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Introduccion: C. albicans junto con C. dubliniensis y C. africana, forman el Complejo Candida albicans. Estas
especies estdn estrechamente relacionadas entre si, lo que dificulta la diferenciacion por métodos
convencionales. Objetivos: Diferenciar por método molecular Candida albicans y Candida dubliniensis en
aislamientos de pacientes ambulatorios y hospitalizados de Central, Paraguay y conocer el perfil de
sensibilidad de los mismos. Metodologia: Se incluyeron levaduras aisladas de materiales respiratorios,
cavidad bucal, secreciones purulentas, sangre, orina y otros. Se realizé una PCR duplex de punto final a los
aislamientos que desarrollaron coloracion verdosa en medio cromogénico (CONDA®, Espafia). El ADN se
extrajo utilizando el kit Wizard® Genomic DNA (Promega, EE. UU.) con algunas modificaciones. La
sensibilidad a antifiingicos se determind por VITEK® 2 a un subgrupo de aislamientos. Resultados: De 1065
aislamientos, 838 (78,7 %) fueron C. albicans y 3 (0,3 %) C. dubliniensis, estos ultimos provenientes de
cavidad bucal; los 224 restantes fueron negativos para ambas especies. El 94,4 % de 503 aislamientos de C.
albicans fueron sensibles a fluconazol, 97,6 % a voriconazol, 99,4 % a anfotericina B, 100 % a caspofungina y
micafungina. Los tres aislamientos de C. dubliniensis presentaron CIM de < 0,5 pg/mL frente a fluconazol, <
0,12 pg/mL a voriconazol y < 0,25 pug/mL a anfotericina B. Discusién: La frecuencia de C. dubliniensis es baja
con relacién a otros estudios que informan valores de 1,5 a 32 %. Estos aislamientos no presentaron indicios
de resistencia. C. albicans mostrd buena sensibilidad a los antifingicos ensayados.

Palabras clave: Candida albicans; Candida dubliniensis; Reaccion en Cadena de la Polimerasa; Pruebas de
Sensibilidad Microbiana; Antifungicos; Paraguay.

ABSTRACT

Introduction: C. albicans together with C. dubliniensis and C. Africana, form the Candida albicans Complex.
These species are closely related to each other, making differentiation by conventional methods difficult.
Objectives: To differentiate Candida albicans and Candida dubliniensis by molecular method in isolates from
outpatients and hospitalized patients from Central, Paraguay and to know their susceptibility profile.
Methods: Yeasts isolated from respiratory materials, oral cavity, purulent secretions, blood, urine and others
were included. An end-point duplex PCR was performed on the isolates that developed greenish coloration
in chromogenic medium (CONDA®, Spain). DNA was extracted using the Wizard® Genomic DNA Kit (Promega,
USA) with some modifications. Antifungal susceptibility was determined by VITEK® 2 to a subgroup of
isolates. Results: Of 1065 isolates, 838 (78,7 %) were C. albicans and 3 (0,3 %) C. dubliniensis, the latter
coming from the oral cavity; the remaining 224 were negative for both species. 94,4 % of 503 C. albicans
isolates were susceptible to fluconazole, 97,6 % to voriconazole, 99,4 % to amphotericin B, 100 % to
caspofungin and micafungin. The three isolates of C. dubliniensis presented MICs of < 0,5 ug/mL against
fluconazole, < 0,12 pg/mL against voriconazole and < 0,25 pg/mL against amphotericin B. Discussion: The
frequency of C. dubliniensis is low compared to other studies that report values of 1,5 to 32 %. These isolates
did not exhibit signs of resistance. C. albicans exhibited good susceptibility to antifungals tested.

