1 Obijetivo general

Determinar la distribucion de los perfiles de susceptibilidad antifingica de las especies de

Candida aisladas de pacientes adultos en Unidad de Cuidados Intensivos y sus factores clinicos y

sociodemogréaficos asociados.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a los pacientes de Unidad de Cuidados Intensivos de acuerdo con sus

variables clinicas y sociodemogréficas

e Evaluar los perfiles de susceptibilidad antiflngica de los aislamientos clinicos de

Candida spp.

e Establecer la prevalencia de los perfiles de susceptibilidad antifingica y su
posible asociacion con las caracteristicas de la poblacion de estudio durante su

estancia en UCI
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3. Metodologia

3.1 Disefio y generalidades del estudio

Se llevo a cabo un estudio transversal en el cual se incluyeron aislamientos clinicos
provenientes de muestras de colonizacién de pacientes adultos que ingresaron a la UCI del
Hospital Universitario de Santander entre el 1 de septiembre del 2023 y el 30 de abril del 2024.
Las muestras recolectadas corresponden a hisopados de piel de zona inguinal, axilar y frotis
faringeos (empleando el medio de transporte Amies); muestras de orina recolectadas por
diferentes métodos (miccion espontanea/catéter) y aspirados traqueales. Estos aislamientos
fueron proporcionados por el proyecto macro titulado “Desarrollo de una estrategia de medicina
personalizada para el manejo preventivo, diagnostico y tratamiento de candidiasis en Unidades
de Cuidados Intensivos de adultos en el area metropolitana de Bucaramanga”. Las muestras de
los pacientes fueron recolectadas a las 48 horas de ingreso a la UCI posterior a la firma del
consentimiento informado correspondiente (Apéndice A); y llevadas al laboratorio de micologia
de la escuela de Microbiologia de la UIS para su procesamiento. Los cultivos con crecimiento de
levaduras fueron enviados posteriormente al laboratorio 404 del Edificio de Investigaciones sede
Guatiguara (L1-404) para la realizacion de pruebas de identificacién y susceptibilidad a los
antifngicos. El transporte de los cultivos se realiz6 de acuerdo con lo consignado en el manual

“Guidance on regulations for the transport of infectious substances 2021-2022.
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3.2 Caracterizacion clinica y sociodemografica de los pacientes

Se realizd un analisis de la informacion clinica y sociodemografica de los pacientes de
UCI de donde provenian los aislamientos clinicos de Candida spp. Estos datos (previamente
anonimizados) fueron proporcionados por el proyecto macro y consignados en una Tabla de
recoleccion de datos previamente disefiada para su posterior analisis. A partir, de la informacion
de las historias clinicas, se recolectaron datos sociodemogréaficos de los pacientes respecto al
sexo, edad, lugar de procedencia; asi como datos clinicos sobre el uso de medicamentos, uso de
dispositivos médicos, comorbilidades, tiempo de estancia hospitalaria, hallazgos de laboratorio,
entre otros. Esta informacion fue dispuesta en un formato de recoleccion disefiado para tal fin
(Apéndice B). Los datos sobre la colonizacion por Candida spp. (NUmero de muestras

colonizadas, tipo de colonizacién y especies identificadas) también fueron registrados.

3.3 Recuperacion de los aislamientos de Candida spp.

Los aislamientos incluidos en este estudio fueron previamente identificados a nivel de
especie empleando la técnica de MALDI-TOF, tomando como validos los resultados de
identificacion con un score >2. Para la realizaciéon de las pruebas de susceptibilidad, los
aislamientos criopreservados con glicerol al 30% a -20 °C, fueron reconstituidos en medio
Sabouraud dextrosa 2% durante 48 horas. A partir de este pase, se realizaron los repiques para la

preparacion de los indculos correspondientes al montaje de pruebas de microdilucion.

3.4 Evaluacion de la susceptibilidad antifungica
Para la evaluacion de la susceptibilidad frente a los antifingicos se empleo la técnica de

microdilucion en caldo para levaduras, de acuerdo con los lineamientos descritos en el manual de
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referencia M27 cuarta edicion del CLSI (2017). Se determind la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) de cada aislamiento frente a los nueve antifungicos evaluados, partiendo de un
cultivo puro de la levadura en medio SDA al 2% con cloranfenicol incubado a 352 °C por 24
horas.
3.4.1 Técnica de microdilucion en caldo

Para la realizacion de la técnica se empleo6 el medio liqguido RPMI 1640 con L-glutamina
sin bicarbonato de sodio, con glucosa al 0,2%, pH 7,0 y tamponado con &cido morfolino
propanosulfénico (MOPS). Los ensayos fueron realizados en microplacas estériles fondo en U.
Se emplearon nueve antifingicos en polvo liofilizados, al > 98% de pureza, de la marca Merck.
Estos fueron evaluados en las concentraciones estipuladas en el manual M27 cuarta edicién del
CLSI: fluconazol y flucitosina (0,12 — 64 pg/ml), voriconazol, itraconazol, posaconazol y
anfotericina B (0,03-16 pg/ml), anidulafungina, micafungina y caspofungina (0,015-8 pg/ml).

3.4.1.1 Preparacion de las microplacas con antifungicos. Los antifungicos en polvo
liofilizados fueron reconstituidos con agua destilada para la preparacion de las soluciones de
stock. Para el caso de los antifungicos insolubles en agua, se empled dimetilsulféxido (DMSO)
como solvente. A partir de las soluciones de stock se prepararon 10 diluciones seriadas de cada
antifangico empleando el medio liqguido RPMI 1640. Estas diluciones se dispusieron en
microplacas de 96 pocillos fondo en U, afladiendo 100 ul de cada una, en las columnas 2-11 (de
la mayor a la menor concentracion). En la columna 1 de la microplaca se dispusieron 200 ul de
RPMI 1640 como control de esterilidad del medio y 100 pl de RPMI 1640 en la columna 12 para
el control de crecimiento de la levadura. Para el caso de las microplacas de antifingicos
insolubles en agua, el control de crecimiento correspondié a 100 pl de RPMI 1640 con 2% de

DMSO. Las microplacas con antifingico fueron almacenadas a -20°C hasta su uso.
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3.4.1.2 Preparacion del inoculo y condiciones de incubacion. El in6culo se prepar6 a
partir de un cultivo puro de la levadura incubado en medio SDA 2% a 37°C por 24 horas. Las
colonias fueron resuspendidas en solucion salina hasta alcanzar una densidad optica de 0,5 Mc
Farland (1x106 - 5x106 UFC/ml). Posteriormente se realiz6 una dilucion 1:1000 con medio
RPMI 1640, para alcanzar una concentracion aproximada de indculo de 1 x103 - 5 x103 UFC/ml.
Esta Gltima dilucion fue la que se utilizd para inocular las microplacas con antiflngicos,
afiadiendo 100 pl en cada pocillo de las columnas 2-12. La concentracion final de levaduras en
las microplacas fue de 0,5 x103 - 2,5 x103, aproximadamente. Una vez inoculadas, las
microplacas fueron recubiertas con papel vinipel (para evitar la desecacion) y llevadas a
incubacion por 48 horas a 37°C. Cada antifungico fue evaluado por duplicado en cada placay en
dos experimentos independientes.

3.4.1.3 Lectura e interpretacion de los resultados. La lectura del crecimiento de las
levaduras en las microplacas se realiz6 a las 48 horas de incubacion de manera visual. La
determinacion de la CIM para los azoles se confirm6d por densitometria a 600nm
(Ceballos-Garzon, 2023). La CIM para los azoles, las equinocandinas y la flucitosina estuvo
definida como la concentracién de antiflngico del pozo donde se observd una reduccion del
crecimiento igual o menor al 50% con respecto al pozo control de crecimiento. Por otra parte, la
CIM para la anfotericina B correspondi6 a la concentracion de antifungico del pozo donde se
observo una reduccion del crecimiento del 90-100% (Figura 6). La clasificacion de los perfiles
de susceptibilidad de las cepas de Candida de acuerdo con sus valores de CIM frente a cada
antifangico, se realiz6 de acuerdo con los puntos de corte clinicos y epidemiolégicos
establecidos en los manuales M27M44S (2022) y M57S (2022) del CLSI (Apéndice D). La

interpretacion de la resistencia de acuerdo con la CIM para C. auris se realizé de acuerdo con los
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puntos de corte tentativos establecidos por el CDC de Atlanta para esta especie: fluconazol: > 32
pg/ml; anfotericina B: >2 pg/ml; anidulafungina >4 pg/ml; caspofungina >2 ug/ml y
micafungina >4 pg/ml (CDC, 2020).

