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I. INTRODUCCION



Introduccién

La Micologia médica es una ciencia que ha adquirido un enorme protagonismo en los
iltimos afos. Hasta la década de los 50 habfa muy pocas especies de hongos considerados
como patégenos para el hombre. Estaban los hongos dimdrficos, de distribucién geogrifica
muy limitada, que podian causar infeccién por inhalacién de sus esporas. También se
conocian algunos hongos tropicales causantes de micosis subcutdneas, que en la mayoria de
los casos no producian enfermedades de importancia, y las afecciones graves se consideraban
curiosidades de dreas muy limitadas. Las micosis mds comunes eran las dermatoficias que
s6lo afectaban la capa cdérnea de la piel y sus faneras. Con la aparicién de los antibidticos de
amplio espectro se eliminaban no sélo las bacterias patdgenas sino la flora bacteriana normal
del individuo, permitiendo asi 1a expansién de la flora normal de levaduras y otros hongos.
De este modo fueron apareciendo casos de infecciones como la causada por Candida en nifios
tratados con tetraciclinas. Por otro lado, la utilizacién de esteroides evitaba la inflamacion,
pero suprimia la defensa celular normal con lo que algunos enfermos comenzaron a
desarrollar infecciones pulmonares por Aspergillus, meningitis por Cryptococcus e infecciones
de senos nasales y cerebro por Rhizopus y Mucor. También empezaron a utilizarse drogas
citotéxicas en combinacién con esteroides y radiacién para el tratamiento de leucemias y-
linfomas. Esta combinacién ya no sdlo suprimia las defensas celulares normales sino que las
destrufa y esto abrié la puerta a una enorme variedad de agentes infecciosos. Ya no se trataba
de hongos de distribucién geogrifica restringida, sino de hongos ambientales como
Aspergillus, Rhizopus,y Cryptococcus. A mediados de los aios 70, la lista de enfermos
inmunocomprometidos se engrosd con los pacientes trasplantados y otras enfermedades como
el lupus eritematoso, la sarcoidosis o la artritis reumatoide cuyos tratamientos implicaban un
régimen inmunodepresivo. En la década de los 80 la aparicién de enfermos con Sindrome de
Inmunodefictencia Adquirida (SIDA) vinieron a aumentar dramdticamente la poblacién
inmunocomprometida existente. De todas estas micosis oportunistas, las infecciones por
Candida y especialmente las causadas por C. albicans son las mds comunes y las que revisten
mayor importancia.

El término levadura se emplea para denominar los hongos unicelulares que se
reproducen por gemas y que en su estado anamdrfico pertenecen a la clase Blastomycetes.
Sin embargo esta definicidn tan general no es exacta porque algunas levaduras producen
micelio o pseudomicelio bajo determinadas condiciones ambientales y nutricionales, y porque
algunos hongos filamentosos como los Hyphomycetes, pueden existir en forma unicelular,
reproduciéndose mediante gemas.

En su estado teleomoérfico, algunas levaduras pertenecen al Subphylum Ascomycotina,
otras al Basidiomycotina de! Phylum Dikarvomycota, y todavia existen otras que no se sabe
a que grupo sexual pertenecen y se agrupan juntas como un estado anamorfo de las
Dikaryomycota, denominado Deuteromycota u hongos imperfectos (199,243).



Introduccidn

Con esto se deja claro que el término levadura no tiene significado taxonémico y sélo
es util para describir el estado morfolégico de un hongo. '

La taxonomia de los hongos no es una disciplina estdtica y hasta los géneros y especies
mejor conocidos pueden modificar su emplazamiento taxonémico con el descubrimiento de
nuevas caracteristicas. Las levaduras que se aislan de muestras clfnicas se encuentran siempre
en su estado imperfecto (asexual), de modo que cuando aparece el estado sexual de alguna
de ellas el cambio taxondmico es mucho mds grande. En la prdctica, la ltima revisidn de
1983 realizada por el Cddigo Internacional de Nomenclatura Botdnica, permite continuar
utilizando el término anamérfico (asexual) atin cuando se haya descrito su estado teleomdrfico
(sexual). Las ultimas revisiones taxonémicas han modificado algunos géneros y especies
importantes en Micologia Médica. Asi por ejemplo se han unido los géneros Candida y
Torulopsis en uno sélo, denominado Candida. Ambos contienen especies afines a ascomicetos
y basidiomicetos de forma que su separacién por un simple cardcter morfoldgico de
produccién de pseudohifas no parece suficientemente vélida (170). Ademds la diferenciacidn
entre una C. glabrata y una cepa de Candida sp. conocida, en base a la formacion de
pseudomicelio es ficil, pero no ocurre as{ en todos los casos (199). Algunos ejemplos de
nombres de levaduras bien conocidas que han sufrido cambios notables en su taxonomia son,
Torulopsis glabrata que ha pasado a llamarse Candida glabrata, T. candida ahora se denomina
C. famata, C, parakrusei se ha incluido en C. parapsilosis, C, paratropicalis se considera
como C. tropicalis y C. pseudotropicalis se llama ahora C. kefyr.

1. LAS LEVADURAS COMO FLORA NORMAL

Las levaduras constituyen una poblacién que forma parte habitual de la flora normal
de la superficie de la piel, mucosa bucal, tracto intestinal y mucosa vaginal. Las especies y
nimero presentes varian con las distintas zonas de la superficie corporal, pero contribuye al
balance de la poblacidn de un nicho ecoldgico particular en un individuo sano.

En 1984 Kreger-Van Rij (135) reconocié 500 especies de levaduras incluidas en 60
géneros. En conjunto existen cerca de 1000 especies de levaduras u hongos levaduriformes.
La inmensa mayoria pueden ser aisladas como contaminantes de la piel, esputo, heces, u otras
muestras clinicas. Esto hace que sea muy dificil determinar la importancia clinica real de un
aislamiento. Solamente unas pocas especies y unos cuantos géneros han sido asociados con
regularidad en la produccion de enfermedades en el hombre y animales. Sin embargo cuando
se trata de un huésped inmunocomprometido, el concepto varfa completamente y son muchas
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las especies que pueden encontrarse como oportunistas.
2. LEVADURAS ASOCIADAS CON INFECCIONES EN EL HOMBRE

Los miembros de género Candida y al menos uno del género Cryptococcus son
aislados muy frecuentemente de infecciones humanas, mientras que Trichosporon,
Rhodotorula y otras son oportunistas menos frecuentes. Sin embargo, incluso la levadura de
la cerveza, Saccharomyces cerevisiae, se ha encontrado como causante de infecciones
pulmonares (242). As{ pues, en vista de la distribucién tan ubicua de las levaduras no sélo
en el aire, polvo o suelo, sino también en la superficie del cuerpo, en la boca, tracto intestinal
y vagina, no es sorprendente que estas formas se encuentren en una amplia variedad de
procésos patoldgicos.

Para considerar un hongo como patégeno, éste debe ser capaz de completar un serie
de pasos que llevan al inicio de la infeccidn, y contrarrestar 1os mecanismos de defensa tanto
especificos como inespecificos, del hospedador. Los hongos patégenos poseen diversos
factores de virulencia que intervienen en el desarrollo de la enfermedad (126):

1.- Capacidad de adhesion a las superficies cutdneas o mucosas.

2.- Capacidad de penetracién en los tejidos del huésped y acceso a los organos y fluidos
corporales "diana".

3.- Capacidad para multiplicarse "in vivo".

4.- Capacidad de evasion de los mecanismos de defensa del huésped.

5.- Capacidad para daiiar los tejidos del huésped (criterio obligado para considerar patégeno
a un microorganismo). Dentro de éstos, la adherencia a las superficies corporales del
hospedador es un paso esencial para la colonizacidn y posterior invasién tisular. Algunos
hongos patégenos sufren transformacién morfoldgica cuando invaden los tejidos y asi, las
especies de Candida pueden desarrollar pseudohifas o hifas verdaderas a partir de las’
blastosporas caracteristicas, cuando se comportaran como patégenos (177a).

Candida albicans esta considerada como la levadura que muestra un mayor potencial
patégeno para el hombre. No s6lo es el principal hongo causante de infecciones vaginales y
orales (muguet), sino que es capaz de invadir virtualmente cualquier tejido u 6rgano en
pacientes inmunocomprometidos, provocando enfermedades graves de alta mortalidad
(91,107,281). La transformacién levadura micelio de C. albicans puede tener gran
importancia en su capacidad invasora, al actuar como mecanismo de evasién de la fagocitosis,
de la accién de los anticuerpos (por producirse nuevos antigenos) y de los linfocitos T.

C. albicans posee otra dos caracteristicas importantes en su capacidad patégena: una alta
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frecuencia de cambios fenotipicos descrita por Brown-thomsen (20) y estudiada
posteriormente por Slutsky y cols. (273) y Soll (278,279,280) y la presencia de receptores
de superficie para diferentes proteinas del complemento, muy similares a los de las células
eucariotas. Estas dos propiedades serian factores de virulencia empleados como mecanismos
de evasidén de la respuesta inmune del huésped.

Las infecciones por Candida ya fueron descritas por Hipdcrates en su libro
"Epidemias" donde describia cuadros de candidosis bucales en pacientes debilitados. Durante
muchisimos afios reiné una gran confusién en cuanto a la determinacién del género donde
incluir estas levaduras, durante ese tiempo el término Monilia quizd fue el mds popular. Esta
confusién termind con Berkhout en 1923, quién erigié el género Candida que fue aceptado
en 1954, en el VIII Congreso Botdnico de Paris.

" Todas las infecciones causadas por especies del género Candida-en conjunto se
denominan "candidosis" ¢ "candidiasis" y entran dentro de las enfermedades infecciosas mds
comunes en el hombre. La eleccidn de un término u otro para denominar esta infeccion es
actualmente un tema personal. Odds (199) prefiere la denominacidn “"candidosis”, mientras
que Rippon (243) opta por el término "candidiasis". Por otro lado la ISHAM (International
Society for Human and Animal Mycology) recomienda el término "candidosis” y el CIOMS
(Council for International Organizations of Medical Sciences) recomienda "candidiasis".
Teniendo en cuenta que el sufijo -osis es el que se emplea en la sistemdtica de las demds
micosis, en el presente trabajo a las "micosis por Candida" las denominaremos "candidosis"
o infecciones por Candida (199).

La mayorfa de estas infecciones estdn producidas por C. albicans, sin embargo, otras
especies como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. kefyr, C. guilliermondii y C.
krusei, aunque menos patégenas que C_ albicans, han demostrado sobradamente su capacidad
infectiva segun los postulados de Koch (199,243,257). Aunque C. albicans es el agente
etioldégico mds comin en la mayoria de las formas de candidosis, podemos encontrar
cualquier especie produciendo cualquier forma de candidosis, aunque en algunos casos puede
existir alguna favorita de un tipo particular. Asi por ejemplo encontramos mds frecuentemente
C. parapsilosis en paroniquia, endocarditis en adictos a drogas por via parenteral y otitis
externa, C. tropicalis en vaginitis, infecciones intestinales, infecciones broncopulmonares y
sistémicas, y en onicomicosis. C. guilliermondii es mds frecuente en endocarditis, candidosis
cutdnea y onicomicosis, C. pseudotropicalis en vaginitis, C. zeylanoides en onicomicosis
(282).

Manifestaciones clinicas similares a las de !a candidosis pueden ser producidas de igual
modo por otros géneros de levaduras como Rhodotorula sp, Trichosporon sp y otros.
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Ademds, estos microorganismos suelen tener una apariencia similar en las secciones de tejidos
por lo que el diagndstico especifico depende del aislamiento e identificacién del
microorganismo en cultivo. i

El potencial patégeno de las levaduras varia considerablemente siendo el mds virulento
de todos ellos C. albicans. Bastan ligeros cambios en Ia fisiologfa de un individuo normal,
para que éste comensal produzca infeccién. La severidad de la infeccion dependerd mds de
las alteraciones en el huésped que de las caracteristicas patégenas exhibidas por el hongo. Sin
embargo debido a su rdpida habilidad para colonizar y tomar ventaja de cualquier tipo de
alteracién en el huésped, las manifestaciones clinicas de las infecciones por Candida se
multiplican. La enfermedad puede ser cutdnea, mucocutdnea, subcutdnea o sistémica, o puede
implicar todas las dreas anatémicas antes indicadas. Otras especies de Candida como C,
tropicalis también provocan infecciones, pero al ser menos virulentas, la gravedad de su
infeccidn dependerd de una mayor debilidad de su hospedador,

En general podemos determinar 5 condiciones que pueden alterar el equilibrio entre
las levaduras y su huésped y ser suficiente para conducir a un estado patolégico
(153,199,241,243):

1.- RECIEN NACIDOS. Candida puede producir algunas alteraciones (eritema del
pafial, muguet...), mientras se establece el equilibrio normal de la flora residente, pero en
nifios normales evoluciona rdpidamente y a menudo sin tratamiento.

2.- CAMBIOS FISIOLOGICOS. El embarazo parece afectar al contenido en
carbohidratos de la vagina produciéndose un aumento en el recuento de Candida. Este
sobrecrecimento puede ser suficiente para producir la manifestacidn clinica de la vaginitis.
La administracién de esteroides tanto en hombres como mujeres puede originar también una
proliferacién de levaduras, aqui se incluirfa también a pacientes con disfunciones endocrinas,
como los diabéticos.

3.- ADMINISTRACION PROLONGADA DE ANTIBIOTICOS. El efecto mads
importante es la alteracién y eliminacién de la flora bacteriana, que compite con las levaduras
por un mismo nicho ecoldgico. Parece ademds que la flora anaerobia juega un papel muy
importante restringiendo la poblacion de levaduras.

4.- DEBILITACION GENERAL Y PACIENTES INADECUADAMENTE
CONSTITUIDOS. En general la extension y severidad de la infeccién se correlaciona con la
severidad de la enfermedad de base. El término “debilitado" incluye una ligera avitaminosis
de la edad, que produce el muguet, la diabetes y su asociacién con la candidosis cutdnea, las
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vegetaciones cardiacas, consecuencia de una infeccién por Candida en vélvulas del corazén
enfermas; y candidosis sistémicas generalizadas o pulmonares que ocurren como secuela de
una enfermedad crénica o como suceso terminal en varias neoplasias. La debilitacién también
puede ser iatrogénica. Los agentes inmunodepresivos, los agentes citotéxicos y otras drogas
disminuyen la defensa normal del huésped y le predisponen a una candidosis o a la invasidn
-por otros microorganismos oportunistas. Entre los individuos con una constitucion inadecuada
se incluyen aquellos con defectos inmunitarios, defectos asociados con una funcién anormal
de los leucocitos, y sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

5.- CANDIDOSISIATROGENICA Y ROTURAS DE LA BARRERA EPIDERMICA.
En la candidosis iatrogénica, la colonizacién puede ocurrir en asociacién con catéteres,
hiperalimentacidn, didlisis peritoneal, técnicas quirtirgicas o simplemente por la inyeccion de
material dentro de la piel, misculo o sistemas circulatorio o nervioso central. Los adictos a
drogas a menudo desarrollan infecciones por levaduras en el lugar de la inyeccidén, en las
vdlvulas cardfacas, o en los ojos. Las infecciones por Candida pueden ocurrir también por
una rotura accidental de la barrera epidémica, como un trauma, quemaduras o heridas de
arma blanca o pistola.

C. albicans es quizds el agente infeccioso que produce manifestaciones clinicas mds
variadas en el hombre. Solo la sifilis se presenta con tanta variedad de facetas clinicas como
podemos encontrar en las diversas candidosis. Cualquier tejido u érgano pueden ser invadidos
y la patologia producida es tan variada como los sindromes clinicos. Pero ademads de la
infeccién activa, C. albicans esta implicada también en varios procesos alérgicos.

Las levaduras tienen una especial predileccion por las dreas himedas, cdlidas
(intertrigos) y crecen bien en los pliegues de las personas obesas, entre los dedos, en los
foliculos pilosos tanto de personas normales como de heroindmanos, y en el drea perianal.
Las infecciones de piel y ufias son mds comunes en diabéticos. Las lesiones al comienzo del
intertrigo son vesiculopapulosas, luego crecen, se rompen y conducen a la maceracién y el
eritema. Las lesiones tienen un borde caracteristico y a menudo hay lesiones satélites. C.
albicans es una causa frecuente de paroniquia, aunque es comun aislar bacterias junto con el
hongo. También suelen aislarse otras especies como C. parapsilosis y C._guilliermondii. La
paroniquia ocurre sobre todo en aquellos individuos que siempre tienen las manos mojadas:
cocineros, camareros, lavanderas, y madres jévenes. También hay una aita incidencia de
paroniquia en diabéticos. El 4drea infectada estd caliente, tensa, brillante y se puede extender
bajo la uiia. La infeccidn puede avanzar y decolorar la uiia 0 incluso producir su pérdida. Se
han descrito también casos de onicomicosis asociadas a C,_pelliculosa {comunicacién personal
de Dr. Juan Ramén Maestre).
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La candidosis oral suele ocurrir especialmente en neonatos, en pacientes que han
estado tomando antibiéticos, en adultos que inhalan esteroides y en portadores de dentadura
postiza; en todos ellos la infeccién suele ser autolimitada.,

La erupcion cutdnea cldsica (ras) se presenta con unos parches blancos, cremosos, en
la superficie de la mucosa, que sangran cuando son raspados. El diagndstico se establece
raspando las lesiones y visualizando las levaduras con un Gram, o directamente tras
tratamiento con hidréxido potdsico. Se pueden ver hifas, pseudohifas y blastosporas. El
cultivo sélo no tiene valor diagndstico, ya que C, albicans es un comensal habitual de la boca
(65,103,130,199,289). Ademds de la forma cldsica de candidosis oral, hay otras cuatro
manifestaciones (103,243) :

1.- CANDIDOSIS ATROFICA AGUDA, considerada una secuela del muguet, que
- conduce a una atrofia inespecifica de la lengua.

2.- CANDIDOSIS ATROFICA CRONICA, o estomatitis protésica, que estd
caracterizada por una inflamacién crénica y adelgazamiento del epitelio bajo la
dentadura.

3.- QUEILITIS ANGULAR, una inflamacidn de la comisura de los labios.

4.- LEUCOPLASIA CANDIDOSICA, placas blancas firmemente adheridas a la
mucosa que pueden ser precancerosas.

Hay varios estudios epidemioldgicos empleando técnicas de tipado de levaduras con
el fin de encontrar diferencias entre las cepas aisladas en pacientes portadores y en pacientes
con infeccion (129,168,169,307).

Las infecciones vulvovaginales causadas por las levaduras son un problema comin en
todo el mundo. Se ha estimado que el 75% de las mujeres tienen al menos un episodio de
candidosis vaginal durante sus afios reproductivos. Aproximadamente el 90% de las
infecciones son debidas a C. albicans, un 5% a . glabrata y el 5% restante a otras
levaduras, Entre los factores de riesgo para el desarrollo de la infeccién destacan el
embarazo, diabetes, mala higiene y uso de antibiéticos, anticonceptivos orales, o corticoides
(13). Los sintomas mds comunes son picor, quemazon, sequedad, aumento de flujo y
dispareuria. Existen métodos de aglutinacién de particulas de ldtex que permiten el
diagndstico rdpido de la infeccién y parecen diferenciar una candidosis de la simple presencia
de levaduras comensales (33).
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“La candidosis diseminada es una infeccidn relativamente frecuente en los tiltimos afios
debido al aumento producido en la poblacién susceptible, como son pacientes neutropénicos,
trasplantados, enfermos postquirirgicos, quemados, recién nacidos de poco peso y enfermos
con catéteres intravenosos, incluidos aquellos que reciben alimentacién parenteral. La
candidosis sistémica, en EEUU, es la causa del 15% de las infecciones hospitalarias y del
aumento del tiempo de estancia en el hospital. Las especies méds frecuentemente implicadas
en estas infecciones son C. albicans, C, tropicalis, y C. glabrata (304). Sin embargo el
aislamiento de levaduras atipicas en este tipo de enfermos cada vez es menos sorprendente
(14,174,183,139,141,211,218,242,300).

Hay muchos factores de riesgo para la candidosis diseminada. Los antibiéticos de
amplio espectro son uno de ellos, C, albicans y otras levaduras son flora normal del intestino
humano y estdn en competicidn ecoldgica con las bacterias. Se supone que los antibidticos
alteran esta competicién al eliminar las bacterias y permiten el sobrecrecimiento de las
levaduras, su invasion del sistema circulatorio y como resuitado la diseminacién de la especie
de levadura por éste. Los catéteres venosos centrales y los aparatos de monitorizacion de la
presidn arterial estdn asociados con riesgo a una diseminacién de Candida. El catéter puede
ser ¢l conducto a través del cual la levadura se mueve hacia el espacio intravascular y también
un nido para la agregacién de organismos circulantes de una fuente endégena. C. albicans y
C. tropicalis muestran una especial adherencia a los pldsticos de modo que el catéter puede
ser un lugar donde pueden adherirse y entonces proliferar (51,199). La hiperalimentacién
también es un riesgo para la candidosis diseminada, independiente del uso de catéteres
intravenosos. El aumento de candidemias puede atribuirse a la hiperglucemia que estimula
el crecimiento de las levaduras, y a que C. albicans aumenta su adherencia a las células
humanas en altas concentraciones de glucosa (51,184,304). La cirugfa abdominal podria
aumentar el riesgo de candidemia al disminuir la movilidad del intestino. Ademds la cirugia
produce rotura de la integridad de la pared y predispone a la invasién fiingica intravascular .
(51,3048). El factor de riesgo mds importante para la diseminacién hematdgena de la
candidosis es la neutropenia, bien cualitativa o cuantitativa (51,281).

La criptococosis es una infeccién crénica, subaguda o mds raramente una forma
pulmonar aguda, sistémica, o meningitica, causada por Cryptococcus neoformans. La
criptococosis puede afectar cualquier 6rgano corporal, aunque los lugares predominantes para
la infeccién son el pulmodn y el SNC. La infeccidn primaria en el hombre es casi siempre
pulmonar tras la inhalacién de las propdgulas. La infeccién pulmonar generalmente cursa de
forma subclinica y es transitoria, sin embargo puede producir complicaciones en enfermos
debilitados y hacerse sistémica o incluso fulminante. En Europa, esta enfermedad es una sefial
de la existencia de alguna enfermedad de base. El agente etioldgico es tinico entre los hongos
patégenos debido a la produccién de una cdpsula mucilaginosa tanto en tejidos como en
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cultivo. Las palomas actiian como reservorio de la infeccién, y el microorganismo puede
aislarse de las faneras, plumas y detritus en las zonas donde viven éstas. La infeccion
criptocécica parece mas comiin en el hombre que en la mujer. Esto puede ser debido a que
el hombre, por su trabajo, esta m4s expuesto al ambiente en el que vive el microorganismo,
aunque otra posible influencia es la diferente proporcidn de hormonas estrégenas existente
entre ambos. En Ia poblacién de inmunocomprometidos esta predisposicion sexual estd menos
acentuada. También es interesante destacar que existen muy pocos casos descritos en la
poblacién infantil. Sin embargo se espera que los casos de criptococosis infantil aumenten con
el incremento de los nifios infectados con virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH). Ciertas
enfermedades de base como los linfomas, leucemias cronicas, sarcoidosis, tratamiento con
corticoides, infeccion por VIH, se consideran factores de riesgo importantes para el desarrollo
de una criptococosis diseminada. Los pacientes infectados por HIV son especialmente
propensos a desarrollar una criptococosis diseminada. Estudios recientes sugieren que del 6
al 13'% de los individuos con SIDA desarrollan una infeccién criptocécica (212),(243).

Malassezia (55,141,144,160) es un hongo levaduriforme lipofilico que tiene una
especial predileccién por la piel del hombre y otros mamiferos. El género tiene dos especies,
M. furfur y M. paquidermatis. El nombre original de estas levaduras era Pityrosporum
orbiculare, y posteriormente a los distintos estados en que se encontraba la levaduras fueron
denominados P. ovale y M, furfur. Actualmente se considera que las dos formas de
presentarse son la misma levadura y su nombre aceptado es M. furfur. Una caracteristica
fisiolGgica critica de esta levadura es el requerimiento de dcidos grasos exdgenos para su
crecimiento. M. furfur es bien conocida como causante de la pitiriasis versicolor, pero puede
causar también otras infecciones. Ha sido también asociada con procesos seborreicos y la
caspa. En los tltimos afios se han descrito casos de sepsis asociada a catéteres intravasculares
y a la administracién de lipidos intravenosos durante mucho tiempo como supiemento
calérico. Se han descrito sepsis en nifios y adultos, aunque en nifios se da con mayor
frecuencia. Los neonatos prematuros tienen un riesgo especial de infeccién sistémica, y es
sorprendente la elevada incidencia de colonizacién de la piel de los neonatos por M. furfur.
Aunque esta levadura es facil de encontrar en la piel, la colonizacién ocurre cuando se activan
las gldndulas sebaceas productoras de lipidos en la superficie epidérmica, de modo que la
colonizacién deberia ocurrir en la pubertad. Los factores que pueden predisponer esta
colonizacién prematura de los neonatos pueden ser su menor edad gestacional, y el tiempo
de estancia en la UCI, pero no la administracion intravenosa (IV) de lipidos. Las
manifestaciones clinicas son muy diversas, y la infeccién sistémica causada por M. furfur
depende mucho del hospedador. Asi{ pues, M_furfur se ha unido al grupo de patdgenos
oportunistas causantes de enfermedades infecciosas sistémicas muy graves.

Rhodotorula (102,199,243,250) es un contaminante habitual de la piel, pulmones,
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orina,y heces. Su aislamiento en esputo no suele tener significacién clfnica. En hemocultivo,
si se ha descartado la contaminacidn tiene mas significado. Es una levadura mucosa, roja,
encapsulada y que raramente produce micelio. Se ha aislado en algin caso en enfermos en
estadios terminales de enfermedades debilitantes. De ellas R, rubra es la especie mds veces
aislada en infecciones fatales de pulmén, rindén y SNC. Es causa de peritonitis en pacientes
en didlisis continua ambulatoria (250). Los casos de fungemia causada por Rhodotorula a
menudo son debidos a colonizacién de catéteres, soluciones intravenosas, bancos de sangre,
y mdquinas de didlisis contaminados. La eliminacién de la fuente de infeccién hace
desaparecer los sintomas y sélo algunos casos requirieron tratamiento con anfotericina B
(102). Rhodotorula también ha sido implicada en dos casos de endocarditis, en una meningitis
en un paciente con una leucemia linfobldstica y en un caso de afectacién de médula dsea en
un paciente con leucemia (232,243).

" Las especies de Trichosporon, especialmente T_beigelii (T. cutaneum) y T, capitatum
(92,124,163,178,199,211,241,243,299,303) son componentes minoritarios de la flora normal

de la piel y estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza. T. beigelii se asocia normalmente
con los nédulos de la piedra blanca, pero esta especie y en menor grado T. capitatum se han
descrito como causantes de una amplia variedad de micosis oportunistas (241,243,299). El
primer caso, descrito en 1970, fue un paciente con carcinoma bronquial que desarrollé un
absceso cerebral (303). Después se han descrito casos de endolftalmitis tras cirugia,
endocarditis, edema pulmonar, septicemia en un trasplantado renal. Casi todos los casos de
infeccidn invasiva estdn asociados con tratamientos inmunosupresivos para leucemia u otras
neoplasias y mds recientemente con adictos a drogas por via parenteral (ADVP) y trasplantes
de 6rganos. (178,211,241,243,303).

Existen todavia otros géneros y especies de levaduras que en raras ocasiones también
pueden implicarse en infecciones humanas y animales. Kluyveromyces fragilis es una especie
de amplia distribucién en la naturaleza sobre todo en plantas y frutas en descomposicién, sin
embargo se ha descrito como produétora de una neumonia en un enfermo de 51 afios
transplantado de corazén (151). El paciente se curé con anfotericina B. Sporobolomyces que
crecia muy abundantemente en unas astillas de madera fue capaz de producir una dermatitis.
S. cerevisiae (10) ha sido implicado en varios casos de infeccién pulmonar especialmente en
bebedores de cerveza. También se ha descrito un caso de infeccion postoperatoria y Eng y
col. (62) hacen una revisién de 13 casos de infeccién por S. cerevisiae. S. carlsbergensis y
S. pastorianus han sido implicados en micosis de estémago (62). Hansenula polymorpha fue
aislada de nédulos linfiticos del mediastino en un enfermo que padecia una enfermedad
granulomatosa crénica de la nifiez. También ha sido implicada en 52 casos de colonizacién
en neonatos (186). La literatura describe un caso de endocarditis por Pichia ohmeri, y varias

infecciones por Debaryomyces hansenii (243).
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3. DIAGNOSTICO E IDENTIFICACION DE LAS LEVADURAS

El laboratorio de Microbiologifa puede recibir muchos tipos diferentes de muestras de
los pacientes con infecciones por levaduras debido a la amplia variedad de formas clinicas que
presenta dichas infecciones. El aislamiento de una levadura en cultivo es la prueba mds
definitiva y sensible de la presencia de levaduras en una muestra. El examen microscdpico
directo de las muestras sospechosas tiene un valor adicional, pero resulta un método menos
sensible que el cultivo en la mayoria de las muestras. El examen microscdpico directo para
la busqueda de levaduras en fluidos se hace por montajes en fresco de una porcion de fluido
cubierta con un portaobjetos. También se pueden emplear tinciones como el Gram donde las
levaduras son Gram-positivas. Las muestras de escamas de piel y ufias se observan afadiendo
unas gotas de KOH al 10% que deshace la queratina y permite una mejor visién de las
levaduras presentes en la muestra. En muestras de tejidos de biopsia se hacen cortes
histolégicos y se emplean técnicas de tincidn también utilizadas en bacterias como Zieth,
PAS, Gomori y metenamina de plata entre otras (199,263).

Para el aislamiento de levaduras de lugares superficiales como orofaringe, genitales
'y piel se utilizan cominmente torundas de algoddn. Las muestras obtenidas con torunda deben
enviarse lo mds rdpidamente posible al laboratorio para evitar su desecacién. Aunque las
levaduras pueden resistir 24 h sin perder su viabilidad en una muestra hiimeda, es aconsejable
utilizar un medio de transporte para evitar la pérdida de humedad, por si ocurre una demora
en su llegada al laboratorio. Las muestras de piel también se obtienen por raspado con un
bisturi estéril o con tiras adhesivas (199,247,263). Los hemocultivos para aislamiento de
levaduras a menudo dan falsos negativos y pueden necesitar 15 dias de incubacién para que
el resultado sea positivo (89,180,181). Las levaduras crecen mejor en medios ventilados
(187), de ellos €l método de lisis-centrifugacion parece ser el que afsla mayor nimero de
levaduras (106,180,187). Las muestras de heces se siembran directamente sin ser tratadas en
un medio de agar para levaduras. Las muestras de esputo, orina y liquido cefalorraquideo o
peritoneal se procesan sembrando voliimenes conocidos del fluido, si se desea una estimacion
cuantitativa del nimero de levaduras existentes en la muestra, o se centrifugan y se siembra
el sedimento si se desea maximizar la sensibilidad en la deteccién de pequefios mimeros de
levaduras. El significado patoldgico de las levaduras en esputo es generalmente dudoso ya que
su presencia no proporciona evidencia diagndstica de infeccién pulmonar por levaduras (263).

Los medios de agar mds popularmente utilizados para el aislamiento de levaduras
patdgenas, son las versiones de glucosa-peptona conocidas como agar glucosado de
Sabouraud. Para el mejor aislamiento de las levaduras se puede inhibir el crecimiento de las
bacterias incorporando al medio antibidticos antibacterianos, como cloranfenicol o
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gentamicina. La cicloheximida o actidiona no debe afiadirse a estos medios de aislamiento
primario de levaduras porque inhibe muchas levaduras como C. glabrata, C. krusei y C.
parapsilosis que pueden ser los agentes causales (199,243).

Como C. _albicans es la mas importante de las levaduras en patologia humana, se han
desarroilado muchas técnicas para su identificacién rdpida. Una de las mds empleadas es la
produccién de tubo germinativo en suero que permite su identificacidn en 2-3 horas
(170,199,243). Algunos sueros son poco inductores de germinacion y por €so se aconseja la
utilizacién de mezclas de varios sueros. Se han descrito algunas cepas de C. albicans que no
producen tubo germinativo y algunos casos de C, tropicalis que si lo producen. Para una
buena utilizacién de esta prueba hay que saber distinguir el tubo germinativo que es una
prolongacién de la blastospora madre, de una pseudohifa que tiene un tabique de constriceion
en su unidn a la blastospora (199,243). La produccidén de clamidosporas es otra caracteristica
especifica de C. albicans, al menos entre las levaduras encontradas en el hombre (243), ya
que también se ha visto que las producen C. australis encontrada en un pingiino, C. clausenii
muy raramente encontrado como saprofito y ocasionalmente cepas de C. stellatoidea y C.
tropicalis. l.os medios mds utilizados para ello son el agar de "corm-meal" con Tween 80 al
10% y agar de arroz. Estos medios no sélo inducen la formacién de clamidosporas sino que
también inducen la formacién de pseudomicelio, micelio y artrosporas y permite el estudio
morfoldgico, muy importante en la determinacidn de especie.

Para la identificacion definitiva de un aislamiento de levaduras a nivel de especie se
requiere estudiar sus propiedades fisioldgicas. Tradicionalmente estas caracteristicas se
determinaban en base a la capacidad de asimilar y fermentar algunos compuestos de carbono
y nitrégeno (7,132). La asimilacién de aziicares puede determinarse por auxanograma en agar
Yeast Nitrogen Base (YNB, Difco), utilizando discos impregnados con cada azticar o en
medio liquido sometidos a agitacién que es mds sensible y especifico pero necesita mds
tiempo de realizacién. Las pruebas de fermentacién de azicares con produccién de CO, en
medio liquido se realiza incorporando una campana Durham invertida dentro de los tubos
(243). Actualmente estas técnicas tan laboriosas se realizan en Centros de Referencia y para
la rutina de los laboratorios de Microbiologia Clinica se han desarrollado métodos comerciales
que ofrecen una buena identificacién de las levaduras de una forma mds rdpida y sencilla
(52,243). De los métodos comerciales existentes el API 20C (BioMerieux, Francia) es el mds
conocido. Tanto estos dos métodos como €l API 50H (BioMérieux, Francia), Minitek (BBL
Microbiological Systems, USA), Uni-Yeast-Tek (Flow Laboratories, USA), Mycotube
(Roche),-Auxo-disc- (Pasteur, Francia) basan la identificacion de un aislamiento desconocido
en su perfil de asimilacién de hidratos de carbono (127,137,190,255,256). La lectura la
realiza el microbidlogo teniendo en cuenta la aparicién de turbidez o los cambios de color
debido a indicadores de pH (52). En otros sistemas como el Quantum II (Abbot Laboratories,
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USA), Automicrobic System (Vitek System, USA) y MicroScan (Baxter, USA)
(52,96,138,140) el patrén de carbohidratos es leido automditicamente, los perfiles son
comparados en la base de datos de la computadora y el sistema de la identificacién por
escrito.

Otras alternativas para la identificacion de levaduras estas basadas en las diferencias
antigénicas existentes entre especies, en el que se basa €l método Candida-Check (Ferndndez
Moluie RIAM) que utiliza la serologia para la identificacién (82). También existen métodos
de identificacién basados en la deteccidn de actividades enzimdticas de la pared celular, como
es el caso del método Yeast-Ident (BioMerieux, Francia), que ha demostrado poca exactitud
y necesita ser redisefiado. El iiltimo sistema de identificacién introducido en 1986, American
Microscan (Baxter) se basa también en el perfil enzimético (140). La lectura, que es
automdtica, se hace por cambios de color producidos por hidrélisis enzimdtica de 20 a 34
sustratos. Las levaduras clinicamente mds relevantes pueden identificarse 4 h después de su
inoculacidn. Otras alternativas de identificacidn estdn basadas en el andlisis del polimorfismo
de fragmentos de restricciéon del ADN, andlisis de cromatografia de gases de metabolitos
producidos por las levaduras, sensibilidad de los aislamientos de levaduras a una gran
variedad de inhibidores quimicos, tincidn diferencial e inhibicién de las colonias de levaduras
en medios que contienen verde jano, cambios de color cuando se afiade al medio una gota de
solucidn de sal de diazonio y diferenciacién de levaduras por isoenzimas detectadas mediante
electroforesis (199).

Hay autores como Kreger-Van Rij (132) y Barnett y cols (7) que ofrecen en sus libros
una clave muy completa para la identificacién de levaduras que no se puedan identificar por
otros métodos mds rdpidos y sencillos, siguiendo sus patrones de asimilacién y fermentacién
acompanados de sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas (7, 132). El aislamiento del
agente causal, no es facil en muchos casos de infeccién micética sistémica. El hemocultivo
en estos casos no suele ser de gran utilidad ya que puede ser negativo en un gran nimero de
pacientes con micosis sistémicas y cuando es positivo puede ser debido a una fungemia
transitoria. Ademds la ausencia de una sintomatologfa patognomdnica hace que en un gran
nimero de pacientes la infeccién se diagnostique demasiado tarde para la instauracién de un
tratamiento eficaz o quede sin diagnosticar (89). En estos casos el diagndstico seroldgico seria
de gran utilidad, si fuese capaz de discriminar entre los niveles de antigeno o anticuerpo
presentes en el suero de individuos sanos o de enfermos con infeccién por levaduras, en unos
como resultado de 1a presencia de levaduras como flora normal y en los otros como resultado
de la infeccion sistémica.

Existen métodos comerciales de probada utilidad para la deteccién de antigenos de
Cryptococcus neoformans (Crypto-latex) y de C. albicans (Cand-Tec) (75,106,180,181). Una
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de las posibilidades mds estudiadas en la actualidad es la deteccién de antigenos o de
anticuerpos frente a estos que se expresen durante el desarrollo de la accién patégena de la
levadura. La deteccién de antigenos de la fase micelial tendria valor diagndstico de micosis
diseminada ya que la transicién de levadura a micelio ocurre cuando se produce infeccion
(181,230,231,233,234,235). Sin embargo, incluso los procedimientos seroldgicos mas
sensibles a veces no resultan de utilidad en individuos inmunodeprimidos y la atencién se ha
concentrado en métodos para la deteccién de productos del hongo mds que de productos del
hospedador. En este sentido se esta intentando utilizar con fines diagndsticos la deteccién de
metabolitos como arabinitol y manosa. Se han hecho pues grandes avances en el diagnostico
de las micosis sistémicas, pero todavia no existen pruebas que permitan el diagndstico rdpido
en todos los casos de infeccién flingica, sobre todo en pacientes neutropénicos (230).

4. AGENTES ANTIFUNGICOS

Aunque las micosis sistémicas se conocen desde hace mucho tiempo, no se ha
encontrado un tratamiento eficaz para combatirlas hasta hace tres décadas. Contrariamente
a lo ocurrido con la terapéutica antibacteriana, los avances en el tratamiento de las
enfermedades micéticas han sido lentos, a pesar de que en los \ltimos afios se ha registrado
un incremento sustancial en su frecuencia de aparicién. Siguiendo la clasificacion de Kerridge
con algunas modificaciones (258), los agentes antifingicos mds importantes en clinica o con
mds perspectivas de uso futuro, pueden agruparse en base a su mecanismo de accidn,
dependiendo de que actien sobre el nicleo, la membrana citoplasmdtica o la pared celular.
Otros lugares de accion de drogas experimentales pueden ser el ribosoma, la mitocondria,
inhibicién de rutas metabdlicas o la accién de agentes quelantes.

El mds comun de los antifiingicos que actian a través del nucleo es la 5-fluorocitosina
(SFC), su accidn primaria es inducir la sintesis de ARN defectuoso en células susceptible que
son capaces de transportar la SFC al interior de la célula por medio de una citosina permeasa.
Este efecto parece ser especifico para el hongo y no para las células de mamiferos en razén
de la poca o ninguna actividad de la citosina deaminasa en estas iiltimas, por lo que su
empleo como antifiingico podria estar garantizado. No obstante, la 5FC ha resultado efectiva
sélo en un grupo restringido de micosis: frente a C. neoformans, Candida y algunos hongos
que causan cromoblastomicosis, asi como frente a algunas cepas de Sporothrix y de
Aspergillus. Ademds, genera una alta proporcion (5-10%) de mutantes resistentes en C,
albicans, donde alrededor de un 10% de los aislamientos son resistentes de forma primaria,
probablemente por deficiencias en algunas de las enzimas involucradas en la incorporacidn
de la SFC al metabolismo celular. Estos factores limitan seriamente su uso como antifiingico
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de eleccién en terapéutica antimicética. La combinacién de flucitosina y anfotericina B es la
terapia tecomendada en el tratamiento de la meningitis criptoc6eica, y esta combinacién
parece ser superior en eficacia a la anfotericina B sola en el tratamiento de las infecciones
invasivas por Candida y Aspergillus (74,91,176,199,269).

La griseofulvina es quizds el mds antiguo de los antifiingicos todavia en uso bajo
administracién oral como agente contra infecciones producidas por dermatofitos:
Trichophvton, Microsporum y Epidermophyton.Se aislé en 1939 a partir de varias especies
de Penicillum, fundamentalmente Penicillum griseofulvum. Aunque su mecanismo de accién
no ha sido definido con precisidn, parece que actia provocando la disrupcién del huso
mitético en la célula fiingica, razén por la cual la hemos ubicado dentro de los antiflingicos
que actian a nivel del nicleo. Este agente antifingico se administra por via oral y se absorbe
en relacién directa con el contenido de grasas de la alimentacién, aumentando su
biodisponibilidad cuando se ingiere con alimentos grasos como la leche. Se metaboliza en el
higado formdndose un compuesto inactivo (6-desmetilgriseofulvina) que se excreta por el
rindn.La griseofulvina estd exclusivamente indicada en el tratamiento de las tifias ungueales,
del pelo y del cuerpo que no responden al tratamiento local. Carece por completo de actividad
frente a levaduras, Candida y Pityrosporum y toros hongos, como Herdersonula, Scytalidium
o Scopulariopsis (243,258).

Los agentes antifiingicos que actian a nivel de la membrana citoplasmatica son los de
uso mas extendido en estos tiempos. Resulta sorprendente el hecho de que dada la aparente
similitud entre las estructuras y funciones de las membranas citoplasmdticas en organismos
eucariotas inferiores y superiores, sea ésta la que proporcione el blanco mds significativo de
las drogas antimicéticas més importantes en clinica actualmente. Los polienos como la
anfotericina B de uso parenteral y la nistatina de uso tépico u oral, actian sobre la
integridad fisica de la membrana. Su mecanismo de accidn estd basado en el enlace que éstos
establecen con los esteroles de la membrana citoplasmdtica de eucariotas, provocando
auténticos agujeros por donde se pierden componentes del interior celular. Debido a su lugar
de accién dafia también las células mamiferas que por ser eucariotas, comparten la fraccién
de esteroles, ergosterol en hongos y colesterol en eucariotas superiores. De aqui se desprende
1a principal limitacién en el uso de los polienos.

La anfotericina B es producida por Streptomyces nodosus, a las dosis habituales se
comporta como fungistdtica, logrando actividad fungicida cuando se emplean concentraciones
muy elevadas. Continta siendo el antifiingico de eleccién en la mayorfa de las micosis
(176,212,214).La anfotericina B es eficaz frente a los microorganismos que componen los
géneros Candida, Aspergillus, Histoplasma, Coccidioides, Paracoccidioides, Cryptococcus,
Mucor, Sporothrix, Blastomyces y Fusarium (199,243). sin embargo, se han encontrado cepas
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resistentes del género Aspergillus, asi como de C, lusitaniae, T. beigelii y Geotrichum sp y
numerosos hongos dematidceos (14,218,219a,298,211). La anfotericina B es el tnico
antifingico poliénico disponible para el tratamiento sistémico de las micosis invasivas y
permanece como et fdirmaco de eleccién en la aspergilosis diseminada, aspergilosis pulmonar
necrotizante, aspergiloma, mucormicosis, esporotricosis diseminada extracutdnea,
blastomicosis, histoplasmosis diseminada, coccidicidomicosis diseminada y endocarditis por
Candida. Es el farmaco de segunda eleccién en la paracoccidioidomicosis y en la
criptococosis diseminada, meningitis criptocécica y candidiasis hepatoesplénica. La
administracién intratecal de anfotericina B debe afadirse en la meningitis por Coccidioides
y en la meningitis criptocdcica que no responde a la anfotericina B por via intravenosa
(91,176).

La nistatina fue obtenida en 1950 a partir de Streptomyces noursei, Por su mecanismo
de accidn semejante a la anfotericina B se comporta como fungistitico o fungicida segtn la
concentracion, frente a diversas especies de hongos levaduriformes, filamentoso y dimérficos

(Candida, Cryptococcus, Histoplasma, Blastomyces, Aspergillus etc) (249,258).

Los antifiingicos que actian sobre la sintesis de ergosterol en la membrana constituyen
el grupo mds reciente de drogas antifiingicas desarrolladas en algunos laboratorios. Dentro
de ellos existen dos subgrupos. El primer grupo incluye los inhibidores de la escualeno
epoxidasa, alilaminas como el naftifina y terbinafina y tiocarbamatos como el tolnaftato.
Estos agentes tienen buena actividad tdpica frente a dermatofitos pero poca frente a C.
albicans. El segundo grupo incluye los antifiingicos azoles que actiian inhibiendo la demetilasa
del lanosterol, dependiente del citocromo P-450, con lo cual el lanosterol se acumula y no
puede reemplazar el ergosterol de la membrana produciéndose una inhibicidn del crecimiento.
Los azoles se subdividen en imidazoles (miconazol, econazol, ketoconazol, clotrimazol,
bifonazol, tioconazol) y triazoles (fluconazol, itraconazol y terconazol). La mayoria de
ellos son de uso tépico mientras que el ketoconazol, itraconazol y fluconazol también son de
uso oral en dermatofitosis, candidosis, criptococosis y aspergilosis entre otras. También se
ha usado de forma parenteral el miconazol, itraconazol, saperconazol y fluconazol. El
miconazol, fue el primero de este grupo disponible para ser administrado por via parenteral.
Es un fungistitico de amplio espectro que se muestra muy activo frente a dermatofitos,
levaduras, mohos y otros hongos como Malassezia furfur.Sin embargo la absorcién de
miconazol tras su administracién oral es pobre.El ketoconazol ha sido el primer antifingico
imidazélico potente que administrado por via oral se ha mostrado eficaz en el tratamiento de
algunas formas de coccidioidomicosis. El ketoconazol es activo frente a un amplio rango de
hongos. Su espectro de actividad comprende dermatofitos, levaduras (Candida, C.
neoformans) y hongos dimdrficos. sin embargo, Aspergillus y C. tropicalis no parecen ser
sensibles a la accion antiftingica del ketoconazol (91,243,176).

17



Introduccién

La gran limitacién de estos antimicdticos es que también interfieren la interconversién
de esteroides en mamiferos. Por este motivo, en los pacientes sometidos a tratamiento con
estas drogas se observa una disminucién importante de los niveles de testosterona. No
obstante estudios recientes sugieren que el itraconazol y el fluconazol interfieren menos
porque el citocromo P-450 de los mamiferos resulta menos sensible que su andlogo en los
hongos (199,258). Es interesante comentar que es dificil correlacionar los resultados
obtenidos "in vitro” e "in vivo" con los azoles, especialmente con el fluconazol, que pudo
ser descartado como posible agente antimicético de haber considerado sélo los datos
observados "in vitro"(213,240,248,290). La aparicién de algunos aislamientos resistentes a
ciertos azoles, si bien todavia no es alarmante, debe ser un elemento de alerta en el uso
racional de estas drogas en terapéutica antifiingica (199,249).