Keywords: Candida albicans; Candida dubliniensis; Polymerase Chain Reaction; Microbial Susceptibility
Tests; Antifungal Agents; Paraguay
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INTRODUCCION

Candida es un hongo presente en la microbiota normal
humana del aparato gastrointestinal, vagina, piel y
otras mucosas. Sin embargo, bajo ciertas condiciones
ambientales o alteraciones de la inmunidad del
huésped, esta levadura expresa factores de virulencia
y se convierte en patdgeno causando infecciones
oportunistas  (superficiales o sistémicas), que
comprenden candidiasis orofaringea, genital, ocular,
cutdnea y diseminada, especialmente en pacientes con
inmunosupresiéon (1-3). La especie mas patdgena del
grupo es Candida albicans y sigue siendo la levadura
aislada con mayor frecuencia en muestras clinicas (4).

Con el avance de los estudios moleculares vy
filogenéticos se han reclasificado especies atipicas de
C. albicans con similitudes fenotipicas como Ia
produccién de tubo germinativo, entre ellas, Candida
dubliniensis y Candida africana. Estas tres especies
forman un complejo de especies denominado
Complejo Candida albicans. Aunque para C. africana la
posicién taxondmica aun es controversial, algunos
autores lo consideran como un biovar de C. albicans
(5,6).

En Paraguay existen escasos reportes de la frecuencia
y distribucion de C. dubliniensis en la poblacion,
probablemente debido a la falta de disponibilidad de
métodos especificos de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) en laboratorios de rutina. Gayoso et al.
2021 reporta 0,4 % (1/278) de esta especie en la
cavidad oral de pacientes con VIH (7). No se ha
evaluado la frecuencia de esta especie en materiales
clinicos diferentes.

El objetivo general de esta investigacion fue identificar
molecularmente C. albicans y C. dubliniensis, conocer
el perfil de sensibilidad in vitro de aislamientos
provenientes de diferentes origenes clinicos, de esta
forma contribuir con el conocimiento epidemioldgico y
la vigilancia de levaduras emergentes, importante para
la implementacion de estrategias terapéuticas
adecuadas, especialmente en los pacientes
susceptibles de sufrir infecciones por hongos
oportunistas como son los inmunocomprometidos.

METODOLOGIA
Disefio

Estudio observacional descriptivo de corte transverso.
Se incluyeron levaduras que desarrollaron coloracién
verdosa a partir de un cribado en medio cromogénico

(CONDA®, Espaia), provenientes de pacientes
hospitalizados y ambulatorios, entre agosto del 2016 a
diciembre del 2020, remitidas al Departamento de
Microbiologia del 1ICS-UNA de otros centros del pais.
Los aislamientos de levaduras no viables o de color
diferente a verde en medio cromogénico fueron
excluidas del estudio. Extraccién del ADN: Se realizd
con el kit comercial Wizard® Genomic DNA (Promega,
EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante, con
algunas modificaciones, como la resuspensién de
colonias subcultivadas en agar Sabouraud glucosado en
300 pL del buffer de lisis, al cual se agregé perlitas de
vidrio de 0,5 mm. Los tubos se agitaron a maxima
velocidad por 1 min y luego se pasaron por bafio de
hielo 1 min (repitiendo estos dos pasos una vez mas),
continuando con las instrucciones del fabricante. Por
ultimo, el ADN extraido se conservd a -20 °C hasta su
uso.

PCR duplex de tiempo final: Se utilizd el método
descrito por Ahmad et al., 2012, utilizando cebadores
para la amplificacién especifica del ADN ribosdmico
(ADNTr) de C. albicans y C. dubliniensis (8). Controles:
Se utilizd ADN de dos cepas controles positivos; para C.
albicans (ATCC 90028) y para C. dubliniensis (cepa
11/2020), cedida por la seccién de Micologia del
Laboratorio Central de Salud Publica y que fuera
enviada por el Instituto MALBRAN como parte del
programa Latinoamericano de Control de Calidad en
Micologia para Laboratorios de Referencia. Las cepas
fueron mantenidas en BHI glicerol por sus siglas en
inglés (Brain Heart Infusion) a -80 °C. Como control
negativo se utilizd la mezcla de reaccidn sin la adicion
de ADN. Cada control se ensayd por triplicado.