Figura 6

Interpretacion visual de la CIM en las placas de microdilucion.
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Nota. A. Interpretacion visual de la CIM para azoles, equinocandinas y flucitosina. B.

Interpretacion visual de la CIM para anfotericina B. Tomado de Wiederhold, 2021.

3.4.1.4 Control de calidad. Se realiz6 el control de calidad evaluando la susceptibilidad
de las cepas de referencia Candida krusei ATCC 6258 y Candida parapsilosis ATCC 22019 en
cada microplaca junto con los aislamientos clinicos. Para la validacion de los montajes se
tuvieron en cuenta los valores de CIM establecidos en el manual M27M44S (2022) para estas
cepas de referencia. El control de densidad y pureza del in6culo se realizé sembrando 10 pl del
pocillo control de crecimiento en medio CHROMagar Candida e incubando por 24 horas a 37
°C. Para el monitoreo de la variacion de los resultados, las pruebas se realizaron por duplicado
para cada aislamiento clinico, aceptando como validos los experimentos con diferencias no

mayores a una dilucion entre los valores de CIM de sus réplicas.
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3.5 Andlisis estadisticos

Se empled la prueba de Shapiro Wilk para la evaluacién de la normalidad de los datos en
el analisis univariado. Las variables cuantitativas fueron presentadas en términos de
media/mediana como medida de tendencia central y desviacion estandar/intervalo intercuartilico
como medida de dispersion. Las variables cualitativas se expresaron en términos de frecuencias
absolutas y relativas. Para el andlisis bivariado con las caracteristicas clinicas y
sociodemogréficas, se empled la prueba de Chi-cuadrado (x2), determinando como variable de
salida los pacientes con al menos un aislamiento de Candida resistente frente a uno o mas de los
antifungicos evaluados. Se definieron diferentes variables independientes de tipo clinico y
sociodemografico en los pacientes como: Edad, sexo, procesos quirtrgicos, uso de catéter,
terapia inmunosupresora, tratamiento con farmacos antibiéticos y antifingicos, entre otras. Se
consider6 como significativo un valor p < 0,05 para todas las pruebas. Adicionalmente, se realiz6
un analisis multivariado en el que se incluyeron las variables con un valor p < 0,2 empleando la
prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow, con el fin de identificar las variables
asociadas al riesgo de encontrar cepas resistentes en los pacientes de UCI. Los analisis

estadisticos se realizaron empleando el software Stata 14.0.

4. Aspectos éticos

El presente proyecto se enmarca en la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud, por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud. Esta investigacion se encuentra vinculada a un macroproyecto que contd

con aprobacion del comité de ética de la UIS (CEINCI) y del Hospital Universitario de
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Santander (HUS) para la realizacion de sus actividades. Para el cumplimiento de los objetivos
del presente proyecto no se tuvo contacto directo con pacientes, sin embargo, si se incluyeron
aislamientos colonizantes de Candida provenientes de diversas muestras de seres humanos que
se encontraban en unidades de Cuidados intensivos del HUS en el periodo de estudio y se
utilizaron dos fuentes de informacion secundaria. Estas corresponden a las cepas colonizantes de
Candida aisladas de las diversas muestras de los pacientes de UCI y a la informacion de los
datos clinicos de estos pacientes proporcionada por el proyecto macro.

Clasificacion del riesgo de la investigacion: Teniendo en cuenta la Resolucién 008430 de
1993 del Ministerio de Salud de la republica de Colombia, Titulo 4, referente a la bioseguridad
de las investigaciones y articulos que hacen referencia a la investigacion con microorganismos
patdgenos o material bioldgico que pueda contenerlos, se clasifico la presente investigacion
como de riesgo minimo y se contemplaron las siguientes especificaciones:

Instalaciones: el procesamiento de las muestras para el trabajo de investigacion se
desarroll6 en el laboratorio 404 ubicado en el parque tecnolégico Guatiguara de la UIS. El cual
cuenta con las normas técnicas para el trabajo en el laboratorio de Microbiologia y con la
capacidad para el manejo de microorganismos del grupo de riesgo | y 1l.

Pélizas de riesgo y manejo de residuos: Las personas vinculadas al proyecto tuvieron la
ARL vigente durante el desarrollo de la investigacion y cumplieron con las normas de riesgos
profesionales. Se contempld durante la ejecucion del proyecto la generacion de residuos
quimicos y bioldgicos, los cuales se procesaron segun los procedimientos indicados en el
Programa de Gestion Integral de Residuos (PGIR) del Sistema de Gestion Ambiental (SGA) de

la UIS.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacion de los pacientes en UCI

En el presente estudio se incluyeron 181 aislamientos clinicos de Candida spp.
recuperados de 98 pacientes ingresados a la UCI del Hospital Universitario de Santander. Estos
pacientes fueron adultos, mayores de 18 afios, de ambos sexos, que presentaron cultivos
positivos para colonizacién por Candida en al menos una de las muestras clinicas evaluadas
(orina, hisopado de ingle y de axila, frotis faringeo y aspirado traqueal). Las caracteristicas

clinicas y sociodemograficas de los pacientes de UCI se resumen en la Tabla 1.

Tablal

Caracteristicas clinicas y sociodemograficas de los pacientes de UCI

Numero de
Variables pacientes (%)
N =98

Edad

20 a 62 afios 48 (49,0)

63 0 mas anos 50 (51,0)
Sexo

Mujeres 33(33,7)

Hombres 65 (66,3)
Régimen de seguridad social

Subsidiado 78 (79,6)

Vinculado/ninguno 1(1,0)

Contributivo 7(7,2)

otro 12 (12,2)

Servicio hospitalario de procedencia
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Urgencias 61 (62,2)
Remitido 23 (23,5)
Cuidados intermedios 11,0
Quirdfano 5(51)
Hospitalizacion 8 (8,2)
Razon de ingreso a UCI
Posoperatorio 6 (6,12)
Insuficiencia respiratoria 12 (12,2
Choque 22 (22,5)
Politrauma 13 (13,3)
Crisis hipertensiva 3(3,0)
Sepsis 7(7,1)
Hemorragia 6 (6,1)
Falla cardiaca 4 (4,0
Infeccion localizada 3(3,0)
Falla renal 2 (2,0)
otra 20 (20,4)
Tiempo de estancia hospitalaria antes del ingreso a
uUcCl
Oaldia 84 (85,7)
mas de 2 dias 14 (14,2)
Cirugia reciente 28 (28,6)
Infeccion bacteriana 28 (28,6)
Sepsis 26 (26,5)
Colonizacion por Candida spp.
Multifocal (>2 muestras) 49 (50,0)
Mixta (>2 especies de Candida) 42 (43,0)
Colonizacién por Candida no-
albicans 70 (71,4)
Orina 12 (12,2)
Axila 31 (31,6)
Ingle 49 (50,0)
Faringe 22 (22,4)
Traguea 30 (30,6)
Tipo de nutricién
Oral 10 (10,2)
Parenteral 53 (54,1)

47
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Sonda 35 (35,7)
Soporte ventilatorio 68 (69,4)
Uso de dispositivos invasivos
Catéter venoso central 73 (74,5)
Catéter venoso periférico 23 (23,5)
Intubacion traqueal 52 (53,1)
Sonda vesical 84 (85,7)
Traqueostomia 3(31)
Hemodialisis 8(8,2)
Comorbilidades
Cancer 7(71)
Diabetes 27 (27,6)
Hipertension arterial 39 (39,8)
Cirrosis hepatica 44,1
VIH 1(1,0)
Desnutricién 4(4,1)
Falla renal 19 (19,4)
Obesidad 12 (12,2)
Medicamentos
Corticoides 21 (21,4)
Antibioticos 73 (74,5)
Antifungicos 6 (6,1)
Uso de Propofol 5(5,1)

Nota. Caracterizacion de los pacientes de UCI de acuerdo con las frecuencias absolutas (n) y

relativas (%) que presentaron frente a cada variable.