Los efectos nocivos de los polienos y el precario equilibrio enzimdtico que regula a
los azoles, las alilaminas y los tiocarbamatos, asi como el estrecho rango de hongos
susceptibles, estimulan el desarrollo de nuevas lineas de investigacién en este drea. Se esta
experimentando con drogas como la cianaina y la ramihifina A que actdan a nivel de
membrana. Otra linea igualmente promisoria de investigacién en agentes antimicéticos, se ha
centrado en el uso del ajo (Allium sativum) y algunos de sus extractos como antifiingicos
(150,199.258). Los extractos de ajo poseen actividad "in vitro" frente a un gran ndmero de
hongos incluyendo levaduras, a la vez que confieren una proteccién "in vivo" frente a
infecciones micdticas experimentales. El componente activo del ajo parece ser ia alicina. Su
mecanismo de accidn no ha sido precisade todavia, aunque se ha postulado su accién
inactivando grupos tioles en las proteinas esenciales y su posible implicacién en la inhibicién
de la sintesis de lipidos (258).

Desde un punto de vista tedrico, los antifiingicos que actien a nivel de pared celular
serfan altamente especificos ya que esta estructura no existe en las células de mamiferos. Las
investigaciones en este campo estdn identificando inhibidores de la sintesis de quitina
(polioxina D, nikkomicina Z) e inhibidores de la sintesis de glucanos (papulacandina B,
cilofungine), los cuales estin todavia en etapa experimental.

5. EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES FUNGICAS

Es dificil obtener datos de la incidencia y prevalencia de las infecciones fiingicas
nosocomiales. Los datos mds representativos los aporta el CDC en su NNIS (National
Nosocomial Infection Surveillance). En 1984, de 26.965 infecciones, se identificaron
patégenos en el 84 %, Candida fue el octavo patégeno nosocomial mds comiin encontrado en
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el 5,5% de todos los aislamientos. La categoria de "otros hongos" se encontré en undécimo
lugar representando el 1,7 % de todos los aislamientos nosocomiales (304). En EEUU,
aproximadamente el 5% de todos los enfermos hospitalizados desarrolla una infeccién
nosocomial. Los costos asociados con estas infecciones se estima en mdis de un millén de
millones de délares americanos por afio. Aunque las bacterias son los agentes etiolégicos més
importantes en las infecciones de origen hospitalario, los hongos son hoy en dia patégenos
nosocomiales muy significativos (175.187,217,218,281).

La incidencia de Candida como patégeno nosocomial estd aumentando como
demuestran los datos NNIS. En el periodo de 1980-1982, Candida represent6 el 4,5% de
todos los patdgenos nosocomiales, comparado con el 5,5% en 1983. Las infecciones
nosocomiales flngicas parecen ocurrir con frecuencia en los servicios de medicina interna,
cirugia y pediatria, mds frecuentemente en pacientes atendidos-en UCI, comparados con los
no atendidos en estas unidades. Los hongos son patégenos nosocomiales relativamente més
frecuentes en Oncologia (85,107,110,197). En hospitales especializados en Cdncer los hongos
han aumentado las infecciones nosocomiales y la mortalidad. Datos obtenidos del National
Céncer Institute revelan que el 22% de los pacientes que murieron entre 1954-1958 eran por
infecciones fingicas, comparado con el 43% en el periodo 1959-1964. Por otro lado un
estudio realizado de las fungemias en el Memorial Sloan-Kettering Center Institute
comparando los periodos 1974-1977 y 1978-1982, el aumento de episodios de fungemia fue
del 30,6% por ano (304). Segun datos del Centro para el Control de la Infeccidn de Atlante
en la década de 1980-1990, las especies de Candida produjeron el 72,2% de la infecciones
nosocomiales flngicas (218). Los hongos son una importante fuente de morbilidad y
mortalidad en pacientes oncoldgicos y en trasplantados (2). Las infecciones por hongos
representan el 20-30% de las infecciones fatales en leucémicos, el 10-15% de las infecciones
mortales en enfermos con linfomas, y sélo el 5% en pacientes con tumores sélidos. Los
hongos son también una causa importante de mortalidad en enfermos renales, cardiacos, y
trasplantados de médula 6sea (89,304).

En las infecciones nosocomiales, C. albicans ha causado numerosos problemas sobre
todo en neonatos, pacientes en unidades de cuidados intensivos y aquellos que sufren
quemaduras severas o cdncer (295). Incluso utilizando profilaxis antifiingica, un 4,1% de los
pacientes quemados desarrollé candidemia y un 50% de elios murieron (304). En nacidos
prematuros se han descrito entre 0,9-3,8% de candidosis invasivas asociadas con una alta
mortalidad. En leucémicos la incidencia de candidosis invasivas es mayor llegando a un 15%
y con una mortalidad del 92%.

Por este motivo la utilidad mas importante de los métodos de tipado es la investigacién
de brotes de candidosis invasivas. Burnie y cols fueron los primeros en investigar un brote
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de candidosis invasiva ocurrida en una unidad de cuidados inténsivos del London Hospital.
Emplearon una combinacién de serotipado, morfotipado y biotipado y concluyeron que todos
los casos habfan sido producidos por la misma cepa de C. albicans, que esta cepa habia
causado el 44% de la infecciones superficiales de dicha unidad y el 17% de las infecciones
superficiales por Candida del hospital (142,166). Dicha cepa fue aislada en dos ocasiones de
las enfermeras por lo que llegaron a la conclusién de que el brote habia sido diseminado a
través de las manos de las enfermeras. Ademds dicho brote terminé cuando se instauraron
mejores técnicas de lavado de las manos. Sin embargo, estudios posteriores realizados con
estos aislamientos demostraron que utilizando un método de tipado basado en el perfil de
fragmentos de DNA tratados con enzimas de restriccién se encontraban 5 tipos diferentes
cuando se suponian todos los aislamientos iguales (283). Del mismo modo utilizando el
morfotipado de “Phongpaichit" otros autores encontraron morfotipos diferentes entre dichas
cepas supuestamente indistinguibles lo cual ha puesto en duda los métodos de tipado
originales (119).

También se ha investigado la epidemiologia de otras infecciones hospitalarias. Las
infecciones superficiales causadas por Candida causaban grandes trastornos en los pacientes
con carcinoma sometidos a radioterapia lo cual llevé a McCreight (169) a realizar los
resistotipos de las C. albicans aisladas antes y después de la radioterapia. Observaron que
antes del tratamiento casi no se aislaban levaduras en la piel y que después las cepas que
colonizaban la piel eran idénticas a las que desde el principio colonizaban la boca, lo cual
indicaba que la infeccidn probablemente era endégena. Sin embargo, en 4 pacientes tratados
en un mismo lugar, se encontrd un resistotipo que en general era poco frecuente y que no lo
tenfan los enfermos tratados en otro lugar. Esto sugirié que quizds la infeccién cruzada podia
tener importancia en la epidemiologia de las infecciones por C. albicans en estos pacientes.
Otro estudio posterior utilizando el método del resistotipado no encontré ninguna asociacion
de un resistotipo particular entre las C. albicans aisladas de pacientes con cdncer y los
controles de personas sanas (85).

Odds y cols (201) estudiaron a lo largo de 9 meses 153 pacientes con trasplante de
médula o quimioterapia y observé una marcada estabilidad entre los biotipos de C. albicans
que portaban dichos individuos y decidid que las infecciones cruzadas no eran un hecho
frecuente. Utilizando una combinacién de resistotipado y morfotipado, Hunter y cols (117)
estudiaron la colonizacién de pacientes y de enfermeras en una unidad de cuidados intensivos
durante 4 meses. Durante ese tiempo no hubo ninguna infeccién por Candida de importancia.
Todos los pacientes menos uno estuvieron colonizados por la misma cepa durante su estancia
en dicha unidad, mientras que las enfermeras a menudo eran colonizadas por mas de un tipo.
Las cepas aisladas de las manos de las enfermeras eran del mismo tipo que las que
colonizaban a sus pacientes, mientras que las cepas aisladas de la cavidad oral de las
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enfermeras generalmente eran diferentes de las de sus pacientes. Llegaron a‘la conclusién que
la infeccidn cruzada de C. albicans en las unidades de cuidados intensivos era un fendmeno
frecuente.

Otro tipo de estudio sobre la epidemiologia de la infeccién por Candida la realizé
Blaschle-Hellmessen que utilizando un método de tipado combinado estudié cepas de C.
albicans que colonizaban a madres y sus bebes. Encontré que todos los recién nacidos y el
95% de los lactantes portaban tipos indistinguibles de los de sus madres, lo cual confirmaba
la creencia de que los nifios adquirfan las levaduras de sus madres (119)., Amalia del Palacio
{209) estudid los biotipos de las cepas aisladas de 21 heroinémanos que padecian candidosis
diseminada y encontré que todos tenian el mismo biotipo, que eran resistentes a citrato y
crecfan especialmente bien en limdn con lo que llegaron a la conclusidn de que la fuente de
infeccidn era el limén con el que cortaban la droga.

La candidosis oral es extremadamente comtun en los pacientes con SIDA (88), a pesar
de la gran importancia de esta enfermedad hay relativamente pocos estudios de tipado para
analizar las levaduras encontradas en dichos pacientes. Se han realizado algunos estudios para
intentar encontrar algunas diferencias entre los tipos de que colonizan los pacientes
inmunodeprimidos y los que portan los inmunocompetentes y no encontraron grandes
diferencias (129,165).

Candida no sélo es relevante en el ambiente hospitalario, sino que a nivel
extrahospitalario existen otras infecciones como la vulvovaginitis que aunque leve, es
extremadamente comdn y puede causar muchas molestias a quien lo padece y a sus familiares
(200,99). Se piensa que hay factores predisponentes implicados en la etiologia de esta
infeccién y que en la mayorfa de los casos es debido a una infeccién endégena. Se han
utilizado los métodos de tipado de levaduras para confirmar estas teorias y efectivamente, se
ha observado que los aistamientos de C. albicans que causan una infeccién vaginal son del
mismo tipo que aquellas que colonizan el aparato digestivo de dichas pacientes
(112,191,201,283,302). Ademds parece existir cierta transmisién sexual ya que se han
encontrado los mismos tipos de levadura en las parejas sexuales de las pacientes infectadas
(167,283,301,302). Odds también ha sugerido que }a mayoria de las mujeres son colonizadas
por un tipo de levadura que se mantiene estable, mientras que las mujeres promiscuas tienden
a ser portadoras de una mayor variedad de tipos (119). Sin embargo todavia no se ha podido
aclarar que diferencias epidemioldgicas marcan la infeccidn vaginal recurrente por Candida
de las que no son recurrentes. Tanto unos aislamientos como otros suelen ser iguales a los
biotipos encontrados en las heces de las mujeres con vaginitis por Candida. En unos casos
se indica un 56,3% y en otros un 85,7% de pacientes con candidosis recurrente causada por
el mismo biotipo inicial. En un estudio realizado en una paciente que sufrié tres episodios de
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infeccién vaginal por Candida, el estudio del ADN de las tres cepas aisladas demostrd que
era la misma cepa la causante de las tres infecciones, mientras que el estudio de sus fenotipos
reveld marcadas diferencias entre los tres aislamientos. Esto nos lleva a pensar que estas
diferencias entre cepas pueda ser debido mds a un mecanismo de variacién fenotipica mds que
a diferencias genotipicas (119,191,203,223,278,279,280).

Una nueva forma de estudiar la epidemiologia de las infecciones por Candida se
basaron en la teorfa del polimorfismo adaptativo (116). Esta teoria predice que las especies
que ocupan un amplio nicho ecoldgico serdn fenotipicamente y genotipicamente mds variables
que aquellas que ocupan nichos mds estrechos. Se hizo un estudio de reacciones de
asimilacién y perfil enzimdtico y los autores encontraron que C. glabrata y C. albicans que
son comensales obligados, eran menos variables que C. neoformans que era un patégeno
ambiental (116,119).

6. VARTIACION EN LA VIRULENCIA ENTRE CEPAS

La variacién en la virulencia entre cepas bacterianas de la misma especie es bien
conocida. Esto ha sido demostrado, por ejemplo, en la diferente habilidad para causar
meningitis existente entre diferentes serotipos de Escherichia coli y en Haemophilus
influenzae. Algunas veces la diferente habilidad para causar enfermedad parece ser debida a
diferencias en la produccion de toxinas como ocurre en E. coli, Corynebacterium diphteriae,
o Staphylococcus aureus. También se han demostrado variaciones en la virulencia asociados
a una morfologia colonial caracterfstica como ocurre en Neisseria gonorrhoeae y Bordetella
pertussis (243). C. albicans puede dividirse en un nimero de biotipos, muy importantes en
estudios epidemioldgicos de brotes de infecciones en dreas restringidas o resultados de una
infeccién. Ciertos biotipos pueden ser mds virulentos que otros y extenderse en unidades
hospitalarias de igual modo que determinados tipos de Staphylococcus o de Pseudomonas
(26,29,41,42,114,166,167,201,221,243,264).

Se han hecho algunos estudios de variaciones en la virulencia de C. albicans, pero la
mayoria han probado un ndmero de cepas muy reducido en animales de experimentacion,
Ademds algunas de las cepas comparadas en estos estudios eran mutantes obtenidos en el
laboratorio o al menos atipicas. Por eso el significado clinico de estos trabajos es incierto.
Hasenclever y Mitchell en 1961 hicteron un estudio de virulencia con un gran nimero de
cepas que no mostraron diferencias entre los serotipos A y B de virulencia en ratones, y sélo
diferencias menores con C. albicans var stellatoidea. Sin embargo, Sandula, Krockova-
Kratochvilova y Zamecnikova en 1963 (119), encontraron variaciones en la virulencia de 95
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cepas inoculadas en ratones que se correlacionaba con la micro-morfologfa. Las cepas més
virulentas mostraba racimos de blastosporas pequefias esféricas sobre el pseudomicelio,
mientras que las menos virulentas las tenian grandes y elongadas.

Ha habido muy pocos intentos de estudiar la variaciones de cepas y la virulencia para
caracterizacién de cepas en individuos con y sin infeccién por Candida. Martin y Lamb (161)
mostraron que 29 de 30 pacientes con estomatitis inducida por dentadura estaban infectados
por cepas de serotipo A mientras el grupo control tendfa a mostrar una mezcla de serotipos
A y B. Cassone y cols. (44) aislaron en mujeres con candidosis vulvovaginal cepas de C.
albicans que mostraron mayor secrecién de proteinasa extracelular que las cepas aisladas de
portadoras sanas. Por otro lado, Odds y cols. (195) realizaron un estudio comparativo de
cepas atsladas de zonas superficiales y profundas para diferenciar tipos asociados a
invasividad, y no encontraron diferencias significativas en la distribucidn de fenotipos. Hunter
y Fraser (112), utilizando un método de resistotipado también trataron de encontrar tipos
asociados con invasividad. Para ello estudiaron cepas procedentes de vagina y heces y no
encontraron diferencias con los controles.

Sin embargo dichos autores (114), en un estudio retrospectivo posterior si observaron
diferencias morfoldgicas entre los aislamientos procedentes de lugares superficiales o
profundos. Estudiaron 446 cepas de C. albicans y vieron que un 20% de las infecciones
profundas eran causadas por cepas con borde discontinuo comparado con sélo el 4,36% de
las de los lugares superficiales. Ademds, de 12 infecciones fatales estudiadas, el 67% tenian
borde discontinuo comparado con el 11% del resto de las infecciones profundas, lo cual
sugeria que un paciente con una infeccidn profunda causada por Candida de un tipo con borde
discontinuo, tenfan una probabilidad de desenlace fatal del 80% frente a otros pacientes con
la misma infeccidn causada por otro tipo de cepa. Esta asociacidn entre morfotipos de borde
discontinuo e infecciones invasivas de mal prondstico fue corroborado en un estudio posterior
(113). Sin embargo no quedaba claro si estas diferencias eran debidas a un grupo
filogenéticamente mds virulento o era debido a una seleccién de un grupo filogenético mds
virulento o a la seleccion de un variante fenotipico mds virulento. Hace poco se observé que
diferentes variantes fenotfpicos de las misma cepa podian exhibir distinta virulencia
(61,278,279). Asi pues, de los pocos estudios de variaciones en la morfologia y la virulencia,
en cepas de infecciones humanas los hallazgos han sido equivocos. Esto puede ser porque la
mayoria de las cepas de C. albicans tengan la misma virulencia, pero también puede ser
debido a que los métodos utilizados no fueran suficientemente discriminativos para diferenciar
las especies con mds virulencia. Hasta hace poco habfa pocos métodos de tipado para la
diferenciacién de cepas de C. albicans.
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7. CARACTERIZACION DE LEVADURAS DE INTERES CLINICO

Durante la década de los 80 se han ido describiendo numerosos métodos de tipado
para la diferenciacién de cepas de C. albicans, sin embargo todavia ninguno es el ideal ya que
no es posible tipar C. albicans mds alld del nivel de especie con cierto grado de certeza. La
falta de un esquema de tipado adecuado indudablemente interfiere la investigacion de la
epidemiologia de las micosis y la virulencia de las levaduras patégenas. Esto no quiere decir
que no haya métodos de tipado que permitan distinguir distintos biotipos, sino que quizds se
han descrito muchos ultimamente y no se ha aceptado ninguno como referencia. Antes de
describir los métodos de tipado de que disponemos es importante distinguir claramente un
esquema de tipado de un método de tipado y saber qué caracteristicas definen un buen
esquema de tipado. Un método de tipado sélo es capaz de diferenciar entre dos cepas no
relacionadas. Un esquema de tipado es capaz de distinguir una cepa de tal modo que cuando
se comparen los resultados de tipado entre diferentes centros puedan asegurar con un altto
grado de certeza que los aislamientos comparados son similares o diferentes unos de otros.
Cuando se evalda un esquema o método de tipado, hay 3 caracteristicas fundamentales que
se deben considerar: 1a tipabilidad, la reproducibilidad y el poder de discriminacién. Ademds
de éstas hay otras caracteristicas secundarias como el coste, la sencillez del método y el
tiempo que se tarda en obtener los resultados, que también deben ser considerados (119).

La tipabilidad de un método es la proporcién de una poblacién de aislamientos que
pueden ser tipados con un método. Todos los métodos existentes de tipado de C._albicans
tienen 100% de tipabilidad, menos el método de agar Sabouraud-Trifeniltetrazolio. (236). La
reproducibilidad de un método de tipado incluye 3 conceptos, la reproducibilidad "in vivo”
- e "in vitro" y la reproducibilidad entre centros. La reproducibilidad "in vitro” es la
proporcién de cepas que dan el mismo biotipo cuando se repite la prueba después de varios
meses. Si de 100 cepas tipadas en dos ocasiones distintas, 5 de ellas fueran diferentes del
resultado original la reproducibilidad "in vitro" seria del 95%. La reproducibilidad "in vivo"
es un concepto bastante mas complejo que refleja si la poblacidn de una cepa determinada es
estable en su hospedador (119). Los estudios de reproducibilidad "in vivo" generalmente
requieren repetir el examen de los biotipos de pacientes voluntarios a lo largo de un periodo
de tiempo. La reproducibilidad "in vitro" refleja si un método de tipado es digno de
confianza, mientras que la reproducibilidad "in vivo" refleja la estabilidad del
microorganismo que se estd estudiando. Una reproducibilidad baja "in vivo" puede ser debido
a una colonizacién por diferentes cepas o a la inestabilidad fenotipica de una cepa residente.
Este dltimo concepto de inestabilidad fenotipica es un problema potencial serio en C, albicans
y se discutird més tarde.
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Los estudios de reproducibilidad entré centros hasta ahora han sido escasos y dudosos,
ya que mientras no se esté seguro de que los resultados de un centro y otro son idénticos no
se puede asumir que los resultados experimentales de un centro pueden repetirse exactamente
en otro. La discriminacién de un método es una estimacién de su habilidad para diferenciar
entre dos cepas no relacionadas (119). Hasta hace poco esta denominacidn se describia en
términos de nimero de tipos discriminados y la frecuencia del tipo mds comiin, con lo cual
los resultados obtenidos en algunos casos no eran nada satisfactorios. En teorfa un método
es mas discriminatorio cuanto mds diversidad encuentra y aplicando esta férmula no siempre
era asi. El problema estaba en definir de forma mds acertada qué era el poder discriminatorio
(113). E! objetivo de base del tipado de patégenos microbianos es distinguir entre cepas no
relacionadas. Hunter y Gaston (113) sugirieron que el poder discriminatorio podia ser
definido matemdticamente como la probabilidad de que dos cepas, elegidas al azar en la
poblacién de cepas no relacionadas, fueran distinguidas con un método de tipado. Esta
definicién ha sido aceptada y con ella se acepté el indice numérico del poder discriminatorio
(D), cuya probabilidad la da la siguiente férmula:

LT X)X -1)

D=1-
N(N- 1)

donde "s" es el nimero de tipos, "Xj" es el mimero de poblacién que muestra el tipo j, y "N"
es el tamaifio de la poblacién. Esta ecuacién es idéntica al indice de diversidad de Simpson
y solo es aplicable a situaciones donde todas las cepas se.distribuyan en grupos mutuamente
excluyentes. Para solucionar esta limitacién la férmula se generalizé quedando de este modo:

1 T aj
D=1-—
N(N-1)

donde "aj" es el nimero de cepas de la poblacién que son indistinguibles de la cepa j, y "N"
el nimero de cepas en la poblacién. Estos dos indices son también la base de los nuevos
procedimientos de seleccién cuando se desarrollan nuevos métodos de tipado.

Los factores secundarios de coste, sencillez de uso y tiempo de realizacién son
relativamente féciles de entender. Sin embargo otros factores adicionales como la demora y
el coste de envio se deben considerar para métodos que normalmente se hacen en un centro
de referencia.
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8. METODOS DE TIPADO DE LEVADURAS

Las reacciones de seroaglutinacién fueron las que primero se aplicaron a C. albicans,
entonces conocida como Monilia atbicans en 1931. Aunque Benham (119,243) examiné pocas
cepas, encontré reacciones cruzadas entre todas las cepas de M. albicans y entre cepas de M.
albicans y otras especies de Monilia. Sin embargo, todas las cepas de M. albicans absorbfan
la actividad aglutinante de los sueros frente a otras cepas de la misma especie. Sin embargo,
hasta 1961 no se describieron las diferencias seroldgicas entre cepas de C. albicans. Al fin
se consiguié un suero que no perdia su actividad aglutinante para las cepas inmunizantes
después de ser absorbido por otra cepa de C. albicans. Este suero mostré una capacidad
aglutinante diferencial entre ias otras cepas. Aquellas cepas que eran aglutinadas por el
antisuero se denominaron "grupo A" y las que no "grupo B" (D= 0,505). Posteriormente se
observé que las cepas del "grupo A" podian absorber completamente la actividad aglutinante
de los sueros frente al "grupo B", pero no ocurria lo contrario. Esto sugeria, que las cepas
del "grupo A" poseian tanto antigenos comunes como especificos, mientras que el "grupo B"
posefa sélo antigenos comunes. Esto fue confirmado en 1980 por Guinet y Gabriel (119).
Ademds de estos dos grupos existe un grupo menor denominado "C", que fue determinado
por Muller y Kirchoff en 1969 (243).

A pesar de la simplicidad de este método basado en reacciones de aglutinacién en
porta, la presencia de s6lo dos serogrupos mayoritarios ha limitado 1a utilidad del serotipado
para C. albicans. Ademds el "grupo A" se aifsla con una gran frecuencia, oscilando en
diferentes estudios entre el 68-90% de los aislamientos, con lo que el poder discriminatorio
es muy bajo (D=0,438-0,186). Es interesante mencionar que la resistencia a SFC casi
siempre se ha encontrado asociada con cepas del "grupo B" (119).Mds recientemente,
Brawner y Cutler (19) realizaron un estudio de serotipado en C. albicans usando el anticuerpo
monoclonal HI9 y fueron capaces de separar 128 aislamientos en 74 que eran débilmente
reactivos y 54 que eran fuertemente reactivos (D=0,492),

El método de tipado basado en las variaciones de la morfologfa colonial de C. albicans
fue enunciado por primera vez en 1935 por Negroni (189), que describié una variante rugosa
que no era patdgena para los conejos. Brown-Thomsen en 1968 (20) caracterizé 15 formas
morfolégicas de C. albicans y dos formas morfoldgicas diferentes en C._tropicalis, después
de sembrarlas en extracto de malta e incubarlas a 25°C durante 10 dfas. Casi todos los
aislamientos frescos pertenecian al tipo Al con colonias de caracteristicas lisas. Después de
ser conservadas algun tiempo desarrollaban caracteristicas que las situaban dentro de otros
tipos. Estos cambios en las caracteristicas superficiales también los observaron otros autores
y se calcula que ocurre con una frecuencia de 1.4x10* (61,281).
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Las observaciones de Brown-Thomsen fueron desarrolladas por Phongpaichit,
Mackenzie'y Fraser en 1987 (221), creando un método de tipado denominado " morfotipado”.
Este método permitfa distinguir mds tipos dando cédigos a distintas caracteristicas coloniales
de forma que un c6digo definfa las caracteristicas primarias, un segundo ¢ddigo describia las
caracteristicas secundarias y un tercer c6digo ocasional definia otras caracteristicas. Las
caracteristicas primarias describian el borde de la colonia (distribucién, anchura y textura)
y las caracteristicas secundarias describian la superficie de la colonia (topografia, calidad,
profundidad y abundancia). El digito ocasional entre paréntesis describia caracteristicas, como
la presencia de pilosidades o vellosidades sobre la colonia o sobre el margen de esta. La
reproducibilidad del método fue del 84% a lo largo de 2,5 afios y del 96% para los que
diferian en uno o menos caracteres adyacentes. No parecfa que fuera afectado por la
posibilidad de cambios fénotipicos, quizd debido a que la parte mds importante a valorar era
el borde de la colonia y no mostraba ser afectado por las variaciones fenotipicas. Sin embargo
si se observé que la morfologfa colonial era sensible 2 cambios producidos en 1a preparacion
del agar malta, como el sobrecalentamiento durante su elaboracién que eliminaba Ja formacién
del borde de la colonia.

En un estudio posterior (114), el método de morfotipado pudo diferenciar 50 tipos en
una poblacién de 446 cepas, representando la mds frecuente un 22% de las cepas (D=0,905)
con una reproducibilidad del 84 %. Si la reproducibilidad se aumenta al 36% como se explicé
anteriormente la discriminacién pasaba a ser D=0,824. El problema con este sistema de
codificacién era que [a gran diversidad de tipos posibles dificultaba la comparacién entre las
poblaciones. Esto llevé a reagrupar los cédigos en 6 grados: no produccidén de borde, borde
discontinuo, borde continuo ancho y fino, borde continuo estrecho y fino, borde continuo
ancho y grosero y borde continuo estrecho y grosero. Utilizando este nuevo método
simplificado, la reproducibilidad resuité del 83% y el poder de discriminacién resulté en una
D=0,615 (114). La principal ventaja del morfotipado es que requiere un equipo poco costoso
y permite su uso en laboratorios donde otros métodos resultan imposibles.

Incluidos en la categoria de métodos de biotipado estdn aquellos basados en la
asimilacién de fuentes de carbono y la deteccidn de enzimas constitutivas extracelulares (119).
Las variaciones en las reacciones de asimilacién ya fueron observadas en 1968 cuando
Brown-Thomsen describié 6 tipos auxanogrificos diferentes en C. albicans atendiendo a
variaciones en la asimilacién de 4 fuentes de carbono: melezitosa, arabinosa, adonitol y dcido
citrico. El tipo mds comiin tenia una frecuencia del 68% (D=0,490) y no se realizaron
estudios de reproducibilidad. Posteriormente Syverson (284) realizé estudios de asimilacién
de 11 aziicares en 215 cepas y a pesar de que otros autores habifan encontrado variaciones en
la asimilacién de todos ellos, él solo encontrd variabilidad en 5 de estos aziicares. Ademés
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observd que los cambios en las condiciones de las pruebas modificaban los resultados-
obtenidos. Usando un método comercial de asimilacién de azicares, el API 20C AUX,
McCreight y cols en 1982 (167) detectaron 4 perfiles diferentes en 17 cepas de C, albicans.
En estos métodos no se probd la reproducibilidad. Williamson y cols (307) estudiaron 130
aislamientos de C. atbicans aplicando el método API 20C y encontrd 13 biotipos en base a
variaciones en la asimilacién de 11 compuestos. La reproducibilidad resulté del 97%, sin
embargo un 75% de las cepas se agrupaban en un mismo biotipo (D=0,431). Hunter y Fraser
(115) usaron 64 fuentes carbonadas combinando el API 50CH y el ATB 32GN y observaron
variaciones en 31 de las fuentes carbonadas. Aunque el poder discriminatorio para tantos
azicares fue muy alto, la reproducibilidad era muy baja y el poder discriminatorio
estandarizado resulté del 0,155. Parece ser que los métodos de tipado basados en reacciones
de asimilacién de azicares no dan buenos resultados debido a una baja discriminacidn o a una
baja reproducibilidad. Aunque la discriminacién se puede aumentar incorporando mds nimerc
de compuestos carbonados a la prueba, s6lo se consigue disminuir la reproducibilidad.

El método comercial APl ZYM permite un andlisis rdpido del perfil enzimético de las
levaduras basado en 19 enzimas constitutivas. Casal y Linares (39,40) encontraron 4
biovariedades que denominaron de la "A" a la "D" por variaciones en 4 enzimas: valina
arilamidasa, cistina arilamidasa, o-glucosidasa y N-acetil-8-glucosaminidasa. La
reproducibilidad fue del 100% pero la discriminacién fue baja (D=0,549), ya que el biotipo
mayoritario representaba el 64 % de las cepas. Posteriormente se describié variabilidad en otra
enzima, la B-glucosidasa (42). Otros autores encontraron peor discriminacién D=0,471 y
reproducibilidad del 100%, D=0,487 y reproducibilidad del 97% y D=0,308 y
reproducibilidad del 93% (16,119,308) . Esta variacién en el perfil enzimdtico se ha
observado también en otras levaduras de importancia médica (16,41,306). Este mismo método
lo han ensayado en 1986 Williamson y cols. (307) con C, albicans y con C._tropicalis,
obteniendo muy buena reproducibilidad (100%) pero pobre discriminacién (D=0,549). El
biotipado mediante API ZYM es sencillo y rapido ya que sélo tarda 4 horas, pero a pesar de
su buena reproducibilidad, el bajo poder de discriminacién limita su potencial.

Odds y Abbott en 1980 (193) describieron un método basado en 10 reacciones
bioquimicas. En 1983 aumentaron el nimero de pruebas a 14 y en 1989 volvieron a reducirlo
de nuevo a 10 (194). Las dltimas diez pruebas estaban basadas en la capacidad de las
levaduras para crecer un medio a pH 1,4 y pH 1,55, 1a capacidad de crecer en presencia de
5-fluorocitosina, sal, borato y safranina, y la habilidad para asimilar urea, sorbosa y citrato,
junto con la produccién de proteinasa extracelular. Anteriormente habfa incluido otras pruebas
como el crecimiento en agar MacConkey y la reduccién de cloruro de tetrazolio. La D95 del
método original fue de 0,657. Se han diferenciado 44 tipos y el mds frecuente represent6 un
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14%. No mencionan la reproducibilidad del método, aunque no parece que haya buena
reproducibilidad entre los datos de distintos centros. Odds ha mencionado que este método
no es adecuado para su utilizacién en rutina y que debe emplearse como método para fines
de investigacién. A pesar de ello este método ha sido ampliamente utilizado durante los
iltimos afios y ha contribuido a un mejor conocimiento de la epidemiologiza de las infecciones
por Candida.

Otro método de tipar levaduras es el resistotipado, que fue descrito por primera vez
en 1979 por Warnock y cols. (301). Este método se basa en la habilidad de las distintas cepas
de crecer en medios sdlidos que contienen concentraciones conocidas de varios inhibidores
quimicos. En el método original se utilizaban 6 diluciones de cada inhibidor (verde malaquita,
dcido bérico, arsenato sédico, sulfato ciiprico, acrilamida y 4-clororesorcinol). Las soluciones
"madre" de los inhibidores se afiadfan a las placas dando 6 diluciones por inhibidor, y los
aislamientos se inoculaban sobre las placas con un replicador que permitia inocular 25 cepas
por placa. La sensibilidad o resistencia de cada placa se determinaba en relacién a unas cepas
control bien conocidas. Sin embargo existfan problemas en la reproducibilidad, que los
autores consideraban debidos a variaciones en la densidad del indculo. No se pudo determinar
1a discriminacién del método porque no se estudid suficiente niimero de cepas. En 1982 el
método de resistotipado fue modificado por McCreight y Warnock (167) reduciéndolo sélo
a 5 inhibidores (selenito sddico, dcido bdrico, cetrimida, periodato sédico y nitrato de plata).
El nimero de diluciones por inhibidor también se redujo a cuatro. Se encontraron 16 tipos
diferentes, el mds frecuente de los cuales representé un 25% de la poblacién. El poder de
discriminacion fue aceptable (D=0,882) y los autores indicaban una reproducibilidad "in
vitro" del 96% y una buena reproducibilidad "in vivo", Este método fue posteriormente
modificado por Medcraft en 1983 (119), que afiadié dos inhibidores, verde malaquita y
sulfato ciprico. Hunter y Fraser en 1987 encuentran poca reproducibilidad con este método,
especialmente con el nitrato de plata que decidieron eliminar (112). Estos autores usaron unas
pruebas de resistotipado compuestas por selenito, dcido bérico, cetrimida, verde malachita,
sulfato ciprico, cloruro de benzalconio, clorhexidina, mercurocromo, arsenado, 5-
fluorocitosina, sal y agar MacConkey. En vez de utilizar muchas diluciones ellos lo ajustaron
en dos diluciones. Las cepas eran resistentes a un inhibidor si crecian en ambas diluciones,
sensible si no crecian en ninguna, e intermedias si crecian en sélo una concentracién. La
reproducibilidad "in vitro" y el poder discriminatorio varié dependiendo del nimero de
diferencias requeridas para distinguir entre cepas (D95=0,564) y la reproducibilidad "in
vivo" fue buena. El resistotipado parece ofrecer una buena discriminacién y reproducibilidad
como método de tipado para C, albicans. Sin embargo, requiere una meticulosa atencién en
la preparacion de los medios y los indculos, que si no se tiene en cuenta altera enormemente
la reproducibilidad y no es un método adecuado para aquellos laboratorios que tipen levaduras
de forma ocasional.
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Otro método también utilizado en tipado de levaduras fue el método de levaduras
inhibidoras, que fue descrito por primera vez en 1983 por Polonelli y cols. (225). Se basaba
en la capacidad que poseian 9 levaduras para inhibir selectivamente el crecimiento de
diferentes cepas de C_albicans. Estas levaduras inhibidoras incluian 8 Hansenula sp. y una
Pichia sp. El método original era capaz de diferenciar 25 tipos diferentes aunque el tipo mds
frecuentemente encontrado representaba el 52% de la poblacién (D=0,714) y los autores no
mencionan la reproducibilidad. Utilizando estas levaduras con capacidad inhibidora pudieron
tipar cepas de C. neoformans, C. glabrata, C. kefvr y C.tropicalis. Caprilli (37) y cols
también utilizaron estas 9 levaduras inhibidoras y descubrieron peor poder de discriminacién
ya que sé6lo encontraron 7 biotipos, representando uno de ellos el 78% de la poblacién. Esta
discrepancia fue probablemente debida a las poblaciones de C. albicans empleadas para
valorar el método. Caprilli utilizé s6lo aislamientos clinicos mientras que Poloneli utilizé una
mezcla de aislamientos de origen humano y animal. Posteriormente Caprilli y cols.
aumentaron el mimero de levaduras inhibidoras a 21. En un estudio de 100 aislamientos de
C. albicans procedentes de fuentes humanas, fueron capaces de encontrar 27 tipos diferentes,
representando el biotipo mds frecuente del 48% de la poblacidon (D=0,756). Estos autores
encontraron un 99% de reproducibilidad, pero hicieron las pruebas de retipado sélo 10 dias
después.

Lehmann y cols (146) mejoraron aiin mds la discriminacion del método utilizando 30
cepas inhibidoras. Describieron 19 tipos, de los cuales el mds comiin representé un 21% de
las cepas (D=0,899); en aquel momento no indicaron la reproducibilidad, aunque en un
articulo posterior comentaron que la reproducibilidad después de varios meses no fue buena.
La reproducibilidad puede ser un problema debido en parte a la perdida de actividad de las
cepas inhibidoras (119). Hacen falta mds estudios para conocer la reproducibilidad y la
utilidad de las levaduras inhibidoras como método de tipado. Una alternativa de este método
consistié en utilizar toxinas de estas levaduras inhibidoras parcialmente purificadas, de forma
que se depositaba directamente sobre la placa a estudiar, una gota del sobrenadante de la
fraccién purificada. La zona de inhibicidn se recodificéd y observaron que se mejoraba la
discriminacién, aunque no dieron suficientes datos que permitieran su cdlculo; encontraron
una reproducibilidad del 95% (119).

También se ha recurrido a utilizar métodos combinados para e! tipado de levaduras.
El primer brote de infecciones por Candida que fue caracterizado, se realizé usando tres
métodos de tipado, morfotipado, biotipado y serotipado; posteriormente se han hecho muy
pocos estudios que valoren si combinando varios métodos se consigue mejorar la
discriminacién. El primero de estos intentos lo realizd Caprilli combinando las levaduras
inhibidoras con un resistotipado reducido que empleaba 5-flucitosina, sulfato ciprico y
arsenado sédico. Sélo con las 30 levaduras inhibidoras encontraban 19 tipos (D=0,899),
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cuando afnadieron el resistotipado pudieron distinguir 33, representando el mds frecuente el
1,5% (D=0,961). Sin embargo, la reproducibilidad al cabo de 6 meses continué siendo muy
baja. En un estudio posterior se combinaron las reacciones de asimilacién del API 20C, que -
detectaba 13 grupos de los cuales el mayoritario representd el 75% (D=0,431), con la
produccién de enzimas extracelulares usando el API ZYM que detectaba 9 grupos de los
cuales el mds frecuente aparecia en el 70% (D=0,487) y con la resistencia a 4cido bdrico
(D=0,506); todos ellos con una reproducibilidad del 97% (308). Hunter y Fraser (115)
compararon la reproducibilidad y el poder discriminatorio de 4 métodos de tipado, solos y
en combinacién; encontraron que usando el resistotipado y el morfotipado se consegufa la
mejor combinacién de poder discriminatorio y reproducibilidad (D95=0,673). Esta
combinacién ademds mostré una buena reproducibilidad "in vitro". Si se afiadfan las
reacciones de asimilacién de azicares a esta combinacidn, la reproducibilidad disminufa
(D95=0,655) y cuando se anadia el API ZYM el poder de discriminacién mejoraba
(D95=0,716), pero no les parecid suficiente razén para utilizar de forma rutinaria.

A pesar de estos intentos, los cdlculos de la reproducibilidad y la discriminacién de posibles
combinaciones es realmente complejo, porque por ejemplo, podria no ser posible colocar
todas las cepas en grupos bien definidos y mutuamente excluyentes debido a la presencia de
cepas intermedias.

Ademds de estos métodos se estdn ensayando gran variedad de métodos basados en
el perfil electroforético tanto de proteinas como del DNA, estudios de isoenzimas, patrones
de restriccidn de DNA, cariotipado y sondas de dcidos nucleicos. El polimorfismo
electroforético de todas las proteinas celulares fue el primer intento al respecto realizado por
Shechter y cols (119). En un estudio de 9 aislamientos de C. albicans incluida C. albicans var
stellatoidea encontraron 3 tipos diferentes obtenidos por electroforesis en geles de
poliacrilamida (EGPA). Mids recientemente Bruneau y Guinet (119) utilizando EGPA
encontraron el mismo perfil de proteinas en 14 cepas de C. albicans recogidas de diferentes
fuentes.

Las técnicas de transferencia han ofrecido mejores expectativas; Lee y cols (142)
describieron un método usando suero policlonal hiperinmune de conejos. Hicieron un EGPA
de un extracto proteico, y las proteinas y glicoproteinas separadas con esta técnica fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incubd con el suero de conejo
y posteriormente los lugares de unién de los anticuerpos se visualizaron por varios métodos.
El poder de discriminacién de este método fue bajo (D=0,633), aunque se encontraron 16
tipos, los dos mds frecuentes representaron el 80% de la poblacidn estudiada. No evaluaron
la reproducibilidad pero si observaron una variacidn de las posiciones relativas de los
antigenos de unos geles a otros, lo cual planteaba un problema. También utilizando el método
de transferencia, Polonelli y Morace (227) demostraron la unién de un anticuerpo

31



Introduccién

monoclonal a polipéptidos de varios pesos moleculares. Encontraron 5 tipos en 10 cepas de
las C. albicans estudiadas. El mismo anticuerpo monoclonal daba patrones caracteristicos para
un amplio nimero de levaduras incluidas otras especies de Candida, C, neoformans y
Malassezia. Tampoco indicaron la reproducibilidad.

Los métodos de tipado mediante isoenzimas se basan en la extraccién de las proteinas
intracelulares y su andlisis por EGPA. Lehmann y cols (146) encontraron variaciones en 6
enzimas: o-glucosidasa, fosfatasa alcalina, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, malato
deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenada y superéxido dismutasa. Analizaron 37 cepas de
C. albicans y encontraron 4 patrones para la enzima o-glucosidasa, con un tipo mayoritario
que representd el 84% (D=0,296), dos patrones en la fosfatasa alcalina (D=0,240),
representando el mds frecuente el 86% de la poblacién. En la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa encontraron 3 tipos, con una frecuencia para el mds comin del 75%
(D=0,419), en la malato deshidrogenasa también encontraron tres patrones de los cuales de
mayoritario representd el 89 % (D =0,204). En la isocitrato deshidrogenasa se encontraron dos
tipos (D=0,511), y para la superdxido dismutasa detectaron 4 tipos, el mds frecuente de los
cuales representé el 68% (D =0,503). Cuando combinaron todas las enzimas encontraron 23
tipos de los cuales el mds frecuente represent6 un 27% de las cepas (D=0,923) lo cual indica
un buen poder de discriminacién, sin embargo no se hicieron estudios de reproducibilidad.

También se han hecho algunos intentos basados en el polimorfismo de los fragmentos
de restriccion de los dcidos nucleicos. Scherer y Stevens (264) fueron los primeros en estudiar
este método como marcador epidemioldgico. En el estudio original hicieron una digestién con
EcoRI y encontraron 10 tipos en 17 cepas de C. albicans, representando el mds comiin el
35% de las cepas, dando un poder de discriminacién aceptable (D=0,805), los autores
obtienen el 100 de reproducibilidad, aunque no es un dato fiable dado que las 6 cepas las
analizaron en el mismo gel y las variaciones de gel a gel son importantes. Para estar seguro
que dos cepas son iguales, hay que correrlas juntas en el gel lo que hace muy dificil el
estudio comparativo de un gran nimero de cepas. En un estudio posterior estos autores
encontraron 29 tipos diferentes entre 91 cepas de C. albicans aunque un 41 % dieron el mismo
patrén (D=0,814) y comprobaron una buena reproducibilidad "in vivo". Smith y cols (274)
también utilizaron el andlisis de fragmentos de restriccién para tipar C. albicans y lo
encontraron de valor. Sin embargo Mathews y Burnie (166) encontraron un poder de
discriminacién mucho menor que otros autores (D=0,599). Ademds tanto Mathews como
Stevens (283) estudiaron las mismas cepas, con €l mismo método para estudiar la
epidemiologia de una infeccidn, unos encontraron que las cinco cepas eran diferentes y los
otros que eran las mismas las que habfan producido la infeccién. La razén por la cual se
obtuvieron diferentes resultados utilizando el mismo método no se ha aclarado.
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El método de cariotipado ha utilizado la electroforesis en geles en campo ortogonal
alterno (EGCOA) y la electroforesis en geles en campo de inversién (EGCI), técnicas que
permiten la separacidn de fragmentos de DNA muy grandes. Magee y Magee (156) estudiaron
el cariotipo electroforético mediante EGCOA de 4 cepas de C. albicans, pudiendo
diferenciarlas basdndose en el tamafio del cromosoma. Snell (275,276) utilizando el EGCI
encontrd 4 patrones diferentes entre las 5 C, albicans que analizé y en discordancia Lott (119)
encontré que las 8 cepas que estudiaba eran idénticas. Mahrous (157) empleé una
electroforesis en campo alterno transversal y también encontré variaciones entre cepas. Sin
embargo todavia no se han conseguido suficientes datos para conocer €l poder de
discriminacién y la reproducibilidad. Ademds los métodos de cariotipade tienen las
desventajas de necesitar un equipo muy costoso para su realizacién y muchos dias para
observar resultados de un nimero muy himitado de cepas, sin tener en cuenta que el cariotipo
puede verse alterado por variaciones de las cepas (119).

Se estdn haciendo intentos de tipar C. albicans utilizando sondas de dcidos nucleicos
para mejorar la discriminacién de los métodos de transferencia de electroforesis de
fragmentos de restriccién. Utilizando un DNA ribosémico marcado en una digestion con
EcoRI, Magee y cols (155,156), encontraron 6 tipos diferentes entre 12 cepas estudiadas,
representando el tipo mayoritario el 58% de las cepas. Mason y cols (162) utilizaron un
fragmento de DNA que contenia el gen clonado de actina de C. albicans y no vieron
diferencias en 6 cepas estudiadas. Soll y cols (278,279) usaron una secuencia de repeticion
no mévil para diferenciar entre las cepas de C. albicans de varios afios observando diferencias
entre especies. La sonda Ca3 ha demostrado un alto poder de discriminacién (D=0,986) y
parece tener una gran reproducibilidad después de numerosos subcultivos.

A pesar del nimero y la variedad de métodos de tipacién de levaduras descrito en los
dltimos tiempos, no hay ninguno satisfactorio. Mientras que casi todos los métodos tienen el
100% de tipabilidad, muchos tienen muy poca discriminacién comparado con los métodos de
tipacion de bacterias. Ademds aquellos que tienen mejor discriminacidn tienden a tener peor
reproducibilidad. Dicha reproducibilidad puede ser muy baja debido a los mecanismos de
variaciones fenotipicas que presentan las levaduras. De todas las técnicas analizadas quizd los
métodos bioldgicos, resistotipado, morfotipado y el biotipado de Odds y Abboit son
probablemente los métodos de eleccién (119) . Los métodos de tipado electroforético son muy
caros y requieren un esfuerzo intenso. Sin embargo, estarian justificado si tuvieran mds
discriminacién y reproducibilidad que los demds métodos. Hasta el momento no hay suficiente
experiencia que asi 1o indique, aunque si parecen mostrar poca discriminacién; no obstante
la reproducibilidad de la transferencia no se ha estudiado todavia. E! uso de varias enzimas
de digestién mejorarfa la discriminacidn pero el coste serfa prohibitivo para el uso rutinario.
Hasta ahora ha habido pocos intentos de combinar varios métodos de tipado para conseguir
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mds discriminacidn,

9. EL PROBLEMA DE LAS VARIACIONES EN C. albicans

La capacidad de C. albicans para producir cambios fisioldgicos en determinadas
circunstancias ya fue descrito por Negroni (189) en 1935, al observar variaciones liso-rugoso.
Posteriormente Brown-Thomsen (119) mostrd que las variaciones coloniales eran bastante
frecuentes después de ser guardadas durante 4 meses. Syverson (284) observé que en algunos
casos el patrén de asimilacion de azicares entre las cepas no era una caracteristica estable.
Sin embargo el fendmeno de las variaciones en la morfologia colonial no se investigd con
detalle hasta 1985 en que Slutsky y cols (273) demostraron que C. albicans era capaz de pasar
de uno a siete fenotipos distintos con una frecuencia de 1,4x10*. En un segundo estudio se
describid la transicién blanco-opaco que era acompanada por cambios en la fisiologia celular
(273a). Estas variaciones fenotipicas pueden tener un efecto importante en los métodos de
biotipado. Este fendmeno es probablemente la causa de la baja reproducibilidad de los
métodos de tipado basados en las reacciones de asimilacién de azicares. El morfotipado
puede también verse afectado ya que este fendmeno se observd precisamente por variaciones
de la morfologfa colonial y lo mismo ocurriria con el método de Odds {203,279).