Condiciones de Reaccidn: La reaccidn se llevé a cabo en
un termociclador Simpli AmpTM Thermal Cycler
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) siguiendo las
condiciones descritas por Ahmad et al. (2012) con
algunas modificaciones en un volumen final de 15 pL;
las concentraciones finales fueron: 1X de buffer, 100
UM de cada desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), 1,5
mM de MgCl,, 0,2 uM de cada uno de los cebadores
CALF/CALR y CDUR/CDUF y 0,5 U de Taq polimerasa
(Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). A la
mezcla se adiciond 2 pL de 10 ng/ulL de ADN.

Detecciéon del producto de amplificacion: La
visualizacion de los productos de extension se
evidencié mediante electroforesis en gel de agarosa al
1,5 % en buffer Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X. Con buffer
de siembra, se colocd 5 plL de cada amplificadoy 5 plL
de un marcador de peso molecular de 50 pares de
bases (pb) (Jenna Bioscence, Alemania). La corrida se
realizé en buffer TAE 1X y las condiciones electroliticas
utilizadas fueron 30 min a 100 Voltios. Las bandas se
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revelaron utilizando un agente para visualizacién de
ADN en geles Syber Safe DNA gel stain Invitrogen™
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), 6 uL por cada 100
mL de solucidon de agarosa al 1,5 %. Las bandas se
evidenciaron en un transiluminador UV Digimage
System GDS-01 (mrc, Israel) y se capturaron las
imagenes con camara fotografica.

Determinacion de susceptibilidad antifdngica: Se
estudiéd la susceptibilidad a 503 (60 %) de los
aislamientos de C. albicans y a los tres aislamientos de
C. dubliniensis por el método automatizado VITEK® 2.

Los antifungicos ensayados para C. albicans fueron:
fluconazol, voriconazol, anfotericina B, caspofungina y
micafungina; y para C. dubliniensis los tres primeros
antifungicos. Se utilizaron las tarjetas AST-YSO7
(bioMérieux, Francia), que contienen un panel de
diluciones seriadas de fluconazol (1 a 64 ug/mL),
voriconazol (0,12 a 8 ug/mL), anfotericina B (0,25 a 16
pg/mL), micafungina (0,06 a 4 pg/mL) y caspofungina
(0,25 a4 pg/mL). Cepas de referencia C. parapsilosis
ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258 se utilizaron como
control de las tarjetas. Segun lo establecido por el CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) se
consideraron resistentes a fluconazol los aislamentos
de C. albicans que dieron CIM > 8 ug/mL, y resistentes
a voriconazol, caspofungina y micafungina los que
presentaron CIM = 1 ug/mL, documento M27M44S del
CLSI, 2022 (9). Para la anfotericina B se utilizaron los
puntos de corte epidemioldgicos, documento M59 del
CLSI, 2018 (10) el cual categoriza en aislados silvestres
los que presentan CIM < 2 ug/mL, y no silvestres los de
CIM > 2 pg/mL.

Gestion y analisis de los datos

Los datos fueron consignados en una hoja de célculo de
Microsoft Excel® y posteriormente analizados con el
paquete estadistico Epi Info versidn 7.2.5.0. Se utilizd
estadistica descriptiva para resumir los datos como
frecuencia absoluta y relativa porcentual.

Consideraciones éticas

El Protocolo cddigo P19/2019 fue aprobado por el
Comité Cientifico y de Etica del IICS-UNA. Solo los
investigadores tuvieron acceso a los datos de los
pacientes, que permanecieron confidenciales vy
codificados durante el estudio.

