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Introducción

La Micología médicaes una cienciaque ha adquiridoun enormeprotagonismoen los
últimos años. Hasta la décadade los 50 había muy pocasespeciesde hongosconsiderados
comopatógenosparael hombre.Estabanlos hongosdimórficos, de distribucióngeográfica
muy limitada, que podían causar infección por inhalación de sus esporas.También se
conocíanalgunoshongostropicalescausantesde micosissubcutáneas,queen la mayoríade
los casosno producíanenfermedadesde importancia,y lasafeccionesgravesseconsideraban
curiosidadesde áreasmuy limitadas.Las micosis máscomuneseran las dermatoficiasque
sóloafectabanla capacórneade la piel y susfaneras.Con la apariciónde los antibióticosde
amplio espectroseeliminabanno sólo las bacteriaspatógenassino la flora bacteriananormal
del individuo, permitiendoasíla expansiónde la flora normalde levadurasy otros hongos.
De estemodofueronapareciendocasosde infeccionescomo la causadapor Candidaen niños
tratadoscon tetraciclinas.Por otro lado, la utilización de esteroidesevitabala inflamación,
pero suprimía la defensacelular normal con lo que algunos enfermos comenzarona
desarfollarinfeccionespulmonaresporAsper~illus,meningitisporCryntococcuseinfecciones
de senosnasalesy cerebropor Rhizouusy Mucor. Tambiénempezarona utilizarsedrogas
citotóxicasen combinacióncon esteroidesy radiación para el tratamientode leucemiasy
linfomas. Estacombinaciónya no sólosuprimíalas defensascelularesnormalessino quelas
destruíay estoabrió la puertaa unaenormevariedadde agentesinfecciosos.Ya no setrataba
de hongos de distribución geográfica restringida, sino de hongos ambientalescomo
Asner2illus, Rhizopus,yCryptococcus.A mediadosde los años70, la lista de enfermos
inmunocomprometidosseengrosécon los pacientestrasplantadosy otrasenfermedadescomo
el lupuseritematoso,la sarcoidosiso la artritis reumatoidecuyos tratamientosimplicabanun
régimeninmunodepresivo.En la décadade los 80 la apariciónde enfermosconSíndromede
InmunodeficienciaAdquirida (SIDA) vinieron a aumentardramáticamentela población
inmunocomprometidaexistente. De todasestasmicosis oportunistas,las infeccionespor
Candiday especialmentelas causadaspor C. albicansson las máscomunesy las querevisten
mayor importancia.

El término levadura se emplea para denominarlos hongos unicelularesque se
reproducenpor gemasy que en su estadoanamórficopertenecena la claseBlastomvcetes

.

Sin embargoesta definición tan generalno es exacta porquealgunaslevadurasproducen
micelio o pseudomiceliobajodeterminadascondicionesambientalesy nutricionales,y porque
algunoshongosfilamentososcomolos Hyphomycetes,puedenexistir en forma unicelular,
reproduciéndosemediantegemas.

En suestadoteleomórfico,algunaslevaduraspertenecenal SubphylumAscomvcotina

,

otrasal Basidiomvcotinadel PhylumDikaryomycota,y todavíaexistenotrasqueno se sabe
a que grupo sexual perteneceny se agrupanjuntas como un estado anamorfo de las
Dikaryomvcota,denominadoDeuteromvcotau hongosimperfectos(199,243).
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Introducción

Conestose dejaclaroqueel términolevadurano tienesignificadotaxonómicoy sólo
es útil paradescribirel estadomorfológicode un hongo.

La taxonomíade los hongosno esunadisciplinaestáticay hastalos génerosy especies
mejor conocidospuedenmodificar su emplazamientotaxonómicocon el descubrimientode
nuevascaracterísticas.Laslevadurasqueseaíslandemuestrasclínicasseencuentransiempre
en su estadoimperfecto (asexual),de modo que cuandoapareceel estadosexualde alguna
de ellas el cambiotaxonómicoes muchomás grande.En la práctica, la última revisión de
1983 realizadapor el Código Internacionalde NomenclaturaBotánica, permite continuar
utilizandoel términoanamórfico(asexual)aúncuandosehayadescritosu estadoteleomórfico
(sexual). Las últimas revisionestaxonómicashan modificado algunosgénerosy especies
importantesen Micologia Médica. Así por ejemplo se han unido los génerosCandiday
Torulonsisen uno sólo, denominadoCandida.Amboscontienenespeciesafines aascomicetos
y basidiomicetos de forma que su separaciónpor un simple carácter morfológico de
producciónde pseudohifasno parecesuficientementeválida(170). Ademásla diferenciación
entre una C. Ríabratay una cepade Candida sp. conocida, en base a la formación de
pseudomicelioes fácil, pero no ocurreasí en todos los casos(199). Algunos ejemplosde
nombresde levadurasbien conocidasquehansufridocambiosnotablesen su taxonomíason,
Torulopsis~labrataqueha pasadoa llamarseCandida2labrata,T. candidaahorasedenomina
C. faniata, C. paralcruseiseha incluido en O. oarapsilosis,O. naratroticalisse considera
comoO. tropicalis y C. pseudotropicalisse llamaahoraC. kefyr

.

1. LAS LEVADURAS COMO FLORA NORMAL

Las levadurasconstituyenuna poblaciónque forma partehabitualde la flora normal
de la superficiede la piel, mucosabucal, tracto intestinal y mucosavaginal. Las especiesy
númeropresentesvaríancon las distintaszonasde la superficiecorporal, perocontribuyeal
balancede la población de un nicho ecológicoparticular en un individuo sano.

En 1984 Kreger-Van Rij (135) reconoció500 especiesde levadurasincluidas en 60
géneros.En conjuntoexistencercade 1000 especiesde levadurasu hongoslevaduriformes.
La inmensamayoríapuedenseraisladascomocontaminantesdela piel, esputo,heces,u otras
muestrasclínicas.Estohacequeseamuy difícil determinarla importanciaclínicarealde un
aislamiento.Solamenteunaspocasespeciesy unoscuantosgéneroshan sido asociadoscon
regularidaden la produccióndeenfermedadesen el hombrey animales.Sin embargocuando
se tratade un huéspedinmunocomprometido,el conceptovaríacompletamentey son muchas

3



Introducción

las especiesquepuedenencontrarsecomooportunistas.

2. LEVADURAS ASOCIADAS CON INFECCIONESEN EL HOMBRE

Los miembros de géneroCandida y al menosuno del género Cryntococcusson
aislados muy frecuentementede infecciones humanas, mientras que Trichosporon

,

Rhodotorulay otrasson oportunistasmenosfrecuentes.Sin embargo,inclusola levadurade
la cerveza, Saccharomycescerevisiae, se ha encontrado como causantede infecciones
pulmonares(242). Así pues, en vista de la distribución tan ubicuade las levadurasno sólo
en el aire,polvo o suelo,sino tambiénen la superficiedelcuerpo,en la boca,tracto intestinal
y vagina, no es sorprendenteque estasformas se encuentrenen una amplia variedadde
procesospatológicos.