La mayoria de los pacientes incluidos en el analisis son mujeres (66,3%; n=63) con una
edad promedio de 59 afios (rango 20 — 98 afios). ElI 79,6 % (n=78) pertenecian al regimen
subsidiado de salud y el servicio hospitalario de procedencia mas frecuente antes de su
hospitalizacion fue urgencias (62,2%; n=61). La razon de ingreso a UCI maés frecuente fue el

choque (séptico/cardiaco) (22,5%; n=22), seguido de los politraumatismos (13,3%; n=13) y la
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insuficiencia respiratoria (12,2%; n=12). Entre las comorbilidades, se encontré que la
hipertension arterial (39,8%; n=39), la diabetes (27,6%; n=27) y la falla renal (19,4%; n=19)
fueron las més frecuentes. En cuanto al uso de dispositivos invasivos, gran parte de los pacientes
presentaban sonda vesical (85,7%; n=84), catéter venoso central (74,5%; n=73) y se encontraban
con intubacion traqueal (53,3%; n=52) al momento de la toma de las muestras. Con respecto al
uso de medicamentos, se encontrd que un gran porcentaje de los pacientes se encontraba en
tratamiento con diferentes antibioticos durante su estancia en UCI (74,5%; n=73), sin embargo,
solo un 28,6% (n=28) presentaban infeccion bacteriana confirmada y un 26,6% (n=26)
presentaban sepsis. Adicionalmente, se encontrd que el 21,4% (n=21) presentaba administracion
de corticoides, y solo un 6,1% (n=6) de los pacientes presentaban tratamiento con antifungicos

como fluconazol, clotrimazol o terapia combinada (fluconazol + anfotericina B).

5.3 Prevalencia de los perfiles de susceptibilidad antifangica

Con base en los valores de CIM, se determing el perfil de susceptibilidad de 181
aislamientos clinicos de Candida spp considerados colonizantes. provenientes de 98 pacientes de
UCI. Del total de los aislamientos, el 13,2% (n= 24) resultd resistente frente a al menos un
antifungico. Entre los aislamientos resistentes, el 70,8% (n=17) fueron recuperados de la piel de
zona inguinal y axilar de los pacientes, el 12,5% (n= 3) de la cavidad traqueal, el 12,5% (n= 3)
de muestras de orina 'y el 8,3 (n= 2) recuperados de la faringe.

En términos generales, la mayor resistencia entre el total de aislamientos estudiados se
presento para el fluconazol (8,8%; n= 16), seguido por caspofungina (5 %; n=9). Para el caso de
micafungina y anidulafungina no se identificaron aislamientos resistentes Consistentemente, para

el fluconazol se evidencio el mayor nimero de aislados con SSSD/I (14,4%; n= 26), seguido por
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voriconazol (5%; n=9), caspofungina (4,4%; n= 8), anidulafungina (2,2%; n= 4) y micafungina
(1,1%; n=2).

En la Tabla 2, se presentan los perfiles de susceptibilidad antifungica de los 181
aislamientos colonizantes de Candida, evaluadas mediante la CIM y categorizadas de acuerdo
con los CCV’s del CLSI para diversos antifingicos. Por otra parte, en la Tabla 3, los resultados
también se han categorizado con base en los puntos de corte epidemioldgicos del CLSI, y la
distribucion porcentual de aislados WT versus NWT para distintos antifangicos. Se presentan los
datos de la susceptibilidad antifungica en términos del rango, CIM50 y CIM90.

5.3.1 Perfil de susceptibilidad frente a los azoles

Entre los 181 aislamientos evaluados se encontré resistencia frente a fluconazol en 16
(8,8%) aislamientos clinicos (entre los que se incluyeron 4 aislamientos de C. krusei
intrinsecamente resistentes). Candida albicans, la especie mas prevalente (86 aislamientos),
mostré una alta susceptibilidad frente a este antifingico, con el 96.5% de los aislamientos
sensibles. Por otra parte, en C. tropicalis se observd resistencia en 2/24 (8,3%) de los
aislamientos, mientras C. parapsilosis resultd ser la especie con mayor proporcion de cepas
resistentes (20.5%) y una CIM90 de 32 pg/mL.

Por otra parte, todos los aislamientos de C. glabrata fueron sensibles dependientes de
dosis (SDD) frente a fluconazol, con una CIM90 de 8,00 pug/mL, mientras C. krusei mostrd ser
intrinsecamente resistente, presentando la CIM 90 mas alta para este antifangico (64,00 pg/mL).
La cepa de C. auris recuperada en el estudio fue clasificada como sensible, de acuerdo con los
puntos de corte tentativos publicados por el CDC de Atlanta (CIM = 4 pg/mL).

Con respecto al voriconazol, los aislamientos de C. albicans mostraron una alta

susceptibilidad, con el 97,6% de sensibilidad (CIM90 = 0,12ug/mL), seguida por C. tropicalis
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91,7% (CIM90 = 0,25ug/mL). Por otra parte, el 2,6% de los aislamientos de C. parapsilosis
resultaron resistentes, mientras que el 12,8% fueron clasificados como intermedios frente a este
antifangico. Las cepas de C. albicans y C. parapsilosis resistentes frente a voriconazol, fueron
simultaneamente resistentes a fluconazol.

Teniendo en cuenta los puntos de corte epidemiolégicos, para itraconazol, 98,89 % de los
aislamientos mostraron fenotipo WT. Si bien C. tropicalis presento 95,8% de aislamientos WT,
un aislamiento (4,2%) mostrd perfil NWT. Para posaconazol, 96,1% de las cepas mostraron
fenotipo WT Por otra parte, 12,5% y 4,7% de los aislamientos de C. tropicalis y C. albicans
presentaron un fenotipo no- Wild type frente a este antifingico respectivamente.

5.3.2 Perfil de susceptibilidad frente a las equinocandinas

La micafungina y la anidulafungina fueron las equinocandinas con mayor efectividad in
vitro frente a todas las especies de Candida, con un porcentaje de sensibilidad de 98,8% y
97,2%, respectivamente. En la Tabla 2, se evidencia que todos los aislamientos de C. albicans
(100%) fueron sensibles a anidulafungina, con una CIM90 de 0,12 pug/mL. Por otra parte, todos
los aislamientos de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, y C. krusei fueron sensibles frente a
micafungina.

Para caspofungina, se evidencié que 9/181 aislamientos recuperados presentaron
resistencia (4,9%). Se destaca que la mayoria de las especies aisladas de C. albicans (97,6%), C.
parapsilosis (97,4%), y C. tropicalis (95,8%), fueron sensibles frente a este antifungico. Sin
embargo, C. glabrata fue la especie con mayor porcentaje de aislamientos resistentes (34,8%),
seguida de C. krusei (25%). En este estudio no se observaron especies de Candida

multirresistentes, sin embargo, uno de los aislamientos de C. parapsilosis recuperada de zona
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axilar que presento resistencia cruzada entre fluconazol y voriconazol, también fue clasificada
como intermedia frente a anidulafungina, micafungina y caspofungina.
5.3.3 Perfil de susceptibilidad frente a polienos y pirimidinas
En este estudio, 179/181 (98,8%) de los aislamientos fueron clasificados como WT

frente a la anfotericina B, demostrando la alta efectividad de este antifingico en la inhibicion de
las especies de Candida. El porcentaje restante correspondid a un aislamiento de C. parapsilosis
clasificado como NWT, y a un aislamiento de C. auris, clasificado como resistente de acuerdo
con los puntos de corte tentativos del CDC de Atlanta (CIM = 2ug/ml).