RESULTADOS

Se estudid 1065 colonias que presentaron coloracidn
verdosa en el medio cromogénico, La especie mas
frecuentemente identificada fue C. albicans, 838 de
1065 aislamientos, 78,7 % IC 95 (76,12 - 81,04), tres
aislamientos fueron C. dubliniensis, 0,3 % IC 95 (0,10 -
0,82), y los restantes 224 aislamientos (21,0 %) fueron
negativos para ambas especies. Se evidencié bandas de
tamano caracteristico, aproximadamente 100 pb para
C. albicans y 325 pb para C. dubliniensis como se
observa en la Figura 1. Corrida electroforética en gel de
agarosa al 1,5 %. Carril 1: PM (peso molecular) de 50
bp; Carril 2: control positivo C. dubliniensis (325 pb);
Carril 3: control positivo C. albicans (100 pb); Carriles 4-
14: muestras positivas para C. albicans (100 pb); Carril
15: control negativo.

FIGURA 1. PCR DUPLEX CONVENCIONAL DE AISLAMIENTOS DE PACIENTES

PM (pb)
1000 pb
500 pb

200 pb
100 pb
50 pb

Estos aislamientos provinieron de 879 pacientes, 740
pacientes presentaron aislamientos unicos y 139
mixtos; de estos Ultimos se obtuvieron 325
aislamientos. El origen de los aislamientos
correspondid a muestras clinicas diversas, en su
mayoria materiales respiratorios y orina como se

observa en la Tabla 1. El 44,6 % de los aislamientos
provenian del Instituto de Previsién Social, 23,4 % del
Laboratorio San Roque, 20,9 % Instituto de Medicina
Tropical (IMT)/ Programa Nacional de Control de Sida-
ITS (PRONASIDA), 6,6 % del IICS - UNA y 4,6 % de la
Clinica de la Facultad de Odontologia — UNA. Los
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pacientes presentaron una media de edad de 23 afos
(0 a99 afos), 52,5 % correspondio al sexo femenino. El
20,9 % (222/1065) de los aislamientos eran
provenientes de pacientes inmunocomprometidos con
HIV (pacientes de IMT/PRONASIDA) y el 79,1 %

restante de pacientes aparentemente
inmunocompetentes de otros centros. Del total de
aislamientos, 68,3 % (727/1065) provenian de
pacientes internados y el resto de pacientes
ambulatorios.

TABLA 1. DISTRIBUCION DE C. ALBICANS Y C. DUBLINIENSIS SEGUN EL ORIGEN
PCR duplex positivo n (%)

Origen de la muestra

C. albicans  C. dubliniensis

Material respiratorio® 225 (26,8)

Orina 189 (22,5)

Hisopado Faringeo® 187(22,3) 1(33,3)
Secreciones varias© 83(9,9)

Cavidad bucal? 54 (6,4) 2 (66,7)
Sangre 53(6,3)

Catéter 26(3,1)

Piel y anexos 22 (2,6)

Total 838 (100) 3 (100)

aBAL, esputo, secrecidn traqueal; ® con y sin lesion; abscesos, secreciones genitales; 4 dentina, placa, saliva, hisopado dientes.

De los tres aislamientos de C. dubliniensis. Dos
provenian de muestras de dentina (un paciente del
sexo masculino y otro femenino, aparentemente
inmunocompetentes); y un aislamiento de hisopado
faringeo de una paciente inmunocomprometida con
HIV que no presentaba lesidn, y con estadio CD4 200 a
500 cel/uL. Todos los aislamientos de C. dubliniensis
provenian de pacientes ambulatorios, con edades
aproximadas a 50 anos.

Las tres cepas de C. dubliniensis desarrollaron una
coloracién verde casi indistinguible de C. albicans a las
48 h de incubacion. Las cepas con PCR duplex negativa
para las especies C. albicans/ C. dubliniensis, fueron
identificadas por el método comercial VITEK® 2 y
correspondieron en un 100 % a especies diferentes de
C. albicans/ C. dubliniensis con excelente porcentaje de
discriminacién de 97 - 99 %, segun el a ndlisis de la base
de datos del instrumento. Los aislamientos
identificados por PCR como C. dubliniensis también

fueron identificados correctamente por esta
metodologia, pero con un porcentaje de discriminacién
menor, de bueno a muy bueno de 91 - 93 %.