Paraconsiderarun hongocomopatógeno,éstedebeser capazde completarun serie
de pasosque llevan al inicio dela infección, y contrarrestarlos mecanismosde defensatanto
específicoscomo inespecíficos,del hospedador.Los hongos patógenosposeen diversos
factoresde virulenciaque intervienenen el desarrollode la enfermedad(126):
1.- Capacidadde adhesióna las superficiescutáneaso mucosas.
2.- Capacidadde penetraciónen los tejidos del huéspedy accesoa los órganosy fluidos
corporales“diana’.
3.- Capacidadparamultiplicarse‘in vivo
4.- Capacidadde evasiónde los mecanismosde defensadel huésped.
5.- Capacidadparadañarlos tejidos del huésped(criterio obligadoparaconsiderarpatógeno
a un microorganismo).Dentro de éstos, la adherenciaa las superficies corporalesdel
hospedadores un pasoesencialpara la colonizacióny posterior invasión tisular. Algunos
hongospatógenossufrentransformaciónmorfológicacuandoinvaden los tejidos y así, las
especiesde Candida puedendesarrollarpseudohifaso hifas verdaderasa partir de las
blastosporascaracterísticas,cuandosecomportarancomopatógenos(177a).

Candidaalbicansestaconsideradacomola levaduraque muestraun mayorpotencial
patógenopara el hombre.No sólo es el principal hongocausantede infeccionesvaginalesy
orales (muguet), sino quees capaz de invadir virtualmente cualquier tejido u órgano en
pacientes inmunocomprometidos,provocando enfermedadesgraves de alta mortalidad
(91,107,281). La transformaciónlevadura micelio de C. albicans puede tener gran
importanciaen su capacidadinvasora,al actuarcomomecanismode evasiónde la fagocitosis,
de la acciónde los anticuerpos(por producirsenuevosantígenos)y de los linfocitos T.
C. albicansposeeotra dos característicasimportantesen su capacidadpatógena:una alta
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Introducción

frecuencia de cambios fenotípicos descrita por Brown-thomsen (20) y estudiada
posteriormentepor Slutsky y cols. (273) y Solí (278,279,280)y la presenciade receptores
de superficieparadiferentesproteínasdel complemento,muy similaresa los de las células
eucariotas.Estasdospropiedadesseríanfactoresde virulenciaempleadoscomomecanismos
de evasiónde la respuestainmunedel huésped.

Las infecciones por Candida ya fueron descritaspor Hipócrates en su libro
“Epidemias” dondedescribíacuadrosde candidosisbucalesen pacientesdebilitados.Durante
muchísimosañosreiné unagran confusión en cuantoa la determinacióndel génerodonde
incluir estaslevaduras,duranteesetiempoel términoMonilia quizá fue el máspopular.Esta
confusiónterminó con Berkhouten 1923, quién erigió el géneroCandidaque fue aceptado
en 1954, en el VIII CongresoBotánicodePans.

Todas las infeccionescausadaspor especiesdel género Candida en conjunto se
denominan“candidosis” o “candidiasis” y entrandentrode las enfermedadesinfecciosasmás
comunesen el hombre. La elecciónde un término u otro paradenominaresta infección es
actualmenteun temapersonal.Odds(199) prefierela denominación“candidosis”, mientras
queRippon (243) 0ptapor el término “candidiasis”. Por otro lado la ISHAM (International
Society for Humanand Animal Mycology) recomiendael término “candidosis” y el CIOMS
(Council for International Organizationsof Medical Sciences)recomienda“candidiasis”
Teniendoen cuentaque el sufijo -osis es el queseempleaen la sistemáticade las demás
micosis,en el presentetrabajoa las “micosis por Candida” las denominaremos“candidosis”
o infeccionespor Candida(199).

La mayoríade estasinfeccionesestánproducidaspor C. albicans,sin embargo,otras
especiescomoC. tropicalis, C. parapsilosis,C. Ríabrata,£..j~fy¡, C. ~uilliermondiiy £.

krusei, aunquemenospatógenasqueC. albicans,handemostradosobradamentesucapacidad
infectiva según los postuladosde Koch (199,243,257).Aunque C. albicanses el agente
etiológico más común en la mayoría de las formas de candidosis, podemosencontrar
cualquierespecieproduciendocualquierforma decandidosis,aunqueen algunoscasospuede
existiralgunafavoritade un tipo particular. Así porejemploencontramosmásfrecuentemente
C. parapsilosisen paroniquia,endocarditisen adictosa drogaspor vía parenteraly otitis
externa,C. tropicalis en vaginitis, infeccionesintestinales,infeccionesbroncopulmonaresy
sistémicas, y en onicomicosis. C. euilliermondii esmásfrecuenteen endocarditis,candidosis
cutánea y onicomicosis,C. pseudotropicalisen vaginitis, C. zevíanoidesen onicomicosis
(282).

Manifestacionesclínicassimilaresalas de la candidosispuedenserproducidasde igual
modo por otros génerosde levadurascomo Rhodotorula sp, Trichosnoron sp y otros.
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Introducción

Además,estosmicroorganismossuelentenerunaaparienciasimilaren las seccionesdetejidos
por lo que el diagnóstico específico depende del aislamiento e identificación del
microorganismoen cultivo.

El potencialpatógenode laslevadurasvaríaconsiderablementesiendoel másvirulento
de todos ellos C. albicans.Bastanligeros cambiosen la fisiología de un individuo normal,
paraqueéstecomensalproduzcainfección. La severidadde la infeccióndependerámásde
las alteracionesen el huéspedquedelas característicaspatógenasexhibidaspor el hongo.Sin
embargodebido a su rápidahabilidadpara colonizar y tomar ventajade cualquiertipo de
alteración en el huésped,las manifestacionesclínicas de las infeccionespor Candidase
multiplican.La enfermedadpuedesercutánea,mucocutánea,subcutáneao sistémica,o puede
implicar todas las áreasanatómicasantesindicadas.Otras especiesde Candidacomo C

.

tropicalis tambiénprovocaninfecciones,pero al ser menosvirulentas, la gravedadde su
infec¿ióndependeráde unamayordebilidadde su hospedador.

En generalpodemosdeterminar5 condicionesquepuedenalterarel equilibrio entre
las levaduras y su huésped y ser suficiente para conducir a un estado patológico
(153,199,241,243):

1.- RECIEN NACIDOS. Candidapuedeproducir algunasalteraciones(eritemadel
pañal,muguet...),mientrasse estableceel equilibrio normalde la flora residente,pero en
niños normalesevolucionarápidamentey a menudosin tratamiento.

2.- CAMBIOS FISIOLOGICOS. El embarazo parece afectar al contenido en
carbohidratosde la vagina produciéndoseun aumentoen el recuentode Candida. Este
sobrecrecimentopuedeser suficienteparaproducir la manifestaciónclínica de la vaginitis.
La administraciónde esteroidestanto en hombrescomo mujerespuedeoriginar tambiénuna
proliferaciónde levaduras,aquíseincluiría tambiénapacientescon disfuncionesendocrinas,
como los diabéticos.

3.- ADMINISTRACION PROLONGADA DE ANTIBIOTICOS. El efecto más
importanteesla alteracióny eliminaciónde la flora bacteriana,quecompitecon las levaduras
por un mismo nicho ecológico.Pareceademásque la flora anaerobiajuegaun papel muy
importanterestringiendola poblaciónde levaduras.

4.- DEBILITACION GENERAL Y PACIENTES INADECUADAMENTE
CONSTITUIDOS.En generalla extensióny severidadde la infección secorrelacionacon la
severidadde la enfermedadde base.El término “debilitado” incluye unaligeraavitaminosis
de la edad,queproduceel muguet, la diabetesy su asociacióncon la candidosiscutánea,las
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Introducción

vegetaciones¿ardíacas,consecuenciade una infecciónpor Candidaen válvulas del corazón
enfermas;y candidosissistémicasgeneralizadaso pulmonaresqueocurrencomo secuelade
unaenfermedadcrónicao comosucesoterminalen variasneoplasias.La debilitacióntambién
puedeser iatrogénica.Los agentesinmunodepresivos,los agentescitotóxicos y otrasdrogas
disminuyenla defensanormaldel huéspedy le predisponena unacandidosiso a la invasión
por otros microorganismosoportunistas.Entre los individuosconunaconstitucióninadecuada
se incluyenaquelloscon defectosinmunitarios,defectosasociadoscon unafunción anormal
de los leucocitos,y síndromede inmunodeficienciaadquirida.