Los métodos de transferencia también pueden verse afectados, ya que como
consecuencia de las variaciones fenotipicas pueden producirse variaciones en la expresion de
los antigenos de superficie. Incluso el cariotipo puede verse alterado porgue sucedan cambios
en el cromosoma durante el cambio de fenotipo. Estos cambios en el cariotipo se ha estimado
que tienen unas frecuencias tan altas como del 1,4% (251)." De esto queda claro que para que
un método de tipado tenga aceptacion tienen que hacerse estudios de reproducibilidad muy
rigurosos tanto "in vivo" como "in vitro", que hasta ahora no se han hecho de forma
adecuada. |
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Objetivos

Las infecciones por hongos han adquirido un enorme protagonismo en estos (ltimos
anios y han llegado a constituir un problema importante. Esto viene a ser reflejo del progreso
y de las nuevas esperanzas de vida en pacientes inmunocomprometidos o en aquellos
sometidos a técnicas invasivas. Asi mismo, el aumento de poblacidn inmunocomprometida
ha hecho que aumente el espectro de levaduras diferentes a las cldsicamente descritas como
patdgenas, y por consiguiente el laboratorio de Microbiologia Clinica se encuentra en la
necesidad de desarrollar métodos que identifiquen estos microorganismos de la forma mds
rdpida y mds eficaz posible. Por otro lado, el aumento de las infecciones debidas a estos
microorganismos ha ido acompafiado de la aparicién de resistencias a los antiflingicos mds
utilizados en clinica y consecuentemente a la aparicién de nuevos antifiingicos, tanto para el
tratamiento de las infecciones superficiales como sistémicas.

La posibilidad de encontrar un método que diferencie distintos tipos en los hongos
aislados de pacientes con micosis y que permita discriminar una colonizacién de una invasién
seria una herramienta poderosa para investigar la epidemiologia de las infecciones fiingicas
y su prevencién. Se han descrito diferentes métodos de tipacién como el biotipado (193),
perfil enzimidtico (40), morfotipado (221), serotipado (93), resistotipado (301), tipado
mediante levaduras "killer” (225), perfil isoenzimatico (146) y cariotipado (156) en un intento
de detectar la posible correlacién da algunos tipos de C. albicans con la virulencia de los
aislamientos (119). Sin embargo todavia no es posible tipar C. albicans con cierto grado de
certeza y la falta de un método apropiado de tipado indudablemente limita la investigacion
de la epidemiologia de las candidosis y la virulencia de esta levadura patégena. Estos métodos
generalmente no han sido aplicados a otras especies de levaduras y la mayoria de ellos
implica una metodologia relativamente complicada.

El objetivo principal de esta tesis ha sido evaluar la incidencia de levaduras de interés
clinico en nuestro hospital, y estudiar posteriormente la utilidad epidemiolégica de algunos
métodos de biotipado, atin muy poco desarroilados en Micologia Médica.

Para alcanzar este objetivo primordial se establecieron los siguientes objetivos
especificos:

l.- Analizar la incidencia de especies de levaduras en el Hospital Universitario
San Carlos.
2.-  Analizar la susceptibilidad de las levaduras aisladas para conocer las

resistencias existentes entre nuestros aislamientos.

3.- Estudiar de forma exhaustiva los diferentes métodos de tipado existentes o
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desarrollados por nosotros para conocer su capacidad de discriminacion,
reproducibilidad, tipabilidad y operatividad.

Estudiar la correlacién entre los distintos métodos de tipado estudiados para
una posible combinaciéon de éstos.

Valorar qué métodos podrian tener mds interés para su utilizacién en el
Laboratorio de Microbiologia Clinica.

Encontrar una clave fenotipica que permitiera diferenciar la colonizacién de
la invasién y por tanto se correlacionara con la virulencia de cada biotipo.
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Material y métodos

1. CEPAS ESTUDIADAS

Se estudiaron 435 aislamientos clinicos de levaduras recogidas en el Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario San Carlos durante parte de los anos 1989 y 1990.
Las muestras de donde se aislaron los microorganismos objeto de este estudio aparecen
reflejados en la Tabla 1. Dentro de las muestras con cardcter invasivo se incluyeron: sangre,
liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal, biopsias y aspirados bronquiales. En ias muestras
de piel se incluyeron los raspados de piel y uiias, escamas, exudados de heridas y furtinculos
(114). Dentro de las muestras de tubo digestivo se incluyeron los exudados orales y linguales,
exudados faringeos, tracto gastrointestinal y heces.

Como controles de sensibilidad en la determinacién de las Concentraciones Minimas
Inhibitorias a los antifingicos estudiados, en las pruebas bioquimicas de identificacién de
especies y en cada uno de los métodos de tipado estudiados, se incluyeron los siguientes
microorganismos: C. albicans ATCC 10231, C. laurentii ATCC 18803, C. kefyr ATCC
28838 y CPIR (C. pelliculosa) de nuestro cepario procedente de una onicomicosis
diagnosticada por el Dr. Juan Ramoén Maestre. También se emplearon las cepas Rc6, Rc7,
Rc8, Rc9, Rel0 y 12C todas ellas cedidas por Dr. Graham White de la Unidad de Tipado de
Candida del Public Health Laboratory Service de Londres.

Para la conservacién definitiva de las cepas de la coleccién se emplearon el método
de congelacion a -70°C de un cultivo puro de levaduras de 24 h. en 1 ml de leche
descremada en tubos pequefios con tapdn de rosca y el método de liofilizado en vacio de una
suspensién celular en leche descremada congelada a -30°C. Ambos conservan las levaduras
durante anos. Para el mantenimiento de las cepas de trabajo se empled la picadura en agar
blando (1,15 g de agar nutritivo, 0,85 g de caldo nutritivo y 100 ml de agua destilada ) y
suspensiones celulares de cada una de las levaduras en agua destilada estéril contenidas en
tubos de rosca. Ambos se conservaron a temperatura ambiente durante meses.

2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS LEVADURAS

El examen microscdpico directo de las muestras clinicas sospechosas de contener
levaduras, se realizd anadiendo una gota de hidréxido potdsico al 10% (la adiccién de glicerol
al 20% conservaba el montaje varios dias), calentando la muestra suavemente cuando se
trataba de escamas de piel y ufias.
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La tincién de lactofenol azul de algoddn (Merk) se emple6 para tefiir montajes fluidos.
El dcido lactico (20 ml) aclaraba la preparacion, el fenol (20 mi) destruia el hongo, el glicerol
(40 ml) evitaba la desecacién y el azul algodén (0,05 mg) da color a las estructuras, todos
estos componentes agua destilada hasta 100 ml. La tincién de Gram tefifa las levaduras de
violeta,

La tincidn con una gota de tinta china de dibujo (Pelikan 17 negra Gunther Wagner)
se utiliz6 para la observacién de las cdpsulas de C. neoformans en liquido cefalorraquideo.

El aislamiento primario de las levaduras se realizé en medios de agar glucosado de
Sabouraud (Difco) y agar glucosa peptona (Oxoid), ambos con un pH aproximado de 5,6 a
los que se afladfa cuando era necesario 10 mi/1 de cloranfenicol al 0,5% o actidiona al 5%.
Las placas sembradas se incubaban a 37°C y al cabo de 24-48 h. aparecian una colonias
pastosas o cremosas en su mayoria (199,243).

TECNICA DE PRODUCCION DE TUBO GERMINAL. Se utilizé para diferenciar
C. albicans de otras especies de Candida. Para ello se preparaba una mezcla de suero,
distribuido en pequefias alicuotas de aproximadamente 0,5 ml en tubos pequefios donde se
preparaba la emulsién de levadura problema y se incubaba a 37°C durante 2-3 horas. A cabo
de este tiempo se ohservaba una gota de este suero al microscopio, si la levadura producfa
tubo germinativo se trataba de C. albicans, si no lo producia se realizaban otras pruebas hasta
llegar a su identificacién (199,243).

TECNICA DE PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS. Se empleé para la
identificacion de C. albicans. La levadura problema se sembraba en estria sobre el agar de
"corn-meal" (Difco) con tween 80 al 10% (Difco) siguiendo la "técnica de Dalmau” (243),
se cubria con un portaobjetos y se incubaba a 25°C durante 3-5 dias manteniéndolo en
oscuridad. Al cabo de este tiempo se observaba el montaje directamente al microscopio, si
producia clamidosporas se trataba de C. albicans, si no las producfa era otra levadura.
Este método servia a su vez para estudiar la morfologia microscdpica de cada aislamiento
buscando la presencia de hifas, pseudohifas, artrosporas y otras caracteristicas ttiles para la
correcta identificacién de los aislamientos.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA: API 20C AUX. Es un sistema comercial para la
identificacién de las levaduras mds cominmente aisladas en el laboratorio de Microbiologia
Clinica. Se preparaba una suspension con una turbidez igual al 2 de la escala de McFarland
en 2 ml de agua destilada estéril o NaCl 0,85%, se transferian 100 ul de dicha suspension
a una ampolla de C Medium y se homogeneizaba sin formar burbujas. A continuacion se
abria la galeria con los azicares deshidratados y se lienaban las cipulas con 150 ul de la
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suspensién contenida en C Medium. Entonces se cerraba la cdmara de incubacidn y se
incubaba en estufa a 30°C durante 48 h. Transcurrido este tiempo se lefa observando el
crecimiento o no de cada una de las ctpulas, tomando como control la primera cipula que
era el control negativo. Se anotaba el c6digo obtenido y se buscaba la identificacién en el
Catdlogo Analitico APl 20C AUX y ocasionalmente en el disquette APILAB .

Los aislamientos que no pudieron ser identificados o presentaron problemas en la
identificacién con los métodos antes mencionados se estudiaron en el Mycological Reference
Laboratory de Londres, con la colaboracién del Dr. C. K. Campbe! donde se llevaron a cabo
estudios de asimilacién de azidcares en agar y en caldo seglin Wickerham (7,132), utilizando
los siguientes compuestos: adonitol, A-arabinosa, L-arabinosa, celobiosa, dcido citrico,
dulcitol, eritritol, etanol, galactosa, glucosa, glicerol, inositol, DL-dcido ldctico, lactosa,
maltosa, D-manitol, melezitosa, melibiosa, metanol, rafinosa, L-ramnosa, D-ribosa, dcido
salicinico, D-sorbitol, L-sorbosa, dcido succinico, sucrosa, almidén soluble, trehalosa y D-
xilosa.

También se realizaron pruebas de fermentacidn de azicares y de asimilacién de
nitrégeno, prueba de produccion de urea (310). Ademds para la identificacién de C.
neoformans se requirié la prueba de pigmentacién en medio de agar con extracto de semillas
de Guizotia abysinica (49), reduccion de nitratos (7) y la presencia de fenoloxidasa (125).

3. METODOS DE TIPADO DE LEVADURAS

Durante los aflos 80, se han descrito un gran nimero de métodos de tipado para
diferenciar cepas de C. albicans. Aunque estos métodos se basaban en una amplia variedad
de marcadores fisiolégicos y genéticos, hasta ahora ninguno se ha considerado el ideal. En
el presente estudio se describen las técnicas de algunos de estos métodos que nos parecieron
interesantes por sus cualidades de sencillez, bajo coste de realizacidn y buena reproducibilidad
y discriminacién. Algunas de dichas técnicas son modificaciones del método original y otras
técnicas han sido desarrolladas en nuestro hospital con fines epidemioldgicos.

3.1 METODO API 20C

Se utiliz6 el cddigo obtenido en la galeria API 20C AUX para tipar las levaduras
atendiendo a la variabilidad con que asimilan determinados aziicares. Cada cdédigo fue
considerado como un biotipo diferente.
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PRINCIPIO. Es un sistema comercial constitiido por 20 ciipulas que contienen los
sustratos deshidratados que permiten efectuar 19 pruebas de asimilacién. Las cipulas eran
inoculadas en un medio semisdlido y las levaduras crecian Unicamente cuando eran capaces
de utilizar el sustrato correspondiente. Las lecturas de estas reacciones se hicieron
comparandolas con los controles de crecimiento negativo. El cédigo de 7 digitos se obtenia
asignando un valor numérico de 1, 2, 4 a cada grupo de tres en tres azucares contenidos en
la galeria y sumdndolo para obtener cada uno de los 7 digitos finales que definfan cada
biotipo.

AZUCARES ENSAYADOS : glucosa (GLU), glicerol (GLY), 2-keto-D-gluconato
(2KG), L-arabinosa {ARA), D-xilosa (XYL), adonitol (ADO), xilitol (XLT), galactosa
(GAL), inosito} (INO), sorbitol (SOR), O-metil-D-glucésido (MDG), N-acetil-D-glucosamina
(NAG), celobiosa (CEL), lactosa (LAC), maltosa (MAL), sacarosa (SAC), trehalosa (TRE),
melezitosa (MLZ), rafinosa (RAF). Las galerias y las ampollas de inoculacién se conservaron
a 2-8°C hasta la fecha de caducidad indicada en cada envase.

COMPOSICION DEL MEDIOC. MEDIO C: sulfato de amonio, 5 g; fosfato
monopotdsico, 0,31 g; fosfato dipotdsico, 0,45 g; cloruro sédico, 0,1 g; cloruro célcico, 0,05
g; sulfato de magnesio, 0,2 g; histidina, 0,005 g; triptdfano, 0,02 g; metionina, 0,02 g; agar
0,5, g; solucién de vitaminas, ! ml; solucién de oligoelementos, 10 ml; agua destilada hasta
1000 ml. El pH final: 6,5-6,7. Aunque este medic contiene agar, no necesita fusién previa
y se pipetea como un medio liquido. Es aconsejable sacar las ampollas de la nevera y dejarlas
a temperatura ambiente una hora antes de su utilizacion. No se deben agitar para evitar la
formacién de burbujas.

PREPARACION DE LA GALERIA. Se sacaba la cdmara de incubacién de la caja y
se repartian unos 5 ml de agua destilada estéril en los alvéolos para crear una atmdsfera
hmimeda. Se escribia la referencia de la cepa en la lengiieta lateral de la cimara, entonces se
sacaba una galeria de azicares de su precinto hermético y se colocaba en la cdmara de
incubacidn.

INOCULO. A partir de un cultivo en agar glucosado de Sabouraud de 48 h, se
preparaba una suspensién con una turbidez igual al 2 de la escala de McFarland en 2 ml de
agua destilada estéril, a continuacién se transferian 100 ul de dicha suspensién a una ampolla -
de C Medium y se homogeneizaba sin formar burbujas.

INOCULACION DE LA GALERIA. Posteriormente se abria la galerfa con los

az\cares deshidratados y se llenaban las cipulas con 150 ul de la suspensién contenida en C
Medium, Se cerraba la cdmara de incubacidn y se incubaba en estufa a 30°C durante 48 h.
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o eventualmente 72 h.

LECTURA DE LA GALERIAS. Transcurrido el tiempo se leia observando el
crecimiento o no de cada una de las ctipulas tomando como control la primera cipula que era
el control negativo. Se anotaba el cédigo obtenido y cada niimero diferente se consideré un
biotipo distinto.

3.2 PERFIL ENZIMATICO CON API ZYM

Es un método semicuantitativo disefiado para el estudio de actividades enzimadticas.
Permite un estudio rdpido y sistemdtico de 19 reacciones enzimadticas utilizando cantidades
de muestra muy pequenas. No ha sido desarrollado con vistas a obtener la precisién de una
técnica espectrofotométrica o electroforética, sino principalmente para permitir la realizacién
de determinaciones enzimdticas en una muestra compleja que no ha sido purificada
previamente.

PRINCIPIO. La galeria API ZYM se compone de 20 microcupulas, €l fondo de las
cuales contiene un soporte especialmente disefiado para contener el sustrato enzimatico y el
tampdn. Este soporte permite el contacto entre la enzima y el sustrato generalmente insoluble.
Las galerias deben guardarse entre 2-8°C y vigilar el tiempo de caducidad.

REACTIVOS. El reactivo zym A esta compuesto por tri-hidroximetil-amino-metano,
250 g; dcido htdroclérico (37%), 110 ml; lauril sulfato, 100 g; y agua destilada hasta 1000
ml. Es mejor mantenerlo a temperatura ambiente. En la nevera forma unos precipitados que
no afectan a sus propiedades y que se disuelven facilmente dejandolo un tiempo a temperatura
ambiente o incubando a 60°C. El reactivo zym B esta compuesto por azul riapido BB, 3,5 g
y 2-metoxietanol hasta 1000 ml, es sensible a la luz y se destruye. Su deterioro es fdcilmente
observable porque el color normalmente amarillo vira a color rosa. Este reactivo debe
preservarse de la luz envolviéndolo en papel de aluminio y guarddndolo en nevera.

PREPARACION DE LA MUESTRA. Se utilizaba un cultivo puro en agar de
Sabouraud glucosado de 24 h. Se preparaba una suspensién de una turbidez entre 5-6 de
McFarland en agua destilada estéril. Para obtener resultados reproducibles era importante que
los microorganismos que se comparaban crecieran inicialmente en el mismo cultivo, el
diluyente para preparar la suspension fuera el mismo y con la misma densidad Gptica. Esta
técnica ensayaba enzimas constituyentes. Los enzimas inducidos pueden estudiarse si se
afiaden los correspondientes inductores al medio de cultivo. Como no habfa crecimiento
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durante 1a realizacién de la prueba no hay que tomar precauciones especiales de esterilidad
0 incubacién.

ENZIMAS ENSAYADAS: 1= CONTROL; 2= FOSFATASA ALCALINA; 3=
ESTERASA C4; 4= ESTERASA LIPASA C8; 5= LIPASA Cl4; 6= LEUCINA
ARILAMIDASA; 7= VALINA ARILAMIDASA; 8= CISTINA ARILAMIDASA; 9=
TRIPSINA; 10= A-QUIMOTRIPSINA; 11 = FOSFATASA ACIDA; 12= NAFTOL-AS-BI-
FOSFOHIDROLASA; 13= A-GALACTOSIDASA; 14= B-GALACTOSIDASA; 15= B-
GLUCURONIDASA; 16= A-GLUCOSIDASA; 17= B-GLUCOSIDASA; 18= N-ACETIL-
B-GLUCOSAMINIDASA; 19= A-MANOSIDASA; 20= A-FUCOSIDASA.

PREPARACION DE LAS GALERIAS. Se sacaba una base de plastico y una tapadera
de la caja y se apuntaba el niimero del microorganismo a estudiar. Se afiadian 5 ml de agua
destilada estéril con un dispensador de agua a la base, para proporcionar una atmdsfera
himeda durante la incubacién y se colocaba una galeria API ZYM sobre dicha base de
incubacidn. Con una pipeta Pasteur de pldstico estéril desechable, se inoculaban 2 gotas de
muestra a cada ciipula de la galerfa (equivalente a 65 ul). Entonces la galeria ya inoculada
se cerraba con la tapa de pldstico y se incubaba durante 4 h a 37° C en la oscuridad.

LECTURA DE LA GALERIA. Transcurrido el tiempo de incubacién se sacaban las
galerfas de la estufa y se afiadfa una gota de reactivo Zym A y otra de reactivo Zym B en
cada una de las cipulas. Se dejaba actuar y desarrollar color durante 5 minutos bajo una luz
fuerte. Después de la exposicidn, las reacciones negativas permanecian sin colorear. A cada
una de las reacciones positivas se les asigné un nimero que oscild entre 0-5 dependiendo de
la intensidad de color desarrollado compardndolo con un patrén incluido en el "kit". El
nimero de nanomoles aproximado se podia saber segin el grado de coloracion: 1 corresponde
a una liberacién de 5 nanomoles de enzima, 2 a 10 nm, 3 a 20 am, 4 a 30 nm, 5 a 40 nm.
LLos colores permanecian estables durante varias horas después de que la galeria habia sido
inoculada con los reactivos.

CODIGO DE TIPADQ. Para la determinacién del cédigo de cada una de las cepas
estudiadas se interpretaron cada una de las actividades estudiadas en término de positivo-
negativo y a cada uno de los perfiles obtenidos de este modo, se les atribuyd un codigo de
dos letras. La correspondencia de cédigo con su perfil enzimdtico se indica en la Tabla 1.
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TABLA 1. Perfiles enzimaticos encontrados en las levaduras estudiadas.

“PERFIL N¥ ENZIMAS T PERFIL N® ENZIMAS.
234567 81112131415161718 "2 34567 8I11121314151617 18
El orrorrr!t 1t 000 TO 1 E31 Oor1o0o1r1rrrr o000 110
E2 011011011000 100 E32 01101001 1 000 011
E3 or10t111 1000000 E33 o1t111111 1000110
E4 01101111 1000100 E34 01101001 1 000 110
ES 011010601 1 000 00 Q E35 t110110t 1 Q00 110
E6 0110110¢61 1 000 10 1 E36 i11011 111000110
E7 01101501 1 0600 111 E37 11101001 1 000 11 0
E8 g1111t1t11 1 Q060G 101 E38 f1r1r1r1rr11 1000110
ED olti1r1r11a01 1 9060 111 E39 rtr1r1r11o0t 1 000110
Eil0 Irtr10ti11 1 000 10 1 E40 olti101101 1 000000
Ell r1r1oti1t1 1000100 E4l 01111001 1 000 11 0
Ei2 I11o01re1 1 000 10 1 E42 oltl1t1r1r11r1 1000111
Ei3 It111111 19000100 E43 01101001 1 000 001
El4 lIi11111¢1 1 000 101 Ed44 t1r11r1oe11 1 100 110
El5 11101111 10600000 E45 111011111000 00 1
El6 11101111 1000 111 E46 tr111111 ¢t 1010 111
E17 | 11101101 1 000 00O E47 11101001 1 000 111
El8 1115ir1111 1000101 E48 11111111 1 010 011
E19 lrt11rrir11 1 00111 E49 11101011 1 00001 0
E20 61101001 1000 100 E50 117101001 1 000 100
E2] 011010061 1 000 00 O E51 11111001 1 00606 011
E22 11111101 1 000 FO O E52 0r1ro1111 10006 111
E23 11101101 1000 100 E53 117101001 1 000 00 O
E24 11100001 1 000 10 O ES4 011111¢1 1 000 101
E25 111006001 1 00000 0 ES5 11101101 1 000 11 1
E26 l11r111001 1000 100 ES6 101111 1 000010
E27 P1111001 1000110 ES7 cl1111001!1 1000100
E28 1tr111111 1000 009 E58 0111190061 1 000 111
E29 11111001 1 000 00¢C ES9 g1t tot11 1 100011
E30 orro1t111 1000 111
3.3 RESISTOTIPADO

PRINCIPIO. El resistotipado se basa en la distinta capacidad que tienen los diferentes
tipos de levaduras de crecer en presencia de determinadas concentraciones de compuestos
quimicos. Los compuestos quimicos utilizados en este método fueron urea, citrato, 5-
fluorocitosina, acido bérico, cloruro sédico y agar de MacConkey.

PREPARACION DE LAS PLACAS. PLACAS CON UREA, CITRATO Y 5-
FLUOROCITOSINA. El medio base empleado para la preparacién de las placas de urea,
citrato y S-fluorocitosina fue el mismo para las tres pruebas y se siguid el método de Odds
(193): agar fluido (Bacto-Agar) 22,2 g por cada litro de agua destilada; este medio se
esterilizd en autoclave durante 15 minutos a una presién de 1,2 atmdésferas y posteriormente
se mantenia en bafo con agitacion a 55°C. Las placas conteniendo urea se preparaban con
1,34 g de Yeast Nitrogen Base (Difco), 4 g de urea (Difco 0190-15) y 20 ml de agua
destilada. Este producto se esterilizaba por filtracién usando filtro de 0,2 um y entonces se
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le afiadian 180 ml de medio base, se agitaba suavemente hasta homogeneizar bien y se
distribuian en placas de 20 ml. Las placas con citrato se preparaban a partir de una solucién
que contenia 4cido citrico al 4% (Probus) y citrato sédico (Panreac 131655) también al 4%
hasta conseguir un pH 2,8. A 20 ml de esta solucidn se le afiadian 1,34 g de Yeast Nitrogen
Base (Difco) y todo ello se esterilizaba por filtracién con filtro 0,2 pum anadiendo
posteriormente 180 ml de medic base, agitando hasta mezclar bien los componentes y
dispensandc en placas de petri de 20 ml.

Las placas de 5-fluorocitosina se prepararon con 1,34 g de Yeast Nitrogen Base
(Difco), 4 g de glucosa (Panreac Cod 131341), 5 mg de 5-flucitosina (Sigma F-7129) y 20
ml de agua destilada. Este producto se esterilizé por filtracion con filtro de 0,2 um y se le
afiadieron 180 ml de agar base, agitando suavemente hasta homogeneizar, distribuyéndolo
finalmente en placas de 20 ml. Las placas de dcido bérico se prepararon siguiendo la técnica
de Williamson (308). El medio base se preparé con 6,7 g de Yeast Nitrogen Base (Difco
0392-15-9), 1,5 g de L-asparragina (Sigma 0884), 10 g de glucosa (Panreac 131341), bacto
agar (Difco 0140-01) y agua destilada hasta un litro. Este medio se esterilizaba en autoclave
durante 15 minutos a una presion de 1,2 atmdsferas. Se enfriaba a 50°C y entonces se le
afiadfan 1,8 mg/ml de 4cido bérico (Panreac 131015), se agitaba suavemente el matraz hasta
la perfecta disolucion y se repartia en placas de 20 ml.

Las placas que contenian cloruro sédico se preparaban a partir de un medio base
compuesto por 20 g de glucosa (Panreac 131341), 10 g de extracto de levadura (Difco), 20
g de Bacto agar (Difco) y agua destilada hasta un litro. Se preparaban tres matraces con este
medio y a cada uno de ellos se le afiadfa el NaCl (Probus 172220) a concentraciones de 11 %,
12% y 13%. Después de disolver bien el medio se esterilizaba mediante autoclave durante
15 minutos a una presidn de 1,2 atmdsferas. Las placas de MacConkey se prepararon segun
la férmula comercial: 500 g de agar MacConkey (Oxoid CMI115) en 9,7 litos de agua
destilada. Después de disolver el medio se esterilizaba mediante autoclave durante 15 minutos
a 1,2 atmdsferas,

INOCULACION DE LAS PLACAS. A partir de un cultivo en agar glucosado de
Sabouraud se preparaba una suspension celular de cada cepa de un 2 de MacFarland, dichas
suspensiones se inoculaban en la base del replicador incluyendo siempre cepas controles. Las
placas con cada uno de los compuestos quimicos se inocularon con un replicador de Steer’s
automdtico incluyendo controles de crecimiento sin compuestos quimicos. Las placas ya
inoculadas se dejaron secar durante media hora y se incubaron en estufa a 30°C, realizdndose
lecturas a las 24h, 48h y 72h.

LECTURA DE LAS PLACAS. Un aislamiento se consideré positivo cuando se
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observé crecimiento visible en las placas al cabo de 24, 48, 72 h respecto al control positivo
de crecimiento. Un aislamiento se considerd negativo cuando transcurrido este tiempo no se
aprecié crecimiento claramente visible. Los resultados positivos para cada uno de los
compuestos quimicos utilizados se indicaron del siguiente modo: U= crecimiento en presencia
de urea, C= crecimiento en citrato, F=resistente a 5-Fluorocitosina, B= resistente a icido
bérico, K= resistente a una concentracién de NaCl del 11%. KK= resistente al NaCl al
12% o al 13% y L= crecimiento en placa de MacConkey.

3.4 MORFOTIPADO

PRINCIPIO. Se aplicé el método descrito por Phonpaigchit y col. 1987 (221), basado
en el desarrollo de una serie de caracteristicas fenotipicas del margen de la colonia y de la
colonia propiamente dicha, cuando los organismos crecian en placas con extracto de malta.

CEPAS A ESTUDIAR. Cada uno de los aislamientos se subcultivé en placas de agar
glucosado de Sabouraud con cloranfenicol (Difco) y fueron incubadas toda una noche (24
horas) a 37°C para estar seguros de que no habia contaminacién bacteriana.

PREPARACION DE LAS CEPAS. Las cepas bien aisladas se siembran en 1/6 de
placa de Yeast Morphology Agar (Difco) tres veces sucesivas incubando las dos primeras
veces a 37°C durante 24 horas y la tercera a 28°C toda la noche.

PREPARACION DEL INGCULOQ. A partir del cultivo en Bacto YMA de 24 horas
se preparé una suspension de células en agua destilada estéril de aproximadamente 10’ células
por mi.

PREPARACION DEL MEDIO. Se empleé agar extracto de malta (agar extracto de
malta Oxoid, 60 g; agar Difco 12 g; agua destilada hasta 1 litro). Se mezclaban bien los
componentes, calentindolos hasta que se disolvian completamente y se controlaba el pH que
debia ser de aproximadamente 5,4. Se distribufan 500 mi en un matraz de 1000 ml y se
esterilizaba en autoclave a 115°C durante 10 minutos. Este medio se destruye con
temperaturas altas y enfriamientos prolongados, por lo que es importante envasarlo en
pequeias cantidades y enfriarlo lo antes posible. Cuando estd a 50°C se distribufa en placas
petri estériles de 20 ml.

INOCULACION DE LAS PLACAS. Antes de su utilizacidn las placas eran incubadas
durante 20 min. a 37°C para eliminar restos de humedad y gotas de condensacién. Cada
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suspension era entonces inoculada haciendo una linea diametral mediante el uso de una
torunda estéril embebida en cada una de las suspensiones y parcialmente escurrida en los
lados del tubo donde se realizaron las suspensiones de levaduras.

INCUBACION. Las placas inoculadas fueron entonces incubadas en oscuridad durante
10 dias a 28°C. No se apilaron nunca mds de 4 placas para no modificar las condiciones de
incubacién en las distintas cepas de levaduras ensayadas.

LECTURA. Después de la incubacién durante 10 dias a 28°C se realizd una
comparacién visual de las distintas morfologfas desarrolladas y se asigné un cédigo numérico
de 4 cifras, atendiendo a las caracteristicas de la superficie de la colonia y a caracteristicas
de los bordes desarrollados por cada una de las colonias. Los cddigos asignados a cada una
de las caracteristicas morfoldgicas se resefian en la Tabla 2.

TABLA 2. Caracteristicas morfoldgicas consideradas en el morfotipado.

CARACTERISTICA | CODIGO | TIPO

MARGEN 0 AUSENCIA
DISTRIBUCION

[y

DISCONTINUQO: AFECTA HASTA EL 20% DEL
BORDE

DISCONTINUQ: AFECTA DEL 20-50%
DISCONTINUO: AFECTA DEL 60-90%
CONTINUO: SOLO DISTALMENTE EN FORMA
DE ABANICOS

CONTINUQO: EXTREMOQOS PARALELOS
AUSENTE

2mm O MENOS

3-5mm

MAS DE 6mm

AUSENTE

MUY GRUESO

GRUESO

INTERMEDIO

FINO

LISA

NODULAR

AGUJEREADA

CRATERIFORME

CRATERIFORME + PLIEGUES O ARRUGAS
PLIEGUES O ARRUGAS

PELUDA

th W I

ANCHURA

TEXTURA

"COLONIA

00 b= O W - QW N O
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3.5 MORFOTIPADO II

Siguiendo el criterio de cédigos empleado por Hunter (114), se recodificaron los
biotipos encontrados en el morfotipado I, con el fin de obtener un nimero de biotipos mas
manejable que mejorara la reproducibilidad.

En el nuevo criterio se dio prioridad a la formacién o no de mdrgenes en la colonia y la
anchura y grosor de dichos margenes.
El nuevo cddigo se denominé Morfotipado II siendo los morfotipos posibles los siguientes:

SB = Colonia sin borde

BD = Borde de la colonia discontinuo

BEG = Borde de la colonia estrecho y grueso
BEF = Borde de la colonia estrecho y fino
BAG = Borde de la colonia ancho y grueso
BAF = Borde de la colonia ancho y fino

3.6 MORFOTIPADO EN AGAR DE SABOURAUDTRIFENILTETRAZOLIO (AST)

Se utilizd la técnica de Quindds y colaboradores, seglin una comunicacién personal
de Manue! Ferndndez Rodriguez (236) .
Las colonias crecidas en agar de Sabouraud-trifeniltetrazolio mostraban diferencias a nivel de
textura de la colonia, color de ésta, borde y la presencia o no de halo de hifas alrededor de
la colonia.

METODO: Se preparaba agar de Sabouraud-trifeniltetrazolio con cloruro de 2,3,5-
Trifeniltetrazolio (Sigma) 0, 1g, peptona 10 g, glucosa 20 g, agar 20 g, y agua destilada hasta
1 litro, se esterilizaba en autoclave y se distribufa en cantidades de 40-50 ml. en placas petri
de 15 cm. Las placas se inoculaban inmediatamente o se guardaban a 4°C durante no mds de
8 semanas. Cada aislamiento se mantenia en picadura en agar blando guardados a 4°C. Antes
de la preparacién de cada indculo, cada aislamiento se sembraba en agar de Sabouraud
glucosa y se incubaba a 37°C durante 48 horas. Entonces se cogian 3-4 colonias y se
resuspendfan en 1 ml. de agua destilada ajustindolo a un MacFarland de 5. Antes de la
inoculacién, todas las placas se incubaban invertidas a 37°C hasta que desaparecia cualquier
gota de condensacién. Las placas se inocularon en duplicado con 10 ul de la suspensidn
celular. Los cultivos se incubaron a 37°C durante 6 dias. Después de la incubacion, se le
asigné un codigo de 4 letras de acuerdo con su morfologia colonial: textura, L=lisa y
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R=rugosa; color, R=rosa (Pantone 176C), N= rosa anaranjado fuerte (Pantone 1785C), V=
violeta (Pantone 251C), M=violeta oscuro (Pantone 262C), B=blanco..., presencia de halo,
S=si y N=no: y presencia de halo micelial, S=si y N=no. El cédigo NC se uso cuando no
se observd crecimiento.

3.7 CARACTERIZACION SUBESPECIFICA EN BASE A PERFIL DE SENSIBILIDAD
A LOS ANTIFUNGICOS (PSA).

Otra técnica de tipado considerada en este estudio fueron las posibilidades del perfil
de sensibilidad a los antifiingicos método para tipado de levaduras.

"~ CEPAS A ESTUDIAR. Cada una de las cepas se subcultivd en agar de Sabouraud
suplementado con gentamicina y cloranfenicol y se incubé 24 horas a 30°C.

MEDIO. E! medio utilizado fue agar morfoldgico para levaduras (YMA, Difco 0393-
15).

PREPARACION DE LAS PLACAS. Cuando el medio estaba a unos 50°C se
mezclaba 1 ml de solucién de antifiingico con 19 ml de agar en un matraz y se vertia en las
placas dejando que éstas se enfriaran. De cada antifiingico ensayado se prepararon placas a
4 concentraciones.

ANTIFUNGICOS. Se utilizaron 8 sustancias valoradas: actidiona o cicloheximida
(Sigma), miconazol (Esteve), econazol (Esteve), ketoconazol (Esteve), clotrimazol (Bayer),
ciclopirox (Hoesch), y fluconazol (Pfizer).

PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK. Se prepararon 10 ml de solucién madre
para cada uno de los antifiingicos con una concentracién de 1280 ug/ml, empleando la
siguiente formula para realizar la pesada:

V (ml) x C (ug/ml)

mg =
P (ug/mg)

Siendo V= volumen de solucién de antifingico que queremos preparar, C= concentracion
de la solucién madre, P= potencia de la sustancia valorada de antifiingico que empleamos.

Los solventes y diluyentes empleados en cada caso se indican en la siguiente tabla:
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ANTIFUNGICO SOLVENTE DILUYENTE
Anfotericina B DMSO H,0
Miconazol DMSO H,0
Econazol DMSO H,0
Clotrimazol DMSO H,0
Ciclopirox DMSO H,0
Ketoconazol H,0 pH 2,4 (0,IN CIH) H,0
Fluconazol H,O H,O

CONCENTRACIONES UTILIZADAS. Actidiona: se preparé una tinica placa con una
concentracién de 0,05g/l. Miconazol, econazel, ketoconazol, clotrimazol, ciclopirox,
fluconazol: se prepararon 3 placas con concentraciones de 16-2-0,5 pg/ml.

Anfotericina B: se prepararon 3 placas con concentraciones de 2-1-0,5 pg/ml

PREPARACION DEL INOCULO. A partir el cultivo en agar de Sabouraud con
gentamicina y cloranfenicol se prepararon suspensiones celulares del 0,5 de MacFarland
utilizando un nefelémetro.

INOCULACION DE LAS PLACAS. Antes de la inoculacién, las placas se colocaron
en estufa durante 20 minutos aproximadamente para eliminar los restos de agua de
condensacion existentes en su superficie. La inoculacién se realizé con un replicador
automadtico de 36 puntas, incluyendo a cada uno de los antifingicos una placa control de agar
morfoldgico para levaduras (YMA,Difco).

INCUBACION. Las placas inoculadas se dejaron secar y se incubaron a 30°C durante
48 h.

LECTURA. Se realizé en un lugar iluminado sobre fondo oscuro comparando las
placas de antifiingico con las placas control sin él. Se consideré positivo cuando las zonas
inoculadas crecian como el control o al menos cubrian abundantemente toda la zona

inoculada. Se considerd negativo cuando crecian colonias sueltas o de forma continua como
. un velo fino (249).

CODIGOS ASIGNADOS:

0= cepas que no crecian a la concentracion de 0,5 pg/ml para los imidazoles,
anfotericina B y actidiona.
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1 = cepas que crecian a las concentraciones de 0,5 ug/ml y 2 pg/ml pero no lo hacian
a 16 ug/ml en el caso de los imidazoles; que crecian a las concentraciones de 0,5
pg/ml y/o 1 ug/ml pero no lo hacian a 2 ug/ml en el caso de anfotericina B, y que
crecian bien a la concentracidén de 0,5 pg/ml de actidiona.

2= cepas capaces de crecer a una concentracién de 16 pug/ml para los imidazoles y
de 2 pg/ml para la anfotericina B.

Cada uno de los diferentes perfiles encontrados se identificd con un cddigo alfa-
numérico cuya equivalencia se indica en la Tabla 3.

TABLA 3. Perfiles de resistencia a antifiingicos encontrados en las levaduras estudiadas.

“BIOTIPO |AMEKCFCI “BIOTIPO | AMEKCFCI |
F1 000000 1 F26 [0 1 1211 1
F2 000001 1 F27 012002 1
F3 000002 1 F28 012101 1
¥4 000101 1 F29 0620122 1
F5 000102 1 F30 02100t 1
Fé 000201 1 F31 021102 1
F7 000202 1 F32 021211 1
F8 001202 1 F33 022211 1
F9 010000 1 F34 022212 1
F10 010001 1 F35 100000 1
Fl11 010002 1 F36 111212 1
F12 010102 1 F37 122122 1
F13 010201 1 F38 000001 0
Fl4 010202 1 F38 022002 0
F15 011002 1 F40 200000 1
F16 011202 1 F41 100100 1
F17 012202 1 F42 100102 1
F18 020202 1 F43 200002 1
F19 021002 1 Fd4 000022 1
F20 022202 1 F45 012102 1
F21 100202 1 F46 001000 1
F22 001122 1 F47 002002 1
F23 002102 1 F48 001000 1
F24 010101 1 £49 012102 1
F25 111062 1

L

4. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS
(CMD.

Se empled una técnica de dilucién en agar, utilizando un replicador de Steer‘s
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automdtico, siguiendo la técnica de Rotowa (249).

CEPAS. Cada una de las cepas a estudiar se subcultivé en SAB y se incubé a 30°C
durante 48 horas antes de su uso.

ANTIFUNGICOS. Se ensayaron: anfotericina B (Squibb), miconazol, econazol,
ketoconazol (Esteve), clotrimazol (Bayer), ciclopirox olamina (Hoesch), fluconazol (Pfizer)
y ajo fresco.

MEDIO. Se utiliz6 YMA después de hacer un estudio comparativo utilizando YNB
tamponado y sin tamponar, A3 con agar, Sabouraud, MH, y YMA con tampén y sin €l (datos
personales no publicados).

"~ SOLUCIONES STOCK. Se prepararon concentraciones madre de cada uno de los
antifingicos de 2560 ug/ml, menos de anfotericina B que fue de 640 ug/ml y de ajo que se
realizé licuando 100 g. de ajo fresco y mezcldndolo con 100 m! de agua destilada estéril para
preparar la primera dilucién, La pesada,los solventes y diluyentes utilizados se especifican
en el apartado de la caracterizacién en base al perfil de sensibilidad a los antifiingicos.

DILUCIONES. Para cada uno de los antifiingicos se preparé una bateria de 13 tubos
largos de cristal de 18x2 cm estériles. Las diluciones se prepararon en agua destilada a partir
de la solucidon madre siguiendo el esquema propuesto por Washington (302).

PREPARACION DE LAS PLACAS. Se preparé el YMA siguiendo las indicaciones
y calculando los litros segun el trabajo que se iba a realizar cada dfa. Cada una de las placas
para las 13 diluciones de cada antifiingico se preparé mezclando en un matraz 18 ml de agar
y 2 ml de la dilucidén apropiada. Las placas ya preparadas se dejaban secar toda una noche.

INOCULACION. A partir del cultivo en SAB de 48 horas se realizé una suspensién
celular de cada una de las cepas en solucién salina al 0,9%, ajustandolo con espectofotémetro
a un 85% de transmitancia. Posteriormente se hacia una dilucidn 1:10 y cada uno de los
microorganismos se inoculaba en el replicador de Steer’s automdtico en tandas de 36,
incluyen siempre cepas controles. Las placas eran entonces sembradas con ayuda del
inoculador automdtico del replicador. Una vez inoculadas se dejaban secar y se incubaban en
estufa a 30°C durante 48 horas.

LECTURA. La lectura se realiza bajo una ldmpara y sobre una superficie oscura.

INTERPRETACICN DE LA CMI. La CMI se interpretd como la concentracién mas
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baja que inhibia el crecimiento del 75% de la poblacién, respecto al control de crecimiento
positivo sin antiftingico.

5. ANALISIS ESTADISTICO

El software empleado para el manejo de datos fue el programa DBASE III plus. El
texto y las grdficas que aparecen en este trabajo se procesaron con los programas Word
Perfect 5.1 y Harvard Graphics. El estudio estadistico se realizé gracias a la colaboracién del
Dr. Javier Zamora del Departamento de Biologia Aplicada de la Cdtedra de Estadistica
uiilizando un SPSS/PC+. Este método permitié el andlisis de frecuencias de todos los
caracteres considerados en esta Tesis, la realizacién de tablas cruzadas para multiples
variables, el andlisis de distancias entre biotipos dentro de un método de tipado determinado
y el andlisis de la correlacién existente entre los distintos métodos de tipado estudiados.

El soporte hardware consistié en un ordenador IBM 386 con pantalla y teclado y una
impresora marca "Hewlett Packard", modelo Laseriet II plus.

6. COMPARACION ENTRE LOS DISTINTOS METODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

6.1 OPERATIVIDAD Y EFICACIA DE LAS TECNICAS

La operatividad (simplicidad) de cada método ha sido calculado mediante la
descomposicién de este pardmetro en los siguientes parimetros parciales:

- No necesidad de un equipamiento especial
- Facilidad en la preparacién de reactivos

- Estabilidad de productos y reactivos

- Sencillez del protocolo técnico

- Corto tiempo de realizacién

- Facilidad de interpretacién

A cada uno de estos parametros parciales, se le asigné una puntuacidn variable entre
1 y 100. Con la media aritmética de dichos valores se calculé el grado de simplicidad global.
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La eficacia se estudi6 desglosada en tres valores: tipabilidad, reproducibilidad y
discriminacién, La tipabilidad de un método se interpreté como la proporcién de una
poblacién de aislamientos que pueden ser tipados con un método (119). La reproducibilidad
se interpretd como la proporcién de cepas que dan el mismo biotipo cuando se repite la
prueba después de varios meses (119). La discriminacién se considerdé como la estimacion
de su habilidad para diferenciar entre dos cepas no relacionadas (119).

6.2 DISTANCIAS ENTRE BIOTIPOS: DENDROGRAMAS DE SIMILITUD

Para medir las distancias entre biotipos se utiliz6 un método de clasificacion
multivariable, denominado andlisis de cluster. El objetivo era obtener representaciones
grificas bidimensionales que mostraran la similitud y cercania taxondmica entre los diferentes
biotipos estudiados (13a,22,118).

Como medida de distancia taxonémica entre los biotipos se us6 la distancia Euclidea
ordinaria. Como algoritmo de clasificacién se utilizé un método jerdrquico aglomerativo
denominado Baverage o método del promedio entre grupos (average linkage between
groups).

Finalmente, de entre los posibles resultados que ofrece el analisis de cluster, se eligié
la representacion gréafica en forma de dendrogramas para su inclusidén en esta Tesis, por su
facilidad de lectura y calidad informativa (22,88,113,118).

6.3 RELACION ENTRE LOS METODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

Se analizé si los métodos de tipado estudiados guardaban algiin tipo de relacidn entre
si, o si por el contrario valoraban caracteristicas independientes.

Esta posible relacién entre los distintos métodos estudiados se analizé mediante un
Andlisis Factorial de Correspondencias entre todas las parejas de métodos posibles. Para ello
“se empled el Subprograma Anacor version 0.4 del Departamento de Teorfa de Datos de la

Universidad de Leiden, Holanda, incluido en el moddulo Categories del SPSS/PCH.

El andlisis factorial de correspondencias es un método multivariable de reduccién de
dimensiones, vdlido para variables cualitativas medidas a nivel nominal. EI objetivo de este
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método es la interpretacion de tablas de frecuencias de multiples categorfas. Este método
resume la informacién de estas tablas describiendo sintéticamente pautas de relaciones entre
variables y categorias. Para ello, se obtiene un espacio reducido, el de los factores (o
dimensiones) que condensa al méximo la informacién original. Finalmente se obtienen
graficas bidimensionales de la representacion de las distintas categorias en el plano formado
por los factores. De los resultados ofrecidos por este andlisis, fueron de gran utilidad por un
lado el porcentaje de inercia (varianza explicada) o informacidn retenida por los dos primeros
factores extraidos por el andlisis y como representacion grifica la posicién en el plano
formado por estos factores, de los distintos biotipos presentes en los dos métodos analizados
(13a,88,118).
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1. INCIDENCIA DE LEVADURAS DE INTERES MEDICO EN NUESTRO HOSPITAL

La especie aislada en la mayorfa de los casos fue C. albicans, con una frecuencia
relativa del 43,2%, que representé el 58,9% de los aislamientos orales, €l 65% de los
aislamientos procedentes de muestras genitales, el 42,4% de los aislamientos de orina, el
17,3% de los aislamientos de muestras de piel y faneras y el 42,4% de los aislamientos
invasivos. En cuanto a su distribucidén en cada tipo de muestra, C. albicans se aislé con mds
frecuencia en las muestras orofaringeas, donde se encontraron el 33,5% de las cepas, seguido
de las muestras invasivas (22,3%) y las muestras genitales (20,8%).

C__tropicalig le siguié en frecuencia con un porcentaje del 14,5%. Se encontrd en un
30,6% de las muestras de orina, un 17,8% de las muestras orofaringeas, un 17% de las
muestras invasivas, un 9,8% de las muestras de piel y faneras y un 5% de las muestras de
genitales. En cuanto a su predileccién anatémica, un 30,2% de las cepas de C. tropicalis se
localizaron en la region orofaringea y se mostrd invasiva en un 27% de los casos.