Perfil de sensibilidad de los aislamientos: En la Tabla 2
se observa la distribucion de los valores de CIM por el
método VITEK® 2, ensayados frente a los 503 (60 %)
aislamientos de C. albicans. Debido a la baja frecuencia
de C. dubliniensis el nimero de muestras del estudio
tuvo que ser aumentado, por lo que el 60 % de los
aislados de C. albicans fue considerado muy
representativo para estimar la susceptibilidad a los
antifungicos.

La CIM frente a los azoles presentd valores bajos en la
mayoria de los aislamientos.Las tres cepas de C.
dubliniensis, presentaron valores de CIM considerados
bajos de < 0,5 pg/ml frente a fluconazol, < 0,12 pg/ml
frente a voriconazol y < 0,25 pg/ml frente a
anfotericina B, a pesar de no disponer de puntos de
cortes clinicos en el CLSI actuales para esta especie.

TABLA 2. PERFIL DE SENSIBILIDAD DE C. ALBICANS A LOS ANTIFUNGICOS DETERMINADA MEDIANTE EL SISTEMA
VITEK® 2. N= 503

Antiftingico CIM (pg/mL) N°deaislados  Sensibilidad n (%)
<0,5 340
<1 121 S 475(94,4%)
2 14
Fluconazol 4 2 SDD 2 (0,4 %)
8 16
16 8 R 26 (5,2 %)
32 2
<0,12 491 S 491 (97,6 %)
0,25 4
0,
Voriconazol 0,5 2 SbD 6(1,2%)
1 5
0,
4 1 R 6(1,2 %)
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<0,25 203
0,5 226
1 69 S 500 (99,4 %)
Anfotericina B ) )
8 ! R 3(0,6 %)
>16 2
Caspofungina <0,12 365
<0,25 138 S 503 (100 %)
<0,06 501
Micafungina 0,12 1 S 503 (100 %)
0,25 1

DISCUSION

En el presente estudio se reprodujo con éxito la
reaccion molecular para la diferenciacion de las
especies C. albicans/ C. dubliniensis, en la que se utilizé
como blanco secuencias en las regiones de los
espaciadores transcritos internos ITS-1 e ITS-2 del ADN
ribosdmico. En los hongos ITS1 se encuentra entre los
genes de ARNr 18Sy 5.8S, mientras que ITS2 esta entre
los genes de ARNr 5.8S y 28S. Estos genes de ARNr 18S,
5.8S y 28S altamente conservados permiten el disefo
de cebadores universales para amplificar las regiones
altamente variables ITS1 e ITS2. El uso de estas
secuencias permite una discriminacion a nivel
interespecifica, y logra diferenciar levaduras
filogenéticamente cercanas (11).

La PCR duplex convencional utilizada brinda la
identificacion simultanea de ambas especies en una
sola reaccion, es especifica y sensible. Si bien esta
metodologia no requiere pruebas previas como la de
formacion de tubos germinativos y es adecuada para
laboratorios con recursos limitados de microbiologia
equipados con tecnologia de PCR basica, no puede
aplicarse directamente sobre materiales clinicos,
debido a que requiere de levaduras previamente
aisladas. Constituye una ventaja sobre la PCR
monoplex que implican dos reacciones separadas para
cada especie ainvestigar u otros métodos que precisan
manipulaciones adicionales (como la digestién con
enzimas de restriccion para generar polimorfismo de
longitud de fragmentos de restriccion o secuenciacion
de ADN). Esto puede aumentar el costo de la prueba o
precisar tiempo adicional y retrasar los resultados.