5.-CANDIDOSISIATROGENICAYROTURASDELA BARRERA EPIDERMICA.
En la candidosisiatrogénica, la colonización puedeocurrir en asociacióncon catéteres,
hiperalimentación,diálisisperitoneal,técnicasquirúrgicaso simplementepor la inyecciónde
material dentrode la piel, músculoo sistemascirculatorioo nerviosocentral. Los adictosa
drogasa menudodesarrollaninfeccionespor levadurasen el lugar de la inyección, en las
válvulascardíacas,o en los ojos.Las infeccionespor Candidapuedenocurrir tambiénpor
una rotura accidentalde la barreraepidémica,como un trauma, quemaduraso heridasde
armablancao pistola.

C. albicanses quizás el agenteinfecciosoque producemanifestacionesclínicas más
variadasen el hombre.Solola sífilis sepresentacon tantavariedadde facetasclínicascomo
podemosencontraren las diversascandídosis.Cualquiertejido u órganopuedenserinvadidos
y la patologíaproducidaes tan variada como los síndromesclínicos. Peroademásde la
infección activa, C. albicansestaimplicada tambiénen variosprocesosalérgicos.

Las levadurastienen una especial predilección por las áreas húmedas,cálidas
(intertrigos) y crecenbien en los plieguesde las personasobesas,entrelos dedos,en los
folículos pilosos tanto de personasnormalescomo de heroinómanos,y en el áreaperianal.
Las infeccionesde piel y uñasson máscomunesen diabéticos.Las lesionesal comienzodel
intertrigo son vesiculopapulosas,luegocrecen, se rompeny conducena la maceracióny el
eritema. Las lesionestienen un bordecaracterísticoy a menudohay lesionessatélites.C

.

albicansesuna causafrecuentede paroniquia,aunquees comúnaislar bacteriasjunto conel
hongo. También suelenaislarseotrasespeciescomo C. parapsilosisy C. 2uilliermondii. La
paroniquiaocurresobretodo en aquellosindividuosque siempretienenlas manosmojadas:
cocineros,camareros,lavanderas,y madresjóvenes.También hay una alta incidenciade
paroniquiaen diabéticos.El áreainfectadaestácaliente,tensa,brillante y sepuedeextender
bajo la uña. La infección puedeavanzary decolorarla uñao inclusoproducir su pérdida.Se
handescritotambiéncasosdeonicomicosisasociadasa C. uelliculosa(comunicaciónpersonal
de Dr. Juan Ramón Maestre).
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La candidosisoral suele ocurrir especialmenteen neonatos,en pacientesque han
estadotomandoantibióticos,en adultosqueinhalan esteroidesy en portadoresde dentadura
postiza; en todos ellos la infección sueleser autolimitada. -

La erupción cutánea clásica (ras) sepresentacon unosparchesblancos,cremosos,en
la superficiede la mucosa,que sangrancuandoson raspados.El diagnósticose establece
raspando las lesiones y visualizando las levadurascon un Gram, o directamentetras
tratamientocon hidróxido potásico. Se puedenver hifas, pseudohifasy blastosporas.El
cultivo sólo no tienevalor diagnóstico,ya que£~ikicansesun comensalhabitualde la boca
(65,103,130,199,289).Ademásde la forma clásica de candidosisoral, hay otras cuatro
manifestaciones(103,243)

1.- CANDIDOSIS ATROFICA AGUDA, consideradauna secueladel muguet, que
• conducea unaatrofia inespecíficade la lengua.

2.- CANDIDOSIS ATROFICA CRONICA, o estomatitis protésica, que está
caracterizadapor una inflamación crónica y adelgazamientodel epitelio bajo la
dentadura.

3.- QUEILITIS ANGULAR, una inflamaciónde la comisurade los labios.

4.- LEUCOPLASIA CANDIDOSICA, placasblancas firmementeadheridasa la

mucosaquepuedenserprecancerosas.
Hayvarios estudiosepidemiológicosempleandotécnicasde tipado de levadurascon

el fin deencontrardiferenciasentrelascepasaisladasen pacientesportadoresy en pacientes

con infección (129,168,169,307).

Las infeccionesvulvovaginalescausadaspor las levadurassonun problemacomúnen

todo el mundo. Se ha estimadoque el 75% de las mujerestienenal menosun episodiode
candidosis vaginal durante sus años reproductivos. Aproximadamenteel 90% de las
infecciones son debidasa C. albicans, un 5% a C. 2labrata y el 5% restantea otras
levaduras. Entre los factores de riesgo para el desarrollo de la infección destacanel
embarazo,diabetes,mala higieney usodeantibióticos,anticonceptivosorales,o corticoides
(13). Los síntomasmás comunesson picor, quemazón,sequedad,aumento de flujo y
dispareuria. Existen métodos de aglutinación de partículas de látex que permiten el
diagnósticorápidodela infección y parecendiferenciarunacandidosisde la simplepresencia
de levadurascomensales(33).
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• La candidosisdiseminadaes unainfecciónrelativamentefrecuenteen los últimos años
debidoal aumentoproducidoen la poblaciónsusceptible,como son pacientesneutropénicos,
trasplantados,enfermospostquirúrgicos,quemados,reciénnacidosde pocopesoy enfermos
con catéteres intravenosos,incluidos aquellos que reciben alimentación parenteral.La
candidosissistémica,en EEUU, es la causadel 15% de las infeccioneshospitalariasy del
aumentodel tiempo de estanciaen el hospital. Las especiesmásfrecuentementeimplicadas
en estasinfeccionesson C. albicans, C. troDicalis, y C. alabrata(304). Sin embargoel
aislamientode levadurasatípicasen estetipo de enfermoscadavez es menossorprendente
(14,174,183,139,141,211,218,242,300).

Hay muchosfactoresde riesgo para la candidosisdiseminada.Los antibióticosde
amplioespectrosonuno deellos, C. albicansy otraslevadurasson floranormaldelintestino

humanoy estánen competiciónecológicacon las bacterias.Se suponeque los antibióticos
alterah esta competición al eliminar las bacteriasy permiten el sobrecrecimientode las
levaduras,su invasióndel sistemacirculatorioy comoresultadola diseminaciónde la especie
de levadurapor éste.Los catéteresvenososcentralesy los aparatosde monitorizaciónde la
presión arterial estánasociadoscon riesgo a una diseminaciónde Candida.El catéterpuede
serel conductoatravésdelcual la levadurasemuevehaciael espaciointravasculary también
un nido para la agregaciónde organismoscirculantesde una fuenteendógena.C. albicansy
C. tronicalis muestranuna especialadherenciaa los plásticosde modo queel catéterpuede
ser un lugar dondepuedenadherirsey entoncesproliferar (51,199).La hiperalimentación
también es un riesgo para la candidosisdiseminada,independientedel uso de catéteres
intravenosos.El aumentode candidemiaspuedeatribuirsea la hiperglucemiaqueestimula
el crecimientode las levaduras,y a que C. albicansaumentasu adherenciaa las células
humanasen altas concentracionesde glucosa(51,184,304).La cirugía abdominalpodría

aumentarel riesgode candidemiaal disminuir la movilidad del intestino. Ademásla cirugía
producerotura de la integridadde la paredy predisponea la invasión fúngicaintravascular
(51,3048). El factor de riesgo más importante para la diseminación hematógenade la
candidosises la neutropenia,bien cualitativao cuantitativa(51,281).