C. parapsilosis fue el siguiente microorganismo aislado con una frecuencia relativa del
12,2%, encontrdndose en un 32,3% de las muestras de piel y faneras, en un 5% de las
muestras de orina, un 4% de los aislamientos invasivos, un 2,8% de las muestras orofaringeas
y un 1,7% de las muestras genitales. En cuanto a su distribucién en los distintos origenes,
C. parapsilosis mostré una enorme selectividad por las muestras de piel y faneras puesto que
el 81,1% de las cepas se aislaron de estas muestras. Hubo un 7,5% de cepas que se aislaron
de infecciones invasivas.

La siguiente levadura en frecuencia de aislamiento fue T, bejgelil que se encontré en
un 5,3% de las muestras positivas. Se aisloé en un 5,1% de las muestras de origen interno,
en un 5% de las muestras procedentes de genitales, un 3,7% de las de 1a regién orofaringea
y un 0,8% de las de muestras de piel y faneras. El 47,8% de las cepas de T. beigelii
procedian de muestras de piel y faneras, un 21,7% de infecciones invasivas, un 17,4% se
aislaron de orofaringe y un 13% de muestras genitales,

C. glabrata le siguié en frecuencia con un porcentaje de 4,1 % de los aislamientos de
levaduras. Se encontré en un 13,3% de las muestras genitales. En cuanto a su distribucién
segin los origenes de aislamiento, un 44,4% eran de muestras genitales, un 27,8% de
invasivas y en el 11,1% se aislaron de muestras de piel, faneras y orofaringeas.

C. guilliermondii fue aislada en un 3,9% de los casos, representando un 9% de los
aislamientos de piel y faneras. En cuanto a su distribucién en los distintos tipos de muestras,
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mostré una gran selectividad por las muestras de piel y faneras donde se encontraron el
70,6% de las cepas de dicha levadura, un 23,5% se aislaron de muestras orofaringeas y un
5,9% de muestras genitales.

C. krusei se aisld con una frecuencia relativa del 3% encontrandose un 38,5% de las
cepas en muestras orofaringeas y otro 38,5% en muestras de piel y faneras, un 15,4% en
muestras genitales y un 7,7% de las cepas fueron invasivas.

El siguiente microorganismo en frecuencia fue C. neoformans aislado con una
frecuencia relativa del 2,3%. Todos los aislamientos encontrados tuvieron cardcter invasivo.

C._lusitaniae se aisldé en un 2,1% de los casos, con un 44,4% de cepas que fueron
invasivas, un 22,2% se aislaron de muestras orofaringeas, otro 22,2% se encontr$ entre
muestras de piel y faneras y un 11,1% de muestras genitales.

C. famata se aislé en un 1,4% de los casos, comportindose una de las cepas como
invasiva y el resto se encontraron en muestras orofaringeas y de piel y faneras. El resto de
especies de Candida spp aisladas representd en su conjunto el 1,7% de las cepas, aisldndose
del 5,3% de las muestras de piel y faneras, del 1,7% de las muestras genitales, del 4% de

las muestras internas, un 0,9% de las muestras orofaringeas y un 2,8% de las muestras de
orina.

R. rubra y R. glutinis se aislaron en el 1,6% de los casos y siempre en muestras de
piel y faneras. G. candidum se aislé en un 1,1% de los casos, representando el 2,3% de las
muestras de piel y faneras y el 1,9% de las muestras orofaringeas. S. cerevisiae se aislé con
una frecuencia total del 0,9%, representando un 3% de las muestras invasivas y un 0,8% de
las muestras de piel y faneras. '

Los porcentajes de las especies aisladas en cada uno de los grupos considerados se

reflejan en la Tabla 1. La distribucidn de cada especie en los grupos de muestras se detallan
en la Tabla 2.

2. SENSIBILIDAD A LOS AGENTES ANTIFUNGICOS

Dentro de las cepas de C. albicans estudiadas se pudo observar una gran sensibilidad
a algunos antifiingicos como la anfotericina B (CMI,, = 0,5 ug/ml, intervalo <0,03 - 64
pg/ml), con un solo aislamiento resistente (0,5%); miconazol (CMIy, = 1 pg/ml, intervalo
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<0,03 - >256 ug/ml), con un solo aislamiento resistente a mds de 256 ug/ml; econazol
(CM1g, = 0,25 pg/ml, intervalo <0,03 - 2 pg/ml); clotrimazol (CMIy,, = 0,5 ug/ml,
intervalo <0,03- 4 pg/ml) y extracto de ajo (CMI,, = 1/640, intervalo 1/2560 - 1/320).

Encontramos una sensibilidad mds variable a algunos antifiingicos azoles como el
ketoconazol (CMIy, == 8 ug/ml, intervalo 0,06 - > 256 ug/ml) donde se encontraron 11 cepas
resistentes (5,8%) a concentraciones de 32 pg/ml o mayores y a fluconazol (CMIy = >256
pg/ml, intervalo 0,06 - >256 pg/ml) donde hubo 130 cepas con CMI >32 ug/ml (69,1%
de resistencia).

Dentro de los 63 aislamientos de C._tropicalis estudiados se pudo apreciar una gran
sensibilidad a antifiingicos como la anfotericina B (CMly = 0,5 ug/ml, intervalo 0,12 - 2
pg/ml, econazol (CMly, = 2 pg/ml, intervalo 0,06 - 4 ug/mi), clotrimazol (CMl,, = 1
pg/mi, intervalo <0,03 - 2 pg/ml), ciclopirox (CMIy, = 2 pg/mi, intervalo 0,25 - 2 pg/ml)
y ajo (CMIy, = 1/640, intervalo 1/1280 - 1/320). Se encontrd una sensibilidad variable para
otros antiflingicos como el miconazol (CMI,, = 2 ug/ml, intervalo 0,06 - >256 pg/ml)
donde se encontraron 2 aislamientos resistentes (3,2%), con un CMI de 64 ug/ml y otros 2
aislamientos con una sensibilidad intermedia (3,2%) que dieron una CMI = 8 pg/mli,
ketoconazol (CMIy, = 16 pg/ml, intervalo 0,06 - >256 ug/ml) donde se encontraron 4
aislamientos resistentes (6,3 %) a concentraciones de 32 ug/ml o mayores y 3 aislamientos que
podrian ser considerados de sensibilidad intermedia (7,9%) con una CMI = 16 pug/ml y
fluconazol (CMIg, = 128 pg/ml, intervalo 0,12 - >256 ug/ml), donde un 93% de las cepas
se comportaron "in vitro" como resistentes.

Entre los 53 aislamientos de C. parapsilosis se encontrd una gran sensibilidad a todos
los antifingicos ensayados: para anfotericina B (CMI,, = 0,5 ug/ml, intervalo <0,03 - 1
wg/ml), miconazol (CMI,, = 0,25 pg/ml, intervalo <0,03 - 4 ug/ml), econazol (CMl,, =
0,5 pg/ml, intervalo <0,03 - 4 ug/ml), clotrimazol (CMI = 0,06 pg/ml, intervalo <0,03 -
0,25 ug/ml), ketoconazol (CMIy; = 1 ug/ml, intervalo <0,03 - 8 u/ml), fluconazol (CMIy,
= 1 pg/ml, intervalo 0,06 - >256 pg/ml) que tuvo 3 cepas resistentes (5,7%) a
concentraciones de 64 pg/ml o mayores y una cepa con sensibilidad intermedia (1,9%) con
una CMI 0 4 pug/ml y ajo (CMI = 1/640, intervalo 1/1280 - 1/640).

Dentro de los aislamientos de C. glabrata también se encontrdé una gran sensibilidad
a los agentes antifiingicos ensayados: anfotericina B (CMly, = 0,5 pg/ml, intervalo 0,06 -
0,5), miconazol (CMly, = 0,25 ug/mi, intervalo <0,03 - 0,5 pg/ml), econazol (CMIy, = |
pg/ml, intervalo <0,03 - 1 pg/mi), clotrimazol (CMI,, = 0,5 pg/mi, intervalo <0,03 - 0,5
pg/ml), ketoconazol (CMl,, = 1 ug/ml, intervalo 0,06 - 2 pg/mi), ciclopirox (CMIy, = 0,5
© wg/ml, intervalo <0,03 - 0,5 pg/ml) y ajo (CMI = 1/640, intervalo 1/1280 - 1/320). El
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agente antifiingico que presentaba mds resistencias era el fluconazol (CMlg, = 128 ug/ml,
intervalo 0,25 - >256 ug/mi).

Entre los aislamientos de C._guilliermondii también se observé una gran sensibilidad
a los antifiingicos ensayados: anfotericina B (CMly = 0,25 ug/mi, intervalo 0,06 - 0,25
pg/ml), miconazol (CMIy, = 1 pg/ml, intervalo <0,03 - 1 pg/ml), econazol (CMI,, = 1
ug/ml, intervalo <0,03 - 1 ug/ml), ketoconazol (CMIy, = 8 pg/ml, intervalo <0,03 - 8
ug/ml), clotrimazol (CMI,y, = 0,5 ug/ml, intervalo <0,03 - 0,5 ug/ml ), ciclopirox (CMlIy,
= 2 ug/ml, intervalo 0,5 - 2 ug/ml) y ajo (CMIg,= 1/320, intervalo 1/2560 - 1/320). El
fluconazol resultd el agente antifiingico con mayores valores de resistencia (CMly, = >256
pg/ml, intervalo <0,03 - >256 ug/ml), con 5 aislamientos resistentes (29,4%) a
concentraciones de 64 pg/m} o superiores.

" Dentro de los aislamientos de C. krusei se observd una gran sensibilidad a los
antifingicos ensayados: anfotericina B (CMIy, = 1 ug/ml, intervalo 0,12 - 1 ug/ml),
miconazol (CMIy, = 0,5 pg/mli, intervalo <0,03 - 0,5 pg/ml), econazol (CMIy, = 0,25
pg/ml, intervalo < 0,03 - 2 ug/ml), clotrimazol (CMIg, = 0,06, intervalo <0,03 - 1 ug/ml),
ketoconazol (CMI = 0,25 pg/ml, intervalo <0,03 - 2 ug/mi), ciclopirox (CMly, = 2 ug/ml,
intervalo 0,5 - 2 pg/ml) y ajo (CMIy, = 1/320, intervalo 1/1280 - 1/160). Los aislamientos
mostraron una mayor resistencia a fluconazol con una CMIy, = 8 ug/ml y un intervalo 1 -
>256 pg/ml.

Los aislamientos de C. lusitaniae estudiados mostraron una sensibilidad variable a los
antiflingicos ensayados: anfotericina B (CMIy, = 32 pg/ml, intervalo 0,12 - 32 ug/ml), con
un aislamiento resistente (11,1%) a 32 ug/ml de anfotericina B,; miconazol (CML, = 2
ug/ml, intervalo 0,06 -2 ug/mi), econazol (CMlg, = 2 ug/ml, intervalo 0,06 - 2 ug/ml),
clotrimazol (CMly, = 4 ug/ml, intervalo 0,06 - 4 ug/ml), ketoconazol (CMI >256 ug/ml,
intervalo 0,12 - >256 ug/ml), con 4 cepas resistentes (44,4%) a concentraciones de 128
pg/ml o superiores, fluconazol (CMly, = 128 pg/ml, intervalo 0,06 - 128 pg/ml), con 6
cepas resistentes (66,7%) a concentraciones de fluconazol de 32 ug/mi o superiores;
ciclopirox (CMly, = 4 pg/ml, intervalo 1 - 4 pg/ml) y ajo (CMI,, =1/640, intervalo 1/5120 -

1/640).

En cuanto a los aislamientos de I. beigelii, encontramos una gran sensibilidad a
algunos antifingicos como ketoconazol (CMIy, = 4 pg/ml, intervalo 0,06 - 8 ug/ml),
clotrimazol (CMlg, = 0,25 ug/ml, intervalo 0,06 - 0,5 p/ml), ciclopirox (CMlg, = 1 ug/ml,
intervalo <0,03 - 4 pg/ml) y ajo (CMI,, = 1/320, intervalo 1/2560 - 1/320). Sin embargo
mostrd una sensibilidad variable a otros antifiingicos como anfotericina B (CMI,, = 32
pg/ml, intervalo 0,06 - 64 pg/ml), con 3 cepas (13%) resistentes a 32 pg/mi 0 mds de
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anfotericina B; miconazol (CMIy, = 0,25 ug/ml, intervalo 0,06 - > 256 ug/ml), donde hubo
una cepa resistente (4,3%) con una CMI >256 ug/ml y otros aislamientos de sensibilidad
intermedia con una CMI = 8 pg/ml; econazol (CMIy, = 0,25 pg/ml, intervalo 0,06 - 64
pg/ml), con un aislamiento resistente (4,3 %) que dio una CMI = 64 ug/ml y otro aistamiento
de sensibilidad intermedia que tuvo una CMI = 8 ug/ml; fluconazol (CMIy, = 128 pug/ml,
intervalo 0,06 - >256 ug/ml), con 6 cepas resistentes (26%) a concentraciones de 8 ug/ml
O superiores.

Los aislamientos de C. neoformans se mostraron muy sensibles a todos los
antifiingicos ensayados: anfotericina B (CMIy, = 0,25 ug/ml, intervalo 0,06 - 0,25 ug/ml),
para el miconazol, econazol, clotrimazol y ketoconazol tuvieron unas CMIs homogéneas de
0,06 ng/ml, para el fluconazol (CMIg, = 0,25 ug/ml, intervalo 0,06 -0,25 ug/ml), ciclopirox
(CMIg, = 0,06 pg/mi, intervalo <0,03 - 0,25 ug/ml) y por ditimo el ajo (CMI,, = 1/160,
intervalo 1/640 - 1/320).

Todos los aislamientos de C. famata estudiados mostraron una gran sensibilidad a los
antifiingicos ensayados; anfotericina B (CMIy, = 0,5 ug/ml, intervalo 0,06 - 0,5 pg/ml),
miconazol (CMly, = 0,25 pg/mi, intervalo 0,06 - 0,25 ug/ml), econazol (CMI,, = 0,25
pg/ml, intervalo 0,06 - 0,25 pg/ml), ketoconazol (CMI,, = 4 pg/ml, intervalo 0,06 - 4
pg/ml), clotrimazol (CMI = 0,06 pg/ml), fluconazol (CMIy, = 4 pg/ml, intervalo 0,06 - 4
pg/ml), ciclopirox (CMIg, = 2 pg/ml, intervalo 0,06 - 2 ug/ml) y ajo (CMI,, = 1/320,
intervalo 1/1280 - 1/320). :

El conjunto de las especies de Rhodotorula estudiadas se mostré bastante sensible a
los antifingicos ensayados: anfotericina B (CML,, = 0,25 ug/ml, intervalo 0,06 - 0,25
pg/ml), miconazol (CMIy,, = 4 pg/ml, intervalo 0,06 - 4 pg/ml), econazol (CMI,, = 0,5
pg/ml, intervalo 0,06 - 0,5 pug/ml), clotrimazol (CMIy, = 0,12 pg/ml, intervalo 0,06 - 0,12
pg/ml), ketoconazol (CMI,, = 0,12 pg/ml, intervalo 0,06 - 0,12 pg/ml), fluconazol (CMI,,
= 64 pg/ml, intervalo 0,25 - 64 ug/ml), ciclopirox (CMy, = 0,12 ug/ml, intervalo 0,12 -
2 pg/ml) y ajo (CMI,, = 1/320, intervalo 1/640 - 1/320).

El resto de especies estudiadas se mostré muy sensible a los antifiingicos estudiados:
anfotericina B (CMI;, = 0,5 pg/ml, intervalo 0,06 - 0,5 pg/ml), miconazol (CMI,, = 0,25
pg/ml, intervalo 0,06 - 0,25 pg/ml), econazol (CMIy, = 0,12 pg/ml, intervalo 0,06 - 0,25
pug/ml), ketoconazol (CMlg, = 0,5 ug/ml, intervalo 0,06 - 4 pg/ml), clotrimazol (CMlI,, =
0,5, intervalo 0,06 - 2 pg/ml), fluconazol (CMlg, = 1 pg/ml, intervalo 0,06 - 4 ug/ml),
ciclopirox (CMly, = 2 pg/ml, intervalo 0,06 - 2 ug/ml) y ajo (CMlI,, 0 1/320, intervalo
1/1280 - 1/160).
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Foto 1.

Aspecto morfoldgico de las colonias .de levaduras

creciendo sobre placas de agar con concentraciones
sucesivamente crecientes de anfotericina B (arriba)

y de ketoconazol (abajo).
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Los antibidticos ensayados asi como la CMI50, CMI90 y el intérvalo para cada una
de las especies estudiadas se refleja en la Tabla 3a y 3b. En la Tabla 4 se indican las CMIs
que mostraron las cepas control incluidas. En la Figura ! se puede observar cdmo crecian las
cepas de levaduras sobre el medio de agar con concentraciones sucesivamente crecientes de
anfotericina B y de ketoconazol.

3. METODOS DE TIPADO DE LEVADURAS

3.1 BIOTIPADO POR SISTEMA API 20C AUX

En C. albicans se encontraron 10 biotipos diferentes, de los cuales el biotipo 2576174
fue el mds frecuente, presentdndose en el 76,6% de los casos. Los demds biotipos mostraron
frecuencias mucho menores, siendo €l segundo biotipo mds importante el 2556174 con una
frecuencia relativa del 6,9%, seguido de 2776174 en un 4,8% de las cepas. El biotipo
2566174 aparecid con una frecuencia del 3,7% y el biotipo 6576174 con una frecuencia del
2,7%. Los 5 biotipos restantes tuvieron unas frecuencias entre 1,6% y 0,5%.

Entre las muestras orofaringeas el biotipo mayoritario fue el 2576174 en un 76,2%.
El segundo biotipo mds frecuente fue el 2776174 en un 7,9%, que reunid en estas muestras
el 55,6% de las cepas con dicho biotipo. Entre {as muestras genitales el biotipo dominante
también resultd ser el 2576174 en un 71,8%, seguido del 2556174 en un 10,3%. Entre las
muestras de piel y faneras el biotipo mayoritario fue el 2576174 en un 69,6% de las cepas,
seguido del 2556174 en el 13%. Entre las muestras de orina ocurrié lo mismo: 2576174
(76,2%) y 2556174 (14,3%). En las cepas invasivas de C. albicans, el 2576174 también fue
el biotipo mayoritario (85,7%), seguido del 2566174 (7,1%) donde se agruparon el 42,9%
de las cepas con dicho biotipo.

Los niimeros de aislamientos correspondientes a cada uno de los biotipos API20C
AUX encontrados en los distintos grupos de muestras considerados se reflejan en la Tabla 5.

En C. tropicalis se encontraron 11 biotipos, siendo el mds frecuente el 2556175 en un
34,9% de los casos, seguido del 2576175 en un 27% y el 2556375 en el 12,7% de los
aislamientos. Hubo dos biotipos con una frecuencia relativa del 6,3% : 6556135 y 6556175.
Los biotipos restantes tuvieron una frecuencia del 1,6%.

Entre las muestras orofaringeas el biotipo principal fue el 2556175 en el 36,8%,
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seguido del 2576175 en el 31,6% y det 2556375 en el 21,1%. Los 3 aislamientos encontrados
en muestras genitales dieron morfotipos diferentes. Entre las muestras de piel y faneras hubo
dos biotipos dominantes, el 2556175 y el 2576175, ambos con una frecuencia relativa del
30,8%, seguido del 6556135 en el 15,4%. El resto de los biotipos presentes o hicieron con
una frecuencia del 7,7% (6556175, 6566174, 6576175). Entre-las muestras de orina
predominé e! biotipo 2556175 en un 45,5%, seguido del 6556175, donde se agruparon el
75% de las cepas con dicho biotipo. En las muestras invasivas predomind el biotipo 2556175
en un 35,3%, seguido del 2576175 en el 29,4% y el 2556375 en el 11,8%.

En el caso de C. tropicalis encontramos 11 biotipos que se diferencian por la
capacidad variable de cada biotipo para asimilar glicerol, arabinosa, adonitol, xilitol, inositol,
metil-D-glucosidasa, N-acetil-glucosamina, galactosa, celobiosa,trehalosa y melizitosa. El
biotipo 2556175 fue el mds aislado con una frecuencia del 34,9%, seguido de 2576175 en el
27%, 2556375 en el 12,7%, los biotipos 6556135 y 6556175 ambos en el 6,3% y el resto con
una frecuencia del 1,6%. El biotipo 2556175 fue el mds frecuente en todas las muestras
analizadas. En las muestras orofaringeas, de piel y faneras y cepas invasivas el segundo
biotipo en importancia fue 2576175, En las muestras de orina el segundo biotipo mds aislado
fue 6556175, que fue tercero entre las muestras de piel. El tercero en frecuencia en las cepas
invasivas y las orofaringeas fue el biotipo 2556375.

Los biotipos API20C AUX encontrados en esta especie asi como su distribucién en
los distintos grupos de muestras considerados se reflejan en la Tabla 6.

Entre los aislamientos de C. parapsilosis se encontraron 11 biotipos diferentes de los
cuales 6756135 fue el mas frecuente representando un 35,8% de la poblacién, seguido del |
6756135 en un 28,3% y el 6752135 en un 11,3%. El biotipo 6772175 aparecié con una
frecuencia del 5,7% y con unas frecuencias del 3,8%, los biotipos 2746174, 2752175,
6656175. El resto de los biotipos mostraron una frecuencia del 1,9%.

Las 3 cepas encontradas en muestras orofaringeas dieron biotipos diferentes (2746174,
6656175, 6756175). La unica cepa encontrada en muestras genitales mostrd el biotipo
6656175, en las muestras de piel y faneras predominé el biotipo 6756175 (37,2%), seguido
del 6756135 en el 25,6% y el 6752135 en el 14%, donde se agruparon los seis aislamientos
con dicho biotipo. Quince de las 43 cepas aisladas en las muestras de piel dieron biotipos que
sélo se encontraron en estas muestras.

Los 11 biotipos de C. parapsilosis se diferenciaron por la variabilidad en la
asimilacién de glicerol, arabinosa, adonitol, xilitol, sorbitol, MDG vy trehalosa.
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Los biotipos API20C AUX encontrados en dicha especie asi como su distribucién en
los grupos de muestras considerados viene especificado en la Tabla 7.

Los aislamientos de T_ beigelii estudiados mostraron 13 biotipos diferentes, con dos
biotipos mayoritarios que representaron el 17,4% (2744774) y el 13% (2744775) de la
poblacién. Hubo 5 biotipos con una frecuencia del 8,7% (2740775, 2744777, 2745737,
2545775 y 6745775) y los 6 biotipos restantes tuvieron una frecuencia del 4,3%. Entre las
muestras orofaringeas se encontraron 3 biotipos, siendo el mas frecuente el 2744775 que
representd el 50% de las cepas aisladas en boca y el 67% de las cepas con dicho biotipo. Los
3 aislamientos de T. beigelii encontrados en muestras genitales dieron biotipos diferentes.
Entre las muestras de piel y faneras se encontraron 2 biotipos mayoritarios, 2744777 y
2745737, que tuvieron una frecuencia del 18%. Los otros 7 biotipos encontrados en estas
muestras tuvieron frecuencias del 9%. El biotipo mayoritario entre las cepas invasivas fue
2744774 que representd el 40%. Hubo 2 biotipos (6757775 y 6767774) que séio se
encontraron entre las cepas virulentas.

Los biotipos API20C AUX encontrados en esta especie asi como su distribucién en
los grupos de muestras consideradas se refleja en la Tabla 8.

Entre los aislamientos de C. glabrata sélo se encontraron 4 biotipos diferentes siendo
uno de ellos mayoritario (2000040), que representé el 83,3% de la poblacion, los otros 3
biotipos restantes estuvieron representados por un sélo aislamiento cada uno y se localizaron
en una muestra genital (2000100) y dos muestras de piel (2000041 y 6000040).

Los biotipos API20C AUX encontrados en esta especie asi como su distribucién en
los grupos de muestras considerados se expresa en la Tabla 9. Los biotipos API20C AUX
observados en las cepas control ensayadas se detallan en la Tabla 10. En la Figura 2 se puede
observar como era el API 20C AUX realizado a una cepa de C. albicans de nuestra
coleccién, con biotipo 2576174.

3.2 PERFIL ENZIMATICO

Se estudié el perfil enzimdtico de 435 levaduras de nuestra coleccion utilizando las 19
enzimas hidroliticas contenidas en la galeria API ZYM para evaluar sus posibilidades como
herramienta para tipar levaduras.
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Foto 2. Aspecto de una cepa de C. albicans creciendo en una

galeria API 20C AUX. La cepa fotografiada tenia el

biotipo 2576174.



Resultados

Con la galerfa API ZYM detectamos 19 perfiles enzimdticos en C. albicans,
destacdndose 4 biotipos mayoritarios, el E10 en un 37,8%, el E1 en un 14,1% y el E16 en
un 10,3%. Se encoatraron 7 biotipos con una frecuencia relativa de 1,1% 0 menos.

Cuando se analizé 1a distribucién de estos perfiles en cada tipo de muestras, E10
resultd el perfil mayoritario entre las cepas invasivas, (31,7%9, orofaringeas (13%), genitales
(53,8%) y de piel y faneras (34,8%) y el segundo en frecuencia entre {as muestras de orina
(19%). El, resulté el segundo biotipo en importancia entre las cepas invasivas (19,5%) y de
piel y faneras (21,7%), y fue el primero en frecuencia entre las muestras de orina (28,6%).
El tercer perfil enzimdtico, E16, se distribuyd en los distintos tipos de muestras ocupando el
segundo lugar en frecuencia entre las muestras genitales (20,5%) y de cavidad orofaringea
(9,8%). E12, que se encontrd en un porcentaje del 9,7%, fue el tercer perfil encontrado entre
las cepas invasivas (12,2%). Otros perfiles enzimdticos menos frecuentes fueron E6 que
aparecié con una frecuencia relativa del 6,5% y representé un 13% de las muestras de piel
y ufias, y un 7,3% de las cepas invasivas; E1l que se aislé en un 3,2% de los casos y E4
un 2,7%, encontrindose 3 de las cinco cepas en muestras orofaringeas. E18 también tuvo una
frecuencia relativa del 2,7% y 3 de las cinco cepas resultaron invasivas. E17, se encontré en
un 2,2 % de los casos y 3 de los cuatro aislamientos se localizaron en muestras orofaringeas.
Entre los biotipos de baja frecuencia destacaron E8 (0,5%9, E13 (1,1%), E19 (1,1%) y E21
(1,1%) que solo se localizaron entre las muestras orofaringeas y E9 (0,5%) y W15 (1,6%)
que fueron cepas virulentas.

Los perfiles enzimdticos encontrados en esta especie y su distribucién en los grupos
de muestras considerados se reflejan en la Tabla 11. '

La mayoria de los aislamientos de C. albicans posefan actividad fosfatasa alcalina,
esterasa C4, esterasa lipasa C8, lipasa C14, leucina arilamidasa, valina arilamidasa, cistina
arilamidasa, fosfatasa dcida, fosfoamidasa, aglucosidasa y N-acetil-Bglucosaminidasa.

Entre los aislamientos de C. tropicalis se encontraron 15 perfiles diferentes, siendo
3 de ellos mayoritarios y el resto minoritarios, compartiendo seis de ellos con C. albicans.
El perfil mds frecuente fue E16 en un 28,3% de los casos, coincidiendo con el perfil
mayoritario encontrado en C. albicans que resulté ser el perfil mds frecuente entre las
muestras de genitales (66,7%), orofaringeas (33,3%) y muestras de orina (55,6%).
Representé el 13% de las cepas invasivas. Le siguié en frecuencia el perfil E36 que
representd un 18,9% de los casos, fue el biotipo mas frecuente de las muestras superficiales
(36,4%) e invasivas (20%) y el segundo en frecuencia entre las muestras genitales (33,3%)
y de orina (22,2%). El tercer perfil en frecuencia fue E10 en un 11,3% de los casos que se
localizé en un 20% de las cepas invasivas y un 13,35 de las muestras orofaringeas. E35
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aparecié con una frecuencia relativa del 7,5% con tres de cuatro aislamientos localizados en
muestras orofaringeas. Otros perfiles que aparecieron con menor frecuencia fueron E31
(3,8%), E34 (1,9%), E38 (1,9%) y E39 (1,9%) que se localizaron s6lo en cepas virulentas.

Los perfiles enzimdticos encontrados en C. tropicalis as{ como su distribucién en los
grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 12.

C. tropicalis presenté un perfil similar a C. albicans pero mostré en menor proporcion
las actividades lipasa Cl4 y Nacetil3glucosaminidasa. La mayoria de las cepas presentd

actividad Bglucosidasa que en C. albicans fue muy reducida.

En C. parapsilosis se encontraron 13 perfiles diferentes, compartiendo tres de ellos
con C. albicans. El biotipo mayoritario fue E11 en un 37,5%. E13 le siguié en un 18,8% y
E23 en el 10,4%. Hubo 5 biotipos representados por un sélo aislamiento.

E11, fue el perfil mayoritario entre las muestras de piel y faneras (38,5%) y el 66,7%
de las orofaringeas, ademds de uno de los tres aislamientos de C. parapsilosis que resultaron
virulentos. El siguiente perfil en frecuencia fue E13 que resulté el segundo perfil mas
frecuente entre las muestras de piel y faneras y tuvo un aislamiento con capacidad invasiva.
El tercer perfil importante fue E23, con una frecuencia relativa del 10,4% que se encontré
sélo en muestras superficiales (12,8%). Le siguié E26 en un 6,3% de las cepas que fue el
lnico aislamiento de muestras genitales y los dos de orina. Por dltimo destacar E15 en un
4.2% con un aislamiento en muestras de piel y faneras y otro con capacidad invasiva.

Los perfiles enzim4ticos encontrados en esta especie asi como su distribucién en los
distintos grupos de muestras considerados se detalla en la Tabla 13.

C. parapsilosis comparada con C. albicans presenté un menor porcentaje de
actividades lipasa C14 y cistina arilamidasa, sélo un 2% posefa actividad Bglucosidasa y no
mostré actividad Nacetilfglucosaminidasa.

Entre los aislamientos de T._beigelii se encontraron 14 perfiles enzimdticos diferentes,
con dos de ellos mayoritarios y el resto representados por una sola cepa. El perfil mayoritario
agrupé el 30% de las cepas con 3 aislamientos de piel, 2 orofaringeas y una cepa virulenta.
El segundo biotipo de interés fue E21 (10%) que se localizé solo en orofaringe. Entre los
perfiles minoritarios fueron de interés E19, E47 y E48 (5% cada uno) que se encontraron sélo
en cepas virulentas, y E34 y E50 que fueron los dos aislamientos de muestras genitales.

Los perfiles enzimdticos observados en esta especie asi como su distribucién en los
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grupos de muestras considerados vienen reflejados en la Tabla 14.

En cuanto a los aislamientos de C. glabrata se encontraron 5 perfiles. enzimaticos
representando E15 el 64,7% del total que coincidié con el perfil mayoritario de las cepas
invasivas (60%) y las cepas encontradas en muestras de piel y faneras, orina y orofaringeas.
Los perfiles E3 (11,8%) y E38 (5,9%) incluyeron los otros dos aislamientos de C._glabrata
que resultaron invasivos.

Los perfiles enzimaticos encontrados en dicha especie asi como su distribucién en los
diferentes grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 15. Los perfiles
enzimdticos encontrados en las cepas control utilizadas se refleja en la Tabla 16.

La actividad fosfatasa alcalina la presentaron la mayorifa de los aislamientos estudiados
pero no todos. La actividad esterasa C4 y esterasa lipasa C8 se observaron en todas las
levaduras evaluadas dando igual el género o especie al que pertenecfan. La actividad lipasa
C14 mostré una gran variabilidad. La actividad leucina arilamidasa estuvo presente en casi
todos los aislamientos estudiados excepto en C. parapsilosis donde se observd en un 96.6%
de los mismos.La actividad tripsina, quimtotripsina y afucosidasa no estuvieron presentes en
ninguno de los aislamientos ensayados. Las actividades fosfatasa dcida y fosfoamidasa
estuvieron presentes en el 95% o mds de los aislamientos. la actividad agalactosidasa se
observé en un nimero escaso de cepas de C._ albicans (0.5%), T. beigelii (4.3%) y C.
glabrata (5.5%). La actividad Bgalactosidasa sdlo la presentaron T. beigelii en el 34.8% de
los aislamientos y C. glabrata en el 5.5%.

Las actividades oglucosidasa, Bglucosidasa y Nacetil-Bgiucosaminidasa fueron
extremadamente variables en las distintas especies estudiadas oscilando su presente entre el
0% para C. glabrata y el 95.2% en ¢l caso de C. tropicalis para la aglucosidasa. La actividad
afucosidasa se detecté en muy pocos casos.

Los porcentajes de actividad enzimdtica observados en las especies mds frecuentes para
la 19 enzimas ensayadas se expresan en la Tabla 17.

En la Figura 3 se muestran los API ZYM realizados a algunos de los aislamientos de
nuestra coleccidn. Dichos perfiles corresponden a las siguientes especies indicadas en orden

de arriba hacia abajo: C. albicans, C. tropicalis, C. neoformans, T. beigelii y C. parapsilosis.
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Perfil enzimatico mostrado por algunos aislamientos

de levaduras de nuestra coleccién utilizando 1la

galeria API ZYM. 1: C. albicans, 2: C. tropicalis,

3: C. parapsilosis, 4: T. beigelii, 5: C.

neoformans.
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3.3 RESISTOTIPADO

Dentro de los aislamientos de C. albicans encontramos 23 resistotipos diferentes de
los cuales cuatro fueron mayoritarios y el resto fueron minoritarios. El primer resistotipo
encontrado en frecuencia fue OCOBOOQ que representd un 20,7% de la poblacién, seguido
de OCOOO0O0O0 en un 17%. El resistotipo OCOBOOQO fue el resistotipo mds frecuente entre
las muestras genitales (28,2%) y de piel y faneras (43,5%), el 19% de las muestras de orina
y el 19% de las cepas invasivas. El segundo resistotipo en frecuencia, OCOOOOQO, fue el
mayoritario entre las muestras orofaringeas (22,2%) y las cepas invasivas (21,4%), el
segundo en frecuencia entre las muestras genitales (13%) y el 19% de las muestras de orina.
El tercer resistotipo mayoritario fue OCOBOOL que representd el 12,8% de la poblacién y
se encontrd en el 19% de las cepas virulentas, el 14,3% de las muestras de orina y el 21,7%
de las muestras de piel y faneras. OOOBOQO tuvo una frecuencia del 9,6% del total de
aislamientos y fue el segundo resistotipo en frecuencia entre las cepas de muestras
orofaringeas y genitales y 4 cepas de origen invasivo. OOOQO00OO también tuvo una
frecuencia relativa del 9,6%, siendo el primer resistotipo en frecuencia entre las muestras de
orina y el tercero entre las muestras orofaringeas.

Los resistotipos encontrados en esta especie asi como su distribucion en los distintos
grupos de muestras considerados en este estudio se detallan en la Tabla 13.

En cuanto a la resistencia a cada uno de los compuestos quimicos utilizados en esta
técnica, se observd que las resistencias a S-fluorocitosina se localizaban en las muestras
orofaringeas (14,3%), frente al 0% en piel. En cuanto al citrato los porcentajes oscilaron
entre un 61,9% en muestras de orina y el 86,9% de las muestras- de piel y faneras. La
resistencia a 4cido bérico oscild entre el 47,6% de los resistotipos de muestras de orina y el
86,9% de las de muestras de piel y faneras. Solamente el 7,1% de los biotipos de orina
fueron resistentes a sal frente al 26,9% de los resistotipos de muestras orofaringeas. En
cuanto a la capacidad de crecer en MacConkey no se observaron diferencias entre los
resistotipos encontrados en C. albicans encontrados en las distintas dreas anatomicas.

Dentro de los aislamientos de C. tropicalis se encontraron 20 resistotipos diferentes
de los cuales OCOBOOO fue el mayoritario en el 38,1% de los casos coincidiendo con el
resistotipo mayoritario de C. albicans. Fue el resistotipo mds importante entre las muestras
orofaringeas (36,8%), genitales (66,7%), de origen interno (35,3%), orina (45,5%) vy
muestras de piel y faneras (30,8%). El segundo resistotipo importante fue OCOBKKO, con
una frecuencia relativa del 9,5%, que fue el segundo biotipo encontrado entre las cepas
invasivas. El resto de los resistotipos estuvieron representados por tres 0 menos aislamientos,
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aunque fue de destacar UCOBKOO (4,8%) que sdlo se localiza en muestras orofan’ngeas
donde fue el segundo resistotipo en frecuencia (15,8%), OCOBKOO (3,2%) que fue el
segundo resistotipo encontrado en importancia entre las muestras de orina (18,2%) y
OCFBOOL (3,2%) que resulté el segundo en frecuencia entre los aislamientos de piel y
faneras (15,4 %).

Los 20 resistotipos encontrados en esta especie asi como su distribucién en los grupos
de muestras considerados se detallan en la Tabla 19.

En cuanto a la resistencia a compuestos quimicos se observd que un 66,6% de los
resistotipos de las muestras genitales eran resistentes a 5-fluorocitosina frente al 0-1% de las
cepas invasivas y de las de orinas. Los tres aislamientos resistentes a urea se localizaron entre
las muestras orofaringeas. La resistencia a citrato, en C. tropicalis oscilé entre el 9% en los
resistotipos de muestras de orina y el 100% en las muestras genitales. En cuanto al 4dcido
bdrico, no hubo grandes variaciones, oscilando entre el 76,5% en el caso de las cepas
virulentas y el 100% de los resistotipos de muestras genitales y de orina. No hubo ninguna
cepa de muestras genitales capaz de crecer a las concentraciones de sal utilizadas en este
estudio, mientras que s{ lo hicieron el 41-45% de los resistotipos encontrados entre las cepas
invasivas y las de orina. En placas de agar de MacConkey no crecid ninguna cepa procedente
de muestras genitales y si lo hicieron hasta un 46% de las cepas de muestras de piel y
faneras.

Entre los aislamientos de C, parapsilosis se encontraron 13 resistotipos diferentes de
los cuales tres fueron los mayoritarios. OCOBKKL representd el 30,2% del total y se
encontrd solo entre muestras de piel y faneras (37,2%). Le siguié en frecuencia OOOBKKL,
con una frecuencia relativa del 15,1%, que fue el segundo resistotipo en frecuencia entre las
muestras de piel y faneras. El tercer resistotipo en frecuencia fue OCOOKKL en un 13,2%
de los casos y que fue el tercer resistotipo més frecuente entre las muestras de piel y faneras.
OOOOKKL tuvo una frecuencia relativa del 11,3% y representé el 50% de los resistotipos
encontrados entre las muestras invasivas. El 81,1% de los aislamijentos de C, parapsilosis se
localizaron en piel y faneras y de ellos el 72% de los resistotipos fueron resistentes a citrato,
el 11,6% fueron resistentes a S-fluorocitosina, el 65,1% lo fueron a dcido bérico, el 86% a
las concentraciones de sal empleadas y el 95,3% fueron capaces de crecer en MacConkey.

Los 13 resistotipos encontrados en esta especie asi como su distribucién en los
distintos grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 20.

Dentro de los aislamientos de T. beigelii se encontraron 9 resistotipo diferentes. El
resistotipo més frecuente fue OCFBOOL que representé un 21,7% del total de cepas y se
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localizé en una cepa invasiva, una oral y tres de muestras de piel y ufas. Le siguid en
frecuencia OOOBOQO en un 17,4% de los casos, representando el segundo biotipo mds
frecuente en muestras de piel y faneras (3 cepas). Hubo 3 resistotipos con una frecuencia del
13%, OCFBOOO que se encontré en una cepa invasiva y dos de piel, OOOBOOL, que se
encontré en un aislamiento oral y dos de origen genital y OO0O0OOO que coincidid con un
aislamiento oral y dos cepas invasivas. UCFBOOL apareci6 con una frecuencia del 8,7% y
se encontrd en una cepa invasiva y otra de piel. El resto de los resistotipos tuvo una
frecuencia del 4,3% y representaron un tnico aislamiento en cada caso.

Los 9 resistotipos encontrados en esta especie asi como su distribucién en 1os distintos
grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 21.

En C. glabrata se encontraron 9 resistotipos de los cuales OOOBKOQ fue el més
frecuente en el 33,3% de los casos, representando el 60% de las muestras invasivas, el 100%
de las muestras de orina y el 25% de las genitales. El siguiente resistotipo en frecuencia fue
OOOBOOQOL en el 22,2% de los aislamientos, que representd el 20% de las cepas invasivas,
el 25% de las muestras genitales y el 50% de las muestras orales. OOOBKKO aparecié con
una frecuencia del 11,1% y se encontrd en ¢l 20% de las muestras invasivas y el 50% de las
muestras orofaringeas. El resto de los resistotipos tuvo una frecuencia relativa del 5,6%.

Los 9 resistotipos encontrados en esta especie as{ como su distribucidn en los distintos
grupos de muestras considerados se reflejan en la Tabla 22.

No encontramos ningiin aislamiento de C, albicans o de C. parapsilosis capaces de

crecer un presencia de urea. En C. tropicalis hubo un 4,8% de cepas resistentes a la
concentracion de urea utilizada, en T. beigelii un 8,7% y en C. glabrata un 5,6%.

En la Figura 4 aparecen algunos de los medios utilizados para la determinacion de los
resistotipos.

A la concentracién de citrato utilizada fueron capaces de crecer un 72,8% de los
aislamientos de C. albicans, un 80,9% de C. tropicalis, un 66% de C. parapsilosis, un 47,8%
de T, beigelii y un 11,1% de C._glabrata. En presencia de S5FC crecié un 9% de C. albicans,
un 12,7% de C. tropicalis, un 9,4% de C. parapsilosis, un 56,5% de T. beigelii y un 5,6%
de C. glabrata. La concentracion de dcido bérico utilizada no inhibid el 64,9% de C.
albicans, el 82,5% de C. tropicalis, el 56,65 de T. beigelii y el 94.4% de C. glabrata. A
concentraciones de un 11% de NaCl resistieron un 18% de C. albicans, un 34.9% de C.

tropicalis, un 84,9% de C. parapsilosis y un 61,1% de C. glabrata. T. beigelii fue
completamente inhibido a esta concentracidn.
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Foto 4.

Aspecto de las colonias de levaduras creciendo sobre

placas de agar con algunos de los compuestos
quimicos utilizados para la determinacién de los

resistotipos.
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Para una concentracién de 13% de sal hubo un 0,5% de resistencia en C. albicans
un 19% en C. tropicalis, un 79,2% en C. parapsilosis y un 27,8% en C. glabrata. En placas
de MacConkey fueron capaces de crecer un 27,1 % de C. albicans, un 23.8% de C. tropicalis,
un 94,3% de C. parapsilosis, un 52,2% de T. beigelii y un 44.4% de C. glabrata.

Las frecuencias relativas de resultados positivos a cada uno de los compuestos
quimicos utilizados en la técnica de resistotipado para las 5 especies mayoritarias se expresan
en la Tabla 23. Los resistotipos encontrados en cada una de las cepas control ensayadas se
indican en la Tabla 24.

3.4 MORFOTIPADO I

De entre los 435 aislamientos de levaduras estudiados, se encontraron 73 morfotipos
diferentes. En C. albicans se obtuvieron 46 morfotipos diferentes. de los cuales 7540 fue el
mds frecuentemente observado en un 34,6% del total de aislamientos. Le siguieron en
importancia los morfotipos 7340 con una frecuencia relativa del 10,6%, 0000 en un 6,9% de
los aislamientos y 7330 en un 5,9%. Se encontraron 11 morfotipos con una frecuencia
relativa del 1,1% y 23 morfotipos que se aislaron con una frecuencia del 0,5% cada uno.

En cuanto a la distribucidén de los distintos morfotipos de C. albicans en cada tipo de
muestra, encontramos que el morfotipo mayoritario, 7540, era el mas frecuentemente
encontrado en muestras orofaringeas, representando el 42,9% de estas. Le siguieron en
frecuencia nueve (39,1%) de los 23 morfotipos unitarios que se detectaron y que
representaron el 14,4% de estas muestras. El siguiente morfotipo de interés entre estas
muestras fue el morfotipo 0000 que se encontrd en un 6,3% de dichas muestras. Por tltimo,
cabe destacar que dos de los tres aislamientos con morfotipo 7320 procedian de muestras
orales. Entre las muestras genitales destacé el morfotipo "5340, con un 66,7% de las cepas
con dicho morfotipo localizadas en estas muestras. Le siguid el morfotipo 7330, un 63,6%
de cuyas cepas se aislaron de muestras genitales. Los aislamientos de piel y faneras estuvieron
representados en su inmensa mayoria por morfotipos minoritarios. El mds frecuente fue el
morfotipo 7540, que en el 43,5% se localizé en muestras de piel, aunque dentro de estas
muestras su frecuencia fue sélo del 15,4%. En las muestras de orina el morfotipo 7540
también fue el mayoritario representando el 38,1% de estas muestras. Los morfotipos
unitarios se encontraron en un 14,4% de los casos y el resto estuvo representado por
morfotipos con bajas frecuencias. Entre las cepas virulentas se encontraron dos morfotipos
especificos de dichas muestras, 3220 y 5321 (100%). El morfotipo 7340 se encontré en estas
muestras con una frecuencia del 45%.
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Los morfotipos I encontrados en esta especie asi como su distribucién en los diferentes
grupos de muestras considerados se indican en la Tabla 25.

Entre los aislamientos de C. tropicalis estudiados, se encontraron 19 morfotipos
diferentes. El mds importante fue el morfotipo 7540, que reunié el 33,3% de las cepas y que

coincidié con el morfotipo mayoritario encontrado en C. albicans. Le siguieron en frecuencia
el 7546 en un 22%, el 0000 en un 11,1% de los casos y el 5214 en el 6,2%. Hubo 13
morfotipos que estuvieron representados por un tinico aislamiento.

Entre las cepas de C. tropicalis procedentes de muestras orofaringeas, el morfotipo
mayoritario fue el 7540, donde se concentrd el 52,6% del total de dicho morfotipo. Hubo dos
morfotipos que sélo se encontraron en estas muestras, el 7336 y el 7516. Las tres cepas que
procedian de muestras genitales mostraron morfotipos diferentes: 5540,7542 y 7546.

El morfotipo 0000 se localizé en un 42,9% de las muestras de piel y faneras, y el
morfotipo 5214 lo hizo en un 75% de sus cepas. Hubo dos morfotipos que sélo se
encontraron en dichas muestras: 5341 y 7548. El morfotipo mds comdn entre las muestras
de orina fue 7546 que representd el 54,5% de las muestras de orina, seguido de 7540 en un
18,2% y de tres morfotipos exclusivos de dichas muestras: 7334, 7346 y 7532, Entre los
aislamientos con cardcter invasivo se encontraron un 35,3% de las cepas con morfotipo 7540
y 7 aislamientos de los 11 restantes mostraron morfotipos que no se encontraron entre las
demds muestras.

Los morfotipos I encontrados en esta especie asi como su distribucién en cada uno de
los grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 26.

C. parapsilosis mostré poca variabilidad ya que sélo un aislamiento manifesté
caracteristicas en el borde de la colonia. De los 7 morfotipos encontrados, 0006 fue el
mayoritario, representando un 50% del total de aislamientos. Le siguieron en frecuencia 0000
en el 24,5%, 0001 en el 9,4% de las cepas y 0004 en el 7,5%. En muestras de piel y faneras
se localizaron el 81,1 % de los aislamientos de C. parapsilosis._El morfotipo mayoritario entre
las muestras invasivas y las orofaringeas fue 0006, con porcentajes del 75% y del 67%
respectivamente.,

Los morfotipos I encontrados en dicha especie as{ como su distribucién en los distintos
grupos de muestras considerados se reflejan en la Tabla 27.