Por otra parte, la flucitosina fue el Gnico de los antifngicos evaluados sin puntos de corte
disponibles para la clasificacion de Candida spp. Sin embargo, se pudo evidenciar que la
mayoria de los aislamientos evaluados presentaron bajos valores de CIM frente a este

antifangico, con un rango de CIM no superior a 1 pg/ml, a excepcion de C. krusei.
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Tabla2
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Perfiles de susceptibilidad antifungica de Candida spp. de acuerdo con los puntos de corte

clinicos (CCVs).

Perfiles de susceptibilidad antifungica (CCV's)

e e Especies soy  SPDA gy MIC (ug/ml)

N=131 (%1) Rango MIC» MIC=

. albicans (86) 53(%,3) 1(1,2) 2{23) 012-04 0,25 1,00

C. ItJlIfletJSéIﬂS:'s {39 30{75,9) 1(2,6) 5(20,53) 012-32 2,00 32,00

. trﬂp:‘r:.:szs 24) 21 {87,5) 1(4,2) 2(83 012-84 1,00 2,00

C. glabrata (23) 23 (100) 2,0-16 4,00 8,00

Fluconazel C. krusei (4) 4(100) 32-84 64,00 64,00

C. orthopsilosis (3) 3 (100) 1,0-2,0 1,00 2,00

. auris (1) 1 {100} 4,00 4,00 4,00

C. dublintensis (1) * = * 0,25 0,25 0,25

C. albicans (86)  84(976) 1(1,2) 1(1,2) 0.03-30 0,03 0,12

C. parapsilosis (39)  33(84,6) 5(125) 1(2,6) 0,03-1,0 0,03 1,00

. tropicalis (24)  2L1(87.3) 3(1%3) 0,03 - 0,25 0,06 0,25

Voriconazol . EJ'.:;!E‘F.:;!&;! 23) * * * 0.03-03 0,25 0,30

C. krusei (4) 4(100) 0,06-05 023 0,50

C. orthopstlosts (3)  2(66,7) 1({33,3) 0,03-025 0,08 0,25

., guris (1) * * * 0,06 0,06 0,08

C. dubliniensis (1) * * * 0,03 0,03 0,03

C. albicans (86) 86 (100) 0,015-0,12 0,015 0,12

C. parapsilosis (39) 37 (95) 2(3) 05-40 1,00 2,00

. tropicalis (24) 24 (100) 0,015-0,12 0,08 0,12

C. elabrata (23)  21(9L,3)  2(87) 0,015-0,25 0,06 0,12

Anidulafungina C. krusei (4) 4 (100} 0,015 - 0,06 0,12 012

C. orthopsilosis (3) 3 (100} 0,03-1,0 1,00 1,00

. guris (1) 1{100) 0,02 0,02 0,02

C. dubliniensis (1) * * * 0,03 0,03 0,03
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Perfiles de susceptibilidad antifungica (CCV's)

e Especies 5DD/I MIC {ug/ml)

Antifingicos N=181 =00 (%) R () Rango MIC» MICs

. albicans (86) 56(100) 0015-012 0013 0,08

C. parapsilosis (33) 38(974) 1(2,6) 0,5-4,0 1,00 2,00

C. tropicalis (24) 24 (100) 0,015-0,12 0,06 0,06

. ) C. glabrata (23) 23 (100) 0,015-0,12 0,03 0,06

Micafungina C. krusei (4) 4(100) 0,06-025 012 0,25

. orthovsilosis (3) 3(100) 012-03 0,30 0,30

C. auris (1) 1(100) 0,12 0,12 012

C. dubliniensis (1) " * * 0,06 0,06 0,06

. albicans (86) 54 (97,0) 2(2,4) 006 -03 012 0,25

C. parapsilosis (39) 38(974) 1(2,8) 0,5-4,0 1,00 2,00

. trop'fc.zfiﬁ (24} 23({95,5) 11(4,2) 012-03 0,25 0,25

Caspofungina  C-glabrata(23)  12(322) 3(13) 5(348) 012-10 0,12 0,50

C. krusei (4) 2(50) 1(25) 1(25) 025-10 025 1,00

C. orthopsilosis (3) 3 (100) 0,25-1,0 025 1,00

. auris (1) 1 {100} 0,12 012 012

C. dubliniensis (1) " = * 0,12 012 0,12

Nota. *Sin puntos de corte del CLSI disponibles. S: Sensible; SDD: Sensible dosis dependiente;

I: Intermedio; R: resistente.
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Tabla3
Perfiles de susceptibilidad de los aislamientos de Candida spp. de acuerdo con los puntos de

corte epidemiologicos (ECVs) del CLSI.

Perfiles de susceptibilidad antifungica (ECV's)

Antifiingicos ij‘fﬂ"f WT (24) ﬁ:‘r MIC (ug/ml)
Rango MIC = MIC s

C. albicans (86) * * 0,03-80 0,03 0,12
C. parapsilosis (39)  39(100) 0,05-05 0,06 0,235
C. tropicalis (24)  23(958) 1(42) 003-1,00 012 012
C. glabrata (23) 23 (100) 012-20 0,25 1,00

Itraconazol C. krusei (4) 4(100) 025-1,0 025 1
C. orthopsilosis (3) 3 (100) 0,12-0,23 0,12 0,23
C, auris (1) = * 0,25 0,25 0,25
C. dubliniensis (1) 1 (100) 0,03 003 0,03
C. albicans (86) 52(95,3) 4(4£7) 003-025 0,03 0,06
C. parapsilosis (39)  39(100) 0,03-025 0,03 0,12
. tfﬂ‘pﬁfmﬁs {24} 1 (8%,5) 3F(125) 003-05 008 0,30
C. glabrata (23) 23 (100) 006-10 0,23 0,50
FPosaconazol C. kerusei (4) 4 (100} 012-025 025 0,25
C. orthopsilosis (3) 3 (100) 0,03-012 0,03 012
C. auris (1) * * 0,08 0,06 0,06
C. dubliniensis (1) 1 (100) 0,03 0,03 0,03

. alicans (86) 86 (100) 012-2,0 0,23 0,5

C. parapsilosis (39) 38(974) 1(26) 012-20 0,25 1
. fropicalis (24) 24 (100) 0,253-1,0 0,30 0,30
. glabrata (23) 23 (100) ai1z2-20 0,50 2,00

Anfotericina B C. kerusei (4) 4 (100 05-20 05 2
C. orthopsilosis (4)  3(100) 025-20 0,23 2,00
C. aurist (1) 1(100) 2,00 200 2,00

C. dubliniensis (1) 1 (100) 0,25 0,25 0,23
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Perfiles de susceptibilidad antifungica (ECV's)

e Especies NWT MIC ml
Antifiingicos 181 WT 45 Rango hi’;gm r}m c.
Z. alicans (86) * * 012-10 0,12 0,3
C. parapsilosis (39) * * 012-025 0,12 0,12
C. tropicalis (24) * * 012-0,25 0,12 0,25
L C. glabrata (23) * * 12-1.0 0,12 0,12
Flucitosina C. krusei (4) - = 012-80 025 3
C. orthopsilosts (3) * * 0,12 0,12 0,12
C. auris (1) * * 0,25 025 0,25
C. dubliniensis (1) * * 0,12 0,12 0,12

Nota. *Sin puntos de corte del CLSI disponibles. WT: fenotipo salvaje (Wild type);

56

NWT:

fenotipo no salvaje (non- wild type). La cepa de C. auris NWT frente a anfotericina B se

considera resistente de acuerdo con los puntos de corte tentativos del CDC de Atlanta.

5.4 Factores asociados con resistencia antifungica en Candida spp.

De los 98 pacientes incluidos en el estudio, 18 (18,4%) presentaron colonizacion por uno

0 mas aislamientos resistentes a los antifingicos evaluados. Con el fin de determinar los posibles

factores asociados con esta resistencia, se realiz6 un analisis bivariado en el que se evaluaron

diferentes variables clinicas y sociodemograficas en la poblacion de estudio. Para esto, se dividi

a los pacientes en dos grupos de acuerdo con la presencia o ausencia de especies resistentes en

sus muestras clinicas (Tabla 4).



SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA EN AISLAMIENTOS DE Candida spp.

Tabla 4.

S7

Analisis bivariado de los factores clinicos y sociodemograficos asociados con resistencia en

Candida spp.
Pacientes con Pacientes con
Variables G EIIIEIES S EIEoe RP (IC 95%) p valor
sensibles resistentes
n (%) n (%)
Edad
20 a 62 afios 42 (52,5) 6 (33,3) * 0,14
Mas de 63 afios 38 (47,5) 12 (66,7) 1,92 (0,78 - 4,76)
Sexo
Mujeres 29 (36,2) 4(222) ! 0,25
Hombres 51 (63,7) 14 (77,8) 1,77 (0,63 - 4,97)
Tiempo de estancia hospitalaria
antes del ingreso a UCI
Oaldia 68 (85,0) 16 (88,9) 1 0,67
2 0 mas dias 12 (15,0) 2 (11,2) 0,75(0,19-29)
Cirugia reciente 25 (31,2) 3(16,7) 0,5(0,15-1,59) 0,216
Infeccidn bacteriana 23 (28,7) 5 (27,8) 0,96 (0,37 - 2,44) 0,934
Sepsis 22 (27,5) 4 (22,2) 0,79 (0,28 - 2,18) 0,773
Colonizacién por Candida spp.
Multifocal (2 0 mas muestras) 39 (48,75) 10 (55,6) 1,25 (0,53 - 2,90) 0,602
Mixta (2 0 méas especies) 30 (37,5) 12 (66,7) 2,67 (1,09 - 6,00) 0,024 *
Colonizacién por Candida no-
albicans 53 (66,2) 17 (94,4) 6,8 (0,95 - 48,69) 0,017*
Orina 9(11,25) 3(16,7) 1,43 (0,48 - 4,23) 0,690
Axila 38 (47,5) 11 (61,1) 1,5 (0,66 - 3,72) 0,297
Ingle 23(28,7) 8 (44,4) 1,7 (0,75 - 3)9) 0,196
Faringe 19 (23,7) 3(16,7) 0,69 (0,22 - 2,16) 0,750
Traquea 28 (35,0) 3 (16,7) 0,28 (0,06 - 1,15) 0,047 *
Tipo de nutricién
Oral 7(8,7) 2(11,1) 1,4 (0,37 - 5,24) 0,639
Parenteral 43 (53,7) 8 (44,4) 0,91 (0,36 - 2,50) 0,858
Sonda 31(38,7) 4 (22,2) 0,6 (0,20 - 1,74) 0,397
Soporte ventilatorio 58 (72,5) 10 (55,6) 0,60 (0,25 - 1,46) 0,263
Uso de dispositivos invasivos
Catéter venoso central 61 (76,2) 12 (66,7) 0,63 (0,26 - 1,45) 0,301



SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA EN AISLAMIENTOS DE Candida spp.

58

Catéter venoso periférico 18 (22,5) 5 (27,8) 1,2 (0,48 - 3,05) 0,674
Intubacidn traqueal 44 (55,0) 8 (44,4) 0,70 (0,30 - 1,64) 0,418
Sonda vesical 70 (87,5) 14 (77,8) 0,58 (0,22 - 1,52) 0,287
Traqueostomia 2 (2,5) 1 (5,6) 1,86 (0,35 -9,7) 0,497
Comorbilidades
Cancer 6 (7,5) 1(5,6) 0,75 (0,11 -4,87) 1
Diabetes 21 (26,2) 6 (33,3) 1,31 (0,53 - 3,15) 0,543
Hipertensién arterial 34 (42,5) 5 (27,8) 0, 58 (0,22 - 1,50) 0,249
Falla renal 16 (20,0) 3(16,7) 0,83 (0,26 - 2,52) 0,747
Obesidad 11(13,7) 1(5,6) 0,41 (0,06 - 2,82) 0,454
Medicamentos
Corticoides 16 (20,0) 5(27,8) 1,4 (0,56 - 3,50) 0,467
Antibidticos 61 (76,2) 12 (66,7) 0,68 (0,28 - 1,63) 0,399
Antifungicos pos ingreso a UCI 5 (6,25) 1(5,6) 0,97 (0,15 - 6,00) 1,000
Total n=80 n=18

Nota. *Las variables con un p valor menor a 0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

Dentro del analisis bivariado se pudo evidenciar que la colonizacion mixta (por mas de
una especie de Candida) (RP: 2,67; IC 95%: 1,09 - 6,00; p = 0,024), la colonizacion por especies
no -albicans (RP: 6,8; IC 95%: 0,95 - 48,69; p =0,017) y la colonizacion traqueal (RP: 0,28; IC
95%: 0,06 - 1,15; p = 0,047) fueron variables que presentaron diferencias significativas entre los
grupos comparados (p < 0,05). Con el fin de proponer un modelo predictivo de colonizacién por
cepas resistentes, se realizd un analisis de regresion logistica con todas las variables que en el
analisis bivariado presentaron valores p menores o iguales a 0,2, las cuales fueron: edad,
colonizacién mixta, colonizacién traqueal, colonizacion de ingle y colonizacion por especies no
-albicans.

De acuerdo con los resultados de este analisis, la presencia de colonizacion mixta
aumenta casi cuatro veces la probabilidad de que los pacientes de la UCI estén colonizados por

una o mas cepas resistentes (OR=3,76; 1C95% 1,24-11,40). Por su parte, la colonizacion traqueal
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constituy0d un factor protector, que disminuyé un 80% la probabilidad de encontrar cepas
resistentes en esta poblacion (OR=0,20; 1C95% 0,04-0,96) de acuerdo con el modelo final
propuesto (Tabla 5).

Tabla5b

Modelo de regresion logistica propuesto

Variable OR (1C95%) Valor p
Colonizacion mixta 3,76(1,24-11,40) 0,02
Colonizacion traqueal 0,20(0,04-0,96) 0,045

Este modelo fue evaluado con la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow con
un valor p=0,376, lo que indica que el modelo se ajusta bien a los datos. Asi mismo, se realizé un
analisis de curva ROC, donde el area bajo la curva fue de 0,711 (Figura 7).

Figura 7.

Curva ROC (receiver operating characteristic curve)
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6. Discusion

Las enfermedades fungicas invasoras representan una amenaza para la salud publica,
dado que el aumento de la resistencia a los antifingicos, proyectandose como una crisis
emergente en todo el mundo (Fisher et al., 2022). La candidiasis invasora es la enfermedad
infecciosa fungica con mayor prevalencia en pacientes UCI, alcanzando una mortalidad de hasta
el 40% (Pfaller and Diekema, 2005).

Los tratamientos antifungicos adecuados y oportunos son determinantes para definir el
pronostico de un paciente. Actualmente, existe una oferta limitada de antifungicos, el tratamiento
se basa en gran medida en el uso de cuatro clases de farmacos antimicoticos de accion sistémica,
los azoles, los polienos, las equinocandinas y el analogo de la 5- flucitosina. No obstante, en los
altimos afios ha incrementado el surgimiento de aislados resistentes, naturales o adquiridos, a
uno o varios de estos antifingicos. Por ello, es fundamental realizar vigilancia constante,
especialmente en entornos criticos como las unidades de cuidados intensivos, para poder detectar
y manejar brotes de resistencia de manera efectiva.

En virtud de lo expuesto, este estudio tuvo como objetivo determinar el perfil de
susceptibilidad de los aislamientos colonizantes de Candida obtenidos de muestras de pacientes
en UCI. Se realiz6 de acuerdo con los CCV’s y ECV’s, con el proposito de ofrecer una vision
general sobre la resistencia de las cepas en estos entornos clinicos y evaluar la efectividad de
diversos antifangicos frente a las especies de Candida.