La criptococosises una infección crónica, subagudao más raramenteuna forma
pulmonar aguda, sistémica, o meningitica, causadapor Cryptococcusneoformans. La
criptococosispuedeafectarcualquierórganocorporal,aunquelos lugarespredominantespara
la infección son el pulmón y el SNC. La infección primaria en el hombrees casi siempre
pulmonartras la inhalaciónde las propágulas.La infecciónpulmonargeneralmentecursade
forma subclínicay es transitoria,sin embargopuedeproducir complicacionesen enfermos

debilitadosy hacersesistémicao inclusofulminante.En Europa,estaenfermedadesunaseñal
de la existenciade algunaenfermedaddebase.El agenteetiológicoes únicoentrelos hongos
patógenosdebido a la producción de una cápsulamucilaginosatanto en tejidos como en
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cultivo. Las palomasactúancomo reservoriode la infección, y el rhicroorganismopuede

aislarse de las faneras, plumas y detritus en las zonas donde viven éstas. La infección
criptocócicaparecemás comúnen el hombreque en la mujer. Esto puedeser debidoa que
el hombre,por su trabajo, estamásexpuestoal ambienteen el quevive el microorganismo,
aunqueotra posibleinfluenciaes la diferenteproporciónde hormonasestrógenasexistente
entreambos.En la poblaciónde inmunocomprometidosestapredisposiciónsexualestámenos
acentuada.También es interesantedestacarque existen muy pocos casosdescritos en la
poblacióninfantil. Sin embargoseesperaquelos casosde criptococosisinfantil aumentencon
el incrementode los niñosinfectadoscon virus deinmunodeficienciaadquirida(VIII). Ciertas
enfermedades de base como los linfomas, leucemias crónicas, sarcoidosis, tratamiento con

corticoides,infecciónporVIH, seconsideranfactoresde riesgoimportantesparaeldesarrollo

de una criptococosis diseminada.Los pacientesinfectados por HIV son especialmente
propensosa desarrollarunacriptococosisdiseminada.Estudiosrecientessugierenquedel 6
al 13% de los individuos con SIDA desarrollanunainfección criptocócica(212),(243).

Malassezia(55,141,144,160)es un hongo levaduriformelipofílico que tiene una
especialpredilecciónpor la piel del hombrey otros mamíferos.El génerotienedosespecies,
M. furfur y M. pacuidermatis.El nombre original de estas levadurasera Pityrosuorum
orbiculare,y posteriormentea los distintosestadosen que seencontrabala levadurasfueron
denominadosh...~yMe y M. furfur. Actualmentese consideraque las dos formas de
presentarseson la misma levaduray su nombreaceptadoes M. furfur. Una característica

fisiológica crítica de esta levaduraes el requerimientode ácidosgrasosexógenospara su
crecimiento.~Lf¡rñi¡ esbien conocidacomocausantede la pitiriasisversicolor,peropuede

causartambiénotras infecciones.Ha sido tambiénasociadacon procesosseborreicosy la
caspa.En los últimos añossehandescritocasosde sepsisasociadaa catéteresintravasculares
y a la administraciónde lípidos intravenososdurante mucho tiempo como suplemento
calórico. Se han descrito sepsis en niños y adultos, aunqueen niños se da con mayor
frecuencia.Los neonatosprematurostienen un riesgo especialde infección sistémica,y es

sorprendentela elevadaincidenciade colonizaciónde la piel de los neonatospor M. furfur

.

Aunqueestalevaduraesfácil deencontraren la piel, la colonizaciónocurrecuandoseactivan
las glándulassebáceasproductorasde lípidos en la superficieepidérmica,de modo que la

colonización deberíaocurrir en la pubertad. Los factores que pueden predisponeresta
colonizaciónprematurade los neonatospuedenser su menoredadgestacional,y el tiempo
de estanciaen la UCI, pero no la administración intravenosa (IV) de lípidos. Las
manifestacionesclínicas son muy diversas,y la infección sistémicacausadapor M. furfur

dependemucho del hospedador.Así pues, M furfur se ha unido al grupo de patógenos

oportunistascausantesde enfermedadesinfecciosassistémicasmuy graves.

Rhodotorula (102,199,243,250)es un contaminantehabitual de la piel, pulmones,
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orina,yheces.Su aisláknientoen esputono sueletenersignificaciónclínica. En hemocultivo,
si se ha descartadola contaminacióntiene mássignificado. Es una levaduramucosa,roja,
encapsuladay que raramenteproducemicelio. Se ha aisladoen algúncasoen enfermosen
estadiosterminalesde enfermedadesdebilitantes.De ellas R. rubra es la especiemásveces
aisladaen infeccionesfatalesde pulmón, riñón y SNC. Es causade peritonitisen pacientes
en diálisis continuaambulatoria(250). Los casosde fungemia causadapor Rhodotornlaa
menudoson debidosacolonizaciónde catéteres,solucionesintravenosas,bancosdesangre,

y máquinasde diálisis contaminados.La eliminación de la fuente de infección hace
desaparecerlos síntomasy sólo algunos casosrequirieron tratamientocon anfotericina B

(102).Rhodotorulatambiénha sido implicadaen doscasosdeendocarditis,en unameningitis

en un pacientecon una leucemialinfoblásticay en un casode afectaciónde médulaóseaen
un pacientecon leucemia(232,243).

Las especies de Trichosnoron, especialmente T. bei2elii (T. cutaneum) y T. cauitatum

(92,124,163,178,199,211,241,243,299,303)soncomponentesminontanosdela flora normal

de la piel y estánampliamentedistribuidosen la naturaleza.T. bei~elii seasocianormalmente
con los nódulosde lapiedrablanca,peroestaespeciey en menorgradoT. capitatumse han

descritocomo causantesde una amplia variedadde micosisoportunistas (241,243,299).El
primercaso, descritoen 1970, fue un pacientecon carcinomabronquial quedesarrollóun
abscesocerebral (303). Después se han descrito casos de endolftalmitis tras cirugía,
endocarditis,edemapulmonar,septicemiaen un trasplantadorenal. Casi todos los casosde
infección invasiva estánasociadoscon tratamientosinmunosupresivospara leucemiau otras

neoplasiasy másrecientementecon adictosadrogasporvía parenteral(ADVP) y trasplantes
de órganos.(178,211,241,243,303).