En el caso de T. beigelii, se encontraron 11 morfotipos diferentes siendo los mds
frecuentes el 7541 en €l 26,15 de los casos seguido del 7548 y 7511, ambos en un 13%.
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Otros morfotipos como 7536, 7540 y 7546 se observaron con una frecuencia del 8,7%. Entre
las muestras orofaringeas se encontraron dos aislamientos con morfotipo linico para estas
muestras: el 7516, Entre los aislamientos genitales hubo uno de tres aislamientos especifico
para estas muestras (5318). Entre las muestras de piel y faneras el morfotipo mayoritario fue
el 7511 con una frecuencia del 27,3% y 4 de nueve aislamientos correspondieron con dos
morfotipos caracteristicos de estas muestras. En las muestras invasivas 4 de siete cepas
correspondieron a morfotipos especificos, siendo el morfotipo mayoritario el 7541 con una
frecuencia del 40%.

Los morfotipos I encontrados en esta especie asi como su distribucién en cada uno de
los grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 28.

Los porcentajes de positividad a cada una de las caracterfsticas consideradas en el
morfotipado I para las § especies mayoritarias estudiadas se reflejan en la Tabla 29.

Los morfotipos I encontrados para cada una de las cepas control incluidas en este
estudio se indican en la Tabla 30.

3.5 MORFOTIPADO I

En C. albicans se encontraron los 7 morfotipos posibles, siendo BAF el mds frecuente
en ¢l 41 % de las cepas, seguido de BD en el 24,5% y de BEF en un 22,3% de la poblacién.
Entre las muestras orofaringeas BAF, fue el morfotipo mayoritario que agrupé el 49,2% de
dichas muestras. Le siguieron en frecuencia BEF en un 15,9% y BD en el 12,7%. La tdnica
cepa de C. albicans con morfotipo BAG se localizd en estas muestras. Entre las muestras
genitales, el morfotipo mayoritario fue BAF en un 41% de las cepas de dichas muestras,
seguido de BEF en el 33,3% y de BD en el 10,3%. Las muestras de piel y faneras tuvieron
también como morfotipo mayoritario BAF en un 52,2% de los casos, seguido de BD en el
17,4% y de BEF en ¢l 13%. Entre las muestras de orina, BAF siguid siendo el mds frecuente
en el 47,6% de las cepas, seguido de BD en el 23,8% y BEF en el 14,3%. Entre las muestras
invasivas, el morfotipo mayoritario fue BD en el 35,7%, seguido de BEF en el 31% y de
BAF enel 19%.

Los morfotipos encontrados en esta especie asi como su distribucién en los grupos de
muestras considerados se indican en la Tabla 31.

En C. tropicalis no se encontrd ningiin morfotipo BD y el morfotipo mayoritario fue
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BAF en el €9,3%, coincidiendo con C. albicans. Le siguié en frecuencia SB en el 15,9%.
Entre las muestras orofaringeas BAF fue con mucho el mds frecuente en el 78,9%,
encontrandose 3 cepas que tuvieron morfotipos SB, BEF y BAG. Las 3 cepas de C. tropicalis
encontradas en muestras genitales mostraron morfotipos BD (33%) y BAF (66,7%). Las
muestras de piel y faneras tuvieron dos morfotipos mayoritarios SB y BAF con frecuencias
del 46,2% cada uno. Un aislamiento tuvo morfotipo BD. Los 11 aislamientos procedentes de
muestras de orina tuvieron sélo 2 morfotipos: BAF en un 81,8% y F en el 18,2%. Las
muestras invasivas estudiadas tuvieron mds variedad de morfotipos encontrindose BAF como
morfotipo mayoritario en el 64,7% de los casos seguido de SB en el 17,6% y BD, BEG y
BAGenel 5,9%.

Los morfotipos encontrados en esta especie asi como su distribucidn en los grupos de
muestras considerados se indican en la Tabla 32.

En C. parapsilosis sélo hubo un morfotipo mayoritario, SB, en el 98,1% de los
aislamientos, encontrdndose sdlo una cepa con morfotipo BEF que se aislé de una muestra
de piel. Dichos morfotipos y su distribucién en los grupos de muestras considerados vienen
indicados en la Tabla 33.

El morfotipo mayoritario en el case de T. beigelii también fue BAF en un 73,9%,
seguido de BAG en un 17,4% y BD en un 8,7%. En las muestras orofaringeas el morfotipo
dominante fue BAF en el 75% y hubo una cepa con morfotipo BAG. Las 3 cepas de T,
beigelii encontradas en muestras genitales tuvieron el morfotipo BAF (66,7%) y BD (33,3%).
Las muestras de piel y faneras dieron como morfotipo dominante BAF en el 72,7% de los
casos, seguido de BAG en el 18,2% y de una cepa con morfotipo BD. Las cepas virulentas
mostraron en el 80% de los casos morfotipo BAF, encontrando una cepa con morfotipo BAG.

Los morfotipos encontrados en esta especie asi como su distribucién en cada uno de
los grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 34.

La caracterizacién de otras especies y géneros de levaduras por el método de
morfotipado en agar extracto de malta, mostré un predominio del morfotipo SB (sin borde)
en la mayoria de estas especies, en muchas de las cuales era el tinico morfotipo presente,
como era el caso de C. glabrata, C. guilliermondii, C. famata, C. neoformans, C. rugosa,
C. lusitaniae, etc... '

Las frecuencias relativas de aparicién de cada uno de los morfotipos II posibles para
las 5 especies mayoritarias se indican en la Tabla 35.
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Los morfotipos encontrados en las cepas control incluidas en este estudio se detallan
en la Tabla 28. En la Figura 5 se pueden observar algunos de los morfotipos presentados por
las levaduras sobre agar extracto de malta: colonia con borde discontinuo (BD), sin borde
(SB) y con borde ancho y fino (BAF).

3.6 MORFOTIPADO EN AGAR DE SABOURAUD-TRIFENILTETRAZOLIO (AST)

Entre las 435 cepas estudiadas se encontraron 34 morfotipos diferentes. Algunos de
dichos morfotipos eran compartidos por varias especies.

En C. albicans se encontraron 17 morfotipos distintos, siendo LRNN el mds frecuente
en el-46,3%, seguido de LVSN en el 18,1% y de LRSN en el 9,6%. El morfotipo LRNN
fue el mayoritario entre las muestras orofaringeas con una frecuencia relativa del 44,4%, le
siguieron en frecuencia LVSN con una frecuencia del 17,5% y LRSN en un 7,9%. Un 66,7%
de los aislamientos con morfotipo LRNS se encontraron entre las muestras orofaringeas, lo
mismo que con LVNN, donde 3 de los cuatro aislamientos con dicho morfotipo (75%) se
encontraron entre dichas muestras, y los 4 aislamientos con morfotipo RVSN (100%) se
encontraron también entre dichas muestras. Entre las muestras genitales el morfotipo mds
frecuente fue LRNN con una frecuencia relativa del 43,6%, coincidiendo con el morfotipo
mayoritario, seguido de LRSN y LVSN que aparecieron con una frecuencia del 15,4%. Los
dos tnicos aislamientos con morfotipos RRSN y RVBSS se encontraron entre estas muestras.
Entre las muestras de piel y faneras el morfotipo mds frecuente fue LRNN que aparecid con
una frecuencia del 39,1% seguido de LVSN con un 26,1%. Un 66,7% de las cepas con
morfotipo RRNS se encontraron entre estas muestras. E! morfotipo LRNN también fue el més
importante entre las muestras de orina y las invasivas, con frecuencias del 61,9% y del
47,6% respectivamente. El otro morfotipo importante entre las muestras invasivas fue LVSN
que aparecié con una frecuencia del 21,4%. Los dos tnicos aislamientos que mostraron
morfotipos RRSS y RVSN se encontraron entre las cepas invasivas.

Los morfotipos AST encontrados en esta especie asi como su distribucion en los
distintos grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 36.

En C. tropicalis hubo una gran variabilidad de morfotipos encontrandose 21 diferentes
entre las 63 cepas analizadas. LVSS fue el morfotipo mayoritario y represent6 sélo un 14,3%
de los aislamientos. Le siguié en frecuencia RVBNNenun 12,7% y LRNN en €1 9,5%. entre
los aislamientos de muestras orofaringeas, los morfotipos mayoritarios fueron LVSS con un
26,6% que representé un 55,6% de todos los aislamientos de dicho morfotipo, LRNN en un
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Foto 5.

Morfotipos II presentados por algunas cepas de

levaduras de nuestra coleccién sobre agar con
extracto de malta. Arriba: morfotipos con borde
discontinuo (BD). Abajo: 1,3: morfotipos sin borde

(8B): 2,4: morfotipos con borde ancho y fino (BAF).
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15%, morfotipo que s6lo se encontrd en estas muestras y las de piel y faneras y LVBSN y
RMNS ambas con una frecuencia del 10,5%. Los 3 aislamientos de C. tropicalis encontrados
en muestras genitales mostraron morfotipos distintos. En los aislamientos procedentes de
muestras de piel y faneras el morfotipo mayoritario fue LRNN con una frecuencia del 23,1 %
seguido de RVSN en un 15,4%. Entre las muestras de orina los morfotipos que mds
destacaron fueron LVBNN donde se concentraron el 66,7% de los aislamientos con dicho
morfotipo y el resto se localizaron entre las cepas virulentas, RVBSN también concentrd en
las muestras de orina el 66,7% de las cepas con dicho morfotipo, encontrdndose el
aislamiento restante en una cepa aislada de una muestra genital. Entre las muestras invasivas
el mds frecuente fue LRSN donde se encontraron 3 de los cuatro aislamientos con dicho
morfotipo y 4 aislamientos con morfotipo RVBNN que representé el 23,5% de los
aislamientos invasivos. Un 50% (2 cepas) de los morfotipos RVSN se encontraron en estas
muestras y dos morfotipos especificos de un aislado cada uno se encontraron sélo entre estas
muestras,

Los morfotipos AST encontrados para esta especie as{ como su distribucidn en los
grupos de muestras considerados se indican en la Tabla 37.

En C. parapsilosis se encontraron 10 morfotipos diferentes. El mayoritario fue RVSN
con una frecuencia relativa del 28,3%, seguido de RVNN en un 18,9% y de LVSN en un
13,2%. El 81,1% de los aislamientos se localizaron en piel y faneras, en orina sélo se
encontraron dos aislamientos con morfottpo LRNN, entre las muestras invasivas se
encontraron 3 morfotipos: LVSN, RVNN y RVSS con frecuencia de 28,6%, 10% y 50%
respecto del total de cepas de cada morfotipo. Solo se encontré una cepa de C. parapsilosis
en muestras genitales que dio morfotipo LRNN y en muestras orofaringeas se encontraron
tres aislamientos con morfotipos LVNN, RRNN y RVSN.

Los morfotipos AST encontrados en esta especie asi como su distribucién en los
grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 38.

Entre los 23 aislamientos de T._beigelii se encontraron 10 morfotipos distintos de los
cuales RRNS fue el mds frecuente en el 43,5%, seguido de RRSS en un 17,4%, siendo el
resto de las frecuencias de los demds morfotipos inferiores al 10%. Entre los cuatro
aislamientos de muestras orales todos los morfotipos encontrados fueron diferentes. Entre los
aislamientos de muestras genitales RRNS aparecié con una frecuencia del 66,7% y RRSN en
el 33,3%. Entre las muestras de piel y faneras el morfotipo dominante fue RRNS enel 45,5%
y RRSS en el 27%. Entre las muestras invasivas tres aislamientos mostraron morfotipo
RRNS, lo cual represent6 el 60% de las cepas y hubo otros dos aislamientos mds, cuyos
morfotipos fueron LRNN y RRSS.
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Los morfotipos encontrados en esta especie asi como su distribucién en cada unec de
los grupos de muestras considerados se indican en la Tabla 39.

Entre los aislamientos C. glabrata se observd que un 72,2% de los aislamientos no
crecian en el medio con lo que resuitaban no tipables. Sélo se encontraron 5 cepas capaces
de crecer bien en dicho medio que dieron dos morfotipos: RBNN y RRNN. Los morfotipos
AST encontrados en esta especie asi como su distribucién en los grupos de muestras
considerados se indican en la Tabla 4Q.

Los resultados globales de las frecuencias relativas obtenidas para cada una de las
caracteristicas consideradas en el método AST se reflejan en la Tabla 41.

Las especies con mayor porcentaje de colonias rugosas fueron C. parapsilosis en un
60,4% y T. beigelii en un 82,6%.

T.beigelii mostré en un 91,3% colonias de color rosa.

C. parapsilosis fue la especie con mayor porcentaje de colonias de color violeta, un
75,5%. Un 34,9% de aislamientos de C. tropicalis fue capaz de producir colonias violetas
con un aniilo blanco bordeando la colonia. S6lo un 0,5% de C. albicans y un 3,75% de C.
parapsilosis produjeron este tipo de colonias.

Un 1% de aislamientos de C. albicans v un 3,2% de C. tropicalis mostraron colonias
marrones. Un 11,1% de aislamientos de C. glabrata dieron colonias blancas. Las especies gue
en mayor proporcién presentaron borde de colonia formando un anillo de otro color fueron
C. tropicalis, en un 52,4% y C. parapsilosis en un 56,6%. La especie que mostré mds
frecuencia relativa de halos de hifas alrededor de las colonias fue T, beigelii en el 78,3% de
los aislamientos.

Los morfotipos AST observados en las cepas control incluidas en este estudio se
indican en la Tabla 42. Algunos de los morfotipos AST encontrados en las levaduras
estudiadas, se detallan en la Figura 6.
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Foto 6.

Aspecto que presentaban las colonias de levaduras

creciendo sobre de Sabouraud Trifeniltetrazolio. En
posicidén 1 vemos el morfotipo LRNS, en 5: LRNN, en

7: LRSN, en 9: LRSS, en 10: LVUNN y en 11: RRNN.
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3.7 CARACTERIZACION EN BASE A LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

Con esta técnica se encontraron un total de 47 perfiles diferentes.

En C. albicans se encontraron 23 perfiles de sensibilidad a los agentes antifingicos
diferentes, siendo F7 el mayoritario en el 22% de los casos. Le siguieron en frecuencia F5
y Fl4 con un 12,2% y F4 en un 10,5% de las cepas. El perfil F6 aparecid con una frecuencia
del 8,8% y con una frecuencia del 7,7% lo hicieron F1 y F3. Entre los aislamientos de
muestras orofaringeas el perfil mayoritario fue F7 que tuvo una frecuencia del 22,6%,
seguido de F14 en el 14,5% y de F5 que mostré una frecuencia del 11,3%. Hubo 6 perfiles
que sélo se encontraron entre estas muestras: F9, F10, F12, F15, F19 y F43. Entre las
muestras genitales se encontraron 10 pertiles con frecuencias similares, oscilando entre F7
que tuvo una frecuencia del 15,4%, F1, F4, F6 y F13 que tuvieron una frecuencia del 12,8%
y F18 y F22 con frecuencias del 2,6% que sélo se encontraron entre estas muestras. En las
muestras de piel y faneras el perfil mds importante fue F4 que representé el 23,8% de las
cepas, seguido de F7 en el 19% de los casos y F14 en el 14,3%. Entre las muestras de orina
el perfil principal fue F7 que representd el 16,7% de las cepas. Hubo 5 perfiles que sélo
aparecieron en estas muestras. Dos perfiles se compartieron al 50% con cepas invasivas.

Los distintos perfiles de sensibilidad a antifiingicos encontrados en esta especie asi
como su distribucidn en los grupos de muestras considerados se indican en la Tabla 43.

Entre los 59 aislamientos de C. tropicalis analizados se encontraron 28 perfiles
diferentes. El perfil mayoritario fue F1 que represent6 sélo el 10% del total de cepas. Entre
las muestras orofaringeas el perfil mds importante fue F2 con una frecuencia del 17,4%,
perfil que sélo se encontrd entre estas muestras. Le siguieron en frecuencia F1, F6, F14, F15
y F25 con una frecuencia del 12%. Hubo un total de 6 perfiles caracteristicos de estas
muestras. Entre las muestras genitales sélo se encontraron 3 cepas que mostraron tres perfiles
diferentes. Entre las muestras de piel y faneras el perfil mayoritario fue F! representando el
30,8% de las cepas, seguido de F4 en el 15,4 %. Los perfiles restantes encontrados mostraron
una frecuencia del 7,7%. En las muestras de orina el perfil mds importante fue F7 con una
frecuencia relativa del 20%. El resto de los perfiles tuvieron idéntica frecuencia del 10%.
Hubo 4 perfiles que sdlo se encontraron en estas muestras. Entre las cepas virulentas el perfil
mayoritario fue F29 en el 17,7% de las cepas que sélo se encontrd entre estas muestras, Le
siguieron en frecuencia F6, F7, F12, F26 y F37 en un 11,8%. Hubo 4 perfiles que sdlo se
encontraron entre estas muestras y dos se compartieron al 50% con las muestras de orina.

Los diferentes perfiles de sensibilidad a antifiingicos encontrados en dicha especie asi
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como su distribucién en los grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 44.

Entre los aislamientos de C. parapsilosis se encontraron 12 perfiles, de los cuales F1
fue el mds importante representando el 53,8% de las cepas, seguido de F35en el 13,5% y
los demds en frecuencias menores del 10%. Las 3 cepas que se encontraron entre las muestras
orofaringeas tuvieron el mismo perfil F1 y el tinico aislamiento de las muestras genitales dio
perfil F5. Entre las muestras de piel y faneras el perfil principal fue F1 donde se localizaron
el 86% de las cepas con dicho perfil. Le siguié con mucha menor frecuencia F35 en el 9,5%
de las cepas. La dnica cepa encontrada en muestras de orina tuvo perfit F33 y las cuatro
cepas invasivas mostraron perfiles F35 en un 50% y F1 y F40 en un 25%.

Los perfiles de sensibilidad antifiingica encontrados es esta especie asi como su
distribucién en los grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 45.

Entre los aislamientos de T. beigelii se encontraron 10 perfiles distintos. El mds
frecuente fue F1 que representd el 18% de los aislamientos, seguido de F2, F39 y F40 que
mostraron una frecuencia del 13,5%. Entre las muestras orofaringeas hubo dos perfiles F4
y F5 con frecuencias ambas del 50% y sélo se encontraron entre estas muestras. Las tres
cepas. encontradas entre las muestras genitales tuvieron tres perfiles diferentes. Entre las
muestras de piel y faneras F2 y F39 fueron los mayoritarios con una frecuencia del 35% cada
uno y sélo se encontraron entre estas muestras. Le siguid en frecuencia f40 con un 20% que
compartieron con una muestra invasiva. Entre las muestras invasivas Fl y F3 tuvieron una
frecuencia del 40% y F3 sélo se encontrd en dos cepas virulentas. Una cepa virulenta tuvo
perfil F40 (20%).

Los perfiles de sensibilidad antifiingica encontrados en esta especie asi como su
distribucién en los grupos de muestras considerados se indican en {a Tabla 46.

Entre los aislamientos de C. glabrata se encontraron nueve perfiles, siendo el mas
frecuente de ellos F3 con una frecuencia del 25%, seguido de F1 y F5 que mostraron unas
frecuencias relativas del 18,8%. Las dos cepas orofaringeas dieron perfiles diferentes F3 y
F44. Las muestras gentitales tuvieron como perfil mayoritario F1 en un 33,3% de los casos,
siendo f2 y f19 perfiles encontrados sélo en estas muestras. Entre las muestras de piel y
faneras, hubo dos cepas con dos perfiles diferentes F5 y F11. La unica cepa encontrada en
orina dio perfil fl1. El perfil mayoritario encontrado entre las cepas invasivas fue f3 que
representd el 40% de dichas cepas seguido de F5, F45 y F47 con un 20%, observdndose los
dos ultimos perfiles s6lo entre estas cepas invasivas. '

Los perfiles de sensibilidad antifiingica observados en esta especie asi como su
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distribucién en los grupos desmuestras considerados se reflejan en la Tabla 47.

A la concentracién 2 de anfotericina B, sélo resistieron un 11,3% de aislamientos de
C. parapsilosis v un 13% de cepas de I. beigelii. En el caso del miconazol, a la
concentracién 3 no fueron inhibidas un 2,7% de C,_albicans, un 14,3% de C, tropicalis, un
4,3% de T. beigelii v un 6,25% de C. glabrata. Para econazol a concentracién 3 solo
crecieron un 1,1% de C. albicans, un 14,3% de C. tropicalis, un 4,3% de T. beigelii y un
6,25% de C. glabrata. En el caso de ketoconazol a concentracién 3 fueron resistentes el
50,5% de C. albicans, el 30,2% de C_ tropicalis, el 3,8% de C_ parapsilosis y el 4,3% de
T. beigelii. A concentracién 3, en el caso de clotrimazol, crecieron un 3.2% de los C.
tropicalis y un 6,25% de C. glabrata. En el fluconazol, a concentracién 3, no fueron
inhibidos un 61,2% de C. albicans, un 38,1% de C. tropicalis, un 13,2% de C, parapsilosis,
un 21,7% de T. beigelii y un 75% de C. glabrata, En el caso del ciclopirox, a concentracién
3 no hubo ningin aislamiento resistente.

Los resultados globales de las frecuencias relativas de resistencia a las concentractones
antifiingicas utilizadas en este método se reflejan en la Tabla 48.

Los perfiles de sensibilidad antifiingica encontrados en las cepas control incluidas en
este estudio se detallan en la Tabla 49.

4. ANALISIS DE LOS BIOTIPOS DE 107 AISLAMIENTOS ORALES DE VIH
SEROPOSITIVOS Y NO VIH,

1a candidiasis oral es la forma mds frecuente de infeccién en los pacientes infectados
con el virus de la inmunodeficiencia adquirida. En este estudio se traté de buscar mediante
los métodos de biotipado si habfa algiin biotipo de levaduras asociado a infecciones en estos
pacientes. Nos parecioé interesante estudiar estadisticamente los resultados obtenidos en los
107 aislamientos orales diferenciando aquellos que pertenecian a enfermos VIH seropositivos
de los que no lo eran. Las especies aisladas en cada una de las dos poblaciones se refleja en
la Tabla 50. '

En la poblacién no VIH se encontraron 10 especies de levaduras, siendo C. albicans
la mds frecuente en el 42,3%, seguida de C. tropicalis en el 21,2%. En la poblacién VIH

seropositiva 56lo se aislaron seis tipos de especies siendo €. albicans la mayoritaria en el
74,5%, seguida igual que en el otro grupo por C. tropicalis en el 14,5%.
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La distribucién de biotipos AP 20C para ambas poblaciones se detalla en la Tabla 51.
Se observé que el biotipo mayoritario, 2576174, era el mismo en ambas poblaciones con .
frecuencias relativas del 39% en la poblacién no VIH y del 64% en la VIH seropositiva. El
siguiente biotipo mayoritario fue el 256175 en los no VIH con un porcentaje del 14,6% y el
2576275 en los VIH seropositivos con una frecuencia del 8%.

La clasificacién de los resistotipos encontrados en cada una de las poblaciones de
aislamientos orales se detalla en la Tabla 52. En los no VIH los resistotipos més frecuentes
fueron el OCOBOOQ en el 19.5%, el OO0000O0 en el 14.6% y el OOOBOOO en el
12.2%. Los resistotipos mas frecuentes en la poblacion VIH seropositiva fueron OCOOO00
en el 24%, OCOBOOL en el 12% y OCOBOOO en el 10% que coincide con el resistotipo
mayoritario de la poblacién normal.

* La distribucidn de morfotipos I encontrados en ambas poblaciones se indica en la
Tabla 53. El morfotipo mayoritario en ambas series fue el 7540 con frecuencias similares del
39% en los no VIH y del 44% en los VIH seropositivos. El resto de los morfotipos se
presentaron de forma minoritario excepto QOO0OQO0O en los no VIH con un porcentaje del
14,6%.

Los resultados obtenidos en la clasificacion de los morfotipos II en las dos poblaciones
se refleja en la Tabla 54. No se observaron grandes diferencias en los resultados obtenidos
en ambas poblaciones.

Los resultados de Ia clasificacidn de los morfotipos en AST para las dos poblaciones
objeto de estudio se muestran en la Tabla 55. Se encontré LRNN como biotipo mayoritario
en ambas series, pero con frecuencias relativas diferentes del 14,6% en la poblacién no VIH
y del 52% en la VIH seropositiva.

La distribucién de los perfiles enzimdticos encontrados en las dos poblaciones
comparadas se reflejan en la Tabla 56. En ambas poblaciones el perfil mayoritario fue E10
con una frecuencia relativa del 38,1%. Le siguieron en frecuencia E12 y E16, ambos en un
porcentaje del 9,5%. Todos los aislamientos que mostraron perfil E6 procedian de la
poblacién no VIH mientras que los 6 aislamientos con perfil E12 se localizaron en muestras
de enfermos VIH, lo mismo que los 6 aislamientos con perfil E16.

Los perfiles de sensibilidad a antiféingicos encontrados entre las muestras orales de las

poblaciones VIH y no VIH comparadas se muestran en la Tabla 57. El perfil mayoritario fue
F7, representando el 22,2% de los aislamientos orales, seguido de Fl4 en un 14,3% y de FS
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en un 11,1%. Los 7 aislamientos con perfil F5, al igual que los 6 con perfil F6 se
encontraron en muestras procedentes de enfermos VIH. Las 6 cepas que mostraron perfil F12
procedian de la poblacién no VIH.

5. ANALISIS ESTADISTICO:

5.1 OPERATIVIDAD Y EFICACIA DE LAS TECNICAS

La simplicidad del método API 20C AUX fue elevada (91,6%), ya que todos los
productos y reactivos eran suministrados por el fabricante y tenfan una cierta estabilidad, la
técnica era sencilla y los tiempos de incubacién fueron de 48h., aproximadamente. La técnica
del API ZYM mostré el mejor porcentaje de simplicidad, 95%, ya que el resultado se lefa
en 4h, la técnica era muy fdcil y al ser un método comercial los reactivos ya venian
.preparados. En el método de resistotipado se obtuvo un valor de simplicidad del 80%, porque
en este caso la preparacién de los compuestos quimicos y sus placas tenia cierta complicacién
y su estabilidad era menor que en los casos anteriores. La simplicidad en el caso del
morfotipado I fue del 76,7% porque la preparacién de las placas necesitaba hacerse muy
cuidadosamente, necesité un tiempo de incubacién mds largo y la lectura objetiva no era
demasiado fdcil, mientras que en el morfotipado II fue del 80% ya que la lectura resultaba
mds sencilla. En el método AST se obtuvo un valor del 81,6% debido a que necesitaba mds
tiempo de realizacién que otros métodos y las placas posefan cierta inestabilidad. En la
caracterizacion por sensibilidad a los agentes antifiingicos la simplicidad fue del 80% debido
en parte a que las preparacion de las concentraciones de antifiingicos eran laboriosas.

En la Tabla 58 se muestran los valores de simplicidad general asignados a cada uno
de los factores considerados.

La tipabilidad para los métodos API 20C AUX, perfil enzimdtico APl ZYM,
resistotipado, morfotipados I y II y perfil PSA fue de 100% dado que ninguna cepa fue
clasificada como "no tipable". El método de morfotipado en AST fue el dnico que mostrd
variabilidad en su tipabilidad. La tipabilidad en este método para la mayoria de las especies
estudiadas resultd del 100%, pero en €l caso de C. glabrata la tipabilidad se redujo al 27,7%
porque se encontraron 13 aislamientos de los 18 analizados que no pudieron crecer en agar
de Sabouraud con trifeniltetrazolio y se clasificaron como no tipables.

La reproducibilidad del método API 20C AUX se fij6 entre un 75% para T.beigelii
y un 97% para C. tropicalis, suponiendo unas condiciones ideales de ajuste de indculo y

88



Resultados

estandarizacién del método. Para el sistema API ZYM oscild entre el 70% en C. parapsilosis
y el 97% en C. tropigalis, En el método de resistotipado, la reproducibilidad oscild entre un
70%. para C. albicans y un 87% para C. tropicalis. En el Morfotipado I oscilé entre el 50%
en C. albicans y el 80% en C. parapsilosis, mientras que en la técnica de Morfotipado 11
oscilé entre el 92% en T, beigelii y el 100% en C. glabrata. La reproducibilidad de la técnica
AST vari6 entre el 75% para C. parapsilosis y el 93% en C. glabrata y T, beigelii. En el
método PSA se valoré entre el 75% para C._parapsilosis y el 87% para C. albicans.

El porcentaje de discriminacién del sistema API 20C AUX oscild entre el 31% para
C. glabrata y el 94% para T. beigelii. En el sistema AP ZYM varié desde el 58% en C.
glabrata al 92% en T.beigelii. La discriminacién de la técnica de resistotipado fue muy buena
con mdrgenes de variacidn entre el 84% para C, tropicalis y el 90% para C, albicans y T.
beigelii. En el caso del morfotipado I varié entre el 0% para C. glabrata y el 90% en T.
beigelii, mientras que en el morfotipado Il el método varié entre un 3% para . parapsilosis
yel 75% para C. albicans. La discriminacidn del método AST se calculd entre el 67% en el
caso de C. glabrata y el 94% en C. tropicalis. En el perfil se sensibilidad a los antifiingicos
se calculd entre el 28% en C. neoformans y el 97% en C._ tropicalis. Los porcentajes de
operatividad y eficacia asignados a cada una de las especies mayoritarias se reflejan en las
Tablas 59-63.

5.2 DISTANCIA ENTRE BIOTIPOS: DENDROGRAMAS DE SIMILITUD

En C. albicans, el andlisis de la distancia entre biotipos segun el método API 20C
AUX , reunié cepas en un grupos homogéneo, muy préximo taxonémicamente a otros 8
grupos que reunfan cast la totalidad de la poblacién. Sélo se encontraron 2 aislamientos a una
distancia taxondmica de 5 OTUs respecto al resto de la poblacion, y un aislamientos que
mostré una divergencia taxonémica de 25 OTUs frente a las demds. Con el método AP1 ZYM
se obtuvo una mayor diversidad ya que se diferenciaron 66 grupos entre las 188 cepas de C.
albicans analizadas. De dichos grupos, 164 aislamientos se reunieron en grupos cuya distancia
taxondmica era de 10 o menor. A distancia taxondmica de 15 OTUs sélo se discriminaron
2 biotipos. El resistotipado clasificd 25 grupos separados por una distancia taxonémica de 5
OTUs. A distancia de 10 OTUs la poblacién se agrupaba en 7 sectores y a una distancia de
15 OTUs quedaban clasificados en dos grupos que separaban taxondémicamente 10
aislamientos del resto de la poblacidn. Segiin el método AST, los aislamientos de C, albicans
estudiados, se clasificaron en 6 grupos, de los cuales 4 posefan distancia taxonémicas
inferiores a 5 OTUs. El resto, representados por 5 aislamientos mantenia una distancia
taxonémica con los demds superior a 20. El perfil PSA clasificé 32 grupos taxonémicos, que
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se reducian a 11 si la distancia taxondmica se aumentaba a 5 OTUs y a sélo 5 grupos si dicha
distancia se consideraba 10 OTUs. Hubo 26 aislamientos que mostraron una distancia
taxondmica de 20 OTUs frente al resto de los aislamientos de C. albicans.

Los dendrogramas obtenidos para esta especie y los métodos de tipado estudiados se
reflejan en las Figuras 1, 2 y 3.

En C. tropicalis el método API 20C AUX clasificé la poblacién en 14 grupos que a
una distancia taxonémica de 5 OTUs quedaban reunidos en sélo 3 grupos. Sélo dos
aislamientos se separaron del resto una distancia taxondmica de 25 OTUs. Con el API ZYM
se encontraron 45 grupos entre las 63 cepas estudiadas. A una distancia taxondmica de 5
OTUs, se apreciaron 17 subpoblaciones, 10 de ellas formados por un sélo aislamiento. A una
distancia taxondmica de 10 OTUs se mantenian 11 grupos. Hubo tres aislamientos que se
separaron del resto una distancia taxondmica de 25 OTUs del resto de la poblacién. Los
dendrogramas de similitud de estos métodos se exponen en las Figuras 4 y 3.

El dendrograma de similitud sugerido por el resistotipado clasifico los aislamientos de
C. tropicalis en 21 grupos con una distancia taxondmica entre ellos superior a 5 OTUs. A una
distancia taxonémica de 10 OTUs se reunian en 8 grupos y necesité una distancia taxondmica
de 25 OTUs para superar 12 aislamientos del resto de la poblacidn. El método AST establecio
sélo tres poblaciones, dos de ellas a una distancia taxonémica inferior a 5 OTUs que
albergaba todos los aislamientos menos dos, que se diferenciaban del resto en una distancia
taxonémica de 25 OTUs. El perfil PSA diferencié 28 grupos entre los 63 aislamientos de C.
tropicalis a una distancia taxondmica inferior a 5 OTUs que ampliada a 25 OTUs los reunia
en dos Unicas poblaciones. Una de ellas reunfa 24 aislamientos con distancia taxondémica de
hasta 10 OTUs. La otra poblacién reunid el resto que quedaba a su vez clasificado en dos
grupos que tenfan una distancia taxonémica de 15 OTUs.

En C. parapsilosis la distancia entre biotipos entre biotipos propuesta por el
resistotipado diferenciaba claramente dos poblaciones. Una de ellas estaba compuesta por 7
grupos, 6 de ellos unitarios, separados entre ellos por una distancia taxonémica de 15 OTUs.
La otra poblacién reunid 6 grupos que albergaban 42 de los 53 aislamientos de C. parapsilosis
analizados, separados por distancias taxondmicas que oscilaron entre 5 y mds de 20 OTUs.
Hubo sélo un aislamientos apartado del resto con una distancia taxonémica de 25 OTUs. El
perfil PSA establecid también dos grupos separados por una distancia taxonémica de 25
OTUs. Un de ellos agrupé la mayorfa de los aislamientos, clasificados en 10 grupos, uno de
ellos mayoritario que contenfa 22 aislamientos. El segundo grupo estuvo formado por 5
aislamientos que mantenian con el resto una distancia taxonémica de 25 OTUs.
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El método AST, asi mismo, establecié dos grupos bien diferenciados. El primero
reunié 30 aislamientos en 5 grupos cuya distancia taxondmica era de 5 OTUs. El otro grupo
reunié el resto de la poblacién en 6 grupos a una distancia también de 5 OTUs. El perfil
enzimatico marcé una distancia taxondémica de 25 OTUs para un sélo aislamiento de la
poblacién de C. parapsilosis estudiada. El resto quedd reunido en 13 grupos cuya distancia
taxondmica era de 5 OTUs. En las figuras 6 y 7 se muestran las distancias entre biotipos en
C. parapsilosis segtin los diferentes métodos analizados.

En T. beigelii el método API 20C AUX diferencié un aislamiento del resto de la
poblacion a una distancia taxonémica de 25 OTUs. El resto se clasificd en 13 grupos con
distancias taxondmicas de casi 20 OTUs. El perfil enzimdtico diferencid 3 aislamientos del
resto quedando el resto formando dos subgrupos y un aislamiento que mantenfa una distancia
de mds de 15 OTUs con dichos subgrupos. El resistotipado clasificé los aislamientos de T,
beigelii en 2 grupos. Uno de ellos estaba formado por 10 aislamientos reunidos en 3 grupos
con una distancia taxonémica entre ellos de mis de 10 OTUs. El resto de la poblacién se
repartié en 6 grupos quedando un aislamiento a una distancia taxondmica de 20 OTUs del
resto de los aislamientos. El método PSA diferencié 2 aislamientos del resto que se reunid
en 10 grupos que mantenian entre si distancias de hasta 15 OTUs. El método AST marcé una
distancia taxonémica de 25 OTUs para uno de los aislamientos de T_beigelii, diferencidndolo
del resto de la poblacién, que quedd reunida en 6 grupos con distancia taxondémicas menores
de 10 OTUs.

Los dendrogramas de similitud de esta especie para cada uno de los métodos
estudiados se representan en la figura 8.

En C. plabrata el API 20C diferencié 3 aislamientos del resto con una distancia
taxondmica de 25 OTUs, quedando ¢l resto formando un Gnico grupo a la misma distancia
taxonémica. El perfil enzimdtico clasificd los aislamientos de C. glabrata en 10 grupos, 8 de
los cuales guardaban entre si una distancia taxonémica de 10 OTUs y dos de ellos, que eran
unitarios, quedaron a una distancia taxonémica de 20 OTUs. El resistotipado clasificé los
aislamientos de C. glabrata en 8 grupos, uno de los cuales reunia 7 aislamientos, que se
situaban a una distancia taxondémica entre 5 y 25 OTUs. El método AST reuni6 9 aislamientos
en un grupo que quedd separado del resto una distancia taxondmica de casi 10 OTUs, los
otros 4 grupos restantes se situaron a distancias taxondmicas entre 20 y 25 OTUs. El método
PSA clasificé los aislamientos de C, glabrata en 10 grupos que mostraron distancias -
taxonémicas variables entre 5 y 25 OTUs. Los dendrogramas para esta especie se representan
en la figura 9.
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Resultados

En 1a tabla 65 vienen reflejados los grupos identificados por cada dendrograma a una
distancia de 5 y de 10 OTUs, segiin cada método de tipado.

5.3 RELACION ENTRE LOS METODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

A - ANALISIS DE CORRESPONDENCIAS ENTRE EI. METODO API 20C AUX Y EL
PERFIL ENZIMATICO.

El andlisis de correspondencias entre todas las parejas posibles establecidas entre estos
dos métodos nos dio un porcentaje de varianza explicada que oscilé entre 0,53 y 0,58 para
C. albicans y C. tropicalis. En el caso de T. beigelii fue de 0,24 lo cual indicé que la tabla
de dos dimensiones cualitativas donde estaria reflejada la informacién de todas las parejas
posibles entre el API 20C AUX vy el perfil enzimdtico, no se ajusté bien a la representacidn
en un plano bidimensional. En C. glabrata el porcentaje de inercia explicada fue de 1 lo que
indicé que los datos de todas las parejas quedaban perfectamente representados en el plano
bidimensional sin ninguna perdida de informacién; sin embargo no se pudieron establecer
correspondencias entre las distintas parejas formadas entre los dos métodos. En el caso de C.
albicans todas las parejas quedaron préximas en un sector del espacio de forma que no fue
posible establecer relaciones entre ellas, al menos en las dos dimensiones del plano
estudiadas. Los biotipos 2776174,6576174 y 6776174 quedaron alejados de dicho conjunto.

B.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LOS BIOTIPOS AP 20C AUX Y EL
RESISTOTIPADQ,

El andlisis de correspondencia entre el API 20C AUX vy el resistotipado nos dio unos
porcentajes de varianza explicada que oscilaron entre 0,41-0,47 para C. tropicalis , T. beigelii
y C. parapsilosis, 0,54 para C. albicans y 0.67 para C. glabrata. En el caso de C. albicans
parece que el andlisis de correspondencia entre las parejas de los dos métodos revelé cierta
correspondencia entre las parejas 2174174-C00BKQOQ y 2556174-OCOBKXKL. El resto de
las parejas se encontraron formando un conjunto en un sector delimitado del espacio sin que
pudieran definirse sus correspondencias, al menos en las dos dimensiones del espacio
consideradas. En C. tropicaliy tomando el plano bidimensional como referencia se
encontraron tres parejas que mostraron correspondencia: 2556175-O000KOL, 6756135-
OOOQOKKL y 2576175-OCFBKKL. El resto se dispuso formando un grupo muy préximo en
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el espacio que no permitia establecer ninguna correspondencia en las dos dimensiones
analizadas. En C. parapsilosis se encontrd correspondencia entre 6746175-6752135- :
0000000, 2742175-OCFBKKL, 6756175-OCOBKKL y 2746174-OCOOKOL. El resto de
parejas se distribuyeron en el plano sin que fuera posible establecer relaciones entre ellas. En
T beigelii se establecid relacidn entre las parejas 6745775-O00B0O0O0, 2744775-O0FBOOL,
6757775-6767774-0000000, 2765737-OCFO0QOQ. El resto se distribuyé al azar en un
sector del plano siendo imposible encontrar alguna correspondencia en dos grados de inercia.
En el caso de C. glabrata se encontraron dos parejas que guardaban correspondencia,
6000040-O0OFOOOQL situada en un extremo del plano y 2000100-UCOBKKL en otro extremo
del plano. El resto se situé proximo en una regién del plano bidimensional sin guardar
correspondencia, al menos en el corte del plano analizado.

La representacién gréfica de las correspondencias establecidas entre el API 20C AUX
y el resistotipado, en C. glabrata, en el plano bidimensional se muestra en la figura 10.

C.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LOS BIOTIPOS API 20C Y EL
MORFOQTIPADO.

El andlisis de correspondencias entre estos dos método nos indicé unos valores muy
buenos de porcentaje de varianza explicada. En C. albicans dicho porcentaje de inercia fue
de 0,74. Se encontraron correspondencia entre los morfotipos sin borde y los biotipos
2172174, 2174174, 2556174 y 2566174, El resto del conjunto se situé en un mismo sector
del plano sin que pudieran apreciarse sus posibles correspondencias. En el caso de C.
tropicalis se encontré un porcentaje de varianza explicada de 0,95 lo cual indicaba que la
informacién de todas las parejas de resultados cualitativos entre los dos métodos, se ajustaban
muy bien al plano bidimensional sin que existiera pérdida de informacién. En esta especie se
encontré relacion entre los morfotipos sin borde y 2556075, 6756135, también entre los
morfotipos BEF y 2556175, y entre los morfotipos BAF y BAG con el resto de los biotipos
API 20C. En C. parapsilosis como era de esperar se encontré correspondencia, con un
coeficiente de varianza explicada de uno, entre los morfotipos sin borde y todos los biotipos
API 20C. En T. beigelii el porcentaje de inercia explicado fue de uno, !o cual indicé
correspondencia entre las parejas BAG-2545775-2740775, BD-6747774. El resto se situd
préximo en el plano de andlisis. El andlisis de correspondencia en C. glabrata = indicé
independencia entre las parejas analizadas.

La representacién grifica del andlisis de correspondencias establecidas entre estos dos
métodos, en C._tropicalis, en el planc bidimensional se muestra en la figura 11.
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D.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LOS BIOTIPOS API 20C Y EL PSA.

El andlisis de correspondencias entre los biotipos API 20C AUX y los perfiles de
sensibilidad antifiingica indicaron porcentajes de varianza explicada de 0,61-0,62 para C.
albicans y C. parapsilosis, de 0,39 y 0,41 para T. beigelii y C. tropicalis y de 0,89 para C.
glabrata. En C. albicans se encontrd relacion entre 2174174-F13 y entre 2566174-2172174-
2556174-F2-F8. En C. tropicalis se observé correspondencia entre 6556175-F26, 2576175-
2546175-F12-F35, 2556375-F31 y 2556177-F2. En C. parapsilosis hubo correspondencia
entre 6756135-F5, 6752135-F38 y 2756175-F34. En el caso de T. beigelii se encontro cierta
relacién entre las parejas 2744775-F4, 2744774-F5 y 2765737-F25. En C. glabrata, que
mostré el mejor porcentaje de inercia explicada, se encontraron correspondencias entre
2000100-F44 situados en un extremo del plano, 2000041-F47 situados en el mismo lado del
plano pero en el otro extremo, y 6000040-F45 que se situaron al otro lado del plano respecto
a las parejas anteriores. El resto se agrupo en otro sector del plano sin que pudieran
establecerse correspondencias entre las parejas que lo componian.

E.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LOS BIOTIPOS API 20C Y T1.OS
MORFOTIPOS AST

En C. albicans el porcentaje de varianza explicado fue de 0,55 lo que indic6 que los
datos cualitativos correspondientes a cada una de las parejas posibles entre los dos métodos
comparados, se ajustaba sélo a medias al plano de representacion, de forma que parejas que
aparentemente estuvieran muy proximas en el plano, si se vieran desde otra dimension
podrian estar muy alejadas. En conjunto no se encontré mucha correspondencia entre las
parejas estudiadas. Parecfa existir relacion entre 2174174-RRNS y entre 2566174-RRNN. La
pareja 2556174-LVSS se encontraba muy alejada en el plano del resto de las parejas. En C.
tropicalis se encontré un coeficiente de varianza de 0,72, observdndose relacion entre las
parejas, 254675-LRSS, 2556375 y 2556175 con RRNN y LVSN, 6757175-2556175-LVBSS.
En C. parapsilosis, el porcentaje de varianza explicado fue de 0,62. Se enconird
correspondencia entre 6652175-RRSN y 6746175-RVBSS encontrdndose ambas en sectores
alejados del plano respecto al grupo principal donde se encontraba el resto de parejas reunidas
sin posible conexion entre ellas. En T, beigelii se encontré un porcentaje de inercia explicada
de 1. Estudiando el plano bidimensional se encontraron correspondencias para las parejas
RRSS-2744774-2744775, RRNS-2745737 y el resto de parejas que coincidieron en un mismo
punto del plano. En el caso C. glabrata se encontré un coeficiente de varianza de 1 utilizando
una sola dimension, sin embargo sélo se encontré correspondencia con la pareja RRNN-
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2000041.El resto quedaba reunido en el centro de la dimensién formando un grupo
homogéneo donde no se podian establecer correspondencias.

F.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL PERFIL ENZIMATICO Y EL
RESISTOTIPADO

El andlisis de correspondencias entre estos método no revelé un buen coeficiente de
varianza para ninguna de las especies analizadas, dando valores que oscilaron entre 0,39 y
0,51. C. glabrata fue la Unica especie que mostrd un porcentaje de varianza aceptable, de
0.72. En C, albicans se encontré una pareja con relacion, E13-OCOBKKL. En C. tropicalis
se estableci6 cierta correspondencia entre E11-O0O00OKOL-OO00OKKL-OOOBKKL y entre
E6 y OCFBOOQ-O0QCBKOO. En C. parapsilosis se encontré correspondencia entre El1-
QCOBKKO y E27-OCOBKOOL. En T. beigelii se encontré una cierta relacion entre E51-
OCFOO000, OO0BOOO con E36, E34, E45, E43 y 0000000 con E48, E47, E21 y ESO.
En C. glabrata hubo correspondencia entre E3-OQOBOOL, E28-O0O0OBKKL y EA40-
OQOBKKO.

G.- ANALISIS CORRESPONDENCIA ENTRE EL PERFIL ENZIMATICO_Y EL
MORFOTIPADO

- En €, albicans no se encontré un buen grado de correspondencia ya que €l porcentaje
de varianza explicada fue de 0,57, sin embargo se enconiré cierta relacién entre los
morfotipos BD y los perfiles E18, E21 y E4, entre los morfotipos SB y E3, E6, El4 y E2
y entre los morfotipos BEG y los perfiles E15-E11. En C. tropicalis se encontr6 buena
correspondencia (porcentaje de inercia de 0.84) entre BEG-E31, SB-BD-El1l y el resto
quedaron préximos en un drea del plano. En C. parapsilosis el porcentaje de varianza
explicada fue de 1 utilizando una sola dimensién, lo que indicd que la parejas posibles se
ajustaban perfectamente a una sola dimensién sin pérdida de informacién. Se encontraron
correspondencias entre las parejas BEF-E21, situada en un extremo de la dimensién y SB con
el resto de perfiles posibles en el otro extremo. En T. beigelii hubo también un uno de
correspondencia entre BD-E45-E34, BAF con los perfiles E47, E48, E49, E50, E51, E36,
E19, E23, E42 y E43, quedando el resto de perfiles enzimdticos relacionados con BEG y
BEF. En C__glabrata no se encontrd correspondencia entre las parejas de datos analizados.

102



Resultados

H.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE_EL PERFIL _ENZIMATICO Y EL
PERFIL DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS.