A partir de los puntos de corte clinicos del CLSI, en esta investigacion se evidencio una

prevalencia de aislamientos clinicos resistentes de 13,2%. Estas cepas fueron recuperadas de
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18/98 pacientes (18,3%), valores superiores a los obtenidos en un estudio realizado en Madrid
(Espania) por Diaz-Garcia y colaboradores, quienes reportaron resistencia en cepas aisladas en 18
de 507 pacientes hospitalizados (3,6%), en su caso los aislamientos fueron recuperados de
hemocultivos, muestras intraabdominales y muestras no estériles como piel, mucosas, tracto
respiratorio y orina (Diaz-Garcia et al., 2023). En la presente investigacion, el 17% de las cepas
resistentes fueron recuperadas de la piel, lo que indica la presencia de cepas circulantes
resistentes en el ambiente clinico y en la comunidad que pueden ser potenciales focos de
transmision por el personal de salud a otros pacientes, aumentando la alerta de la vigilancia de
cepas resistentes.

Por otro lado, los aislamientos con mayor porcentaje de resistencia correspondieron a
NACS, entre ellas C. parapsilosis, la cual presento resistencia frente a azoles como el fluconazol
(20,5%) y el voriconazol (1,1%); y C. glabrata, frente a caspofungina (34,7%). Esto es
interesante porque, aunque Candida albicans es la especie mas cominmente asociada con
infecciones, las especies no-albicans estan ganando relevancia debido a su resistencia a los
tratamientos. Los resultados del estudio son concordantes con otros realizados en ciudades como
Bogotd y Medellin, donde se han reportado porcentajes de resistencia frente a fluconazol de
hasta 25% (Ceballos-Garzon et al., 2023; Hernandez-Pabén, 2024). Por el contrario, los
porcentajes de resistencia encontrados frente a la caspofungina son superiores a los informados
en otros estudios de la regién (Marquez, 2017). Los resultados de resistencia frente a
caspofungina son un tema critico que podria limitar las opciones de tratamiento y aumentar la
morbilidad, dado que estos antifungicos, en la actualidad son recomendados para su uso como

primera linea en el tratamiento de candidiasis invasora (Pfaller et al., 2019).
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C. parapsilosis y C. glabrata han adquirido relevancia en el ambiente clinico,
principalmente por el incremento en el nimero casos de candidiasis invasora por NACS en todo
el mundo. Adicionalmente, varios autores han documentado que las especies de estos complejos
presentan resistencia a los azoles y las equinocandinas, comportamiento relacionado con la
capacidad de formacién de biofilm, la plasticidad gendémica o la presencia de polimorfismo
natural en el gen FKS1 (Hernando-Ortiz et al., 2020; Frias et al, 2021;Pistov et al., 2019).

La existencia de cepas multirresistentes o con resistencia cruzada entre antifungicos es un
desafio para su control en el ambiente hospitalario. En este estudio se document6 un aislamiento
de C. parapsilosis con resistencia cruzada entre fluconazol y voriconazol, y a su vez resistencia
intermedia a las equinocandinas. Segun Papp y colaboradores, 2020 este es un fendmeno
resultante de la exposicion prolongada a los azoles, no solo es la causa de resistencia a estos
antifangicos, sino que facilita el desarrollo de resistencia cruzada. Asi mismo, podria alterar la
virulencia de C. parapsilosis (Papp et al., 2020).

En contraste, la mayoria de los aislamientos de C. albicans fueron clasificadas como
sensibles frente a todos los antifungicos evaluados, los resultados concuerdan con lo expuesto
por Berkow and Lockard en EEUU, C. albicans tiene baja incidencia de resistencia al fluconazol
(0,5-2 %) frente a C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata que tienen tasas mas altas de
resistencia a este azol, entre 4 a 9%; 2 al 6% y 11 al 13%, respectivamente (Berkow and
Lockard, 2017). El fluconazol es la opcion terapéutica primaria para el tratamiento de la
mayoria de candidiasis, actia como fungistatico lo que aumenta la probabilidad de generar cepas
resistentes en usos no controlados del antifungico o en tratamientos profilacticos (Berkow and

Lockard, 2017)
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Con respecto a la anfotericina B, la pérdida de susceptibilidad frente a este farmaco es
poco frecuente en aislamientos de Candida spp. En este estudio, este antifingico mostro un
espectro de accién in vitro WT en la mayoria de los aislamientos colonizantes analizados. Lo que
es concordante con estudios realizados en otras ciudades del pais (Vides-Pefia, 2018;
Hernandez-Pabdn, 2024). No obstante, se presentaron dos cepas de C. parapsilosis y C. auris, no
WT (CLSI) vy resistente (CDC), respectivamente. Es por esto, que la anfotericina B continta
siendo uno de los farmacos con mayor actividad fungicida utilizado frente a infecciones
micoticas, pero tiene restricciones por los efectos secundarios que provoca su administracion.

Por otra parte, el uso de la flucitosina en el &mbito clinico se encuentra restringido a
terapias combinadas con otros farmacos como la anfotericina B, debido a la resistencia que se
presenta durante el uso prolongado de este antifingico en monoterapias (John, 2023). Sin
embargo, en el presente estudio se pudo evidenciar que la mayoria de los aislamientos

presentaron bajos valores de CIM frente a este antifungico, con un rango de CIMs no superior a

1 pg/ml, contrario a lo reportado en ciudades como Bogota, donde se han encontrado valores de
CIM mayores a 64 pg/ml en aislados clinicos (Hernandez-Pabon, 2024).

La informacion obtenida en este estudio sobre el perfil de cepas colonizantes de Candida
resistentes a los antifingicos en pacientes UCI son de importancia en el contexto colombiano
dada la escasa literatura. La mayoria de los estudios nacionales se han enfocado en el perfil de
susceptibilidad de cepas aisladas de candidiasis, pero pocos refieren las cepas colonizantes las
cuales se evidencia que ademas de ser potenciales causales de infecciones en estos pacientes
criticos pueden ser resistentes a las terapias antifungicas mas comunes.

Con respecto a los factores asociados con la resistencia antifingica en los pacientes de

UCI, se observo que la colonizacion mixta (por mas de una especie de Candida), resultd ser un
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factor que aumenta el riesgo de encontrar cepas resistentes en esta poblacion. Estos hallazgos son
concordantes con lo reportado por Mete y colaboradores en 2021, quienes sugieren que la
coexistencia de diferentes especies de Candida en la microbiota de los pacientes puede reflejar
una adaptacion del ecosistema microbiano y puede representar un desafio en escenarios de
infeccion, debido a los diferentes perfiles de susceptibilidad que presentan estas levaduras.

Adicionalmente, en un estudio realizado por Maldonado y colaboradores en 2014 en la
ciudad de Medellin, se observd una relacion con otras variables clinicas, como el uso de
antibidticos y antifingicos, el tratamiento con corticoides y la coinfeccién bacteriana,
especialmente en pacientes de UCI que presentaban cepas resistentes. Sin embargo, en nuestra
poblacién de estudio, no encontramos una asociacion con estas caracteristicas.

Por otra parte, se observd que los pacientes con colonizacién a nivel de traquea tenian
menor probabilidad de presentar aislados resistentes, lo que puede estar relacionado con el bajo
porcentaje de resistencia que se evidencié en las levaduras recuperadas de aspirados traqueales
en la poblacion de UCI. Sin embargo, estos hallazgos no son concordantes con lo reportado por
Aldardeer y colaboradores en el afio 2020, quienes evidenciaron asociacion entre la presencia de
cepas resistentes y la ventilacion por intubacion traqueal en pacientes adultos hospitalizados.