Existen todavíaotrosgénerosy especiesde levadurasqueen rarasocasionestambién
puedenimplicarseen infeccioneshumanasy animales.Kluyveromvcesfra2ilis esunaespecie

de ampliadistribución en la naturalezasobretodo en plantasy frutas en descomposición,sin
embargose ha descrito como productorade una neumoníaen un enfermo de 51 años
transplantadode corazón(151). El pacientesecuró con anfotericinaB. Suorobolomycesque
crecíamuy abundantementeen unasastillasde maderafue capazde produciruna dermatitis.
S. cerevisiae(10) ha sido implicadoen varios casosde infecciónpulmonarespecialmenteen

bebedoresde cerveza.También se ha descrito un casode infección postoperatoriay Eng y
col. (62) hacenuna revisión de 13 casosde infecciónpor 5. cerevisiae.5. carísbergensisy

5. pastorianushan sido implicadosen micosisde estómago(62). Hansenulauolvmorphafue
aisladade nódulos linfáticos del mediastinoen un enfermoque padecíauna enfermedad
granulomatosacrónicade la niñez. También ha sido implicada en 52 casosde colonización
en neonatos(186). La literaturadescribeun casode endocarditispor Pichiaohmeri, y varias
infeccionespor Debaryomyceshansenii(243).
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3. DIAGNOSTICOE IDENTIFICACION DE LAS LEVADURAS

El laboratoriode Microbiologíapuederecibirmuchostipos diferentesde muestrasde
los pacientescon infeccionespor levadurasdebidoalaampliavariedaddeformasclínicasque

presentadichas infecciones.El aislamientode una levaduraen cultivo es la prueba más
definitiva y sensiblede la presenciade levadurasen una muestra.El examenmicroscópico
directode las muestrassospechosastiene un valor adicional,peroresultaun métodomenos
sensibleque el cultivo en la mayoríade las muestras.El examenmicroscópicodirecto para
la búsquedade levadurasen fluidos sehacepor montajesen frescode unaporción de fluido
cubiertacon un portaobjetos.Tambiénsepuedenempleartincionescomoel Gram dondelas
levadurassonGram-positivas.Las muestrasdeescamasdepiel y uñasseobservanañadiendo
unasgotasde KOH al 10% que deshacela queratinay permite una mejor visión de las
levaduraspresentesen la muestra. En muestrasde tejidos de biopsia se hacen cortes
histológicosy se empleantécnicasde tinción tambiénutilizadasen bacteriascomo Zielh,
PAS, Gomori y metenaminade plata entreotras (199,263).

Parael aislamientode levadurasde lugaressuperficialescomoorofaringe,genitales
y piel seutilizan comúnmentetorundasdealgodón.Lasmuestrasobtenidascon torundadeben
enviarselo más rápidamenteposible al laboratorio paraevitar su desecación.Aunque las
levaduraspuedenresistir24 h sin perdersu viabilidad en unamuestrahúmeda,esaconsejable
utilizar un mediode transporteparaevitar la pérdidade humedad,por si ocurreuna demora
en su llegadaal laboratorio. Las muestrasde piel tambiénse obtienenpor raspadocon un
bisturí estéril o con tiras adhesivas(199,247,263).Los hemocultivos para aislamientode
levadurasa menudodan falsosnegativosy puedennecesitar15 días de incubaciónparaque
el resultadosea positivo (89,180,181).Las levadurascrecenmejor en mediosventilados
(187), de ellos el métodode lisis-centrifugaciónpareceser el queaísla mayor númerode
levaduras(106,180,187).Las muestrasde hecessesiembrandirectamentesin ser tratadasen
un medio de agarparalevaduras.Las muestrasde esputo,orina y liquido cefalorraquideoo
peritonealseprocesansembrandovolúmenesconocidosdel fluido, si sedeseaunaestimación
cuantitativadel númerode levadurasexistentesen la muestra,o secentrifugany se siembra
el sedimentosi sedeseamaximizarla sensibilidaden la detecciónde pequeñosnúmerosde
levaduras.El significadopatológicodelas levadurasen esputoesgeneralmentedudosoyaque
supresenciano proporcionaevidenciadiagnósticadeinfecciónpulmonarpor levaduras(263).

Los mediosde agar más popularmenteutilizados para el aislamientode levaduras
patógenas,son las versiones de glucosa-peptonaconocidascomo agar glucosado de
Sabouraud.Parael mejor aislamientode las levadurassepuedeinhibir el crecimientode las
bacterias incorporando al medio antibióticos antibacterianos,como cloranfenicol o
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gentamicina.La cicloheximidao actidionano debeañadirsea estos medios de aislamiento
primario de levadurasporque inhibe muchaslevadurascomo C. plabrata, C. krusei y C~
parapsilosisquepuedenser los agentescausales(199,243).

ComoC. albicanses la másimportantedelas levadurasen patologíahumana,sehan
desarrolladomuchastécnicasparasu identificación rápida. Una de las másempleadases la
producción de tubo germinativo en suero que permite su identificación en 2-3 horas
(170,199,243).Algunos suerosson pocoinductoresde germinacióny por esoseaconsejala
utilizaciónde mezclasde variossueros.Se handescrito algunascepasde C. albicansqueno
producentubo germinativoy algunoscasos de C. tropicalis que silo producen.Para una
buenautilización de esta pruebahay que saberdistinguir el tubo germinativoquees una
prolongacióndela blastosporamadre,de unapseudohifaquetieneun tabiquede constricción
en suunióna la blastospora(199,243).La producciónde clamidosporasesotracaracterística
específicade C. albicans,al menosentrelas levadurasencontradasen el hombre(243), ya
quetambiénseha vistoquelas producenC. australisencontradaen un pingúino,C. clausenii
muy raramente encontrado como saprofito y ocasionalmente cepasde C. stellatoideay Q

tronicalis. Los medios másutilizadosparaello son el agarde “corn-meal” con Tween 80 al
10% y agarde arroz. Estosmediosno sólo inducenla formaciónde clamidosporassinoque
tambiéninducenla formaciónde pseudomicelio,micelio y artrosporas y permiteel estudio
morfológico, muy importanteen la determinaciónde especie.

Parala identificacióndefinitiva de un aislamientode levadurasa nivel de especiese
requiere estudiar sus propiedadesfisiológicas. Tradicionalmenteestas característicasse
determinabanen basea la capacidadde asimilary fermentaralgunoscompuestosde carbono
y nitrógeno(7,132).La asimilacióndeazúcarespuededeterminarseporauxanogramaen agar
Yeast Nitrogen Base (YNB, Difeo), utilizando discos impregnadoscon cadaazúcaro en
medio líquido sometidosa agitación quees más sensibley específicopero necesitamás
tiempo de realización.Las pruebasde fermentaciónde azúcarescon producciónde CO2 en
medio líquido se realiza incorporando una campana Durham invertida dentro de los tubos
(243). Actualmente estas técnicas tan laboriosas se realizan en Centrosde Referenciay para
la rutina de los laboratorios de MicrobiologíaClínicasehandesarrolladométodoscomerciales
que ofrecen una buenaidentificación de las levadurasde una forma másrápida y sencilla
(52,243).De los métodoscomercialesexistentesel API 20C (BioMerieux, Francia)esel más
conocido.Tantoestosdos métodoscomoel API 50H (BioMérieux, Francia),Minitek (BBL
Microbiological Systems, USA), Uni-Yeast-Tek (Flow Laboratories, USA), Mycotube
(Roche),-Auxo-disc-(Pasteur,Francia)basanla identificaciónde un aislamientodesconocido
en su perfil de asimilación de hidratos de carbono(127,137,190,255,256).La lectura la
realizael microbiólogoteniendoen cuentala apariciónde turbidezo los cambiosde color
debidoa indicadoresde pH (52). En otros sistemascomoel QuantumII (Abbot Laboratories,
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USA), Automicrobic System (Vitek System, USA) y MicroScan (Baxter, USA)
(52,96,138,140)el patrón de carbohidratoses leído automáticamente,los perfiles son
comparados en la base de datos de la computadoray el sistemade la identificación por
escrito.