Se requiere un tiempo aproximado de 48 h para emitir
la identificacion final con esta metodologia molecular,
partiendo de la extraccion de ADN de cepas puras de
levaduras, la PCR y la electroforesis realizada para la
visualizacion del producto de PCR, un tiempo
prolongado con relacién a la PCR en tiempo real. El
procesamiento de muestras con aislamientos multiples
requiere ademds un tiempo adicional pues se debe
realizar la separacién de una cepa pura.

Una limitacién del estudio es que no se ensayaron
cepas de referencia de otras especies para determinar
posibles reacciones cruzadas de esta PCR, a pesar de
que la longitud de la regidon ITS depende de la especie,
por lo que es utilizada para determinar variaciones
intra e interespecificas, segun lo reportado en varios
estudios (11,12). Otro aspecto para considerar es la
gran dificultad de la adecuada extraccion del ADN de
las levaduras debido a la fuerza y elasticidad de la
pared celular, en este estudio se combind un método
mecanico con quimico para asegurar la extraccion
adecuada.

Este estudio abarcé un grupo heterogéneo de
aislamientos provenientes de diferentes materiales
clinicos de pacientes de amplio rango de edad. Se
detecté baja frecuencia de C. dubliniensis, 0,3 % de los
1065 aislamientos seleccionados y éstos provenian de
la cavidad bucal. En nuestro pais Gayoso et al. (2021)
en un estudio previo reporta similar frecuencia de 0,4
% (1/278) en cavidad oral de pacientes con VIH (7). Este
estudio abarca mayor nimero de pacientes e incluye a
aquellos aparentemente inmunocompetentes.

Se han reportado diferentes prevalencias de C
dubliniensis segun la region geografica, Al-Sweih et al.,
2005 encontraron similar frecuencia de 0,2 % de C.
dubliniensis en Kuwait, en ese estudio se examinaron
1644 cepas de Candida con tubo germinativo positivo,
con la diferencia que no provenian de la cavidad bucal
sino de muestras de orina y de hisopado vaginal (13).
En Brasil, Ribeiro Ribeiro et al., 2015 encontraron 0,81
% en cavidad oral de pacientes infectados por el VIH
gue estaban en terapia antirretroviral (14). En
Argentina, Mariel-Carballo, 2019 reporta una
frecuencia mayor, 6 % de C. dubliniensis en cavidad oral
de 145 pacientes con VIH (15). Al igual que Pineda et
al., 2008 reportaron el 6,1 % en 212 aislamientos
provenientes de diferentes materiales clinicos (16). En
Irdn se aisld 26,4 % de esta especie en consumidores
de drogas (17) y 15,7 % en pacientes infectados por el
VIH (18). En Libya reportan 11 % de C. dubliniensis (19)
y 9,8 % en Colombia (20), ambos en pacientes con VIH.
Estos autores concuerdan con la localizacion en
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cavidad oral al igual que en el presente estudio.

A diferencia de otras especies de Candida, C.
dubliniensis no se ha aislado de muestras no humanas,
esto ha llevado a especular que esta especie es
exclusiva de humanos vy los sitios mas frecuentes donde
se encuentra son la cavidad oral y el tracto respiratorio
superior. Varios estudios informan del hallazgo de esta
especie en otras partes del cuerpo, incluyendo sangre,
sistema nervioso central, vagina, orina, piel y heces,
tanto en pacientes VIH-positivos como en pacientes
VIH-negativos (21,22). En este estudio los tres
aislamientos provenian de cavidad oral de pacientes
ambulatorios. Segun Tantivitayakul et al., 2019, no se
conoce la implicancia real de C. dubliniensis en las
infecciones orales, pues se lo ha encontrado tanto en
individuos sanos como con candidiasis oral, por lo que
son necesarios mas estudios para poder establecer
alguna asociacién. Los reportes hasta la fecha son
inconsistentes entre si, debido probablemente a la
variacion entre cepas, el numero de aislamientos
ensayados y la diferencia entre los métodos empleados
(23).