El andlisis de correspondencias en_C. albicans analizado a dos dimensiones sélo
explicaba un 0.37 de la diversidad. Se observé un grupo formado por F3-F5-F12 relacionado
con E2-E3-E4-E17-E18-E21 y otro grupo que albergaba el resto de las parejas distribuidas
de forma difusa. En C. tropicalis el porcentaje de varianza fue de tan sélo 0,37. Parecio
existir cierta correspondencia entre las parejas F29-E38 y F37-E39 quedando el resto de las
parejas dispersas en el plano formando un grupo bastante delimitado. En C. parapsilogis el
porcentaje de varianza explicado fue de 0,5, se encontraron 2 parejas con correspondencia,
F13-E27 y F47-E21 quedando el resto préximas entre si, en un sector del plano bidimensional
alejado de las otras dos parejas. En T. beigelii mostré un coeficiente de varianza explicada
de 0,5 y se observé cierta correspondencia entre F39-E42, F4-F5-E46, F38-E50, F25-E51
y F40-E19-E36, quedando el resto formando un sector aparte en el plano. En C. glabrata se
encontré una fuerte correspondencia (0.93 de varianza explicada) entre F2-E28, situdndose
el resto de las parejas estudiadas dispersas en el plano formando un sélo grupo bastante
homogéneo.

L- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL PERFIL ENZIMATICO Y LOS
MORFOTIPOS AST.

En C. albicans las dos dimensiones del plano analizado explicaron un 0.57 de la
diversidad existente entre las parejas analizadas (porcentaje de varianza). Se encontraron
ciertas correspondencias entre F7-LVBSS y entre F3-RVNN, quedando el resto formando un
grupo difuso que no permitia establecer correspondencia. En C. tropicalis mostré un
coeficiente de varianza explicada de 0,63, Las parejas estudiadas se situaron ocupando tres
extremos del plano analizado. Uno con la pareja E29-RVSS, otro con E20 solitario y otro
extremo con el resto de las parejas reunidas. En C. parapsilosis el porcentaje de varianza fue
de 0,54 y se encontrd cierta correspondencia entre las parejas LVSN-LVNN-E28, LRNN-E27
y RVSN-RVBSN-E24, quedando el resto de los datos reunidos en tres sectores muy
proximos. Para T_ beigelii , con un porcentaje de varianza explicada de 0,54, el andlisis de
correspondencias desveld cierta relacién entre E44-RRSS-RVSS, entre E45-E48-RVNS-
RRNS, entre E36-E43-E47-LRNN-LRNS y entreLRSS, RRSN, RRNN, RNNN con el resto
de los perfiles enzimdticos. C. glabrata mostré un indice de varianza de 1 utilizando una
tnica dimensién, distribuyendo las parejas RBNN-E38 y RRNN-E28 en un extremo de dicha
dimensién y LRNN con el resto de los perfiles en el otro extremo.

103



Resultados

La representacidn grdfica del andlisis de correspondencias entre el perfil enzimdtico
y el morfotipado AST, para C. parapsilosis y T. beigelii se detallan en las figuras 12 y 13.

.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL. MORFOTIPADO Y EL PERFIL DE
SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA,

En C. albicans el coeficiente de varianza explicada fue de 0,67. Las parejas posibles
se situaron formando un grupo difuso en el plano bidimensional de dificil interpretacién, sin
embargo se encontrd cierta relacion entre el morfotipo BEF vy los perfiles F16, F19,F8, F11,
F15, F43 y el morfotipo BAF se situd préximo a los perfiles F1, F6, F7, F12, F18. Los
perfiles F42 y F45 quedaron aislados del resto en un sector y F9, F10, y F20 lo hicieron en
otro sector. En C. tropicalis las dos dimensiones del espacio explicaron el 85% de varianza,
encontrando relacién entre SB-F1, BAG-F31 que se situaron préximos a dos grupos bien
definidos que inclufan fos morfotipos BD y BEG en uno y BD y BAF en otro sector. En el
otro extremo del plano se situaron las parejas BEF-F5-F36. En el caso de T. beigelii las dos
dimensiones del plano explicaron el 100% de la varianza, mostrando relacién entre BAG-F2-
F4, y otro grupo con el resto. El andlisis de correspondencia para C. glabrata indicé que las
parejas se comportaban con independencia.

K.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL MORFOTIPADQ Y EL PERFIL EN
AST,

Para C. albicans el plano solo explicd el 58% de la varianza, quedando todas las

parejas estudiadas reunidas en una cuarta parte del plano. Hubo cierta relacién entre BD con
LRSN, RRSS y RRNN entre BD con LVNS, LRNN, LRNS y LRSS, entre BEG-RBNN entre
SB-RMNS vy el resto muy préximos entre sf. En C. tropicalis el indice de correspondencia
fue del 0.88 encontrando correspondencia entre LVNN-BD, SB y BAF con RRNS, LVSN,
RRNN y RMNS vy el resto de parejas AST con BEG y BD.
T_beigelii y C. glabrata se mostraron independientes.C. parapsilosis mostré un coeficiente
de varianza explicado de 1 utilizando s6lo una dimensién. En un extremo de dicha dimensién
se situé la pareja RRSS-BEF y en el toro extremo de la dimensién, el resto de las parejas
posibles.

La representacion grifica del andlisis de correspondencias establecido entre el
morfotipado I1 y el morfotipado AST, para C_ tropicalis se detaila en la figura 14,
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M.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL RESISTOTIPADO Y EL
MORFOTIPADO

El andlisis de correspondencia consideré independientes las parejas de resistotipo-
morfotipo de C. glabrata estudiadas. Para T. beigelii en dos dimensiones pudo explicarse el
100% de la diversidad encontridndose correspondencia entre BD-OOFBOOL, el morfotipo
BAF y las parejas OCFOOQO, OCFBOOL, OOOBOOL, O0O0CGC00 y OOFQOOL,; y entre
BAG y UCFBOOL, OCFBOOO y OOFBOOCL. En C_ tropicalis el porcentaje de varianza
explicada fue de 0,57, encontrdndose cierta correspondencia entre BEG-OCOBKOOI, BAG-
OCFBOOO y SB con los resistotipos OOOOKKL, OCFBKKL, OCOOKOL, OCOBKKL y
QCOBOCL. En C. parapsilosis el porcentaje de varianza en una sola dimensién fue de 1,
lo que significaba que una sola dimensién era capaz de representar la correspondencia
existente entre las parejas analizadas. Se encontré una fuerte correspondencias entre BEF-
OCOBKKO, quedando en €l otro sector extremo de 1a dimensidn el resto de parejas posibles.
Para C. albicans el porcentaje de varianza explicado fue de 0,61, se encontrd correspondencia
entre BEG-OCOBKOO y SB-OCOOKOL. En otro sector del plano existia correspondencia
entre BAG y BD con OCO0O00Q, 0000000, OCOBOOL, OCFBKOO, OCFBKKO.

N.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL RESISTOTIPADO Y EL PERFIL
DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA.

_ En C, glabrata encontramos una fuerte correspondencia entre F11-OOFOOOL,
situdndose el resto de parejas estudiadas dispersas en el espacio formando un sélo grupo, sin
embargo el porcentaje de varianza fue de 0,48 lo que indicaria que si estudidramos dichas
parejas desde una dimensidn diferente, las parejas que aparentemente se encontraban préximas
podrian estar muy alejadas. En T. beigelii también se encontré un porcentaje de varianza
explicada de 0,48 y se encontraron correspondencias entre F7-F38-O00BOOL, F25-
OCFOOOO y F4-OOFBQOL. En_C. parapsilosis, que mostré un coeficiente de varianza de
0,43, se encontraron dos parejas relacionadas F13-OCOBKOL y F42-O0000QL, situdndose
el resto de las parejas separadas en el plano por diferir en sus caracter{sticas aunque se
distribuyen en una misma regién_del plano. En C. albicans se observé un porcentaje de
varianza explicada de 0,40, encontrdndose correspondencias entre F22-OCFBKKL, quedando
el resto agrupado en una regién del plano sin suficiente dimensiones que expliquen su
parecido. C. tropicalis mostré un porcentaje de varianza explicada de 0,24 y se observd
correspondencia en la pareja F34-OCOBKOQO. Para ¢l resto de las parejas estudiadas no se
pudo explicar la correspondencia en sélo dos dimensiones situdndose de forma difusa en el
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plano.

La representacién grdfica del andlisis de correspondencias establecido entre el
resistotipado y el perfil PSA, para C. albicans se detalla en la figura 15.

L.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE AST Y EL RESISTOTIPADO

El andlisis de correspondencias en C. albicans nos indicé un porcentaje de varianza
explicada de 0,46. No se consiguié mucha informacién porque las parejas quedaron muy
juntas en el plano. Se observé alguna relacién entre LVSS-OCOBKKL. En C. tropicalis el
coeficiente de varianza fue de 0,53 y se encontré cierta correspondencia entre las parejas
LRSS y OCFBOOO-O0O0BKOO y entre LVNN con GOOBKKL, OOOOKOL, OOOOKKL.
En C. parapsilosis, con un porcentaje de varianza explicada de 0,52, se encontraron tres
grupos bien definidos, RVSN-OCOBKOL, RRSS-OCOBKKQO, y ¢l resto coincidiendo en un
punto del plano por lo que con sélo dos dimensiones se obtuvo poca informacién de la
diversidad. En T. beigelii el andlisis de correspondencias indicé un coeficiente de varianza
de 1 explicado tomando sélo un factor, lo que significé que una sola dimensién podia explicar
la relacidn entre las distintas parejas posibles. En un extremo de dicha dimensién se situaron
las parejas RRSS-RVSS-RRNS-OO0O00000-O00BOOL. hacia €l centre se situaron ala
mayorfa de las parejas formando un grupos homogéneo imposible de discernir
- correspondencias. En el otro extremo de la dimensién queds la pareja RRNS-OCFBOOQO. En
C. glabrata se encontré un coeficiente de varianza de 1 para las dos dimensiones
consideradas. Se observaron correspondencias entre RRNN-OOOBKOO vy en el extremo
opuesto RBNN-QOOOBKKL, quedando el resto de las parejas reunidas en un mismo sector
del plano bidimensional sin que pudieran establecerse mas correspondencias.

La representacién grdfica del andlisis de correspondencias establecido entre el
resistotipado y el perfil AST, para T. beigelii, explicado con un sélo factor, se detalla en la
figura 16.

Q.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE EL PERFIL AST Y EI.L PERFIL DE
SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA.

Los coeficientes de varianza entre ambos métodos oscilaron entre O para T. beigelii,
0,34 en C. albicans, 0,63 para C. tropicalis y | en el caso de C. glabrata. En C. albicans se
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encontrd cierta correspondencia entre LVNS-F11. En C. parapsilosis hubo correspondencias
entre RRSS-F47 y RVSN-F13. En C._tropicalis entre LVNN-LRSS-F1 situados en un
extremo y LVBSS-F12-F11, LVSN-F2-F4-F13. T. beigelii demostré independencia entre las
parejas analizadas. En C. glabrata las dos dimensiones del plano explicaron €l 100% de la
varianza. Se encontraron correspondencias entre RBNN-F2, RRNN-F3-F5,quedando el resto
junto en otro sector del plano.
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DIMENSION 4

FIGURA 10. Representacién en el espacio bidimensional del andlisis de correspondencias
establecido entre los métodos API 20C y resistotipado en C. glabrata.
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FIGURA 11. Representacién en el espacio bidimensional del andlisis de correspondencias
establecido entre los métodos API 20C y morfotipado II en C. tropicalis.
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FIGURA 12. Representacion en el espacio bidimensional del andlisis de correspondencias

establecido entre el perfil enzimatico y el morfotipado AST en C. parapsilosis.
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FIGURA 13. Representacion en €l espacio bidimensional del andlisis de correspondencias
establecido entre el perfil enzimdtico y el morfotipado AST en T. beigelii.
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FIGURA 14, Representacién en el espacio bidimensional del andlisis de correspondencias
establecido entre el morfotipado II y el morfotipado AST en C._tropicalis.
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FIGURA 15. Representacién en el espacio bidimensional del andlisis de correspondencias
establecido entre el morfotipado IT y el perfil PSA en C. albicans.
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V. TABLAS



Tablas

TABLA 1. Porcentajes de distribucién de las especies aisladas en cada uno de los grupos de
muestras consideradas.

[ ESPECIE o ORAL GENITAL | INVASIVO | ORINA PIEL “
C. albicans 58,9 65 42,4 58,3 17,3
C. tropicalis 17,8 5,0 17,0 30,6 9.8
ll C. parapsilosis 2,8 1,7 4,0 5,6 32,3
C. glabrata 1,9 13,3 5,1 2,8 1,5
C. guilliermondii 3,7 1,7 9,0
| C. krusei 4,7 3,3 2,0 3,8
. C. lusitaniae 1,9 1,7 4,0 1,5
C. famata 1,9 2,0 1,5 1
C. kefyr F 2,0 2,8
Candida sp 0,9 1,7 2,0 53
T. beigelii 3.7 5,0 5.1 0,8
Trichosporon sp 1,7 0,8
{|_Cr.neoformans 10,0
Cryptococcus sp 1,0 0,8
Rhodotorula sp 54
G. candidum 1,9 2,3
S. cerevisige 1,0 2,3
TOTAL 24,6 13,8 22,8 8,3 | 30,6 i
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Tablas

TABLA 2. Porcentaje de distribucién de cada especie estudiada en los 5 grupos de muestras
consideradas.

ESPECIES ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
C.albicans 33,5 20,79 22,3 11,2 12,2 43,2
C.tropicalis 30,2 4,8 27 17,5 20,6 14,5
C.parapsilosis 5,7 1,9 71,5 3,8 81,1 12,2

._C.glabrata 11,1 44,4 27,8 5,6 ' 11,1 4,1

| C.guilliermondii 23,5 5,9 70,6 3,9
C.krusei 38,5 15,4 7,7 38,5 3|
C.lusitaniae 1 22,2 11,1 4.4 22,2 2,1
C.famata 33,3 33,3 33,3 1,4
C.kefyr 66,7 33,3 0,7
Candida sp 14,3 14,3 | 71,4 1,7
T.beigelii 17,4 13 21,7 47,8 53
Trichosporon sp 50 50 0,5
C.neoformans 100 2,3
Cryptococcus sp 50 50 0,5
Rhodotorula sp 100 1,6
G.candidum 40 : 60 . 1,1
S.cerevisiae 25 75 0,9

117



TABLA 3a. Valores de CMI,,, CMI,, ¢ intervalos encontrados en los antifiingicos estudiados para cada una de las especies.

ESPECIES | Miconazol | Econazol 1 Ketoconazol ] Clotrimazol I
l CMI,, | CMI,, | Rango I CMil,, | CMI,, T Rango | CMig, I CMI,, l Rango 1 CMI,, ] CMIL,, | Rango "

C._albicans 0,5 1 <0,03-2256 0,25 0,25 <0,03-2 4 8 <0,03-=>256 0,25 0.5 <0,03-4
C. tropicalis 0,5 2 <0,03-256 0,5 2 <0,03-4 8 16 <0,03-=256 0,25 1 <0,03-2
C. parapsilosis 0,25 0,25 <0,03-4 0,25 0,5 <0,03-4 0,06 1 =<0,03-8 0,06 0,06 <0,03-0,25
C. glabrata 0,06 0,25 <0,03-0,5 0,06 1 =0,03-1 0,25 i =0,03-2 0,12 0,5 <0,03-0,5
C. guilliermondii 0,5 1 <0,03-1 0,25 1 =<0,03-1 0,06 8 =<0,03-8 0,12 0,5 <0,03-0,5
C. krusei 0,25 0,5 <0,03-0,5 0,12 0,25 <0,03-2 0,25 0,25 <0,03-0,25 0,06 0,06 <0,03-1
C. lusitaniae 2 2 0,06-2 2 2 =0,03-2 16 0,25 0,12-=>256 4 4 0,06-4
C. famata 0,06 0,25 0,06-0,25 0,06 0,25 0,06-0,25 0,06 4 0,06-4 0,06 0,06 0,06
C. kefyr 0,06 0,25 0,06- <256 0,06 0,06 0,06 0,06 0,5 0,06-0,5 0,06 0,12 0,06-0,12
C. zeylanoides 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,12 0,06-0,12
C. rugosa 0,06 0,06 =0,03-0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
C. lipolytica 0,06 0,06 <{,03-0,06 0,06 0,06 0,06 <0,03 =0,03 <0,03 0,06 0,06 0,06
C. pintolopesii 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 <0,03 <0,03 =0,03 0,06 0,06 0,06
C. pelliculosa 0,06 0,06 0,06 0,06 0,25 0,06-0,25 0,06 0,06 0,06 0,25 2 0,25-2
C. neoformans 0,06 0,06 =0,03-0,06 0,06 0,06 <0,03-0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
C. laurentit 0,06 0,06 <0,03-0,06 0,06 0,06 <0,03-0,06 0,06 0,06 =0,03-0,006 0,06 0,06 0,06
C. albidus 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 =<0,03 =0,03 <0,03 =0,03 =0,03 =0,03
G. candinum 0,06 0,06 0,06 0,06 0,12 0,06-0,12 0,06 0,5 0,06-0,5 0,06 0,5 0,06-0,5
R. rubra 4 4 0,06-4 0,25 0,5 0,06-0,5 0,06 0,12 0,06-0,12 0,12 0,12 0,06-0,12
R. glutinis 0,06 2 0,06-2 0,06 0,25 0,06-0,25 0,06 0,06 0,06 0,12 0,12 0,12
S. cerevisiae 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 <0,03-0,06
T. beigelit 0,06 0,25 0,06-<256 i 0,06 0,25 0,06-64 0,06 4 0,06-8 0,06 0,25 0,06-0,5
T. penicillatum 0,25 0,25 0,25 0,06 0,06 0,06 4 4 4 0,06 0,06 0,06
T. capitatum 0,12 0,12 g,12 0,06 0,06 0,06 0,5 6,5 0,5 0,06 0,06 0,06




Tabla 3b. Valores de CMI,,, CMlI,, e intervalos encontrados en los antifiingicos estudiados para cada una de las especies.

ESPECIES | Fluconazol | Anfotericina B | Ciclopirox | Ajo Il
| CMIy, | CMI,, | Range | CMI,, | CML,, | Rango | CMI,, | CMI,, ’ Rango I CMI, ' CM1,, | Rango "

[ C._albicans 128 2256 <0,03-=256 0,5 0,5 <0,03-64 1 1 0,06-4 171280 1/1280 1/5120-1/640

C. tropicalis 128 =256 <0,03- =256 0,25 0,5 <0,03-2 t 2 0,5-2 1/2560 1/1280 1/2560-1/640

C. parapsilosis 0,25 1 <0,03-=256 0,25 0,5 <0,031 1 2 0,5-2 1/1280 1/1280 1/2560-1/1280

C. glabrata 0.5 128 <0,03- =256 0,25 0,5 <0,03-0,5 1 2 0,5-2 172560 1/1280 1/2560-1/1280

C. guilliermondii i =256 <0,03-=256 0,25 0,25 <0,03-0,25 1 4 1-4 1/1280 1/1280 1/1280

C. krusei 4 8 <0,03-8 - 0,5 1 0,12-1 2 2 0,5-2 1/2560 1/640 1/2560-1/1280

C. lusitaniae 32 128 0,12-128 0,25‘ 32 0,12-32 I 4 1-4 1/1280 1/1280 1/10240

C. famata 0,06 4 0,06-4 0,06 0,5 0,06-0,5 0,12 2 0,06-2 1/640 1/640 1/2560-1/640

C. kefyr 0,06 0,06 0,06 0,12 0,12 0,12 0,5 0,5 0,5 1/2560 172560 1/2560

C. zeylanoides 0,06 0,06 0,06 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 1/1280 1/1280 1/1280

C. rugosa 0,5 0,5 0.5 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 1/640 1/640 1/640

C, lipolvtica 0,25 0.25 0,25 0,06 0,06 0,06 2 2 2 171280 1/1280 1/1280

C._pintolopesii 0,12 0,12 0,12 0,06 0,06 0,06 0,5 0,5 0.5 112560 1/2560 1/2560

C. pelliculosa 1 1 1 0,12 0,25 0,12-0,25 1 1 i 1/640 1/640 1/640

C. neoformans 0,06 0,25 0,06-0,25 0,06 0;25 0,06-0,25 0,06 0,06 <0,03-0,25 17640 1/320 1/640-1/320

C. laurentii 0,06 0,06 0,06 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,5 1/1280 1/1280 1/1280

C. atbidus 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 1/640 1/640 1/640

G. candinum 1 2 0,06-8 0,5 0,5 0,25-0,5 1 2 0,06-2 1/640 1/320 1/1280-1/320

R, rubra g 16 0,25-16 0,06 0,25 0,06-0,25 2 2 0,25-2 " 1/640 1/640 1/1280-1/640

R. glutinis 16 64 16-64 0,06 0,06 0,06 0,12 0,5 0,12-0,5 1/1280 1/1280 1/1280

S. cerevisiae 0,06 0,5 0,06-0,5 0,12 0,25 0,12-0,25 i 1 0,25-1 1/1280 17320 1/1280-1/320

T. beigelii 0,06 128 0,06-<256 0,25 2 <0,03-64 1 1 =0,034 171280 1/640 1/5120-1/320

T. penicillatum 4 4 4 0,5 0,5 0,5 1 1 i 171280 1/1280 111280

T. capitatum 1 i 1 0,06 0,06 0,06 0,5 i 0,5 0,5 1/1280 111280 1/1280




Tablas

TABLA 4. Valores de Concentraciones Minimas Inhibitorias encontradas en las cepas patrén

ensayadas para los agentes antifiingicos incluidos en el estudio.

CONTROLES | AB | MICO | ECO | KETO | CLO | FLU | CIC AJO
ATCC 10231 0,25 | 0,25 0,25 0,12 1 1 1 -} 1/1280
ATCC 18803 0,25 0,06 0,25 0,25 0,12 | 0,25 1 1/640
Rc7 0,25 0,5 0,25 4 0,25 | 256 1 1/640
RcS 0,5 0,5 0,25 4 0,25 | 256 i 1/640
12C 0,25 0,25 0,12 4 0,25 64 1 1/640
CPIR 0,25 0,25 0,25 0,12 1 1 1 1/1280
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Tabias

TABLA 5. Biotipos API20C AUX encontrados en C. albicans.
BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA PIEL TOTAL%
2172174 1 (0,5)
2174174 1 (0,5)
2546174 2 1 (1,6
2556174 3 4 3 3 (6,9)
2566174 2 1 3 H 3.7
2572174 1 i (1,1)
2576174 48 28 36 16 16 (76,6)
2776174 5 1 1 2 (4.8)
6576174 3 1 1 (2,7)
6776175 1 1 (L1
TOTAL% (33,5) (20,7) (22,3) (11,2) | (12,2) | 188(100)
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Tablas

TABLA 6. Biotipos APIZ0C AUX encontrados en C. tropicalis y su distribucion en los
distintos grupos de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
2546175 1 (1,6)
2556075 1 (1,6)
2556175 7 6 5 4 (34,9)
2556375 4 1 2 1 (12,7)
2576175 6 1 5 1 4 27
6552175 | (1,6}
6556135 1 1 2 (6,3)
6556175 3 1 (6,3)
6566174 1 (1,6)
6576175 1 (1,6)
6756135 i (1,6)
TOTAL% | (30,2) (4,8) 27 (17,5) | (20,6) 63(100)
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Tablas

TABLA 7. Biotipos API20C AUX encontrados en C. parapsilosis y su distribucién en los
grupos de muestras considerados.
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BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO { ORINA | PIEL | TOTAL%
2742175 1 (1,9
2746174 1 1 (3,%)
2752175 2 (3,8)
2756175 1 1,9
6656175 1 1 (3,8)
6652175 1 (1,95
6746175 1 (1.9)
6752135 6 (11,3)
6756135 3 1 11 (28,3)
6756175 1 i 1 16 (35,8)
6772175 3 .7
TOTAL% (5,7 (1,9 (7,5) (3,8 (81,1) 53(100)




Tablas

TABLA 8. Biotipos API120C AUX encontrados en T. beigelii y su distribucidn en los grupos
de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | PIEL | TOTAL%
2544775 1 (4,3)
2740775 1 | i (8,7
2744737 1 4,3)
2744774 1 2 1 (17,4)
2744775 2 1 (13)
2744777 2 (8,7)
2745737 2 (8,7
2545775 1 1 (8,7
2765737 1 (4,3)
6745775 1 1 8,7
6747774 1 4,3)
6757775 1 4,3)
6767774 1 4,3)
TOTAL% | (17,4) (13) 21,7 (47,8) 23(100)
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Tablas

TABLA 9. Biotipos API20C AUX encontrados en C, glabrata y su distribucién en los grupos
de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
2000040 2 7 5 1 (83,3)
2000041 1 {5,6)
2000100 1 (5,6)
6000040 _ 1 (5.6)
TOTAL% (11,1) (44,4) (27,8) (5,6) (11,1) 18(100)
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Tablas

TABLA 10. Biotipos API20C AUX encontrados en las cepas control ensayadas.

CONTROLES BIOTIPO API20C
AUX
C. albicans ATCC 10231 2576174 |
C. laurentii ATCC 18803 | 2777773
C. kefyr ATCC 28838 6622466
CPIR 6446071
Rc7 2576175%
Rc9 2776174
12C 2576174

* € —albicans que asimilé melizitosa.
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Tablas

TABLA 11. Perfiles enzimdticos encontrados en C. albicans y su distribucion en los grupos
de muestras considerados.

TIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL %
Ei 3 4 8 6 5 26(14,1)
E2 1 1 1| 3(1,6)
E3 1 10,5)
E4 3 1 1 52,7)
E6 5 3 1 3 12(6,5)
E7 1 1 2(1,1)
ES8 1 1(0,5)
E9 1 1(0,5)
E10 24 21 13 4 8 70(37.,8)
Ell 2 1 2 1 6(3,2)
Ei2 6 4 5 2 1 18(9,7)
E13 2 2(1,1)
El4 1 | 2 3(1,6)
El5 2 1 3(1,6)

FEIG 6 8 1 2 2 19(10,3)
Ei7 3 1 4(2,2)
E18 1 3 1 52. 70
E19 2 2(1,1)
B21 2 20,
TOTAL 61 39 41 21 23 185(100)
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Tablas

TABLA 12. Perfiles enzimdticos encontrados en C. tropicalis y su distribucidn en los grupos
de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
E6 1 1 1 3(4,8)
E10 2 4 1 7(11,1)
Eil 1 3 4(6,3)
E12 1 1(1,6)
E16 6 2 2 6 1 17(26,9)
El8 1 1(1,6)
E19 2 1 3(4,8)
E3l 3 3(4,8)
E32 2 2(3,2)
E34 1 1(1,6)
E35 4 . 2 6(9.5)
E36 1 3 2 4 10(15,9)
E37 3 3(1,6)
E38 1 1(1,6)
E39 1 1(1,6)
TOTAL 19 3 17 11 13 63(100)
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Tablas

TABLA 13. Perfiles enzimdticos encontrados en C. parapsilosis y su distribucién en los
grupos de muestras considerados.

129

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
Ell 2 1 15 18(40)
E13 1 9 10(18,8)
E15 2 1 3(5,6)
E20 3 3(5,6)
E21 1 1(1,9)
E22 1 1 2(3,8)
E23 6 6(11,3)
E24 1 1,9)
E25 2 2(3,8)
E26 1 2 3(5,6)
E27 1 1(1,9)
E28 2 2(3,8)
E29 1 1(1,9)
TOTAL 3 1 4 2 43 53(100)




Tablas

TABLA 14. Perfiles enzimdticos encontrados en T. beigelii y su distribucién en los grupos
de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | PIEL | TOTAL%
E19 1 14,3)
E21 2 | 2(8,7) N
E34 i 1 1(4,3)
E36 1 1(4,3)
E42 l 1 1(4,3)
E43 | 2 o 2(8,7)
E44 1 1(4,3)
E45 1 1(4,3)
E46 2 T 3 | 6(26)
E47 1 1(4,3)
E48 2 2(8,7)
E49 T 1 1(4,3)
E50 2 | l 2(8,7)
ES51 ! 1(4,3)
TOTAL 4 3 5 11 23(100)
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Tablas

TABLA 13. Perfiles enzimdticos encontrados en C. glabrata y su distribucién en los grupos
de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
E3 1 1 2(11,1)
El5 2 4 3 1 2 12(66,6)
E17 2 2(11,1)
E28 1 1(3,5)
E38 1 1(5,5)
TOTAL 2 8 5 1 2 18(100)
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Tablas

. TABLA 16. Perfiles enzimdticos encontrados en las cepas control ensayadas.

CONTROLES 2345678910111213141516 17 18 19 20
C.albicans ATCC 10231 111611160 11 000 10 10 O
C.laurentii ATCC 18803 [ 111011100 11 DOO 01 11 O
C, kefyr ATCC 28838 111011100 11 010 01 00 O
CPJR 111611100 11 000 11 00 O
Re7 111111000 11 000 10 10O
Rc9 011111000 11 000 10 10 O
12C 1110111060 11 000 10 00 O
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TABLA 17. Porcentajes de actividades enzimiticas encontradas con API ZYM en las principales especies analizadas.

ESPECIES

Ne ENZIMAS
cepas “
l1|3‘4|5|6|7‘8i9|10|11|12}l3ild|15|16|l7|18|19|20“
| c. atbicans 88 | 702 | 100 | 100 ] 85 | w00 | 99 | 7as [ 0| o || 100 | of o | o foss|n2s|sss]| o | oJI
o_|

" C._tropicalis

63 | 762 | 100|100 111 | 100 [ 052 ]| 7 |

o

IOIIOOI%,SIO o |osz] 1 | ess |

0

o |

' " C. parapsilosis

s3 | 96,1 | 100 | 100 | 37.2 | 961 | 765 l 255 l

<

lOllOOllOO‘OI0'0l80,4l1,9!0|l.9

o |

|
|
l

|

|

|
[ILM | 2 96,6[100|100]56.5,95,7|52,2|60,8I o] o] moi 100'4,3|3o.4| 0 |65,2l73.9|60,9| o | o "
“C.glabrata | 18 sa,3|100|1oo‘ 5,6 ] 100}94,4]77,s| oo |94,4|94,4|5,6| 5,6 I o' 0 ] o | o | oo "
" C. guiliermondii | 17 | 94,1 Iss,z|100| 11,a| xooisz,alsz,sl o | o] wo|oa1]| o] o]se] ss,zlvo,si o | o | o Il
”g_ms_e! I13,53,3]100]100'oi1oo|s4,sls4,6|o|o]molwoiololo]oi11,4io|olo”
"C.neoformans l10|20|so|90|0|90|10|1o|o|0|100|100|o|0|9oi9olwoisololo“
"C.Iusitaniae | o |ioo|100|100|11|1oo|ss,s|ss,s|ololwolmolo[o|o|100|100|11| o,o,




Tablas

TABLA 18. Resistotipos encontrados en C._albicans y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA [ prEL TOTAL% |
OCFBKKL i 1 2(1,1)
OCFBKKO | 2 21,1y
OCFBKOL 1 1(0,5)
OCFBKOO 3 3(1,6)
OCFBOOL 2 1 3(1,6)
:CFBOOO 1 2 l 3(1,6)
| OCFO000 1 I - 21,1)
OCOBKKL 3 3(1,6)
OCOBKKO 1 . L | 2(1,1)
OCOBKOL 1 1 2(1,1)
OCOBKOO 2 2 4 2 10(5,3)
OCOBOOL 6 | 2 8 3 5| 28029
OCOBOOO 6 i 8 4 10 | 39(20,7)
GCOOKOL 1 1 2(1,1)
0COO00OL 3 3 2 8(4,3)
0CO0000 14 4 9 4 1 32(17)
| GOFBKKL 1 1(0,5)
OOOBKOO 5 1 6(3,2)
OOOBOOL 1 2 1 42,1)
OOOBOOO 7 4 4 1 2 { 18(9,6)
0000K0O0 2 2(1,1)
000000L 1 B 1(0,5)
| 6000000 6 3 2 6 1 18(9,6)
TOTAL 63 39 42 21 23 188(100)
L= ———— 1 1 -
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Tablas

TABLA 19. Resistotipos encontrados en C. tropicalis y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
OCFBKKL 1 1(1,6)
OCFBKKO 1 i 2(3,2)
OCFBKOL 1 1 2(3,2)
OCFBOOL 2 2(3,2)
OCFBOOO 1 1(1,6)
OCOBKKL 1 1(1,6)
OCOBKKO 1 3 1 1 6(9,5)
OCOBKOL 1 1(1,6)
OCOBKQO 2 2(3,2)
OCOBOOL 2 1 1 4(6,3)
OCOBOOO 7 2 6 5 4 24(38,1)
0CO0000 1 1 2(3,2)
OOOBKKL 1 1(1,6)
QO0BKOO 1 1(1,6)
000BOOO 1 1(1,6)
QOOOKKL I 1(1,6)
OOOOKOL 1 1(1,6)
000000L i 1(1,6)
0000000 1 2 3(4,8)
UCOBKOO 3 3(4,8)
TOTAL 19 3 17 11 13 63(100)
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Tablas

TABLA 20. Resistotipos encontrados en C. parapsilosis y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA { PIEL | TOTAL%
OCFBKKL 4 47,5)
OCFOQOL 1 1(1,9) |
OCOBKKL 16 16(30,2)
OCOBKKO 1 1(1,9)
OCOBKOL 1 1(1,9)
QCQOKKL 1 1 5 7(13,2)
OCOOKOL 1 1(1,9)
OCOOOOL ' 1 3 4(7,5)
OOOBKKL 1 4 1 1 5 8(15,1)
OOQOKKL 2 4 6(11,3)
0O000KOL 1 1(1,9)
000000L 1 1 2(3,8) 1
0000000 1 i 1(1,9)
TOTAL 3 1 4 2 a3 53(100)
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Tablas

TABLA 21. Resistotipos encontrados en T. beigelii y su distribucion en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | PIEL | TOTAL%
OCFBOOL 1 1 3 5(21,7)
OCFBOQO 1 2 3(13)
OCFOO00 1 1(4,3)
OOFBOOL 1 1(4,3)
OOFOOOL 1 1(4,3)
OOOBOOL 1 2 3(13) |
O00BOOO 1 3 4(17,4)
0000000 1 2 3(13)
UCFBOOL 1 1 2(8,7)
TOTAL 4 3 5 11 23(100)
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Tablas

TABLA 22, Resistotipos encontrados en C. glabrata y su distribucion en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL { TOTAL%
OCOBKKL 1 1(5,6)
OCOBOQO 1 1(5.6)
OOFOOOL 1 1(5,6)
OOOBKKL 1 B | 1(5,6)
OOQOBKKO 1 I 2(11,1)
QOQBKOO | 2 ﬁ_ 3 1 | 6(33,3) |
OOOBOOL 1 2 1 4(22,2)

Fooosooo 1 1(5,6)
UCOBKKL 1 1(5,6)
TOTAL 2 8 5 1 2 18(100)
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Tablas

TABLA 23, Frecuencias relativas de resultados positivos a cada uno de los compuestos
quimicos utilizados en la técnica de resistotipado para‘las 5 especies mayoritarias.

ESPECIES U__R-E_ _C—I}-— SFC | BOR | SAL 11% | SAL 13% MC
C.albicans 0 72,8 9 64,9 18 0,5 27
C.tropicalis 4,8 30,9 | 12,7 82,5 34 19 23,8
C.parapsilosis 0 66 9.4 36,6 84 79,2 94,3
T.beigelii 8,7 47,8 | 56,5 78,3 0 0 52,2
C.glabrata 3,6 11,1 5,6 94,4 61 27,8 44,4
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Tablas

TABLA 24. Resistotipos encontrados en las cepas control ensayadas.

CONTROLES RESISTOTIPO
C. albicans ATCC 10231 OCOBOL
C. laurentii ATCC 18803 000000
CPJIR OQOBOL
Rc7 OCOBOO
RcH UCOOOL
12C 0C0O000
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Tablas

TABLA '.25. Morfotipos encontrados en C. albicans y su distribucidon en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
0000 4 4 3 1 1 13(6,9)
2330 1 1 2(1,1)
3220 2 2(1,1)
3230 1 1 2(1,1)
3330 2 1 3 6(3,2)
5311 1 1 21,1
5321 1 1 2(1,1)
5330 2 2(2,1)
5340 1 2 3(1,6)
5514 1 1 2(1,1)
5521 1 1 2(1,1)
5531 1 1 2(1,1)
5540 1 1 1 1 4(2,1)
7310 1 2 1 42,1
7320 2 1 3(1,6)
7330 2 7 2 11(5,9)
R 1 B 2(1,1)
7340 4 3 9 1 3 20(10,6)
7346 | 1 1 1 3(1,6)
7530 3 2 1 1 73,7)
7540 27 13 7 8 10 65(36,4)
7541 1 1 2(1,1)
7546 1 1 2(1,1)
OTROS 9 4 5 3 2 23(12,2)
TOTAL 33,5 20,7 22,3 11,2 12,2 | 188(100)
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Tabias

TABLA 26. Morfotipos I encontrados en C._tropicalis y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
0000 2 2 3 7(11,1)
- 0006 1 1(1,6)
5214 1 3 4(6,3)
5341 1 1(1,6)
5540 1 1(1,6)
7214 1 1(1,6)
7334 1 1(1,6)
7336 1 1(1,6)
7346 1 1(1,6)
7516 1 1(1,6)
7524 1 1(1,6)
7530 1 1(1,6)
7532 2 2(4,8)
7536 1 1(1,6)
7540 10 6 2 3 21(33,3)
7541 1 1(1,6)
7542 1 1(1,6)
7546 4 1 1 6 2 14(22,2)
17548 1 2(3,2)
TOTAL 30,2 4,8 27 17,5 20,6 63(100)
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Tablas

TABILA 27. Morfotipos I encontrados en C. parapsilosis y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
0000 1 1 1 1 9 13(24,5)
0001 B 1 4 5(9,4)
0002 - 1 1{1,%9)
0004 4 4(7,5)
0005 2 2(3,8)
0006 2 3 22 27(50,9)
7336 1 1(1,9)
TOTAL% 5,7 1,9 7,5 3,8 81,1 | 53(100)
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Tablas

TABLA 28. Morfotipos I encontrados en T. beigelii y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | PIEL | TOTAL%
5318 1 1(4,3)
7524 1 1(4,3)
7511 3 3(13)
7516 1 1(4,3)
7521 1 1(4,3)
7531 1 1(4,3)
7536 2 28,7)
7540 1 1 2(8,7)
7541 1 1 2 2 6(26,1)
7546 1 H 2(8,7)
7548 1 2 3(13)
TOTAL 17,4 13 21,7 47,8 23(100)
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Tablas

TABLA 29. Porcentajes de positividad para cada una de las caracteristicas consideradas en

el morfotipado I para las 5 especies mayoritarias.
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CARACTERISTICA { COD | CA | CT | CP | TB | CG
BORDE 0 6,9 | 12,7 | 981 |- 100
COLONIA 1 1 - - - -

2 1,6 |- - - -

3 6,9 |- - - -

5 154 |95 |- 86 |-

7 68 |778 |19 |o914 |-
ANCHURA 0 6,9 | 12,7 | 98,1 |- 100
MARGEN 1 0,5 |- . - -

2 42 |79 |- - -

3 394 |64 |19 |43 |-

5 489 |73 |- 95,7 | -
GROSOR 0 69 | 12,7 |981 |- 100
MARGEN 1 53 |95 |- 21,6 | -

2 69 | 1,6 |- 86 |-

3 24510196 [1,9 |13 -

4 542 | 66,6 | - 56,5 | -
SUPERFICIE 0 81,9 | 47,6 | 24,5 |87 | 100
COLONIA 1 9 32 |94 |477 |-

2 2,1 |48 |19 |- -

4 32 11,175 |43 |-

5 - - 3,8 |- -

6 3,2 30,2 {528 |21,7 |-

8 - 32 |- 17,3 | -




Tablas

TABLA 30. Morfotipos encontrados en las cepas control ensayadas.

! CONTROLES MORFOTIPADO 1
C. albicans ATCC 10231 0000
C. Jaurentii ATCC 18803 0000
C. kefyr ATCC 28838 7240
CPJR 0000
Rc7 0000
Rc9 5331
12C 7540
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Tablas

TABLA 31. Morfotipos encontrados en C. albicans con el morfotipado II y su distribucidn
en los grupos de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL% 1
SB 4 4 3 1 1 13(6,9)
BD 14 6 15 7 5 47(24,9)
BEG 4 3 2 9(4,8)
BEF 10 13 13 3 3 42(22,3)
BAG 1 1(0,5)
BAF 31 16 8 10 12 77(41)
TOTAL 63 39 42 21 23 188(100)
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Tablas

TABLA 32. Morfotipos II encontrados en C. tropicalis y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.
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BIOTIPO | ORAL | GENITAL -_‘[NVASIVO ORINA | PIEL | TOTAL%
SB 1 3 6 10(15,9)
_BD 1 1 1 3(4,8)
BEG 1 1(1,6)
BEF 1 I 2 3(4,8)
BAG 1 1 2(3,2)
BAF 16 2 B t1 9 6 43(68.3) T
TOTAL 19 3 17 11 13 63(100)




Tablas

TABLA 33. Morfotipos tipo 11 encontrados en C. parapsilosis y su distribucién en los grupos
de muestral considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%

SB 3 1 4 2 Y] 52(98,1)
BEF 1 1(1,9)

TOTAL 3 1 4 2 43 53(100)
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Tablas

TABLA 34. Morfotipos II encontrados en T. beigelii y su distribucion en los grupos de
muestras considerados. '
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BIOTIPQ | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
BD 1 1 28,7
BAG 1 1 2 4(17,4)
BAF 3 2 4 g 17(73,9)
TOTAL 4 3 5 11 23(100)




Tablas

TABLA 35. Frecuencias relativas de aparicién de cada uno de los morfotipos II posibles en

cada una de las 5 especies mayoritarias.
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ESPECIES SB BD | BEG | BEF | BAG |} BAF
C.albicans 6,9 24,5 4,8 22,3 0,5 41
C.tropicalis 16,1 1,6 4.8 3,2 69,3
C. parapsilosis | 98,1 1,9
T.beigelii 8,7 i 17,4 | 73,9
C.glabrata 100




Tablas

TABLA 36. Morfotipos AST encontrados en C. albicans y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

TIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
LMSN 1 1 2(1,1)
LRNN 28 17 20 13 9 87(46,3)
LRNS 4 1 1 6(3,2)
LRSN 5 6 6 1 18(9,6)

LRSS 1 1 21,1)
LVNN 3 1 4(2,1)
LVNS 1 1 2(L,1)
LVSN 11 6 9 2 6 34(18,1)
LVSS 1 1 1 2 5(2,7)
RRNN 4 4 2 2 1 13(6,9)
RRNS 1 2 3(1,6)
RRSN 1 1(0,5)
RRSS i 1(0,5)
RVBSS 1 1(0,5)
RVSN 4 4(2,1)
RVNN i 1(0,5)
RVSS 1 2 1 4(2,1)
TOTAL { 33,5 20,7 22,3 11,2 12,2 | 188(100)

152



Tablas

TABLA 37. Morfotipos AST encontrados en C. tropicalis y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
LRNN 3 3 6(9,5)
LRNS 1 1(1,6)
LRSN 1 3 4(6,3)
LRSS 1 1(1,6)
LVBNN 1 2 3(4,8)
LVBNS 1 1(1,6)
LVBSN 2 1 1 4(6,3)
LVBSS 1 1 1 3(4,8)
LVNN 1 1(1,6)
LVSN 1 ' 1 2(3,2)
LVSS 5 2 1 1 19(14,3)
RMNS 2 ' 2(3,2)
RRNN 1 1(1,6)
RRNS 1 1 2(3,2)
RRSN 1 1 2(3,2)
RVBNN 1 4 2 1 8(12,7)
RVBSN 1 2 3(4,8)
RVNN 1 1 1 3(4,8)
RVNS 1 1(1,6)
RVSN 2 2 4(6,3)
L RVSS I 1(1,6)
TOTAL% 30,2 4,8 27 17,5 20,6 63(100)
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Tablas

TABLA 38. Morfotipos AST encontrados en C. parapsilosis y su distribucién en los grupos
de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL INVASIVOF ORINA | PIEL | TOTAL%
LRNN 1 2 2 5(9,4)
LRSN 3 3.7
LVNN 1 4 5(9,4)
LVSN 2 . 5 7(13,2)
LVSS | 1 1(1,9)
RRNN 1 2 36,7
RVBSN 2 2(3,8)
RVNN 1 9 10(18,9)
RVSN 1 14 15(28,3)
RVSS 1 1 2(3,8)
TOTAL% 5,7 1,9 7.5 3,8 81,8 53(100)
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Tablas

TABLA 39. Morfotipos AST encontrados en T. beigelii y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | PIEL | TOTAL%
LRNN 1 1 28,7
LRNS | 1 - 1(4,3)
:RSS 1 1(4,3)
RNNN 1 1(4,3)
RRNN 1 1(4,3)
RRNS 2 3 5 10(43,5)
RRSN 1 1(4,3)
RRSS 1 3 4(17,4)
RVNS 1 1(4,3)
RVSS 1 1(4,3)
TOTAL% | 17,4 13 21,7 47,8 { 23(100)
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Tablas

TABLA 40. Morfotipos AST encontrados en C. glabrata y su distribucién en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL [ INVASIVO | ORINA [ PIEL | TOTAL%
NO TIPABLE 1 5 4 1 2 13(72,2)
RBNN 2 2(11,1)
RRNN 1 1 1 3(16,7)
TOTAL% 11,1 44,4 ‘ 27,8 5.6 11,1 18(100)
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Tablas

TABLA 41, Resultados globales de las frecuencias relativas obtenidas para cada una de las
caracteristicas consideradas en el método del morfotipado en AST.
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CARACTERISTICA | CODIGO | cA | CT | cP | TB
TEXTURA L 85,3 1556 | 39,6 | 17,4
R 14,7 | 44,4 | 60,4 |82,6
COLOR R 69,7 {27 | 20,7 o1
v 28,7 33,3 | 75,5 |87
VB 05 [349 [37 |o
M 1 32 |0 0
B 0 0 0 0
BORDE S 36,7 | 52,4 | 56,6 |30,4
N 63,3 | 47,6 | 43,4 | 69,6
HALO HIFAS S 12,8 |33,3 |57 |783
N 87,2 | 66,7 | 94,3 |21,7




Tablas

TABLA 42. Morfotipos AST encontrados en las cepas controles ensayadas.

CONTROLES MORFOTIPO AST
C. albicans ATCC 10231 LRNN
?I. laurentii ATCC 18803 LRNN
C. kefyr ATCC 28838 RRNS
CPIR RRNN
Rc7 LRNN
Rc9 B LRNN
12C RRNS
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Tablas

TABLA 43. Perfil de resistencia a antifiingicos encontrados en C. albicans y su distribucion
en los grupos de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
F1 4 5 2 1 12(7,2)
F2 2 4 1 7(4,2)
F3 3 4 3 2 2 14(7,7)
F4 4 5 5 5 19(10,5)
F5 7 2 9 3 2 23(12,8)
F6 6 5 3 1 1 16(8,8)
F7 14 6 8 8 4 40(22)
F8 1 1(0,6)
F9 1 1(0,6)
F10 1 1¢(0,6)
Fl1i 1 1(0,6)
F12 6 6(3,3)
Fi3 1 5 2 1 9(5,0)
Fl4 9 8 2 3 22(12,2)
F15 1 1(0,6)
F16 2 2(1,1)
F18 2 2(1,1)
F19 2 2(1,1)
F20 1 1(0,6)
F21 1 1(0,6)
F22 1 1(0,6)
F48 1 1(0,6)
F46 1 1(0,6}
TOTAL 63 39 41 21 21 185(100)
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Tablas

TABLA 44. Perfiles de resistencia a antifingicos encontrados en C. tropicalis y su
distribucion en los grupos de muestras considerados.

BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
F1 2 r 4 7(10)
F2 3 3(5,1)
Fa 1 2 3(5,1)
Fs 1 (1,7
F6 2 2 4(6,8)
F7 2 2 4(6,8)
F9 1 1(1,7)
[ F11 1 11,7
Fi2 2 2(3,4)
F13 1 1 2(3,4)
F14 2 1 . 1 1 5(8,5))
Fi5 2 23,4)
F20 1 11,7
F23. 1 1(1,7)
F24 1 1(1,7)
F25 2 2(3,4)
F26 1 1 2(3,4)
F27 1 1 2(3,4)
F28 1 (LN
F29 ' 3 3(5,1)
i F30 - 1 (1,1
F31 1 L)
F32 B 1 i 23.4)
F33 I 1 N 2(3,4)
F34 1 1L
F35 { 1 2(3,4)
F36 i (1,7)
F37 2 2(3.4)
TOTAL 17 3 17 11 13 59(100)
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Tablas

TABLA 45. Perfiles de resistencia a antifiingicos encontrados en C. parapsilosis y su
distribucién en los grupos de muestras considerados.

BIOTIFO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA | PIEL | TOTAL%
F1 3 1 24 28(53,8)
F2 3 3(5,8)
F4 | 1 1(1,9)
F5 i 1(1,%)
F13 i | L 1)

[ F1s 5 1| 19
F35 2 ! 4 7(13,5)
Fi8 2 | 209
F40 1 3 47,1
F41 1 1(1,9)
F42 2 2(3,8)
F43 1 1(1,9)
TOTAL 3 T 1 4 2 42 52¢100)
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Tablas

Li4s Bl

TABLA 46. Perfiles de resistencia a antifiingicos encontrados en T, beigelii y su distribucién
en los grupos de muestras considerados.

[ BIOTIPQ | ORAL | GENITAL | INVASIVO | PIEL | TOTAL%
F1 1 2 1 4(18)
F2 3 3(13,5)
F3 2 2(9)
F4 2 I B B 29) 1
F5 2 A9)
F7 1 1(4,5}
F25 1 1(4,3)
F38 i 1 B 1(4,5)
F39 l - 3ﬁ 3(13,5)
F40 i 1 2 3(13,5)
TOTAL 4 3 5 11 22(100)
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Tablas

TABLA 47. Perfiles de resistencia a antifiingicos encontrados en C. glabrata y su distribucién
en los grupos de muestras considerados.
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BIOTIPO | ORAL | GENITAL | INVASIVO | ORINA | PIEL | TOTAL%
F1 2 3 1 | 3(18,8)
F2 1 1(6,3)
F3 1 1 2 4(25)
F5 1 1 1 3(18,)8
F1l 1 1(6,3)
F19 1 1(6,3)
F44 1 1(6,3)
F45 1 1(6,3)
F47 1 1(6,3)
TOTAL 2 6 5 1 2 16(100)




Tablas

TABLA 48. Resultados globales de las frecuencias relativas de resistencias a las
concentraciones utilizadas para los antiflingicos ensayados.
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EspECIE |(C1| o | aB | M | E (ke || F [ a
CA 019,5]9,5]|739|947] 25 | 99,5122 3,7
1] 05| 05 | 234 43 |245] 0,5 | 266|963
21 0 o {271 11l505] 0o {612] 0
CT 0| 100 | 93,7 | 52,4 | 71,4 | 47,6 | 86,3 | 33,4 20,64
1| o | 64 |333|142]222] 9,5 |28,6]79,4
21 0 0 | 143 (143|302 32 (381 O
CP 0| 100 | 71,7 | 96,2 | 98,1 | 88,7 | 100 | 77,4 | 5,7
1| o |169] 38 |19|75] 0 |132]943
2] 0 |11,3] 0 0 138 0 |94] 0
TB 0 | 100 | 869 | 91,3 | 91,3 | 82,6 | 100 | 60,9 | 39,1
1] o 0 | 43 |43 | 13 ] 0 |173]608
21 0 13 | 43 | 43] 431 0 |21,7] o
CG o | 100 | 100 |812|812] 75 |937]187] o
1] 0 o {12562 25| 0 | 62| 100
2| o 0 | 62 |125) 0 |625]| 75 | 0




Tablas

TABLA 49, Perfiles antifiingicos encontrados en las cepas control ensayadas.

CONTROLES PERFIL. ANTIFUNGICO
AMEKCFCI
C. albicans ATCC 10231 {0 0 0 00 0 1

C. laurentii ATCC 18803

000000 O

CPIR

000001 2

Rc8

000000 O
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Tablas

TABLA 50. Especies encontradas en los 107 aislamientos de levaduras procedentés de
muestras orales de una poblacion NO-VIH y otra VIH.

ESPECIES POBLACION NO-VIH | POBLACION VIH | TOTAL%
C. albicans 22 4] 63(58,9)
C. tropicalis 11 8 19(17,8)ﬁ
C. krusei 6 0 6(5,6)
C. guilliermondii 2 2 4¢3,7)
T. beigelii 4 0 43,7
C. parapsilosis 2 1 3(2,8)
C. famata 1 1 2(1,9)
C. lusitaniae 0 2 2(1,9)
C. glabrata 2 0 2(1,9)
G. candidum 2 0 2(1,9)
TOTAL % 52(48,6) 55(51,4) 107(100)
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Tablas

TABLA 51. Biotipos API 20C AUX encontrados en las cepas de los exudados orales de las
poblaciones VIH y NO-VIH estudiadas.

BIOTIPO API20C | POBLACION NO-VIH | POBLACION VIH | TOTAL%
2000040 2 0 2(1,9)
2000104 3 0 3(2,8)
2544775 1 0 1(0,9)
2556075 1 0 1(0,9)
2556174 0 3 3(2,8)
2556175 6 1 7(6,5)
2556375 2 2 43,7
2566174 1 1 2(1,8)
2572174 1 0 1(0,9)
2576174 16 32 48(44,9)
2576175 2 4 6(5,6)
2740775 1 0 1(0,9)
2744775 2 0 2(1,8)
2746175 1 0 1(0,9)
2776174 2 3 5(4,7)
6000114 1 0 1(0,9)
6100004 1 0 1(0,9)
6176773 1 0 1(0,9)
6422434 1 0 1(0,9)
6442004 1 0 1(0,9)
6516375 0 1 1(0,9)
6556135 0 1 1(0,9)
6556175 0 1 1(0,9)
6556377 0 1 1(0,9)
6576174 1 2 3(2,8)
6576375 0 1 1(0,9)
6632375 1 0 1(0,9)
6756175 1 0 1(0,9)
6756377 1 0 1(0,9)
6776174 1 0 1(0,9)
6776177 1 0 1(0,9)
6776377 0 2 2(1,8)
TOTAL% 52(48,6) 55(51,4) 107¢100)
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Tablas

TABLA 52. Resistotipos encontrados entre las levaduras aistadas de los exudados orales de
las poblaciones NO-VIH y VIH estudiadas.

RESISTOTIPO | POBLACION NO-VIH | POBLACION VIH | TOTAL %
OCFBKKL 0 2 2(1,9)
OCFBKKO 0 2 2(1,9)
OCFBKOO 1 2 3(2,8)
OCFBOOL 3 0 3(2,8)
OCFBOOO 3 0 2 2(1,9)
OCOBKKL 2 1 3(2,8)
OCOBKKO 1 1 2(1,9)
OCOBKOL 0 1 1(0,9)
OCOBKOO 0 2 2(1,9)
OCOBOOL 2 7 9(8,4)
OCOBOOO 10 5 15(14)
OCOOKKL 2 0 2(1,9)
OCOOKOL 0 1 1(0,9)
OCOOOOL 0 3 3(2,8)
0C00000 5 12 17(15,9)
OOFBOOL 1 0 1(0,9)
OOOBKKL 2 1 3(2,8)
OOOBKKO 1 0 1(0,9)
OO0BKOO 2 3 5(4,7)
OOOBOOL 5 2 7(6,5)
OOOBOOO 5 3 8(7,5)
000000L 1 1 2(1,9)
0000000 6 3 9(8,4)
UCOBKOO 2 1 3(2,8)
UOOOOOL 1 0 1(0,9)
| TOTAL % 52(48,6) 55(51,4) 107(100)
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Tablas

TABLA 53. Morfotipos I encontrados entre las levaduras aisladas de los exudados orales de
las poblaciones NO-VIH y VIH estudiadas.

MORFOTIPO I | POBLACION NO-VIH | POBLACION VIH | TOTAL %
0000 8 6 14(13,1)
0001 2 0 2(1,9)
0006 i 1 2(1,9)
1340 0 1 1(0,9)
2340 0 1 1(0,9)
3230 0 1 1(0,9)
3330 1 1 2(1,9)
5311 0 1 1(0,9)
5324 0 1 1(0,9)
5330 1 0 1(0,9)
5334 0 1 1(0,9)
5340 0 1 1(0,9)
5345 0 1 1(0,9)
5531 1 0 1(0,9)
5534 0 1 1(0,9)
5540 1 1 2(1,9)
5541 1 0 1(0,9)
7221 1 0 1(0,9)
7234 1 0 1(0,9)
7310 0 i 1(0,9)
7320 1 i 2(1,9)
7330 2 0 2(1,9)
7331 1 0 1(0,9)
7332 0 1 1(0,9)
7336 1 0 1(0,9)
7340 0 4 43,7
7516 1 1 2(1,9)
7520 2 0 2(1,9)
7530 0 3 3(2,8)
7540 19 2 41(38,3)
7541 2 1 3(2,8)
7546 2 : 3 54,7)
7548 3 0 3(2,8)
TOTAL % " 52(48,6) 55(51,4) 107(100)

169



Tablas

TABLA 54. Morfotipos II encontrados en las cepas de levaduras aisladas de los exudados

orales de las poblactones NO-VIH y VIH estudiadas.

MORFOTIPO I1 | POBLACION NO-VIH { POBLACION VIH | TOTAL%
SB 11 7 18(16,2)
BD 5 11 16(14,4)
BEF 5 5 10(9)
BEG 2 2 4(3,6)
BAG 2 4 6(5.4)
BAF 26 29 55(49,5)
TOTAL % 52(48,6) 55(51,4) 107(100)
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TABLA 55. Morfotipos AST encontrados entre las levaduras procedentes de los exudados

orales de las poblaciones NO-VIH y VIR estudiadas.

MORFOTIPO AST | POBLACION NO-VIH | POBLACION VIH | TOTAL %
LBSS 1 0 1(0,9)
[ LNsS 0 1 1(0,9)
LRNN 7 26 33(29,7)
| LRNS 4 1 5(4,7)
LRSN 3 2 5(4,7)
LRSS 4 1 54,7
LVBSN 2 0 2(1,9)
LVBSS 0 1 1(0,9)
LVNN 4 0 4(3,7)
LVNS 0 1 1(0,9)
LVSN 5 7 12(11,2)
LVSS 4 2 6(5,6)
[ RENS 1 0 1(0.9)
RBSS 2 0 2(1,9
LMNS 2 0 2(1,9)
RRNN 3 6 9(8,4)
RRSS 1 0 1(0,9)
RVBNN 0 1 1(0,9)
RVBSN 0 1 1(0,9)
RVNN 1 4 5(4,7)
| RVNS 2 0 2(1,9)
[ RVSN 2 1 3(2,8)
RVSS 4 0 3(2,8)
| TOTAL% 52(48,6) 55(51,4) 107(100)
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TABLA 56. Perfiles enzimdticos encontrados en las cepas de C. albicans aisladas de muestras

orales en las poblaciones NO-VIH y VIH estudiadas.

PERFIL API

POBLACION NO-

POBLACION | TOTAL
ZYM VIH VIH (%)
El 1 2 3(4,7)
EA 1 2 3(4,7)
ES 0 2 2(3,2)
E6 6 0 5(7,9)
ES 0 1 1(1,6)
EI0 8 16 24(38,1)
Ell 1 1 2(3,2)
El2 0 6 6(9.5)
El13 2 0 2(3,2)
El4 1 0 1(1,6)
E16 0 6 6(9,5)
El17 1 2 3(4,7)
El8 0 1 1(1,6)
E19 1 1 2(3,2)
E21 0 2 2(3,2)
TOTAL (%) 22 (35) 41 (65) 63(100)
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TABLA 57. Perfiles enzimdticos encontrados en las cepas de C_albicans aisladas de muestras
orales en las poblaciones VIH y NO-VIH estudiadas.

PERFIL PSA | POBLACION NO-VIH | POBLACION VIH | TOTAL (%)
F1 2 2 6(9,5)
F2 1 2 3(4,7)
F3 2 1 34,7
F4 2 2 4(6,3)
F5 0 7 7(11,1)
F6 0 6 6(9,5)
F7 5 9 14(22,2)
F9 0 1 J 1(1,6)
F10 0 1 1(1,6)
F12 6 0 6(9,5)
| F14 3 9 9(12,3)
F15 1 0 1(1,6)
F19 0 2 2(3,2)
F48 0 1 1(1,6)
TOTAL (%) 22 (35) 41 (65) 63(100)
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TABLA 58. Porcentajes de simplicidad global obtenidos para cada uno de los métodos asi
como las frecuencias relativas de cada uno de los pardmetros considerados en la valoracién

de la simplicidad.

PARAMETROS API | ZYM | RES | M1 | M2 | AST | PSA
No equipo especial 80 80 80 100 | 100 | 100 80
Facil preparacién de reactivos | 100 100 60 90 90 90 60
Estabilidad de productos 90 80 70 80 80 80 70
Sencillez de protocolo 90 30 70 80 80 70 70
Tiempo corto de realizacién 90 100 80 40 40 60 %0
Facil interpretacién 80 30 70 70 90 90 70
SIMPLICIDAD GLOBAL 88,3 1 88,3 | 71,7 | 76,6 | 80 | 81,3 | 73,3
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TABLA 59. Valores de operatividad y eficacia encontrado en C. albicans para cada uno de
los métodos de tipado estudiados.

EFICACIA OPERATIVIDAD
METODO
TIPABILIDAD | REPRODUCIBILIDAD | DISCRIMINACION SIMPLICIDAD

API 20C 100 87 40 88
AFl ZYM 100 84 81 28
RESISTO 100 70 89 72
MORFO I 100 50 86 80
MORFO [I 100 94 15 77
AST 100 83 74 82
PSA 100 87 89 75
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TABLA 60. Valores de operatividad y eficacia encontrados en C. tropicalis para cada uno de los métodos de
tipado estudiados.

EFICACIA OPERATIVIDAD
METODO
TIPABILIDAD | REPRODUCIBILIDAD | DISCRIMINACION SIMPLICIDAD
API 20C 100 97 79 83
.API YM 100 97 87 88
RESISTO 100 87 84 72
MORFO | 100 60 83 88
MORFO I 100 97 . 51 77
AST 100 84 94 82
PSA 100 34 97 73
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TABLA 61. Valores de operatividad y eficacia encontrados en C. parapsilosis para cada uno de los métodos de
tipado estudiados.

F EFICACIA OPERATIVIDAD
METODO
TIPABILIDAD | REPRODUCIBILIDAD | DISCRIMINACION SIMPLICIDAD

APl 20C 100 80 8 88

APl ZYM 100 70 82 88

RESISTO 100 75 86 72

MORFO 1 ‘ 100 80 68 80
FMORFO I 100 100 3 77

AST 100 75 85 82

PSA .100 75 &9 73
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TABLA 62. Valores de operatividad y eficacia encontrados en T. beigelii para cada uno de los métodos de
tipado ensayados.

EFICACIA OPERATIVIDAD
METODO
TIPABILIDAD | REPRODUCIBILIDAD | DISCRIMINACION [ SIMPLICIDAD

API 20C 100 75 94 88

APl ZYM 100 75 92 88
RESISTO 100 83 - 90 72 |
MORFO | 100 58 90 80 !
MORFO I 100 92 43 77

AST 100 93 79 82

PSA 100 i 83 88 73
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TABLA 63. Valores de operatividad y eficacia encontrados en C. glabrata para cada uno de los métodos de
tipado estudiados.

EFICACIA OPERATIVIDAD
METODO
TIPABILIDAD | REPRODUCIBILIDAD | DISCRIMINACION SIMPLICIDAD

APl 20C 100 83 3 88

;API ZYM 100 100 58 88
RESISTO 100 83 86 72
MORFOQ 1 100 67 o 80
MORFO 11 100 100 0 : 77
AST 27 93 67 82
PSA 100 83 85 7
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TABLA 64. Porcentaje de inercia (varianza) explicada al extraer dos factores del andlisis de correspondencia

para los 5 métodos estudiados.

* Porcentaje de varianza explicado con un sélo factor.

1= correspondencia entre los dos métodos comparados.

0= independencia entre los dos métodos comparados.
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METODO | ESP | API | ZYM | RESIS | MORFO | PSA
ZYM CA | 0,56
CT 0,53
Ccp 0,58
TB 0,24
CG 1*
RESIS CA | 0,54 0,46
CT | 0,41 0,39
CP 0,47 0,51
B 0,45 0,46
CG | 0,67 0,72
MORFOIl | CA | 0,74 0,57 0,61
CT | 0,95 0,84 0,57
CP 1* 1* 1+
TB 1 1 1
CG G o 0
PsA CA 0,61 0,37 0,40 0,67
CT 0,41 0,35 0,24 0,85
CP 0,62 0,5 0,43 1*
TB | 0,39 0,4 0,48 1
CG | 0,89 0,93 0,48 0
AST CA | 0,55 0,57 0.46 0,58 0,37
CT 0,72 0,63 0,53 0,88 0,63
CpP 0,62 0,54 0,52 1* 0,53
TB 1* 0,54 1* 0 0
CG 1 1 0,9 0 1
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TABLA 65. Distancia entre biotipos cuantificada a 5 y 10 OTUs de distancia taxonémica para las especies m4s
significativas.

ESPECIE METODO DISTANCIA
=
5 OTUs 10 OTUs

C. albicans API 20C 4 2
APl ZYM 17 12

RESIS 25 7

AST 2 2

PSA 13 5

C. tropicalis API 20C 3 2
API ZYM 17 11

RESIS 21 8

AST 2 2

PSA 13 5

C. parapsilosis API 20C 6 2
APl ZYM 16 9

RESIS 13 6

AST 4 2

PSA 10 6

T. beigelii API1 20C 14 5
API ZYM 9 6

RESIS 9 5

AST 3 2

PSA 7 5

C. glabrata API 20C 3 3
APl ZYM 6 4

RESIS 8 6

AST 5 4

PSA 9 5
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1. FRECUENCIA DE LEVADURAS EN NUESTRO HOSPITAL

La frecuencia de micosis ha aumentado sustancialmente en los iltimos anos,
principalmente por el uso de terapias agresivas. Ademds, hongos que antes se consideraban
como contaminantes o simples colonizadores, ahora aparecen como patégenos humanos
significativos, sobre todo en la poblacién inmunocomprometida. Dada su elevada mortalidad
(166), se hace necesario el desarrolio de medidas de prevencién, diagndstico y tratamiento
que eviten el continuo aumento de este grupo de patégenos. La posibilidad de encontrar un
método que diferencie distintos tipos en los hongos aislados de pacientes con micosis, y que
permitiera discriminar una colonizacidn de una invasion (cepas virulentas), seria una
herramienta poderosa para investigar la epidemiologfa de las infecciones fingicas y su
prevencion (119).

A la vista de nuestros resultados de identificacion de las levaduras aisladas en el
Hospital Universitario de San Carlos, se puede ver como era de esperar, que la especie
aislada en la mayoria de los casos fue C. albicans (43,2%), seguida a distancia considerable
por C. tropicalis (14,5%) y C. parapsilosis (12,2%). En mucha menor proporcién se aislaron
C. glabrata (4,3%), C. guilliermondii (3,9%) y C. krusei (3%). En un estudio anterior con
cepas aisladas en 1986 (28), C. albicans fue la especie mds frecuente (62,6%), seguida de C.

parapsilosis, y de C. tropicalis en tercer lugar.

Es dificil obtener datos sobre la incidencia de levaduras, porque hay pocas estadisticas
globales. En Espaiia, Gatell y cols. (84), en 1988, estudiaron 543 episodios de bacteremia y
fungemia y encontraron que Candida spp. era el quinto microorganismo aislado en frecuencia.
Torres Rodriguez y cols. (288), en Barcelona, encontraron la siguiente frecuencia de especies
de Candida aisladas: C. albicang (70%), C._tropicalis y C. glabrata (15%) y C. parapsilosis
(8,5%). Hernandez-Molina y cols. (100) encontraron la siguiente frecuencia de especies entre
sus aislamientos: C. albicans (56,9%), C. parapsilosis (12,9%), C. guilliermondii (10,7%)
y C. tropicalis (10,2%).

En Francia, Meunier-Carpentier (176), en un estudio sobre infeccién nosocomial,
encontré como especies mas frecuentes C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei.
Los datos mds representativos en USA los proporciona el Centro de Control de la Infeccidn
(CDC), a través del NNIS (National Nosocomial Infection Surveillance). En 1984, de 26.965
infecciones, Candida spp. fue el octavo patdégeno mds comin y representd et 5,5% de todos
los aislamientos. La categoria de "otros hongos” se considerd el onceavo patégeno nosocomial
mds frecuente, representando el 1,7% de todos los aislamientos nosocomiales. Esta incidencia
fue en aumento, como demostraban los datos NNIS del periodo 1980-1982 donde Candida
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spp. represent6 el 4,5%, frente al 5,5% obtenido en el perfodo 1983-1984 (304).

Banerjee (7) hizo un estudio de 25.000 casos de hemocultivos en un Hospital
Universitario y encontré que un 6,5% de los cultivos positivos eran levaduras. En los 10 anos
que durd el estudio el indice de aislamiento de Candida sp. subié del 219 al 487%, siendo
el segundo que mds habfa aumentado después del estafilococo coagulasa negativo. En un
estudio realizado por Wey y cols. (306) entre 1983-1986 en un Hospital Universitario, las
levaduras representaron el 10% de los hemocultivos positivos. La incidencia de candidemia
aumentd en USA entre 1977-1984 del 0,5 al 1,5 de cada 10.000 enfermos ingresados. En
Canada, Roberts y cols. (246) realizaron un estudio de 1972 episodios de cultivos de sangre
positivos que reveld un 5,9% de fungemias clinicamente significativas causadas por Candida.

En Africa, Badenhorst (4), encontré una frecuencia de aislamientos de levaduras en
hemocultivo del 2,1%, siendo C. albicans la mds frecuente en el 42%, seguido de C.
tropicalis (25%) y C. parapsilosis (20%), datos bastante parecidos a los nuestros.

T. beigelii no es un microorganismo que se aisle con frecuencia, sin embargo en
nuestro hospital se aislé en un 5,3%, porcentaje incluso superior al de C. glabrata que es una
levadura de cierta relevancia.

C. neoformans, en Espaiia, no es una levadura frecuente, como demuestra €l que haya
sido aislada en un 2,3% de las muestras de levaduras positivas. Este porcentaje es mayor en
los dltimos afios debido al aumento de la poblacidén inmunodeprimida que es susceptible a la
infeccion por este microorganismo. En USA es el primer agente fiingico que afecta SNC entre
los pacientes con SIDA y con neoplasias; un 5% de los pacientes con SIDA desarrollan
infeccién criptocécica (281). En un estudio realizado en Carolina del Sur con 299 muestras
de lugares contaminados por detritus de palomas, encontraron C. neoformans en el 45% (54).

El andlisis estadistico de la incidencia de especies en cada origen anatémico estudiado
nos revela la especie mds frecuente en cada tipo de muestra. El resultado esperado seria que
C. albicans fuera la mds frecuente en todos los tipos de muestras ya que es la que se aisla
casi en el 50% de los cultivos positivos. De acuerdo con lo esperado C. albicans fue la
especie mayoritaria en todos los tipos de muestras estudiadas, pero con una excepcién: en las
muestras de piel y vuiias C._parapsilosis fue la especie mayoritaria. En las muestras orales,
profundas y orinas, C. tropicalis fue el segundo microorganismo aislado en frecuencia,
mientras que en las muestras de origen genital C. glabrata fue la que siguié a C. albicans en
importancia.

Si se analizan los porcentajes estadisticos de distribucién de cada especie en los
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diferentes nichos anatémicos se obtiene informacién de cual es la localizacién predilecta de
cada una de las especies. C. albicang se distribuyd en todos los tipos de muestras de forma
homogénea, aunque parecié mostrar cierta preferencia por las muestras orales. C._tropicalis
se comportd de forma similar a C. albicans repartiéndose de forma parecida en los seis
origenes que se han considerado, mostrando algo de preferencia por la cavidad bucal. En el
caso de C, glabrata se pudo demostrar que un 44,4% mostraba preferencia por las
localizaciones genitales. La distribucién de C. parapsilosis en los diferentes origenes de dénde
se aislé, nos revelé que en un 81,1% tendia a aislarse de muestras de piel y ufias. Algo
parecido ocurrié con C._guilliermondii que en un 70,6% de los casos tend{a a ser aislado de
muestras superficiales. C. lusitanie demostrd en un 44,4%, estar asociada a muestras de
origen interno y ser causante por tanto de infecciones sistémicas. De modo similar, C. kefyr
sélo fue aislada de muestras internas en el 66,6% o de muestras de orina en el 33,3%. Las
restantes cepas de Candida aisladas de forma ocasional, se asociaron en un 71,4% a muestras
superficiales, como era de esperar por su escasa virulencia, aunque hubo un 14% que se
comportaron como cepas invasivas, Asi mismo, todos los aislamientos de Rhodotorula que
se encontraron se localizaron en piel. T, beigelii mostré preferencia por localizaciones
superficiales en un 47,8%, pero en el 21,7% se asocié a infeccidn de tejidos profundos,

La mayoria de las especies estudiadas cumplieron las caracteristicas tipicas del género
y especie al que pertenecian, aunque en algunos casos se presentaron excepciones. En nuestro
estudio el sistema API 20C AUX identificé correctamente el 95,4 % de nuestros aislamientos.
En tres aislamientos se identificé una especie qgue no estaba en la base de datos del sistema
API,

Buesching (24) encontrd que API 20C AUX identificaba correctamente el 96% de las
505 levaduras que utilizé en su estudio. Land (137) observé que API 20C identificaba
correctamente el 97% de los aislamientos, comparado con un métodos convencional ayudado
de la morfologia microscépica. También encontré que las especies mds frecuentes se
identificaban correctamente en un 98%, mientras que si se trataba de especies como
Cryptococcus, Trichosporon o Geotrichum se identificaban correctamente sélo el 90%.
Ambos datos resultaron ser sumamente préximos a los obtenidos en nuestro estudio.

Hay que destacar que fue imprescindible el apoyo de la morfologia microscdpica en
medio de agar corn-meal y la prueba de produccién de tubo germinativo porque habia
especies que podian dar idéntico patrén de asimilacién. Asi por ejemplo se observd que en
algiin caso C. laurentii, C. guilliermondii y T. beigelii podfan coincidir los cédigos API, pero
podian ser identificadas correctamente por su morfologia microscdpica caracteristica. Lo
mismo ocurrié con T. capitatum y algin aislamiento de C. krusei, y con C. famata y C.
guilliermondii. Land (137) encontrd, al igual que nosotros, problemas en la diferenciacién
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de algunas especies sin el apoyo de la morfologia.

También se encontraron problemas en la identificacion de algunos aislamientos de C,
albicans y C. tropicalis si s6lo se atendia al cddigo obtenido por API, ya que la unica prueba
que los diferenciaba era la melezitosa. En nuestro caso encontramos dos C. albicans que
resultaron ser melezitosa positivos y representaban un 1% de total. Estas fueron identificadas
incorrectamente como C. tropicalis por el sistema API. De modo similar se encontraron dos
C__tropicalis melezitosa negativos, que el sistema API identificé como C._ albicans y
representé el 1.6% de los aislamientos de dicha especie. En ambos casos la especie se
identificé correctamente con los resultados de produccién de tubo germinativo y produccién
de clamidosporas en medio CM. Syverson (284) encontrd el mismo problema que nosotros
obteniendo un 3% de C. albicans que el API identificaba como C. tropicalis. Land (137)
encontré un 2% de C, albicans que asimilaban melezitosa. El sistema API indicaba en sus
valorés de melezitosa la posibilidad de encontrar el 4% frente al 1% que encontramos
nosotros para C. albicans. Este pequefio porcentaje de error se resolvia facilmente realizando
la deteccion de tubo germinativo y la produccion de clamidosporas.

Existfa también desacuerdo en cuanto a la asimilacién de celobiosa en C. albicans y
C. tropicalis. Segin Syverson (284) ninguno de sus aislamientos de C. albicans asimilaba
celobiosa, mientras que si lo hacian las cepas de C. tropicalis. El sistema API indicaba un
0% de asimilacidn en C. albicans, en acuerdo por la teoria de Syverson, pero sélo un 24%
en C. tropicalis, por tanto en desacuerdo. Nuestros resultados revelaron una diferencia entre
ambas especies para la celobiosa aiin menor, ya que en C. albicans fue del 0% y en C.
tropicalis del 11%. Esto hace que dicho azicar no tenga valor para discriminar entre las dos
especies.

La arabinosa ayudaba a diferenciar C. parapsilosis que era positiva, de C. albicans y
C. tropicalis que eran negativas segin Land. El sistema API indicaba que un 2% de C,
albicans podian asimilarlo y que un 4% de C. parapsilosis no podian. Los datos obtenidos en
este estudio indicaron que un 6% de las cepas de C. albicans y un 15% de las de C,_tropicalis
podian asimilar arabinosa, frente a un 93% de las de C. parapsilosis. De modo similar, segiin
Land (137) la arabinosa no debia ser asimilada por C. neoformans, sin embargo, Ia
asimilaron el 12% de las cepas estudiadas. El sistema API indicaba hasta un 24% de
aislamientos de C. neoformans que podfan asimilar arabinosa. En nuestro estudio este valor
fue ain mds alto, encontrando un 40% de asimilacién. Land también indicé que un 14% de
los C. neoformans asimilaban xilitol, mientras el sistema API proponfa sélo un 1%. Nuestros
resultados estuvieron mds de acuerdo con los sugeridos por Land ya que obtuvimos un 20%
entre nuestros aislamientos. Parte de estos problemas se solucionaron haciendo 1a prueba de
la fenol oxidasa.
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En la determinacién de la produccién de tubo germinativo como prueba
complementaria en la identificacién de C. albicans encontramos un 96,3% de positividad.
Syverson (284) sefialé que un 96% de los aislamientos clinicos de C. albicans producian tubo
germinativo y él mismo en observé un 96,7% entre sus aisilamientos. Por el contrario Hellyar
(99) encontré que el 100% de sus 250 aislamientos de C._albicans producian tubo germinativo
y clamidosporas. Asi mismo, Syverson hizo referencia a que C. tropicalis en determinadas
circunstancias podfa producir también tubo germinativo y clamidosporas. En este estudio se
observé que algunos aislamientos frescos de C. tropicalis producian tubo germinativo, pero
perdieron esta capacidad cuando se mantuvieron en cultivo. En nuestra experiencia no
encontramos ningtn aislamientos de C. tropicalis productor de clamidosporas que Syverson
si mencionaba. Schlitzer (265) en acuerdo con nuestros resultados encontré algunos
aislamientos de C. tropicalis que producian tubo germinativo y observé que en ocasiones las
pseudohifas podian confundirse con tubos germinativos.

La valoracion de los porcentajes de crecimiento en placas comerciales de Sabouraud
que contenian cicloheximida, nos revel6 que no todas las levaduras patégenas crecian en este
medio. Hay levaduras que pueden ser patégenos importantes por su resistencia, como ocurre
con C, lusitanie, 0 que sean las causantes de una infeccién y que no crezcan por ser inhibidas
por la cicloheximida (199,243,263).En nuestro estudio todos los aislamientos de C. albicans
crecieron bien en medio con cicloheximida (actidiona), sin embargo patégenos como C.
tropicalis sélo o hicieron en un 50%, sélo un 10% de C. parapsilosis lo hacfan, el resto no
crecian o lo hacian mal. Los aislamientos de C. glabrata no eran capaces de crecer en medios
con actidiona.

2. SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

La determinacidn de la susceptibilidad de las levaduras a los diferentes antifiingicos
plantea numerosos problemas debido a la falta de un método estandarizado como el que existe
para las bacterias. La bibliografia consultada utilizaba diferentes técnicas y una gran variedad
de medios (59,66,100,249). Por este motivo analizamos en nuestro laboratorio los medios y
métodos mds recomendados y elegimos el que nos parecidé mds sencillo de realizar y permitia
una mejor lectura de los resultados. Rotowa en colaboracién con Shadomy en 1990 (249)
utilizaron, coincidiendo con nosotros, la técnica de dilucién en agar, empleando replicador
de Steer’s y haciendo recuento de colonias en placa de cada una de las suspensiones
empleadas para comprobar el nimero de células que llevaba cada dilucidn.

La determinacion de la susceptibilidad para los polienos no planteé demasiados
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problemas. La determinacién de la CMI resulté relativamente facil en todos los casos,
obteniéndose pocas variaciones si se modificaba el tamaiio del indculo o la composicién del
medio. Ademds, mostrd una gran reproducibilidad. Los imidazoles, en cambio, parecian tener
una irreproducibilidad inherente a las pruebas de susceptibilidad, como ya sefialaba Odds en
su libro "Candida y candidosis" (199). Este problema ha ido aumentando desde los derivados
tépicos como el miconazol o el clotrimazol hasta los triazoles orales mds modernos como son
el fluconazol e itraconazol. Rotowa (249) también comenté la dificultad de elegir la CMI en
el caso de imidazoles y triazoles.

Los imidazoles parecen ser dependientes del tiempo de lectura porque como actdan
fundamentalmente sobre la pared, el mayor efecto inhibitorio se produce durante la fase de
crecimiento logaritmico, mientras que en el crecimiento estacionario este efecto serfa minimo.
Los polienos no plantean este problema porque la anfotericina B se une covalentemente a la
pared, ejerciendo directamente su accion ya que las variaciones en los resultados no dependen
de las caracteristicas de crecimiento de los microorganismos (199). Cuando se trataba de la
interpretacion de la CMI de los azoles surgian problemas para encontrar donde estaba el
punto de corte, ya que las levaduras comenzaban a inhibirse pero no desaparecerian a lo largo
de muchas diluciones. El criterio cldsico de elegir la CMI en el punto donde se deja de
observar crecimiento visible no servia en el caso de las levaduras y los imidazoles. El criterio
que se siguié en este estudio, coincidié con la idea mas extendida actualmente de elegir el
punto de corte cuando se inhibe el crecimiento en un 70-75% respecto al control positivo de
crecimiento (3,219).

No existia tampoco acuerdo en la definicién de la CMI donde una levadura se
consideraba resistente a los imidazoles. Shadomy (269) consideré que un aislamiento era
sensible a anfotericina B cuando daba una CMI= 2 ug/ml, mostraba una sensibilidad
intermedia con CMI entre 2-4 pug/ml y era resistente cuando la CMI = 8 ug/ml o superior.
Torres Rodriguez (288) considerd el mismo criterio al considerar un aislamiento resistente
a partir de CMI > 4pg/ml. Sin embargo Rotowa en colaboracidon con Shadomy (249)
situaron la resistencia a anfotericina B valores de CMI = 32 pg/ml. Por otro lado, €l pico
mdximo que alcanzaba la anfotericina B en suero oscila entre 1.5-2 pg/ml segin Brass (18)
y entre 2-3 pug/mi segin Odds (199).

En nuestro estudio sélo hemos encontrado un aislamiento claramente resistente en C.
albicans con una CMI = 64 pg/ml que representd una resistencia del 0,5%. Torres Rodriguez
{288) en su estudio de resistencias a anfotericina B en la comunidad catalana encontré un
7,8% de resistencias a anfotericina B, mds alto por tanto del valor encontrado entre las C.
albicans de nuestro hospital. El resto de aislamientos de C. albicans mostraron una CMI
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menor de 2 ug/ml con lo cual tampoco encontraron resistencias intermedias. Korting (128)
encontré unos rangos de sensibilidad en C_ albicang para anfotericina B entre 1,3-2,3 pg/mi
y Lorian (149) encontré valores entre 0,05-4 upg/ml, siendo ambos aproximadamente
parecidos a los nuestros.

Sélo otras dos especies de levaduras mostraron resistencia a anfotericina B: C.
lusitaniae con un aislamiento que dio una CMI = 32 ug/ml (11,1% de resistencia), mostrando
el resto de aislamientos una CMI de 0,25 upg/ml o menores; y T. beigelii con tres
aislamientos que dieron unas CMIs entre 32-64 ug/ml (13% de resistencia) y una cepa que
podria considerarse de sensibilidad intermedia con una CMI = 2 ug/ml (4,3%). El resto de
los aislamientos de T. beigelii dieron CMIs de 0,5 pg/ml 0 menores. Estos datos coinciden
con los de Rotowa que encontré en T. beigelii una CMI, = 0,25 pg/ml y aproximadamente
similares a los datos obtenidos por Lorian para C, lusitaniae con CMIs entre 0,39-50 pg/ml
(249). Rotowa en sus estudios de sensibilidad a anfotericina B incluyd el mismo control que
nosotros y obtuvo al igual que nosotros una CMI para C. kefyr ATCC 28838 de 0,5 ug/ml
(249).

En C._tropicalis sélo encontramos un aislamiento que podria considerarse de
resistencia intermedia con CMI = 2 ug/mi (1,6% de resistencia) y el resto de las cepas
mostraron CMIs de 0,5 upg/ml 0 menores. Lorian (149) encontrd valores de CMI a C.
tropicalis mds elevados, que oscilaron entre 0,04-16 ug/ml.

Todos nuestros aislamientos de C._neoformans fueron muy sensibles a anfotericina B
con CMIs de 0,25 ug/ml o menores. Lorian (149) encontré, en este caso, valores mds
elevados con rangos de CMIs entre 0,04-2,8 ug/ml.

En general nuestros datos estuvieron de acuerdo con la idea de Odds (199) de que las
CMIs a anfotericina B debfan ser como mucho de 3 pg/ml. Las resistencias a anfotericina B
son excepcionales salvo en determinados casos o determinadas especies como C. lusitaniae,
donde se han descrito algunas resistencias. Llegé a la conclusién que una CMI mayor de 3
pg/ml debia analizarse con cuidado porque podia tratarse de un falso positivo.

En el caso del miconazol, Shadomy (269) consideré que un aislamiento era sensible
si su CMI era de 8 ug/ml o menor, pero no indicé dénde establecer la resistencia. El
miconazol alcanzaba picos en suero entre 5-7 ug/ml segin Brass (18) y entre el 2-3 ug/ml
segin Odds (199). La mayoria de los autores encontraron CMIs para miconazol que oscilaron
entre 0,1 y 25 pg/ml.

En nuestro estudio todos los aislamientos de C. albicans fueron inhibidos a
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concentraciones de miconazol de 2 pg/ml 0 menores, salvo un aislamiento que dio una CMI=
256 pg/ml y se considerd resistente (0,5% de resistencia).

En C. tropicalis encontramos dos aislamientos con una CMI = 64 ug/ml que
consideramos como resistentes (3,2%) ya que el resto de los aislamientos mostraron unas
CMIs de 8 pg/m! o inferiores.

En T. beigelii encontramos un 4,3% de resistencias debido a un aislamiento con CMI
= 256 pg/ml, siendo el resto de las CMIs de 8 ug/ml en un caso y de 0,25 ug/ml o menores
en el resto de los aislamientos. El resto de las especies se inhibieron a concentraciones de 4
pg/ml 0 menos.

Fromtling (73) encontré una CMIy, para miconazot de 2 pg/ml y una CMI, de 4
pg/ml, 1o cual resulté ligeramente por encima de los resultados obtenidos en nuestro caso que
fueron de 0,25 y 1 ug/ml respectivamente. Segiin los resultados obtenidos con nuestro
método, para el miconazol, una CMI de 8 ug/ml seria considerada como intermedia porque
no es la CMI que presenta el 90% de los aislamientos sino que forma un hombro en la curva
de sensibilidad.

En el caso del econazol la mayoria de los autores indicaron CMIs de alrededor de 25
pg/ml (149,199). En nuestro estudio todos los aislamientos fueron inhibidos a concentraciones
de econazol de 4 ug/ml o menores, excepto un aislamiento de T. beigelii que mostré una
CMI = 8 pug/ml y otro una CMI = 64 ug/mi. As{ pues parece ser que la sensibilidad a
econazol en nuestro hospital y con el método empleado resultd de 2-3 diluciones por debajo
de los valores obtenidos por estudios norteamericanos.

Para el ketoconazol, Odds (199) indicé CMIs que oscilaban entre <1 y 20 pg/mi pero
que no era raro encontrar valores superiores a 100 ug/ml. Rotowa (249) considerd resistencia
a ketoconazol para concentraciones de 128 pg/ml o mayores, utilizando nuestro mismo
método y nuestro mismo medio.

En el presente trabajo encontramos que la CMlI;, del ketoconazol en C, albicans estuvo
en 4 pug/mly la CMIy en 8 pg/ml. Hubo un 5,8% de aislamientos con CMISs entre 32->256
ug/ml, que se salian de la curva de sensibilidad general para C. albicans y que consideramos
de resistencia intermedia a resistentes porque marcaban un hombro en la curva. En el caso
de C. tropicalis encontramos un 6,3% de aislamientos con CMIs de 32 ug/ml o superiores,
de los cuales et 3,1% tuvieron CMIs de 128 ug/ml o mayores, frente al resto de la poblacion
que se inhibia a concentraciones menores de 16 pg/ml. En C. lusitanie encontramos un
33.3% de aislamientos que eran inhibidos a concentraciones de ketoconazol de 0,25 pg/mi
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o menores, mientras que un 22 % requerfa una concentracién de 16 ug/ml y el 44,4 % restante
necesitaron concentraciones de 128 pg/ml 0 superiores para inhibirse.

Seglin nuestros datos parece ser que en el caso del ketoconazol una CMI de 32 ug/ml
ya no es comun al 90% de la poblacién porque marca un hombro en la curva de sensibilidad
lo cual es un indicio de cierta resistencia. Fromtling (73) obtuvo para el ketoconazol una
CMI,, = 32 ug/ml para C._albicans y una CMl,, de 128 ug/ml o mayor. El citado autor
senalaba que el medio YMA no era bueno frente a imidazoles porque daba CMIs elevadas.
Sin embargo nuestras CMIs resultaron 2-3 diluciones por debajo de las suyas. Por el contrario
Korting (129) encontré que sus C. albicans tenfan una CMI a ketoconazol de 0,5 pug/ml y
Rogers (248) obtuvo una CMIy, de 0,031 ug/ml, ambos resultados difieren en 3-7 diluciones
por debajo de nuestros resultados. Lorian (149) encontré CMIs para C. albicans de valores
superiores a 100 pg/ml.

Esta variacidén tan grande observada entre los valores de CMI a ketoconazol
encontrados por los diferentes autores ya lo comenté Odds (199), el cual encontré diferencias
superiores a 1000 diluciones entre los datos obtenidos por diferentes autores que empleaban
diversos métodos y medios.

Para el clotrimazol la mayoria de los autores encontraron CMIs desde <1 a 12,5
pg/ml. En nuestro estudio encontramos que los 435 aislamientos estudiados fueron inhibidos
por concentraciones de 4 ug/ml o menores. Cabe destacar que mientras la mayoria de las
especies incluidas C. albicans y C. tropicalis mostraban CMIg, de 0,25 ug/ml, C. lusitanie
daba una CMI,, de 4 ug/ml. Lorian (149) encontré los mismos valores para C. lusitaniae pero
también observé aislamientos de C, albicans con CMIs de hasta 50 ug/ml y de alrededor de

4 ug/ml en C. tropicalis.

El fluconazol en nuestro estudio mostré ser bastante inactivo "in vitro” bajo nuestras
condiciones de estudio. Esta discrepancia entre la baja actividad "in vitro” y su demostrada
buena actividad "in vivo" ha sido sefialada por otros autores que usaron fluconazol en varios
modelos animales (224). Lo mismo le ocurrié a Van't Wout (293) que no encontré mucho
efecto del fluconazol "in vitro" sobre el crecimiento de C. albicans, incluso a concentraciones
mayores de 100 ug/ml, aunque sf le daba buenos resultados "in vivo". Dicho autor comprobé
ésto en tres medios y en todos encontré resultados similares.

Galgiani (81) hizo una revisién de los problemas encontrados por €l y otros autores
en la determinacion de la susceptibilidad "in vitro" a fluconazol. Encontré que los resultados
se podian ver alterados por el pH, inéculo y composicién del medio, pero al correlacionarlo
con los resultados obtenidos "in vivo" se vefa que las cepas mds resistentes "in vitro"
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causaban las infecciones menos sensibles a fluconazol por lo que si habifa cierta correlacién.
Las CMIs tan elevadas del fluconazol en medios sélidos y semisolidos que no se
correlacionaban con los experimentos "in vivo" podian ser debidas a que el fluconazol
quedara atrapado en la malla de agar y no difundiera bien para ejercer su efecto.

Marriot y Richardson (240) con un medio muy definido encontraron para Candida y
Cryptococcus CMIs de 0,19-1,9 ug/ml, menos para C. krusei donde observaron CMIs
superiores a 25 ug/ml, Hughes y Beggs (8,111) encontraron CMlI;, entre 0,2 y 16 pg/ml.
Ambos observaron mds efecto inhibitorio que letal del fluconazol sobre Candida sp.

Odds (205) en un estudio comparando dos medios encontré que en el medio complejo
la CMI era > 100 ug/ml y en el medio definido la CMI era 0,4 pg/ml. Rogers (248) con otro
medio diferente en caldo encontré una CMIy, = 0,25 ug/ml, pero a pesar de las discrepancias
encontraba correlacién con los resuitados "in vivo". Troke (290) reveld 1a baja actividad “in
vitro" del fluconazol, menor que para ketoconazol, que no coincidia con la buena eficacia que
manifestaba en clinica. En un experimento animal de candidiasis vaginal en ratones mostré
que a pesar de ser "in vitro"” 80 diluciones menos activo que el ketoconazol, era 15 veces mds
potente "in vivo" frente a la infeccidn.

Segin nuestros datos experimentales el rango de susceptibilidad del fluconazol a la
mayoria de las especies oscilé desde valores menores a 0,03 pg/ml hasta valores superiores
a 256 pg/ml, como ya indicaba Odds (205). C. albicans y C. tropicalis tuvieron un
comportamiento similar frente a fluconazol dando una CMI,, = 128 ug/ml y una CMl,
>256 pg/ml. C. parapsilosis en cambio tuvo una CMIy, = 1 ug/ml y C. neoformans mostré
una CMI;, = 0.06 pg/ml y una CMIy, = 0.25 pg/ml.

La sensibilidad a ciclopirox olamida fue bastante homogénea inhibiéndose la mayoria
de los aislamientos a concentraciones de 2 ug/ml o menores, salvo C. albicans, C. lusitanjae
y T. beigelii que los hicieron a 4 ug/ml o menos. C. lusitaniae mostré la CMIy, mds elevada
de las especies estudiadas siendo de 4 ug/ml. C. neoformans se mostré muy sensible a
ciclopirox con CMI,, = CMIg, = 0.06 pg/ml.

En presencia de extracto de ajo las levaduras estudiadas fueron inhibidas en su
mayoria entre concentraciones equivalentes a una dilucién de ajo de 1/640-1/1280. C.
neoformans, T, beigelii, G. candidum y S. cerevisiae lo hicieron a una dilucién 1/320. Louria
en 1989 (150) comprobé también la capacidad antifiingica del ajo y encontré que una dilucién
1/128 inhibia el crecimiento de C. neoformans. Es interesante resefiar que el ajo fue licuado
para incorporarlo a las placas en una licuadora limpia y seca sin guardar mds condiciones de
esterilidad, de forma que el ajo fue capaz de inhibir no sélo el crecimiento de las levaduras
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ensayadas sino toda la flora microbiana ambiental tanto de bacterias como de hongos
levaduriformes o filamentosos. A las concentraciones que nosotros leimos las CMIs, las
placas estaban sin ninguna contaminacién de fondo.