Otras alternativas para la identificación de levadurasestasbasadasen las diferencias
antigénicasexistentesentreespecies,en el quesebasael métodoCandida-Check(Fernández
Moluie RIAM) queutiliza la serologíapara la identificación(82). Tambiénexistenmétodos
de identificaciónbasadosen la deteccióndeactividadesenzimáticasdela paredcelular,como
es el casodel métodoYeast-Ident(BioMerieux, Francia),que ha demostradopocaexactitud
y necesitaserrediseliado.El últimosistemade identificaciónintroducidoen 1986, American
Microscan (Baxter) se basa también en el perfil enzimático (140). La lectura, que es
automática, se hace por cambios de color producidospor hidrólisis enzimáticade 20 a 34
sustrátos.Las levadurasclínicamentemásrelevantespuedenidentificarse4 h despuésde su
inoculación.Otrasalternativasdeidentificaciónestánbasadasen el análisisdel polimorfismo
de fragmentosde restricción del ADN, análisis de cromatografíade gasesde metabolitos
producidospor las levaduras, sensibilidad de los aislamientosde levadurasa una gran
variedadde inhibidoresquímicos,tinción diferencialeinhibición de las coloniasdelevaduras
en mediosquecontienenverdejano, cambiosde color cuandoseañadeal medio unagota de
soluciónde sal de diazonioy diferenciacióndelevaduraspor isoenzimasdetectadasmediante
electroforesis(199).

Hay autorescomoKreger-VanRij (132) y Barnetty cols (7) queofrecenen suslibros
una clave muy completaparala identificaciónde levadurasque no sepuedanidentificar por
otros métodosmásrápidosy sencillos,siguiendosuspatronesde asimilacióny fermentación
acompañadosde sus característicasmorfológicasy fisiológicas(7, 132). El aislamientodel
agente causal, no es fácil en muchoscasosde infección micótica sistémica.El hemocultivo
en estos casos no suele ser de gran utilidad ya que puede ser negativo en un gran número de

pacientescon micosis sistémicasy cuandoes positivo puedeser debido a una fungemia
transitoria.Ademásla ausenciade una sintomatologíapatognomónicahaceque en un gran
númerode pacientesla infección se diagnostiquedemasiadotardepara la instauraciónde un
tratamiento eficaz o quede sin diagnosticar(89).En estoscasosel diagnósticoserológicoseda
de gran utilidad, si fuese capaz de discriminar entre los niveles de antígeno o anticuerpo

presentes en el suero de individuos sanos o de enfermoscon infección por levaduras,en unos
como resultado de la presencia delevadurascomo flotanormaly en los otroscomoresultado
de la infección sistémica.

Existen métodoscomercialesde probadautilidad para la detecciónde antígenosde
Cryptococcusneoformans(Crypto-latex)y de C. albicans(Cand-Tec)(75,106,180,181).Una
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de las posibilidadesmás estudiadasen la actualidades la detecciónde antígenoso de
anticuerposfrente a estosquese expresenduranteel desarrollode la acción patógenade la
levadura.La detecciónde antígenosde la fasemicelial tendríavalor diagnósticode micosis
diseminadaya que la transición de levaduraa micelio ocurrecuandoseproduceinfección
(181,230,231,233,234,235).Sin embargo, incluso los procedimientosserológicos más
sensiblesa vecesno resultande utilidad en individuos inmunodeprimidosy la atenciónse ha
concentradoen métodosparala detecciónde productosdel hongomásquede productosdel
hospedador.En estesentidose estaintentandoutilizar confines diagnósticosla detecciónde
metabolitoscomoarabinitoly manosa.Se han hechopuesgrandesavancesen el diagnostico
delas micosissistémicas,pero todavíano existenpruebasquepermitanel diagnósticorápido
en todos los casosde infección fúngica, sobretodo en pacientesneutropénicos(230).

4. AGENTES ANTIFUNGICOS

Aunque las micosis sistémicasse conocen desdehace mucho tiempo, no se ha
encontradoun tratamientoeficaz paracombatirlashastahacetres décadas.Contrariamente
a lo ocurrido con la terapéutica antibacteriana,los avancesen el tratamiento de las
enfermedadesmicóticashan sid¿lentos,a pesarde que en los últimos añosseha registrado
un incrementosustancialen su frecuenciade aparición.Siguiendola clasificaciónde Kerridge
con algunasmodificaciones(258), los agentesantifúngicosmásimportantesen clínica o con
más perspectivasde uso futuro, puedenagruparseen base a su mecanismode acción,
dependiendode queactúensobreel núcleo, la membranacitoplasmáticao la paredcelular.
Otros lugaresde acción de drogasexperimentalespuedenser el ribosoma, la mitocondria,
inhibición de rutas metabólicaso la acciónde agentesquelantes.

El máscomúnde los antifúngicosqueactúana travésdelnúcleoesla 5-fluorocitosina
(5FC), su acciónprimariaesinducirla síntesisde ARN defectuosoen célulassusceptibleque
son capacesde transportarla 5FC al interior de la célulapor mediodeuna citosinapermeasa.
Esteefectopareceser específicoparael hongoy no para las célulasde mamíferosen razón
de la poca o ninguna actividad de la citosina deaminasaen estasúltimas, por lo que su
empleocomoantifúngicopodríaestargarantizado.No obstante,la SFC ha resultadoefectiva
sóloen un grupo restringidode micosis: frente a C. neoformans,Candiday algunoshongos
que causan cromoblastomicosis,así como frente a algunas cepas de Sporothrix y de
Aspergillus. Además,generauna alta proporción (5-10%) de mutantesresistentesen C

.

albicans,dondealrededorde un 10% de los aislamientosson resistentesde forma primaria,
probablementepor deficienciasen algunasde las enzimasinvolucradasen la incorporación
de la 5FC al metabolismocelular.Estosfactoreslimitan seriamentesu usocomoantifúngico
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de elecciónen terapéuticaantimicótica.La combinaciónde flucitosinay anfotericinaB es la
terapia recomendadaen el tratamientode la meningitis criptocócica,y esta combinación
pareceser superioren eficaciaa la anfotericinaB solaen el tratamientode las infecciones
invasivaspor Candiday Asner2illus (74,91,176,199,269).

La griseofulvinaes quizásel más antiguode los antifúngicostodavíaen uso bajo
administración oral como agente contra infecciones producidas por dermatofitos:
Trichophvton, Microsporumy Epidermovhvton.Seaislóen 1939 apartir de varias especies
de Penicillum,fundamentalmentePenicillum eriseofulvum.Aunquesu mecanismode acción
no ha sido definido con precisión, pareceque actúa provocandola disrupción del huso
mitótico en la célula fúngica, razónpor la cual la hemosubicadodentro de los antifúngicos
queactúana nivel del núcleo.Esteagenteantifúngicoseadministrapor vía oral y seabsorbe
en relación directa con el contenido de grasas de la alimentación, aumentandosu
biodi~ponibi1idadcuandose ingierecon alimentosgrasoscomo la leche.Se metabolizaen el
hígado formándoseun compuestoinactivo (6-desmetilgriseofulvina)que se excretapor el
riñón.Lagriseofulvinaestáexclusivamenteindicadaen el tratamientode las tiñas ungueales,
delpelo y del cuerpoqueno respondenal tratamientolocal. Carecepor completode actividad
frentea levaduras,Candiday Pityrosnorumy toroshongos,comoHerdersonula,Scvtalidium
o Scopularioosis(243,258).

Los agentesantifúngicosqueactúana nivel de la membranacitoplasmáticason los de
uso más extendido en estos tiempos.Resultasorprendenteel hechode quedadala aparente
similitud entrelas estructurasy funcionesde las membranascitoplasmáticasen organismos
eucariotasinferioresy superiores,seaéstala queproporcioneel blancomássignificativo de
las drogasantimicóticas más importantesen clínica actualmente.Los polienos como la
anfotericina B de uso parenteraly la nistatina de uso tópico u oral, actúansobre la
integridadfísica dela membrana.Su mecanismode acciónestábasadoen el enlacequeéstos
establecencon los esterolesde la membranacitoplasmáticade cucariotas,provocando
auténticosagujerospor dondesepierdencomponentesdel interior celular.Debido a su lugar
de accióndalia tambiénlas células mamíferasque por sereucanotas,compartenla fracción
de esteroles,ergosterolen hongosy colesterolen encariotassuperiores.De aquísedesprende
la principal limitación en el uso de los polienos.