Los hallazgos de esta investigacion sobre la frecuencia de cepas colonizantes de Candida
resistentes a antifingicos en pacientes de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital
Universitario de Santander (HUS) y sus factores asociados representan un avance significativo
en el campo de la vigilancia epidemioldgica de las infecciones flngicas en entornos criticos. No
obstante, a partir de los datos obtenidos, se sugiere la implementacion de analisis con un mayor
numero de pacientes, los cuales permitan aumentar la significancia estadistica de las

asociaciones encontradas.
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6. Conclusiones

e Se evidencio la presencia de Candida spp resistentes a los antifingicos evaluados
(13,2%), en su mayoria provenientes de la piel de axila e ingle (70,8 %), hallazgos
que resaltan la importancia de hacer vigilancia, permitiendo el control de posibles
brotes asociados con cepas resistentes en la UCI.

e Se establecid in vitro el perfil de susceptibilidad de diferentes especies de Candida
frente a los antifngicos, se encontr6 mayor resistencia en especies de Candida no
albicans, entre ellas, Candida parapsilosis presento resistencia a fluconazol (20,5%)
y C. glabrata a caspofungina (34,8%), resaltando la necesidad de revisar
genéticamente sus posibles mecanismos de resistencia.

e [Esta investigacion logré generar los primeros datos sobre la prevalencia de
aislamientos de Candida resistentes a los antifingicos y sus factores asociados en
pacientes hospitalizados en la UCI del Hospital Universitario de Santander (HUS).

e Se evidencié que algunos de los antifungicos utilizados en pacientes UCI como la
anidulafungina, la micafungina, el voriconazol, el posaconazol y la anfotericina B;
presentan buena actividad fungistatica/fungicida in vitro frente a la mayoria de las
especies de Candida aisladas en estos pacientes.

e Se sugiere que la colonizacién por mas de una especie de Candida esta relacionada
con la aparicion de cepas resistentes a farmacos antifungicos en los pacientes de UCI,
lo que destaca la importancia de una vigilancia rigurosa sobre la presencia de especies

colonizantes, para la prevencion de infecciones micdticas y la implementacion de
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esquemas terapéuticos eficaces en los pacientes de la UCI del Hospital Universitario

de Santander.
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7. Recomendaciones

Se recomienda la confirmacion de la resistencia frente a la anfotericina B mediante la

evaluacion por el método de E test para el aislamiento de C. auris

Confirmar la resistencia frente a la caspofungina en las cepas de C. glabrata y C. krusei

mediante la secuenciacion de los genes FKS1y FKS2

Con el fin de establecer los mecanismos de resistencia moleculares en la diferentes cepas
recuperadas, se recomienda la secuenciacion de genes como ERG1, ERG2, ERG3, ERG5, ERG6,

ERG11, ERG13, UPC2, TAC1, MRR1, entre otros asociados con resistencia en Candida spp.

Continuar con el cultivo y procesamiento de las muestras de seguimiento en los pacientes
durante su estancia en la UCI, con el fin de aumentar el nimero de pacientes en la muestra de
estudio y determinar los cambios asociados a la distribucion de especies y la susceptibilidad

antifangica en los aislamientos de Candida.
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Apéndice A Formato para la recoleccion de la informacion clinica y sociodemogréfica de los

pacientes de la UCI.

Caracterizacion de la poblacion de estudio
Valr\::i)le Variables sociodemograficas Paciente #:
1 Sexo
2 Edad
3 Régimen de seguridad social
Fecha de toma de
Variables Clinicas muestra:

4 Servicio hospitalario de procedencia
5 Cirugia reciente
6 Tipo de cirugia
7 Uso de Catéter endovenoso
8 Uso de sonda urinaria
9 Soporte ventilatorio

Intubacién traqueal
10
11 Traqueostomia
12 Hemodialisis
13 Administracion de terapia antibidtica
14 Antibidtico administrado




SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA EN AISLAMIENTOS DE Candida spp.

Terapia antiflngica (posterior al ingreso al servicio de UCI)

15

16 Antifungico administrado

17 Uso de Propofol (sedacién)

18 Nutricion total parenteral

19 Nutricién enteral

20 Nutricidn via oral

21 Sepsis durante hospitalizacion

22 Enfermedad infecciosa bacteriana

23 Terapia inmunosupresora

24 Tipo de terapia inmunosupresora

25 Administracion de corticosteroides

26 Dosis de corticosteroides

27 Duracidn terapia corticosteroides

28 Tipo de colonizacién (monofocal/multifocal)
Comorbilidades

29 Cancer

30 Tipo de cdncer

31 Diabetes

32 Tipo de diabetes

33 Cirrosis hepatica

34 VIH

35 Desnutricion

36 Falla renal

37 Hipertension arterial
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Apéndice B Consentimiento informado empleado para la inclusion de los pacientes en el

estudio

HOSPITAL
URNMERSITARIO
DE SANTAHDER

VTSR Foor B eret

Version
14/7/23

Consentimiento informa
Desarrollo de una estrategia de medicina personalizada para el manejo
preventivo, diagnostico y tratamiento de candidiasis en Unidades de Cuidados
Intensivos de adultos en el area metropolitana de Bucaramanga

Codigo del participante

Un equipo de investigadores de la Universidad Industrial de Santander (UI5), Hospital
Universitario de Santander (HUS), v la Universidad Santo Tomas (USTA), esta realizando un
proyecto para el diagndstico, seguimiento y tratamiento de Candidiasis en la Unidad de
Cuidados Intensivos de centros hospitalarios de Bucaramanga y su drea metropolitana. El
estudio tiene como objetivo generar un modelo para el diagnostico y tratamiento oportuno
mediante la integracion de variables epidemiolagicas, clinicas y genéticas en pacientes con
candidiasis en Unidad de Cuidados Intensivos. Los resultados obtenidos son importantes
porgue seran suministrados a las autoridades de salud v a los clinicos para que los utilicen
para la evaluacion, el seguimiento y el tratamiento de las patologias en estos pacientes.

Para el desarrollo del proyecto se requerira la toma de muestras de sangre total, suero,
orina, piel y mucosas, con el fin de hacer seguimiento al tratamiento especifico para el
control de la patologia y determinar posibles susceptibilidades frente al tratamiento.

En este estudio se incluyen pacientes adultos ingresados en la Unidad de Cuidados
Intensivos a los que se les evaluara la presencia de Candido por colonizacion en diferentes
areas del cuerpo o en cultive de diferentes muestras asociadas con candidiasis o candidemia
¥ @ quienes se les suministre tratamiento antifingico contra el hongo para el control del
microorganismao. Teniendo en cuenta la condicion del paciente se requiere la autorizacion
de un familiar que permita el acceso a la toma de muestras, a la historia clinica y el
seguimiento al paciente.

Para conocer informacion basica desde el ingreso a la UCI y su estancia en ella, s revisaran
|25 historias clinicas de los pacientes.

g
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Procedimiento del estudio

Usted o su familiar sera abordado por el médico tratante y demas miembros del personal
de salud que estdn a cargo de la atencion clinica y hacen parte de la institucion durante su
estancia en la UCL. Seran ellos quienes tomaran las muestras biologicas requeridas para este
estudio y gue han sido antes descritas. En ningln momento se haran procedimientos no :
aprobados por el personal de la UCL. Los profesionales que tomen las muestras de sangre o
de orina las entregaran a un investigador del proyecto a fin de hacer los analisis respectivos.

E———1

Las muestras ebtenidas seran almacenadas en el Laboratorio 404 del Centro de Estudios e
Investigaciones Ambientales (CEIAM), bajo la responsabilidad de la Dra. Clara Inés Sanchez
Sudrez.

14/07/23

Por medio del presente consentimiento, se solicita su autorizacion para guardar las
muestras para estudios de investigacion futuros sobre el desarrollo de la enfermedad
causada por este hongo. Asi mismo, los zislamientos de hongos gue se cultiven de los
pacientes se guardaran para futuros estudios relacionados con resistencia antimicrobiana
o factores del hongo asodados a mayor gravedad de la enfermedad.

Adicionalmente, a traves del presente consentimiento informado se solicita su autorizacion
para acceder y utilizar los datos contenidos en la historia clinica para estudios futuros sobre
factores del hongo asociados al desarrollo de candidiasis o candidemia y estudios
postericres relacionados con el desarrollo de la enfermedad causada por este hongo.

Los resultados obtenides sobre el tipo de hongo v la resistencia a los antifingicos seran
informados al medico tratante y se dejard copia a la historia clinica, con el objetivo de que
el médico tratante pueda utilizar la informacidn para direccionar el tratamiento antifingico.
lgualmente, los resultados que se generen producto de analisis adicionales también se
suministraran al médico tratante, el gue le indicara el curso de accion médico mas adecuado
para usted.