Qdds dedicé un espacio en su libro (199) a la mencién de las propiedades antifingicas
de 1a alina del ajo que se conocian desde 1544, También indica que incluso se han obtenido
alinas sintéticas pero como la opinién general lo consideraba un tratamiento heterodoxo de
las micosis no se habia avanzado en su estudio. Clayton, en su libro "Thrush" editado en
1984 (199), describié el uso del ajo para el tratamiento de la candidiasis vaginal.

3. TIPACION POR SISTEMA API 20C AUX

Entre los 188 aislamientos de C. albicans que hemos analizado, hubo 10 biotipos. El
76,6% mostraron 2576174 como biotipo mayoritario, seguido de 2556174 en el 6,9%,
2776174 en el 4,8% y 2566174 en el 3,7%. Comparando nuestros datos con los recogidos
en la literatura encontramos que Williamson (307) observé también como biotipo mayoritario
2576174 en el 74,6%, 2566174 en el 11,5% (en nuestro caso 3,7%), 2572174 en el 3,1
(1,1% en nuestro caso) y 6576174 en el 2,3% (2,7% en nuestro caso). Williamson pues,
encontré unas frecuencias parecidas a las nuestras y unos biotipos similares al menos entre
los biotipos mayoritarios. Entre los biotipos minoritarios encontramos algunas discrepancias
ya que él encontrd un aislamiento que no asimilaba N-acetil-glucosamina, otro que no
asimilaba la sacarosa y otro que no asimilaba trehalosa que en nuestro caso no encontramos.

Korting (129), encontrd también como biotipo mayoritario 2576174 en el 63,9%, pero
descubrid en un 21,3% tres biotipos que no encontré Williamson, aunque no indicé cuales
eran, Al igual que nosotros no encontré los biotipos minoritarios antes mencionados. En
adiccion a los 13 biotipos encontrados por Williamson, nosotros encontramos tres biotipos
que €l no describia: 2174174 (0,5%), 2546174 (1,6%) y 6776174 (1,1%). Hellyar (99)
encontré nuestro mismo biotipo mayoritario en un 60% de sus aislamientos de C. albicans.
En segundo lugar encontré el biotipo 2176174 en un 14% y en un 8% otros biotipos
minoritarios que nosotros no encontramos y Williamson tampoco. Williamson (308) observé
en C. albicans 11 azicares con variabilidad: glicerol, arabinosa, xilosa, adonitol, xilitol,
metilDglucosidasa, Nacetilglucosamina, sorbitol, sacarosa, trehalosa y melizitosa. Nosotros
solamente 8: glicerol, arabinosa, xilosa, adonitol, xilitol, sorbitol, metil-D-glucosidasa y
melizitosa. No hemos encontrado ningiin estudio bibliogrdfico de cémo se distribuyen los
biotipos API 20C en las distintas dreas anatdmicas.
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O’day (192) utilizé este método para ti'piﬁcar los aislamientos de un brote epidémico
causado por C_ parapsilopsis. Encontré un tnico biotipo 6756171, biotipo que por otro lado
resulté ser el més frecuente que hemos encontrado entre los aislamientos de C. parapsilosis
de este estudio, lo que podria indicar su ubicuidad. En este estudio, no se encontrd ningun
tipo de asociacién entre un biotipo particular y una determinada drea anatémica entre las
especies analizadas.

El tiempo de lectura resulté critico en la utilizacién del API 20C como método de
biotipado. En nuestro estudio la lectura siempre se realizé a las 48 horas salvo en algun caso
excepcional que no crecié suficiente y se dejaron hasta 72 horas. No se valord la lectura a
24 h, porque se encontraban mds variaciones que cuando se lefan a 48h. Hellyar (99) obtuvo
la misma conclusién después de evaluar sus datos.

4. BIOTIPADO CON SISTEMA API ZYM

Hemos encontrado desacuerdo en la bibliografia en la seleccién de enzimas de la
galeria AP1 ZYM para la determinacién de los distintos biotipos. Asi por ejemplo Williamson
(307) utiliz6 sélo 4 enzimas para identificar los biotipos de 213 aislamientos orales de C.
albicans: valina arilamidasa, naftol-fosfohidrolasa, aglucosidasa, N-acetil-glucosaminidasa.
Con estas enzimas encontré ocho biotipos que denominé de la A a la H. En cambio para
detectar los distintos biotipos de C._tropicalis empleé cinco enzimas: valina arilamidasa,
naftoi-fosfohidrolasa, aglucosidasa, Bglucosidasa y N-acetil-glucosaminidasa, encontrando asf
7 biotipos para C. tropicalis que denominé con letras de la A a la G. Posteriormente, estudié
130 aislamientos de C. albicans (308) y en esta ocasién eligié como enzimas discriminatorias
de biotipos las cuatro anteriores, ‘més la enzima Bglucosidasa. El grupo de Casal (42) utilizaba
también cuatro enzimas para determinar sus biotipos, pero una de ellas era diferente: valina
arilamidasa, cistina arilamidasa, aglucosidasa y N-acetil-glucosaminidasa, encontrando con
este criterio ocho biotipos que codificaron de la A-H, las mismas letras de los autores
anteriores pero los biotipos no coincidian. Casal encontré un 23,69% de variacién en la
enzima Bglucosidasa que Williamson no utilizé en su criterio de tipacién. Por otro lado,
Williamson encontré un 3,9% de actividad enzimdtica naftol-fosfohidrolasa que Casal no
considerd en su estudio de tipado. De igual modo Williamson (308) observé un 16,9% de
actividad enzimdtica glucosidasa que no considerd en estudios anteriores. Para dicha enzima
Casal encontré un 2% de actividad Bglucosidasa que no utilizé en su andlisis de biotipos.

En este estudio incluimos enzimas que estaban presentes en un porcentaje muy bajo
pero que ayudaban a diferenciar un aislamiento de otro y que en nuestro caso para alguna
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especie en particular, resultd bastante alto. Williamson utilizaba como enzimas criticas la
actividad valina-arilamidasa que estaba presente en sélo un 0,8% y la actividad naftol-
fosfohidrolasa que estaba presente en el 3,9% de sus aislamientos.

Con el criterio utilizado en el presente estudio para la determinacién de perfiles
enzimdticos con la galerfa API ZYM se encontraron 19 biotipos en C. albicans, 15 en C.

tropicalis, 13 en C. parapsilosis, 14 en T. beigelii y 5 en T._glabrata.

El perfil E10 representé el 37,8% de los aislamientos de C. albicans. Un aislamiento
de C. albicans procedente de hemocultivo no producia enzima fosfatasa acida. Dos cepas de
C. albicans tampoco producian enzima naftol-fosfohidrolasa siendo una procedente de
exudado genital y otra de orina. La actividad enzimdtica omanosidasa estuvo presente en 2
cepas de C. albicans procedentes de muestras orofaringeas de enfermos VIH. Williamson
(308) "encontré que el 92,2% de los biotipos de C. albicans producian enzima valina
arilamidasa, que en nuestro caso fue del 98.9% y para Casal (42) de 78%. Asi mismo,
Williamson encontré un 3,9% de éstos, que no producian enzima naftol-fosfohidrolasa,
mientras que en nuestro caso fue del 1% y Casal (42) no observé ninguno. También encontrd
un 96.9% de aislamientos de C. albicans productores de enzima cglucosidasa, de acuerdo con
nuestros datos que indicaron un 94,7% y en desacuerdo con Casal que sélo encontraba un
59%.

Para la enzima oglucosidasa Williamson encontré el 19,9% de aislamientos
productores, que también concordaba con nuestro valor del 12,8%, y discrepaba de los
‘resultados de Casal que encontraba sélo un 2%. La actividad N-acetil-glucosaminidasa fue
activa en un 91,1% de las cepas de C. albicans estudiadas por Williamson, similar al valor
obtenido por nosotros (86.2%) y por Casal (69%). En 1986, Williamson no encontrd
actividad enzimdtica B-glucosidasa entre los 213 aislamientos de C,_albicans que estudia.
Comparando los resultados actuales con un estudio preliminar que realizamos en 1990 (36}
con 81 aislamientos de C. albicans no encontramos grandes variaciones, salvo un aumento
en la actividad cistina arilamidasa del 50% a 75%, en la actividad aglucosidasa del 37% al
94% y en la actividad N-acetil-glucosaminidasa del 50% al 86.2%.

El biotipo mayoritario de €. albicans coincidié con el biotipo mayoritario de C.
tropicalis, aunque la Bgalactosidasa la producia C. tropicalis en mayor proporcién que C.
albicans. El hecho de que compartan el perfil enzimdtico no es de extrafiar teniendo en cuenta
la proximidad taxondmica y ademds, que comparten muchas otras caracteristicas como poseer
idéntico nimero de coenzima Q y similares porcentajes de G+C (243).

Dos C. tropicalis no producian enzima naftol-fosfohidrolasa, una de muestra genital
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y otra de un hemocultivo. En un estudio que realizé Williamson (307) con 62 aislamientos
de C. tropicalis encontré 91.4% productores de enzima valina arilamidasa, coincidiendo con
nuestro resultado del 95.2%. La enzima naftol-fosfohidrolasa la producfan un 87.1%, siendo
del 96.8% entre nuestros aislamientos. La enzima aglucosidasa era producida en su caso en
un 91.1%, coincidiendo con el 95.2% en el nuestro. Para la enzima Bglucosidasa los
resultados discreparon, Williamson encontrd un 25,8% y nosotros un 73% de actividad. Para
la enzima N-acetil-glucosaminidasa este autor encontré un 77.4% de productores, valor
cercano a nuestro, 63.55%.

Entre las actividades atipicas que se encontraron en este estudio destaca, que el 100%
de las cepas de C. pseudotropicalis (C. kefyr), producian enzima figalactosidasa incluida la
C. kefyr ATCC 28838, al igual que ocho de los 23 T. beigelii, siendo cuatro de dichos
aislamientos procedentes de muestras internas. Dos cepas de C, famata también producian
enzima Bgalactosidasa que procedia de una muestra de ufa y de otra invasiva. En C.
neoformans, siete de las diez cepas producian enzima fBglucuronidasa. Un C. laurentii
producia enzima agalactosidasa. Una C. glabrata no producia enzima naftoi-fosfohidrolasa
y procedia de un exudado genital. Dos C. pelliculosa (H. anomala) tampoco producian enzima
naftol-fosfohidrolasa, ambas procedentes de muestras de ufias. Una C. guilliermondii aislada
de pies tampoco producia enzima naftol-fosfohidrolasa. Casal (42) no encontré ningun
aislamiento entre sus 186 cepas de C._albicans y cuatro de C. tropicalis que no produjeran
dicha enzima. En cambio si encontré dos cepas de C. glabrata que no la producian. La
actividad enzimdtica emanosidasa estuvo presente en un C. laurentii aislado de heces, un C,
lusitaniae procedente de hemocultivo, una C.parapsilosis aislada de orina y dos C. albicans
procedentes de muestras orofaringeas de enfermos HIV. Por otro lado, Casal no encontré esta
actividad en las especies mencionadas por nosotros, pero si la encontré en un C. neoformans
una C. glabrata, y un S. carlsbergensis. Casal (42) encontré un aislamiento de C.
guilliermondii productor de enzima afucosidasa que nosotros no encontramos. Nuestros

‘resultados estuvieron de acuerdo con Casal en que C, glabrata producia fosfatasa 4cida, dato
que discrepaba con los obtenidos por Bobey (10). Casal coincidiendo con nosotros encontré
actividad Bgalactosidasa en C. kefyr, discrepando de la opinién de Bobey (10), que no
encontré dicha actividad.

También observamos al igual que Casal (42) que el reactivo zym B era muy sensible
a la luz y la temperatura ambiente cambiando de su color amarillo original a naranja, por lo
cual una vez preparado lo manteniamos envuelto en papel de aluminio y en nevera. El sistema
resulté extremadamente cémodo ya que por ser un sistema comercial no necesitaba
preparacién previa de reactivos. Ademds resuité una técnica muy rdpida ya que en cuatro
horas podiamos hacer la lectura. No encontramos variaciones en la lectura realizada a 4-6
horas, y las actividades después de ser reveladas se segufan leyendo correctamente durante
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24-48 horas, si se mantenian en su cdmara htimeda y en nevera.

Como método de tipado, el perfil de enzimas hidroliticas permite el estudio
epidemiolégico de las infecciones por levaduras de interés clinico en la rutina del laboratorio
de microbiologia. El usar métodos comerciales hace que las técnicas de tipado sean mds
reproducibles al evitar las irregularidades en la preparacién de los medios y reactivos en los
diferentes centros. La prueba mejoraria si se le incorporaran algunas enzimas importantes
como la actividad proteinasa o fosfoamidasa.

5. RESISTOTIPADO

" Huben (110) encontrd una resistencia a SFC entre cepas de C. albicans del 29,7%,
utilizando discos de 10 pg/ml, valores superiores a los nuestros porque empled una
concentracién inferior. Odds (193) empleando concentraciones de 200 ug/ml de SFC, observé
un 8,7% de resistencia. Cuando estudié comparativamente los resultados entre un grupo de
cultivos almacenados y otro de aislamientos de C. albicans frescos, encontré que en los
primeros la resistencia era de sélo el 5% mientras que entre los frescos era del 15,6%. En
nuestro estudio encontramos un 9% de resistencia a 250 ug/ml de 5FC en C.__albicans y hasta
un 56,5% en T, beigelii. '

En el caso de la urea, Odds encontré que el 70% de los cultivos viejos de C. albicans
eran capaces de asimilarla, mientras que los cultivos frescos lo hacfan en un 81,3% (media
73,9%). En este trabajo los porcentajes fueron muy inferiores, encontrando el 0% en especies
como C. albicans y C. parapsilosis, el 1,6% en C. tropicalis, €l 5,6% en C. glabrata y el un
8,7% en T._beigelii. Para el 4cido bérico, Williamson (308) encontré que el 48% de los 130
aislamientos de C. albicans que ensayd eran resistentes, Nosotros, siguiendo su misma técnica
encontramos un 66,5% entre las C. albicans ensayadas.

Hunter (112) en un andlisis realizado con 90 cepas de C. albicans procedentes de
exudados vaginales y 109 procedentes de heces encontré resistencias a dcido bérico del 31,1%
y de 37,6% respectivamente. En este estudio se encontraron valores del 43,5% y del 63%,
sensiblemente mds resistentes que puede coincidir con la idea de Odds de la existencia de
diferentes biotipos en las distintas dreas geogrificas (196).

Para la prueba de la tolerancia a sal, Odds (193) encontré un 86,7% de resistentes

entre sus cultivos guardados y un 84.5% entre los aislamientos frescos. En nuestro estudio
utilizamos una concentracion de sal mds elevada, que tuviera mayor capacidad de
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discriminacion entre aislamientos, y encontramos que un 12,8% de los aislamientos de C.
albicans eran capaces de resistir una concentracién del 11% de CINa, siendo mayor en el caso
de C. glabrata que lo hizo en un 33,3% de las cepas y por el contrario ningin aislamiento
de T, beigelij resistté dicha concentracion.

Para la prueba del citrato encontramos, que era utilizado por un 72,8% de las cepas
de C. albicans y sélo por un 11,1% de los aislamientos de C. glabrata, Odds (193) encontré
que el citrato era asimilado por un 65% de los cultivos almacenados y por el 78,1% de los
aislamientos frescos. Amalia del Palacio en 1987 (209), estudid los biotipos de las C. albicans
procedentes de de adictos y encontrd un 100% de resistencia a citrato, siendo un 67% de un
biotipo determinado. Esto indicaria que un biotipo determinado podria crecer mejor, en el
limén que los adictos utilizan para preparar la heroina y se consideré como foco de infeccidn.
El que todos los aislamientos fueran resistentes a citrato indicaria la capacidad de la levadura
para crecer en el limén a pH bajo.

Con el método de resistotipado de Warnock, Ghannoum (85) encontré siete biotipos
diferentes entre las 54 C. albicans que estudid, siendo el mds frecuente en un 44, 4% ~-C--
y el menos frecuente A-C-- en un 1,3%. Trataba de encontrar una cepa que estuviese
implicada en las infecciones por Candida que sufrian los enfermos de cdncer en tratamiento,
pero no encontrd ningiin biotipos que pudiera estar asociado a estos pacientes.

McCreigh utilizé el resistotipado para estudiar los biotipos de levaduras existentes en
la boca y piel de pacientes con cdncer oral o laringeo. Encontraron en todos los casos
levaduras en la boca antes del tratamiento, pero no en piel. Después de comenzado el
tratamiento, 25 de 27 enfermos portaban uno o mds biotipos que eran idénticos en ambos
sitios. La boca parecia pues la fuente para la colonizacién de la piel en las zonas de
irradiacién,

Hunter (112) estudié 90 C. albicans procedentes de vaginitis y 109 procedentes de
heces de personas sanas que vivian en €l mismo drea geogrdfica, utilizando el método de
McCreigh y no encontrdé ningtn biotipo particular asociado a la produccién de vaginitis.
Porier (223) usando nuestra misma técnica, tipificé C. albicans en casos de vulvovaginitis
crénica, encontrando siempre los mismos biotipos en distintas zonas genitales del mismo
paciente y ademds que en un 73,3 % portaban el mismo biotipo de C. albicans tanto en vagina
como en el tracto gastrointestinal. Odds utilizd este método de resistotipado para buscar
biotipos asociados con virulencia entre pacientes con trasplantes de médula o que tenian
enfermedades hematoldgicas. El resultado fue que no encontrd ningun tipo de asociacién entre
los biotipos de levaduras encontradas y el lugar de la colonizacidn, el tratamiento antifiingico
recibido, el tiempo de estancia en el hospital o la especie implicada.
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En este sentido, en nuestro estudio se observé que los resistotipos de C. albicans,
OCFBKKO, OCFBKOO, OCOBKKL y OQOBKOQ, estaban asociados a muestras orales,
y el resistotipo OOQOKOQO sélo se localizd en cepas invasivas. En C. tropicalis un 35% de
las cepas invasivas tenfan resistotipo OCOBOOO, que al mismo tiempo resultd ser el mas
frecuente en esta especie. En cambio en C. parapsilosis el 50% de las cepas invasivas
tuvieron resistotipo OOOOKKL dato que pudiera ser significativo. En C. glabrata un 60%
de las cepas invasivas eran OO0OBKOQQO, resistotipo que no se encontrd entre los aislamientos
procedentes de piel o de tracto gastrointestinal. El 66,6% de las cepas de T. beigelii con
resistotipo OO00000 eran cepas invasivas, dato que también resulté significativo,

El método de resistotipado original fue realizado de forma manual, inoculando cada
cepa de una en una sobre cada una de las placas conteniendo cada uno de los compuestos a
ensayar. Nosotros mejoramos la técnica utilizando para dicha inoculacién un replicador de
Steer‘s automdtico. Al igual que nosotros Childress (46) empled el método del resistotipado
de Odds (193} pero utilizando un Clonemaéster para la inoculacién de las placas con lo que
las variaciones entre replicados disminuia sensiblemente.

Frank Odds en un estudio en colaboracidn con 5 hospitales de diferentes
nacionalidades (202) llega a la conclusién que los métodos de resistotipado tienen una buena
reproducibilidad intralaboratorio pero esta se ve muy reducida cuando se comparan los
resultados con los obtenidos en otros laboratorios.

6. MORFOTIPADO

Hunter (114) utilizé el método de Phongpaichit (221) para estudiar sus cepas de C.
albicans, perc limitando el nimero de caracteristicas a considerar. De este modo obtuvo 50
morfotipos diferentes, de los cuales OOQCO fue el morfotipo mayoritario en el 23% de los
casos, seguido de 7540 en el 16% y de 7340 en el 7%. Los datos obtenidos en este estudio _
discreparon de los obtenidos por Hunter en cuanto al morfotipo mayoritario y sus frecuencias.
En el drea de Madrid, donde se recogieron las cepas de este estudio, el morfotipo mayoritario
resulté ser 7540 (BAF), con una frecuencia relativa del 36,4%, seguido de 7340 (BEF),
mientras que el morfotipo 0000(SB), que en el Reino Unido, donde Hunter (114) realizé su
estudio era el morfotipo mayoritario, resultd en tercer lugar con una frecuencia del 6,9%. Por
otro lado, Hunter encontré que el 67% de las cepas de infecciones muy graves mostraban
morfotipos con borde discontinuo BD, frente al 11% en las infecciones menos graves. Los
morfotipos con borde discontinuo podrian ser debidos a que una parte de la poblacién creciera
en forma levaduriforme y otra parte de la poblacién en fase micelial. Si la virulencia depende
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del estado de las células levaduriformes y de los diferentes estadios de la infeccién, entonces
una cepa cuyo morfotipo fuera intermedio entre las dos formas posibles podria llegar a ser
mds virulenta que aquellas cepas que solo contuvieran una sola fase celular. En nuestro caso
dichos morfotipos BD representaron el 36% de las cepas invasivas frente al 22 % en las demas
cepas, lo cual corroboraria dicha teoria. Sin embargo, en el caso de C. tropicalis, patégeno
con demostrada patogenicidad, el 85 % de las cepas virulentas resultaron morfotipo BAF, que
era el mayoritario para esta cepa.

Comparando nuestros datos con los de otras dreas de Espaiia, se observaron algunas
diferencias en las frecuencias de los morfotipos: en el Pais Vasco, los morfotipos mayoritarios
fueron SB, seguido de BAF, y de BEF, sin embargo en la comunidad catalana, el morfotipo
dominante fue BAF, coincidiendo con nuestros datos, seguitdo de los morfotipos SB.

" Hay autores gque han buscado algin tipo de indicador de virulencia en C. albicang
empleando el morfotipado. Muchos de ellos aunque lo intentaron no encontraron dicha
relacion (195,201,112). Brow-Thomsen‘s utilizando este mismo método asocid virulencia con
el morfotipo QO0O, sin embargo Hunter (112) no encontrd dicho morfotipo abundante entre
sus muestras de sangre, LCR o biopsias. Nosotros tampoco hemos encontrado ningtin indicio
de virulencia en este morfotipo, que representd el 7,3% entre nuestras cepas invasivas. Lo
que si es posible es que alguna caracteristica de la superficie de las levaduras pueda influir
en su virulencia. Ghannoum (85) estudié la capacidad de adherencia de C. albicans como
factor de virulencia, que es debida a moléculas que existen en la superficie de las células. El
efecto de estas moléculas sobre el morfotipo no se conocen todavia. En este estudio, los
morfotipos OOOO(SB) resultaron minoritarios entre las cepas invasivas de C. aibicans.
Ademads, entre otras especies de levaduras, de menos patogenicidad, los morfotipos OOOQO
fueron los mayoritarios y en muchos casos €l tinico.

7. METODO DE MORFOTIPADO EN AGAR DE TRIFENILTETRAZOQOLIO

Es un nuevo método de tipado desarrollado en colaboracién con el departamento de
Microbiologfa € inmunologia de la Universidad del Pais Vasco.

Quindds y cols. (236), utilizando este método, encontraron 16 morfotipos entre las
cepas de C. albicans que estudiaban. El morfotipo dominante LRIN mostré una frecuencia
del 88,3%, le sigui6 LR1S en un 17,3% de los casos, LR2S en el 15,2% y LR2N en el
14,7%. En dicho estudio compararon los morfotipos encontrados en diferentes dreas
geograficas espafiolas, entre ellas 109 cepas de C. albicans de nuestra coleccion donde
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encontraron como morfotipo mayoritar{b LR1lnenel 55,9% de los casos, LVIN en el 25,7%
y RRIN en €l 11%. Teniendo en cuenta las diferencias en el criterio para establecer los
cédigos de dicho método, nuestro estudio coincidié con los encontrados por estos autores
utilizando nuestras cepas, LRNN (46,3%), LVSN (18,1%) y LVSS (6,9%). E! morfotipo
mayoritario, LRNN, fue el dominante en todas las dreas geogréficas estudiadas, sin embargo
nuestro segundo biotipos en frecuencia LVSN resulté minoritario entre las cepas aisladas en
Barcelona o Bilbao e incluso no se encontrd entre las cepas del drea de Londres y lo mismo
ocurrié con el morfotipo RRNN. Por otro lado morfotipos muy frecuentes en el Pais Vasco
y en Barcelona como LP1Y o LRSS fueron muy poco frecuentes en Madrid. Los datos de
estos autores indicaron que el morfotipos LP2N era bastante frecuente en otras dreas de
Espaiia y Londres, sin embargo no lo encontraron entre las cepas nuestras que analizaron.
En conjunto, las cepas de C._albicans estudiadas en esta Tesis, mostraron una frecuencia
comparable al resto de las zonas geogrdficas. No hemos podido encontrar ninguna relacién
entre un morfotipo particular y un 4rea anatémica determinada.

Entre los aislamientos de C. tropicalis estudiados por Quindds y colaboradores (236)
el morfotipo mayoritario fue LV2S con una frecuencia del 45%, que coincidié con nuestro
morfotipo mayoritario, aunque en nuestro caso la frecuencia fue mucho menor. Sin embargo,
nuestro segundo morfotipo en frecuencia, RVBNN, no fue observado por estos autores entre
sus aislamientos de C. tropicalis. En esta especie encontramos cierta asociacién entre los
morfotipos LRSN, RVBNN y RVSN con invasividad ya que el 75%, 50% y 50%
respectivamente de las cepas con dichos morfotipos resultaron virulentas.

Entre los aisiamientos de C. parapsilosis el morfotipo mayoritario entre las cepas del
Pais Vasco (236) fue LV2S que resultd el quinto en frecuencia entre nuestros aislamientos,;
LVSN, RVSN, LRNN y RRNN resultaron morfotipos abundantes en ambas dreas, mientras
que el morfotipo RVNN que fue el segundo en frecuencia entre nuestros aislamientos, sélo
se encontré en una cepa del drea de Bilbao.

Entre los aislamientos de C. glabrata estudiados por Quinddés (236) no se encontrd
ningln morfotipo caracteristico, ya que todas las cepas fueron incapaces de crecer en dicho
medio. En nuestro estudio un 72,2% de las cepas de C. glabrata mostraron idéntico
comportamiento, no siendo capaces de crecer en agar con trifeniltetrazolio, sin embargo
encontramos 2 cepas con morfotipo RBNN ambas procedentes de muestras genitales y otras
3 con morfotipo RRNN.

En T. beigelii, el morfotipo RRNS parecid estar asociado a virulencia ya que el 830%
de los aislamientos con dicho morfotipo resultaron ser cepas invasivas o aisladas de orina.
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8. TIPADO MEDIANTE EL PERFIL DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

O’day y colaboradores (192), estudiaron un brote de endolftalmitis por C. parapsilosis
utilizando como método de tipado el perfil enzimdtico y la susceptibilidad a antifiingicos.
Utilizaron un método de microdilucién €n caldo y todas las cepas del brote mostraron el
mismo perfil de sensibilidad. Compararon los datos obtenidos con 17 aislamientos de C.
parapsilosis conservados en cepario que dieron diversos perfiles, lo cual parecia demostrar
que el brote en cuestién habia sido producido por una misma cepa.

Korting (129) utilizé también la idea del perfil de sensibilidad a antifiingicos para
comparar las cepas de C. albicans aisladas de enfermos infectados con VIH en distintos
estadios de la enfermedad. Encontré cepas que se volvian mds resistentes a los imidazoles
conforme avanzaba la enfermedad, mientras que no observé ningtin tipo de variacidn en los
polienos,

Alena Tomsikova utilizé un sistema de antifungigrama para tipar sus cepas de C.
albicans con fines epidemiolégicos. Encontré 9 perfiles diferente siendo el mds frecuente de
ellos resistente a antiftiingicos polienicos y sensible a imidazoles.

Utilizando el perfil de sensibilidad antifiingica se encontraron un 39% de cepas de C.
albicans con perfil F5 asociadas a virulencia ya que correspondieron a cepas invasivas. En
C. tropicalis los perfiles F12, F29 y F37 s6lo se encontraron entre cepas invasivas, y lo
mismo ocurridé con €l perfil F3 en T. beigelii, representando el 40% de dichas cepas.

9. VARIACIONES FENOTIPICAS EN LEVADURAS

El fendmeno de las variaciones de liso a rugoso en C._albicans ya fue observado por
P. Negroni en 1935 (189). David Soll (278-280) estudiando casos de candidiasis
vulvovaginales a lo largo de un cierto periodo de tiempo llegd a la conclusién de que una
misma cepa de C. albicans era capaz de cambiar de fenotipo y con ello producirse cambios
en su patrén de sensibilidad a agentes antifiingicos.

Frank Odds (203) observé variaciones en las morfologias coloniales de aislamientos
de C. albicans, C. parapsilosis y C. krusei, mientras que no lo observd entre los aislamientos
de C. glabrata que estudié. Esto le sugirid que dichas variaciones fueran una propiedad
bastante comiin entre muchos de los aislamientos de especies de Candida. Dicha capacidad
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parecfa influenciada por diversos factores externos. Por tanto, para mantener una buena
reproducibilidad se necesitaba tener un control estricto sobre la composicidn del medio, el
grosor del agar en las placas, las condiciones de humedad y temperatura en la incubacién y
realizar los aislamientos siempre a partir de un tnica colonia. En este estudio Odds enconiré
variaciones en C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei, pero no los observé en
ninguna de las cepas de C. glabrata que estudid. En el presente estudio se observaron algunos
de estos fenémenos, como las variaciones de C. albicans de colonia cremosa blanca a opaca
y de lisas a rugosas, en C. tropicalis donde se observaron variaciones blanca-opaca o las
variaciones en C. parapsilosis de lisa a rugosa. En T. beigelii se encontraron variantes opacas
y completamente vellosas, algunas de estas dltimas asociadas con cepas virulentas.

10. TEORIA DEL POLIMORFISMO ADAPTATIVO

La teorfa del polimorfismo adaptativo predice que las especies que ocupan amplios
nichos ecoldgicos serdn fenotipicamente y genotipicamente mds variables que las que ocupan
nichos estrechos (116). Mirando la ecologia de las levaduras parece que C. albicans y €.
glabrata son comensales animales obligatorios, mientras que C. tropicalis y €. parapsilosis
parecen comensales facultativos y otras levaduras como . neoformans parecen ser
microorganismos ambientales con preferencia por los detritus de las aves. Respecto a esta
teoria, Hunter (116) en 1990 realizé un estudio de biotipado entre distintas levaduras y sus
resultados confirmaron un aumento de la varianza de la poblacién desde los comensales
obligados (menos biotipos) hacia los facultativos, y los microorganismos ambientales (mds
biotipos) como predice la teoria del polimorfismo adaptativo. A este respecto parece que la
presion selectiva tiene mds efecto sobre el polimorfismo que la mutacién.

Esto viene a decir que en C._albicans y C. glabrata tendriamos que encontrar menos
proporcién de biotipos que en C. tropicalis y C. parapsilosis, y éstos menos que en T.
beigelii o C. neoformans. En los datos observados en este estudio, esta relacion se cumple
en la direccién de C, albicans o C_glabrata, C. tropicalis y T. beigelii o C. neoformans. En
estos casos, casi en todos los métodos de tipado analizados se observaron menos proporcion
de biotipos en relacién al nimero de cepas estudiadas en C, albicans que en C._tropicalis o
que en T. beigelii sucesivamente. Sin embargo no observamos que esta teoria del
polimorfismo se cumpliera en €l caso de C. parapsilosis, puesto que deberia, segiin dicha
teoria, tener mds tipos posibles que C. albicans no siendo asi en ninguno de los métodos
ensayados.
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11. ANALISIS DE LOS BIOTIPOS DE 107 AISLAMIENTOS ORALES DE VIH
SEROPOSITIVOS Y NO VIH.

La candidosis oral es la forma mds frecuente de infeccion en los pacientes infectados
con el virus de la inmunodeficiencia adquirida. En este estudio se traté de buscar mediante
los métodos de biotipado si habia algin biotipo de levaduras asociado a infecciones en estos
pacientes.

Korting y colaboradores (129), en un estudio similar, analizaron 62 aislamientos de
C. albicans que tiparon empleando el sistema API 20C, encontraron que el biotipo B
{2576174) se repetia en el 63,9% de las cepas estudiadas. El resto de las cepas se repartié
en otros 8 biotipos minoritarios. Observaron que las resistencias a flucitosina aumentaban
conforme progresaba la infeccién por VIH, sin que dichos enfermos hubieran estado tratados
anteriormente con diche firmaco. No observaron variacién en la sensibilidad de C._albicans
en los distintos estadios de la enfermedad. Con anfotericina B, la mayoria de las cepas
mostraron una sensibilidad intermedia.

En nuestro estudio se observé un claro predominio de C. albicans (74,5 %) entre los
aislamientos de levaduras de la poblacién VIH frente a la poblacién normal, donde esta
especie representd el 42,3%. También se observé un predominio del biotipo 2576174, como
ya observd Korting, entre la poblacién VIH (58,2%) respecto a la poblacién normal (30%).
Empleando la técnica del resistotipado se observd un resistotipo dominante en la poblacidn
VIH: OCOO00O (21,8%) respecto a la poblacién normal (9%), con un dominio de los
biotipos resistentes a citrato en la poblacién VIH (76,4 %), respecto del control (53%). Con
la Técnica del morfotipado se observd una dominancia de los morfotipos sin borde (20%)
frente a la poblacidn normal (9%). Con el método AST se encontrd un claro predominio del
morfotipo LRNN en la poblacién VIH (47,3%) respecto a la poblacién control (13,4%), y
un predominio de los biotipos con halo de hifas (48%) en la poblacién control respecto a la
poblacién VIH (12 %).El perfil enzimdtico mostré el perfil E16 entre la poblacién VIH (12 %)
que no se encontrd en la poblacidn control.

No se encontré ninguna variacion significativa en los patrones de sensibilidad a los
antifiingicos entre una poblacidn y otra. Korting encontrd sensibilidad intermedia a la
anfotericina B, sin embargo en nuestro estudio todos los aislamientos fueron homogeneamente
sensibles a dicho antifiingico. En cambio, nosotros observamos una sensibilidad intermedia
de la mayoria de los aislamientos al ketoconazol.
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12. COMPARACION ENTRE LOS METODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

12.1 OPERATIVIDAD Y EFICACIA DE LAS TECNICAS UTILIZADAS

Cuando se estudia el valor de un método de tipado, hay tres caracteristicas
fundamentales que se deben tener en cuenta: la tipabilidad, la reproducibilidad y el poder de
discriminacién. Otros valores que también deberfan considerarse son el coste, la sencillez de
utilizacién y la rapidez de la técnica.

La tipabilidad de un método es la proporcién de una poblacién de aislamientos que
puede ser tipado con un determinado método. Todos los métodos de tipado de C._albicans
tienen un 100% de tipabilidad (109). Todos nuestros métodos dieron una tipabilidad del 100%
con la excepcion del método AST donde un 72,2% de las cepas de C, glabrata resultaron no
tipables. Quind6s y colaboradores (236) utilizando dicho método encontraron 11 cepas de C.
albicans que no resultaron tipables y tampoco lo fueron las cepas de C. glabrata que
ensayaron, Este método por tanto no fue capaz de discriminar bien los diferentes morfotipos
de C. glabrata ya que estas cepas no eran capaces de crecer en agar de trifeniltetrazolio.

La reproducibilidad de nuestros aislamientos como expresién de la estabilidad de los
cédigos asignados a cada cepa, para el método API oscilé en un rango entre el 75 y el 97%
dependiendo de las especies ensayadas, y fue del 87% para C. albicans. Las principales
razones por las que variaban los biotipos fueron la utilizacién de cultivos viejos de mds de
43H y no ajustar bien el in6culo. Hellyar (99) indicé una reproducibilidad de API para sus
C. albicans del 78 %, mientras que Williamson (307) obtuvo un 96,6%. La reproducibilidad
del sistema API ZYM en el presente estudio oscild entre el 70 y el 100% dependiendo de las
cepas estudiadas, siendo del 84% para C. albicans. En el estudio realizade por Williamson
(307), encontraron una reproducibilidad del 96,6% y para Casal fue del 100%. La
reproducibilidad de nuestro método de resistotipado oscilé en rangos entre el 70 y el 87%.
McCreight (169) encontré un 96% de reproducibilidad in vitro para las pruebas de
resistotipado. Sin embargo Hunter y Fraser (112) usando una modificacién de dicho sistema
encontraron rangos de reproducibilidad entre el 77 y el 100% dependiendo del mimero de
pruebas requeridas para diferenciar entre cepas. La reproducibilidad del resistotipado seglin
Odds (202) daba buenos resultados intralaboratorio, sin embargo la concordancia
interlaboratorio era muy baja. Odds (193) encontrd una reproducibilidad para su método de
resistotipado del 95%. En nuestro estudio no encontramos unos porcentajes tan buenos, ya
que nuestros valores de reproducibilidad oscilaron entre el 70% en C. albicans y el 87% en
C. tropicalis. Childress y colaboradores (46) utilizando el método de Odds, pero inoculando
con replicador igual que nosotros, encontraron una reproducibilidad por encima del 95%.
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La reproducibilidad del morfotipado oscilé entre el 50 y el 80% para el morfotipado
[yel 92 y el 100% en el caso del morfotipado II. Entre los factores que se observo que
afectaban a los morfotipos destaca el sobrecalentamiendo del'medio de extracto de malta que
hacia desaparecer la produccién de hifas en el margen de las colonias y la profundidad del
agar en las placas de petri que también alteraba la morfologia. Phongpaichit y cols. (221)
encontraron una reproducibilidad para el morfotipado I del 84% en C. albicans, mientras que
Hunter y Fraser (114) utilizando el morfotipado II obtuvieron una reproducibilidad del 89%.
El problema del morfotipado I {(114) era que la gran diversidad de morfotipos posible hacia
dificil comparar una poblacién. Con el morfotipado I reducfan los morfotipos posibles a seis
aumentando la reproducibilidad, pero al disminuir la diversidad también lo hace la
discriminacién entre cepas. La reproducibilidad del método AST mostrd un rango que oscild
entre el 75 y el 93% dependiendo de las especies consideradas, siendo del 83% para C.
albicans. Quindés y cols. (236) encontraron rangos entre el 85 y el 100%, siendo del 95%
para C. albicans. Observan al igual que nosotros que el sobrecalentamiento del medio durante
su preparacién y variaciones en la temperatura de incubacién producfa diferencias en los
morfotipos. Utilizando el perfil de sensibilidad antifiingica la reproducibilidad oscilé entre
rangos del 75 al 87%, siendo del 87% para C._albicans. Encontramos variaciones en los
perfiles de sensibilidad a los antiftingicos cuando no se ajustaban bien los indculos y cuando
se producian variaciones en la profundidad del agar en las placas.

En C. albicans hubo un rango entre el 50 y el 94% en los valores de reproducibilidad
entre los diferentes métodos estudiados. El mejor valor de reproducibilidad se consiguid con
el morfotipado I. En C. tropicalis los rangos fluctuaron entre el 60 y €l 97% obteniéndose
el valor mds alto tanto para el API como para el perfil enzimdtico y el morfotipado II. En C.
parapsilosis oscild entre el 70 y el 100% que se obtuvo también con el morfotipado II. En
cambio, en T. beigelii los valores de reproducibilidad oscilaron entre el 58 y el 93% que
correspondid al perfil de sensibilidad a antifiingicos. En C. glabrata el mejor valor se obtuvo
con el perfil enzimdtico que fue del 100%.

La discriminacién de un método es una estima de su habilidad para diferenciar dos
cepas no relacionadas. De acuerdo con el indice de diversidad de Simpson, en el caso de C.
albicans se obtuvieron rangos de discriminacion entre el 0,4 en el método API 20C y el 0,89
en el caso del resistotipado y del perfil de sensibilidad antifingica. Esto significaba que si dos
cepas de C. albicans son elegidas al azar, tendrfan una probabilidad del 89 %, en el método
de sensibilidad a antifiingicos, de caer dentro de dos morfotipos diferentes. Otros autores
encontraron valores de discriminacidon mejores y peores que los nuestros. Hunter (114)
encontrd una D= 0,9 para su método de morfotipado I, con las cepas de C. albicans que
utilizé. Sin embargo cuando empleé el morfotipado I la discriminacién bajo a 0,615, El
resistotipado segiin McCreight y Warnock (167) mostré una D=0,882. En cambio segiin
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Hunter y Fraser (115), usando un resistotipado modificado el indice de discriminacidn resulté
de 0,564. Utilizando el API 20C, Syverson (284) consiguié una D=0,431, pricticamente
idéntico al valor obtenido en este estudio, Casal y Linares (39) utilizando la variabilidad de
cuatro enzimas del API ZYM encontraron una D=0,549. Otros autores, empleando este
método encontraron valores de discriminacién atin mds bajos, D=0,487, D= 0,471
(307,308), o incluso D=0,308 (116). En nuestro estudio utilizando la informacién de todas
las enzimas del API ZYM se consiguié una D=0,81. En C. tropicalis los valores de
discriminacién mds bajos se encontraron en el morfotipado IT (0,51}, obteniéndose los valores
més altos con el perfil de sensibilidad antifingica (0,97). El morfotipado II no fue capaz de
discriminar entre los aislamientos de C. parapsilosis estudiados, los mejores valores de
discriminacién para esta especie se encontraron con los métodos de resistotipado y de
morfotipado en agar de trifeniltetrazolio que fueron del 0,86 y del 0,85 respectivamente.
Quindés y cols. (236) encontraron distintos valores de discriminacién para su método AST
seglin las especies consideradas. Asi, dicho valor oscilé entre 0,811 para C. tropicalis, 0,769
para C. parapsilosis y C. guilliermondii, 0,757 para C. albicans, 0,416 para C._ krusei o de
0 para C_glabrata.

Analizando estos pardmetros en conjunto, observamos que en C. albicans los métodos
que mostraron mejor combinacion de reproducibilidad y discriminacién fueron el perfil de
sensibilidad a los antiftingicos, seguido del morfotipado II y del perfil enzimdtico. En C,
tropicalis el método que mostré mejor combinacidn fue el perfil enzimdtico seguido del perfil
de sensibilidad a los antifiingicos y del morfotipado AST. En el caso de C. parapsilosis,
ninguno de los métodos mostro resultados excelentes, siendo el resistotipado y el morfotipado
AST los que dieron mejores resultados. En T. beigelii la mejor combinacién entre
reproducibilidad y discriminacién se obtuvo con el resistotipado, seguido del perfil de
sensibilidad a los antifiingicos. En €l caso de C, glabrata la mejor combinacién se obtuvo con
el resistotipado y el perfil de sensibilidad a los antifiingicos.

12.2 DISTANCIA ENTRE BIOTIPOS

Utilizando las distancias taxonémicas entre biotipos dentro de cada una de las especies,
pudimos observar que algunos métodos establecian distancias taxondmicas mayores que otros.
Asi pues, los métodos API 20C y el morfotipado AST, en la mayoria de los casos agrupaban
casi todos los biotipos a distancias taxondmicas cortas, lo que indicaba que segiin estos
métodos, todos los aislamientos de dichas especies mantenfan una gran homogeneidad,
estarfan muy préximas taxonémicamente y su capacidad para diferenciar entre biotipos seria
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baja.

Otros métodos, como el APl ZYM, el resistotipado y el perfil PSA, permitian
establecer un mimero considerable de grupos a distancias taxonémicas intermedias, lo que
indicaba que eran buenos marcadores de la diversidad dentro de una especie y, por tanto, su
capacidad para diferenciar entre biotipos era alta.

12.3 CORRELACION ENTRE METODOS

En C, albicans [a mejor correspondencia entre métodos (correlacidn), se dio entre el
método API 20C y el morfotipado, sin embargo el método API 20C mostré una
discriminacidn muy baja. En C. tropicalis se encontr6 muy buena correlacién entre el
morfotipado y el API 20C, el perfil enzimdtico API ZYM, el perfil de sensibilidad a los
antifungicos y el morfotipado en agar de Sabouraud-trifeniltetrazolio, que por otro lado,
mostraron bastante buena discriminacion y reproducibilidad. En C. parapsilosis se obtuvo una
completa correlacidn entre el morfotipado y el resto de los métodos comparados. En T.
beigelti se encontrd también correlacién entre el rﬁorfotipado y el API 20C, el perfil
enzimdtico, el resistotipado y el perfil de sensibilidad a los antifingicos. En C. glabrata hubo
correspondencia entre el API 20C, el perfil enzimdtico, el perfil de sensibilidad a los
antifingicos y el morfotipado en agar de Sabouraud-trifeniltetrazolio, encontrandose
complementariedad (métodos independientes) entre el morfotipado y el resto de los métodos
comparados.
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Conclusiones

1.- En nuestro hospital, al igual que en otras series, la especie aislada con més frecuencia fue
C. albicans, seguida a distancia del resto de las especies. Destacé la elevada frecuencia de
aislamientos de T. beigelii, que ocup6 el cuarto lugar en nuestro trabajo.

2.- En cuanto a su procedencia, cabe destacar que C. lusitaniae, C. kefyr y T. beigelii se
asociaron a infecciones en tejidos profundos.

3.- La anfotericina B continua siendo un antifiingico muy eficaz, sin embargo se encontraron
porcentajes elevados de resistencia en el caso de C, lusitaniae y T. beigelii,

4.- Los imidazoles en su conjunto se mostraron muy activos frente a nuestros aislamientos.
Cabe destacar la resistencia de C. lusitaniae al ketoconazol, y el caso del fluconazol, donde
la resistencia que presentaron la mayorfa de las cepas en nuestro estudio "in vitro", no se
correspondia con su eficacia observada "in vivo".

5.- El extracto de Allium sativum demostré ser muy active frente a todos los aislamientos de
levaduras, marcando una posible linea de investigacién.

6.- De los 6 métodos de tipado estudiados los que mostraron mejor combinacién de
reproducibilidad y discriminacién en C. albicans fueron ef PSA, el morfotipado y el perfil
enzimdtico; en C. tropicalis el perfil enzimdtico y €l AST, y en el resto de las especies 1o
fueron el resistotipado y el PSA.

7.- C, albicans y C._ tropicalis compartieron el mismo perfil enzimédtico mayoritario (E10},
lo cual corroboraba su proximidad taxondémica. El perfil E16 sélo se encontré entre los
aislamientos orales de la poblacién VIH y no en la poblacién control.

8.- Con el resistotipado se observé que 1a mayoria de los aislamientos de C. albicans eran
resistentes a citrato, lo que indicarfa su capacidad para crecer a pH bajo.

9.- El morfotipo mayoritario en C, albicans fue BAF, sin embargo la mayorfa de las cepas
invasivas presentaron morfotipo BD; esto sugeriria una asociacién del morfotipo BD a

virulencia.

10.- Con el PSA un niimero relevante de aislamientos de C,_albicans con perfil F5 se asocié
también a virulencia.

11.- Algunos morfotipos AST aparecieron con una frecuencia mucho mayor que la observada
en otras dreas de Espaiia y del Reino Unido.
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12.- El morfotipado fue el método que se correlaciond mejor con el resto de los métodos

estudiados.

13.- El perfil enzimdtico, el resistotipado y el PSA, permitieron establecer un mimero
considerable de grupos situados a distancias taxonémicas intermedias, lo que indicaba que
eran buenos marcadores de la diversidad dentro de una especie y, por tanto, su capacidad
para diferenciar entre biotipos era alta.

14.- Hay que continuar investigando sistemas de biotipado, ya que los métodos estudiados no
se asociaron de forma suficiente con la capacidad patdgena de las levaduras de interés clinico.
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