La anfotericinaB es producidapor Streptomycesnodosus,a las dosishabitualesse
comportacomofungistática,lograndoactividadfungicidacuandoseempleanconcentraciones
muy elevadas. Continúasiendo el antifúngico de elección en la mayoríade las micosis
(176,212,214).LaanfotericinaB es eficaz frente a los microorganismosquecomponenlos
génerosCandida,Asper2illus, Histoplasma,Coccidioides,Paracoccidioides,Cryptococcus

,

Mucor, SDorothrix,Blastomvcesy Fusarium(199,243).sin embargo,sehanencontradocepas
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resistentesdel géneroAsner~iIlus,así comode C. lusitaniae,T. bei~elii y Geotrichumso y
numerososhongos dematiáceos(14,218,219a,298,211). La anfotericina B es el único
antifúngico poliénico disponiblepara el tratamientosistémicode las micosis invasivasy
permanece comoel fármacode elecciónen la aspergilosisdiseminada,aspergilosispulmonar
necrotizante, aspergiloma, mucormicosis, esporotricosis diseminada extracutánea,

blastomicosis,histoplasmosisdiseminada,coccidioidomicosisdiseminaday endocarditispor
Candida. Es el fármaco de segunda elección en la paracoccidioidomicosisy en la
criptococosis diseminada, meningitis criptocócica y candidiasis hepatoesplénica.La
administraciónintratecalde anfotericinaB debealiadirseen la meningitis por Coccidioides
y en la meningitiscriptocócica que no respondea la anfotericina B por vía intravenosa
(9 1,176).

La nistatinafue obtenidaen 1950a partir deStreptomvcesnoursei.Por su mecanismo
de acéiónsemejantea la anfotericinaB secomportacomo fungistático o fungicidasegúnla
concentración,frenteadiversasespeciesde hongoslevaduriformes,filamentosoy dimórficos
(Candida,Cryutococcus,Histoplasma,Blastomvces,AsuerRillus etc) (249,258).

Los antifúngícosqueactúansobrela síntesisde ergosterolen la membranaconstituyen
el grupo más recientede drogasantifúngicasdesarrolladasen algunoslaboratorios.Dentro
de ellos existen dos subgrupos.El primer grupo incluye los inhibidores de la escualeno
epoxidasa,alilaminascomoel naftifina y terbinafinay tiocarbamatoscomoel tolnaftato.
Estos agentestienen buenaactividad tópica frente a dermatofitos pero poca frente a C

.

albicans.El segundogrupoincluyelos antifúngicosazolesqueactúaninhibiendola demetilasa
del lanosterol,dependientedel citocromoP-450, con lo cual el lanosterolse acumulay no
puedereemplazarel ergosteroldela membranaproduciéndoseunainhibicióndel crecimiento.
Los azoles se subdividen en imidazoles (miconazol, econazol,ketoconazol,clotrimazol,
bifonazol, tioconazol)y triazoles (fluconazol, ¡traconazoly terconazol).La mayoríade
ellos son de usotópico mientrasqueel ketoconazol,itraconazoly fluconazoltambiénson de
uso oral en dermatofitosis,candidosis,criptococosisy aspergilosisentreotras. También se
ha usado de forma parenteralel miconazol, itraconazol, saperconazoly fluconazol. El
miconazol, fue el primerode estegrupodisponibleparaseradministradopor vía parenteral.
Es un fungistáticode amplio espectro que se muestra muy activo frente a dermatofitos,
levaduras, mohosy otros hongos como Ma]asseziafurfur.Sin embargo la absorciónde
miconazol tras su administraciónoral espobre.Elketoconazolha sido el primer antifúngico
imidazólicopotentequeadministradopor vía oral se ha mostradoeficazen el tratamientode
algunasformasde coccidioidomicosis.El ketoconazoles activo frente a un amplio rangode
hongos. Su espectro de actividad comprende dermatofitos, levaduras (Candida, ~
neoformans)y hongosdimórficos. sin embargo,Asoereillusy C. tronicalis no parecenser
sensiblesa la acciónantifúngicadel ketoconazol(91,243,176).
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La granlimitaciónde estosantimicóticosesquetambiéninterfieren la interconversión
de esteroides en mamíferos. Por este motivo, en los pacientes sometidos a tratamiento con

estas drogasse observauna disminución importante de los niveles de testosterona.No
obstanteestudiosrecientessugieren que el itraconazol y el fluconazol interfieren menos
porqueel citocromoP-450 de los mamíferosresultamenossensibleque su análogoen los
hongos (199,258). Es interesantecomentar que es difícil correlacionar los resultados
obtenidos“in vitro” e “in vivo” con los azoles,especialmentecon el fluconazol,quepudo
ser descartadocomo posible agenteantimicótico de haber consideradosólo los datos
observados“in vitro”(213,240,248,290).La apariciónde algunosaislamientosresistentesa
ciertos azoles,si bien todavía no es alarmante,debeser un elementode alerta en el uso
racionalde estasdrogasen terapéuticaantifúngica(199,249).

Los efectosnocivosde los polienosy el precarioequilibrio enzimáticoque regulaa
los aioles, las alilaminas y los tiocarbamatos,así como el estrechorango de hongos
susceptibles,estimulanel desarrollode nuevaslíneasde investigaciónen esteárea. Se esta
experimentandocon drogas como la cianainay la ramihifina A que actúana nivel de
membrana.Otra líneaigualmentepromisoriade investigaciónen agentesantimicóticos,seha
centradoen el uso del ajo (Allium sativum) y algunosde susextractoscomoantifúngicos
(150,199.258).Los extractosde ajo poseenactividad “in vitro” frente a un gran númerode
hongosincluyendo levaduras,a la vez que confieren una protección “in vivo” frente a
infeccionesmicóticasexperimentales.El componenteactivo del ajo pareceser la alicina. Su
mecanismode acción no ha sido precisadotodavía, aunquese ha postulado su acción
inactivandogrupos tiolesen las proteínasesencialesy su posibleimplicaciónen la inhibición
de la síntesisde lípidos (258).

Desdeun punto de vista teórico, los antifúngicosqueactúena nivel de paredcelular
seríanaltamenteespecíficosya queestaestructurano existeen las célulasde mamíferos.Las
investigacionesen este campo están identificando inhibidores de la síntesis de quitina
(polioxina D, nikkomicina Z) e inhibidoresde la síntesisde glucanos(papulacandinaB,
cilofungine), los cualesestántodavíaen etapaexperimental.

5. EPIDEMiIOLOGIA DE LAS INFECCIONESFUNGICAS

Es difícil obtenerdatosde la incidencia y prevalenciade las infeccionesfúngicas
nosocomiales.Los datos más representativoslos aportael CDC en su NNIS (National
Nosocomial Infection Surveillance). En 1984, de 26.965 infecciones, se identificaron
patógenosen el 84%, Candidafue el octavopatógenonosocomialmáscomúnencontradoen
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el 5,5% de todos los aislamientos.La categoríade “otros hongos” seencontróen undécimo
lugar representandoel 1,7 % de todos los aislamientosnosocomiales(304). En EEUU,
aproximadamenteel 5% de todos los enfermos hospitalizadosdesarrollauna infección
nosocomial]Los costosasociadoscon estasinfeccionesseestimaen más de un millón de
millones de dólares americanos por alío. Aunque las bacterias son los agentes etiológicos más

importantesen las infeccionesde origen hospitalario, los hongosson hoy en día patógenos
nosocomialesmuy significativos (175.187,217,218,281).