Beneficios

Usted [0 su familiar] se benefidarén de conocer el tipo de hongo y si este es resistente o no
al tratamiento antibiotico su medico tratante conocera de primera mano los resultados del
estudio y podrd, a partir de ello, cambiar la conducta terapeutica que actualmente estd
aplicando. Adicionalmente, la informacion que s2 obtendra serd de utilidad para conocer
mas acerca de su enfermedad (o del problema en estudio) y eventualments podria
beneficiar a otras personas con su misma condicidon.

Riesgos
La participacion en este estudio no traera ningun riesgo adicional al propio del manejo
clinico que actualmente usted esta recibiendo.
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Costos

Participar en esta investigacion no generard costos adicionales para usted. Todas las
pruebas gue se realicen serdn cubiertas por el proyecto de investigacion y corresponden a
las que han sido financiadas desde el momento de la aprobacion del mismao.

Confidencialidad

La informacion obtenida se mantendra en forma confidencial. Es posible que los resultados
obtenidos en la investigacion sean presentados en revistas cientificas y conferencias
médicas, sin embargo, su nombre no sera conocido. Segun lo plasmado en el titulo 1
capitulo 1 articulo 15 de la resolucion 8430: Usted o su familiar tendran “La seguridad que
no se identificara al sujeto y que se mantendra la confidendalidad de la informacicn
relacionada con su privacidad”.

Voluntariedad

La participacion en esta investigacion es completamente voluntaria. Usted (o su familiar)
tiene el derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta
investigacion en el momento gue lo estime conveniente. Al hacerlo, usted no pierde ningun
derecho que le asiste como paciente de esta institucion y no se vera afectada la calidad de
la atencion médica que merece.

Si usted retira su consentimiento y usted los solicita sus muestras serdan eliminadas v la
informacion obtenida no serd utilizada. Por motivos de seguridad puede ser necesario gque
analicemas sus datos obtenidos hasta ese momento de su participacidn. Esto lo haremaos
asegurando su confidencialidad.

Compensacion
Usted no recibird ningdn tipo de compensacion econdmica, le recordamos que su
participacion es voluntaria.

Preguntas

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o llamar al doctor
Agustin Vega Vera, Investigador responsable del estudio, al teléfono 300211479

Altener alguna duda sobre este estudio, puede preguntarnos en cualguier momento. Puede
contactarse con: (Clara Inés Sanchez Sugrez, cisanche@uis.edu.co como Investigadora
principal).

Para preguntas, aclaraciones o inquietudes acerca de los aspectos eticos de esta
investigacion puede comunicarse con los dos Comités gque han dado aprobacion a este
protocolo:
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4
1.- Comité de Etica en Investigacidn Cientifica UIS (Universidad Industrial de Santander], se i

puede comunicar al teléfono: 6344000 ext. 3808, o enviar correo electronico a: By
comitedetica@uis.edu.co |

Lail
2 - Comité de Etica en Imvestigacion ESE HUS [Hospital Universitario de Santander), se puede }r':'“‘
comunicar al teléfono: 6910030 ext. 182, o enviar comeo electronico  al: ‘.?.:
comiteeticaeinvestigacion@ hus.gov.co -

Declaracion y autorizaciones

Margue con una X segun sea el caso para cada afirmacion:

Se me ha explicado el propdsito de esta investigacion, los procedimientos,
los riesgos, los beneficios y los derechos gue me asisten y que me puedo
retirar de ella en el momento que lo desee.

Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado a hacerlo.

Mo estoy renunciando a ningdn derecho gque me asista.

Se me comunicara toda nueva informadon relacionada con el estudio que
surja durante la investigacion y gque pueda tener importancia directa para
mi condicion de salud.

Se me ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participacion en

esta investigacion médica segan mi parecer y en cualguier momento que lo
desee.

Autorizo a acceder y usar los datos contenidos en mi historia clinica para los
propdsitos de esta investigacion.




SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA EN AISLAMIENTOS DE Candida spp.

Autorizo a gque se me tomen muestras de sangre, orina, piel y mucosas para
los propdsitos de la investigacion.

Permito que se almacenen las muestras para estudios futuros relacionados
con la enfermedad.

Autorizo acceder y usar los datos contenidos en mi historia clinica para
estudios futuros sobre factores del hongo asociados al desarrollo de
candidiasis o candidemia vy estudios posteriores relacionados con el
desarrollo de la enfermedad causada por este hongo.

Conozco que se protegeran mis datos personales y no seran divulgados,
segln la ley estatutaria 1581 de 2012 (octubre 17) reglamentada
parcialmente por el decreto nacional 1377 de 2013 por la cual se dictan
disposiciones generales para la proteccion de datos persanales

Al momento de la firma, s me entrega una copia firmada de este
documento.

Mombre del participante Firma de participante /familiar Fecha

Mombre del testizo Firma de testigo Fecha
Mombre del testigo Firma de testigo Fecha
Mombre del investigador Firma de investizador Fecha
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Apéndice C

Puntos de corte clinicos (CCVs) y epidemioldgicos (ECVs) para la clasificacion de los perfiles

de susceptibilidad en Candida spp

A.
. . Puntos de corte ¢ interpretacion (CIM pg/ml)
Antifimgicos Especies

S I SDD R

C. albicans =2 * 4 =8
C. glabrata * * <32 =64

Fluconazol C. parapsilosis =2 * 4 28

C. krusei * * * *

C. tropicalis <2 * 4 >8

C. albicans 0,12 0,25-0,5 * 21

C. glabrata * * * *

Voriconazol . parapsilosis =0,12 0,25-0,5 * 21
C. krusei =0,5 1 * =2

C. ropicalis =0,12 0,25- 0,5 * =]

C. albicans =0,25 0,5 * >1
C. glabrata =012 0,25 * =05

Anidulafungina . parapsilosis =2 4 * =8
C. krusei 0,25 0,5 * 21

C. tropicalis <0,25 0,5 * =]

C. albicans =0,25 0,5 * =1
C. glabrata =0,12 0,25 * 20,5

Micafungina . parapsilosis =2 4 * =8
C. krusei =0,25 0,5 * =]

C. tropicalis £0,25 0,5 * =1

C. albicans =0,25 0,5 * =1
C. glabrata =0,12 0,25 * =0,5

Caspofungina . parapsilosis <2 4 * =8
C krusei =0,25 0,5 * >1

C. rropicalis =0,25 0,5 * 51
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B. Puntos de corte e interpretacion
Antifimgicos Es pe cies’ (CIM pg/ml)
Wild Type No- Wild Type
C. albicans * *
C. glabraia =4 >4
C. parapsilosis =05 >0,5
Itraconazol C, krusei =1 >1
C. iropicalis <05 >0,5
C. dubliniensis <025 >0,25
C. orthopsilosis <05 >0,5
C. albicans <006 >0,06
C. glabrata <1 >1
C. parapsilosis <025 >0,25
Posaconazol C. krusei <05 >0,5
C. tropicalis <012 >0,12
C. dubliniensis <012 >0,12
C. orthopsilosis <025 >0,25
C. albicans 2 >2
C. glabrata 2 >2
C. parapsilosis <1 >1
Anfotericina B C. krusei <2 »2
C. tropicalis <2 >2
C. dubliniensis <05 >0,5
C. orthopsilosis 22 >2
Voriconazol C. glabraia <025 >0,25

Nota. A) Puntos de corte clinicos (CCVs). B) Puntos de corte epidemiolégicos (ECVs). ! Estas
especies también son conocidas como: C. glabrata: Nakaseomyces glabrata; C. krusei: Pichia
kudriavzevii. 2 S: Sensible; SDD: Sensible dosis dependiente; I: Intermedio; R: resistente. *Sin
puntos de corte disponibles a la fecha. Tomado del Manual M27M44S tercera edicion (2022) y

MS57S cuarta edicion (2022) del CLSI.
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