Los medios con sustratos cromogénicos son de gran
ayuda para la identificacidon presuntiva, a la vez que
permiten reconocer la existencia de infecciones
simultaneas por mas de una especie. Sin embargo, las
colonias se presentan en una gama de colores por lo
que la caracterizacion depende del observador. Por
este motivo no siempre es sencillo discriminar entre
variaciones de tonalidades de un color para asignar la
correspondencia con la especie aislada (16). En este
estudio se ha partido de colonias color verde en el
medio cromogénico por lo que se pudieron haber
perdido aislados atipicos de C. dubliniensis, como lo
reportado por Albaina et al., 2015 quienes encontraron
34 C. dubliniensis caracteristicos y 9 aislados atipicos
de los cuales 6 presentaban coloracién rosa en el
medio Chromagar y 3 aislados no produjeron
clamidoconidios ni tubos germinativos, por lo que la
prevalencia de C. dubliniensis podria ser ligeramente
mayor (24).

Las colonias de C. dubliniensis presentaron a las 72 h
una tonalidad mas oscura con relacion a C. albicans, la
observacién de la coloracién es subjetiva, por lo que se
requiere aplicar otras pruebas fenotipicas y estudios
moleculares para confirmacidon. Cabe mencionar que
en el presente estudio se realizaron ademds pruebas
fenotipicas a los tres aislamientos de C. dubliniensis y a
30 aislamientos de C. albicans y se constatd que las
caracteristicas que comparten son la formacién de
tubo germinativo, clamidoconidios y la coloracion
parecida en el agar cromogénico; las pruebas
diferenciales fueron: la termotolerancia a 42°C,

crecimiento en medio hipersalino y la actividad
esterasa que dieron positivo para C. albicans y negativo
para C. dubliniensis. Asi también, las colonias de C.
albicans presentaron coloracién crema en agar tabaco
y aspecto liso en agar semilla de girasol, diferente a lo
presentado por C. dubliniensis. El estudio
microbiolégico convencional puede englobar hasta 7
dias para la identificacion final, por esta razén y por su
baja especificidad se sugiere el diagndstico molecular o
protedmico para confirmacion de especies.

La frecuencia de C. dubliniensis en el estudio es muy
baja para determinar el perfil de susceptibilidad a los
antifingicos. Las tres cepas aisladas presentaron
valores de CIM frente a fluconazol, voriconazol y
anfotericina B considerados bajos. La mayoria de los
estudios coinciden que C. dubliniensis se mantiene
bastante sensible a los antifungicos, la resistencia a
fluconazol reportada varia entre 3,1 % y 4,8 %,
contrario a lo que se habia mencionado hacia 1995,
afio en el que se describié la especie. Las primeras
cepas de C. dubliniensis de pacientes VIH positivos
exhibieron valores elevados de CIM frente a fluconazol,
lo que se explica por el uso excesivo de éste azol para
la profilaxis de la candidiasis mucocutdanea, muy
frecuente en la época, debido a que el SIDA era
epidémico y la terapia antirretroviral de gran actividad
(TARGA) apenas comenzaba a estar disponible (25).

Actualmente CLSI no cuenta con puntos de corte
clinico para C. dubliniensis, solamente existen puntos
de corte epidemioldgicos. Sin embargo, EUCAST a
partir del 2023 establecidé el punto de corte clinico para
C. dubliniensis y de acuerdo con dicha norma los
aislamientos del presente estudio son sensibles a
fluconazol y a anfotericina B. La sensibilidad a
voriconazol no es posible determinar porque los tres
aislamientos dieron CIM de voriconazol < 0,12 pg/mL,
gue es la concentracidon minima utilizada en las tarjetas
del VITEK® 2, siendo necesaria una concentracion
menor, de 0,06 ug/mL para establecer el aislado como
sensible seglin EUCAST (26).

C. albicans presentd buena sensibilidad a todos los
antifungicos ensayados, mayor al 94 %, sin embargo la
frecuencia de resistencia de C. albicans encontrada
para los azoles, 5,2 %y 1,2 % a fluconazol y voriconazol
respectivamente, es mayor a lo publicado por Zuluaga
et al., 2010, donde la especie C. albicans presento 4,8
% SDD, 0 % resistente a fluconazol y 100 % sensible a
voriconazol (27), tampoco Al-Sweih et al.,, 2005
encontraron resistencia frente a fluconazol,
voriconazol y anfotericina B (13). En Paraguay, Aguilar
et al., 2020 reportan 2,8 % y 0,6 % de C. albicans
resistentes a fluconazol y voriconazol, de candidemias
(28). Una limitacién de este estudio es que no se
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confirmaron las resistencias con el método de
microdilucién, a pesar de que el sistema VITEK® 2 tiene
muy buena correlacién con el método de referencia
(29), es importante verificar los aislamientos
resistentes por el método de referencia.

Se observo elevada sensibilidad a anfotericina B (99,4
%), la mayor parte de las especies de hongos que
causan infeccién en humanos son sensibles a este
antifingico. Sin embargo, algunas especies de Candida
como Candida glabrata, Candida lusitaniae, Candida
krusei y Candida tropicalis pueden tener sensibilidad
disminuida frente a anfotericina B, y especies
emergentes como Candida auris presentan tasas de
resistencia entre el 10y el 30 % (30). La sensibilidad de
C.albicans frente a las equinocandinas micafungina y
caspofungina fue del 100 %, antifingicos poco
utilizados en Paraguay.

El surgimiento de aislamientos resistentes a los
antifungicos en el género Candida plantea la necesidad
de identificar las levaduras y determinar la sensibilidad
a drogas antifungicas, especialmente en aquellos casos
de fracasos terapéuticos (31). Se reporta que en la
comunidad se encuentran cepas no silvestres de
Candida spp, lo que puede estar relacionado con el uso
poco controlado de antifungicos para tratar las
candidiasis vulvo-vaginales en la comunidad. Dado que
la mayoria de las infecciones invasoras son causadas
por cepas de la microbiota enddgena, deberia
considerarse la inclusidon de Candida spp. aisladas de
pacientes ambulatorios en los estudios de vigilancia,
especialmente en los centros de salud que atienden a
este tipo de pacientes ya que estas cepas no silvestres
portan algin mecanismo de resistencia (31-33).

La PCR duplex convencional aplicada en este trabajo
para la identificacién de dos especies del complejo C.
albicans, es una técnica muy uatil para estudios de
vigilancia de cepas emergentes, detecta dos especies
en una sola reaccidn de PCR. Si bien esta técnica es mas
sensible y especifica, para confirmar la identidad de
estas levaduras, también requiere de un tiempo de
procesamiento para el aislamiento del ADN ya que no
se aplica directamente a muestras clinicas, existen
otras técnicas de PCR mas rapidas y aunque los

insumos y reactivos podrian ser menos costosos para
procesar la misma cantidad de muestras comparando
con sistemas comerciales automatizados, requiere de
infraestructura y varios equipamientos especificos no
disponibles en un laboratorio de rutina.

Los resultados de esta investigacion demuestran la
presencia de C. dubliniensis en el pais en baja
frecuencia y no sélo en pacientes
inmunocomprometidos. La identificacién de las
especies involucradas, asi como el estudio de la
susceptibilidad contribuye al conocimiento
epidemiolégico que es util para optimizar el
tratamiento, para el desarrollo de nuevos farmacos o
la importacion de los mismos ya existentes en otros
paises. Esta vigilancia deberia instaurarse tanto en
muestras recolectadas de pacientes internados como
las que provienen de la comunidad, para implementar
medidas oportunasy evitar la diseminacién de posibles
cepas resistentes.
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