La incidencia de Candida como patógeno nosocomial está aumentandocomo
demuestranlos datosNNIS. En el períodode 1980-1982,Candidarepresentóel 4,5% de
todos los patógenosnosocomiales,comparado con el 5,5% en 1983. Las infecciones
nosocomialesfúngicasparecenocurrir con frecuenciaen los serviciosde medicinainterna,
cirugíay pediatría,másfrecuentementeen pacientesatendidosen UCI, comparadoscon los
no atendidos en estas unidades. Los hongos son patógenos nosocomiales relativamente más

frecuentesen Oncología(85,107,110,197).En hospitalesespecializadosen Cáncerlos hongos
han aumentadolas infeccionesnosocomialesy la mortalidad.Datos obtenidosdel National
CáncerInstituterevelanqueel 22% de los pacientesque murieronentre1954-1958eranpor
infeccionesfúngicas, comparadocon el 43% en el período 1959-1964.Por otro lado un
estudio realizado de las fungemias en el Memorial Sloan-Kettering Center Institute
comparandolos períodos1974-1977y 1978-1982,el aumentode episodiosde fungemiafue
del 30,6% por año (304). Segúndatosdel Centroparael Control de la Infección de Atíante
en la décadade 1980-1990,las especiesde Candidaprodujeronel 72,2% de la infecciones
nosocomialesfúngicas (218). Los hongos son una importante fuente de morbilidad y
mortalidad en pacientesoncológicosy en trasplantados(2). Las infecciones por hongos
representanel 20-30% de las infeccionesfatalesen leucémicos,el 10-15% de las infecciones
mortalesen enfermoscon linfomas, y sólo el 5% en pacientescon tumoressólidos. Los
hongosson tambiénuna causaimportantede mortalidad en enfermosrenales,cardíacos,y
trasplantadosde médulaósea(89,304).

En las infeccionesnosocomiales,C. albicansha causadonumerososproblemassobre
todo en neonatos,pacientesen unidades de cuidados intensivos y aquellos que sufren
quemadurasseveraso cáncer(295). Incluso utilizandoprofilaxis antifúngica,un 4,1 % de los
pacientesquemadosdesarrollócandidemiay un 50% de ellos muñeron (304). En nacidos
prematurosse han descritoentre0,9-3,8%de candidosisinvasivasasociadascon una alta
mortalidad.En leucémicosla incidenciade candidosisinvasivases mayor llegandoa un 15%
y con unamortalidaddel 92%.

Poreste motivola utilidad masimportantedelos métodosde tipadoesla investigación
de brotesde candidosisinvasivas.Burnie y cols fueron los primerosen investigar un brote
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de candidásisinvasivaocurridaen unaunidadde cuidadosifi!~~Tvos del London Hospital.
Emplearonunacombinaciónde serotipado,morfotipadoy biotipadoy concluyeronquetodos
los casos habíansido producidospor la mismacepade C. albicans,que esta cepahabía
causadoel 44% de la infeccionessuperficialesde dicha unidady el 17% de las infecciones
superficialespor Candidadel hospital(142,166).Dicha cepafue aisladaen dosocasionesde
las enfermeraspor lo que llegarona la conclusiónde que el brote habíasido diseminadoa
través de las manosde las enfermeras.Ademásdicho brote terminócuandose instauraron
mejores técnicas de lavado de las manos.Sin embargo,estudiosposterioresrealizadoscon
estos aislamientosdemostraronque utilizando un método de tipado basadoen el perfil de
fragmentosde DNA tratadoscon enzimasde restricción seencontraban5 tipos diferentes
cuando se suponíantodos los aislamientosiguales(283). Del mismo modo utilizando el
morfotipado de “Phongpaichit’ otros autoresencontraronmorfotipos diferentesentredichas
cepas supuestamenteindistinguibles lo cual ha puesto en duda los métodos de tipado
originales (119).

También se ha investigadola epidemiologíade otras infeccioneshospitalarias.Las
infeccionessuperficialescausadaspor Candidacausabangrandestrastornosen los pacientes
con carcinoma sometidosa radioterapialo cual llevó a McCreight (169) a realizar los
resistotiposde las C. albicansaisladasantesy despuésde la radioterapia.Observaronque
antesdel tratamientocasi no se aislabanlevadurasen la piel y quedespuéslas cepasque
colonizabanla piel eran idénticasa las quedesdeel principio colonizabanla boca, lo cual
indicabaquela infección probablementeeraendógena.Sin embargo,en 4 pacientestratados
en un mismo lugar, seencontróun resistotipoqueen generalerapocofrecuentey queno lo
teníanlos enfermostratadosen otrolugar. Esto sugirió quequizásla infección cruzadapodía
tener importancia en la epidemiologíade las infeccionespor C. albicansen estospacientes.
Otro estudioposteriorutilizando el métododel resistotipadono encontróningunaasociación
de un resistotipo panicular entre las C. albicans aisladasde pacientescon cáncer y los
controlesde personassanas(85).

Odds y cols (201) estudiarona lo largo de 9 meses 153 pacientescon trasplantede
médulao quimioterapiay observóuna marcadaestabilidadentrelos biotiposde C. albicans
queportabandichos individuos y decidió que las infeccionescruzadasno eran un hecho
frecuente. Utilizando una combinación de resistotipado y morfotipado, Hunter y cols (117)

estudiaron la colonización de pacientes y de enfermeras en una unidad de cuidados intensivos

durante4 meses.Duranteesetiempo no huboningunainfecciónpor Candidade importancia.
Todos los pacientes menos uno estuvieron colonizados por la mismacepadurantesu estancia
en dichaunidad,mientrasquelasenfermerasa menudoeran colonizadaspor másde un tipo.
Las cepas aisladas de las manos de las enfermeraseran del mismo tipo que las que
colonizabana sus pacientes,mientras que las cepasaisladasde la cavidad oral de las
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enfermeras generalmente erandiferentesdelas de suspacientes.Llegaronalaconclusiónque
la infección cruzadade C. albicansen las unidadesde cuidadosintensivoseraun fenómeno
frecuente.

Otro tipo de estudio sobre la epidemiología de la infección por Candida la realizó

Blaschle-Hellmessenque utilizando un método de tipado combinadoestudiócepasde C

.

albicans que colonizaban a madres y sus bebes. Encontró que todos los recién nacidosy el
95% de los lactantesportabantipos indistinguiblesde los de susmadres,lo cual confirmaba
la creenciade quelos niñosadquiríanlas levadurasde susmadres(119). Amalia del Palacio
(209) estudió los biotiposde las cepasaisladasde 21 heroinómanosquepadecíancandidosis
diseminada y encontró que todos teníanel mismo biotipo, que eran resistentesa citrato y
crecíanespecialmentebien en timón con lo quellegarona la conclusiónde que la fuentede
infección erael limón con el quecortabanla droga.

La candidosisoral esextremadamentecomún en los pacientescon SIDA (88), apesar
de la gran importanciade estaenfermedadhay relativamentepocos estudiosde tipado para
analizarlaslevadurasencontradasen dichospacientes.Sehanrealizadoalgunosestudiospara
intentar encontrar algunas diferencias entre los tipos de que colonizan los pacientes
inmunodeprimidosy los que portan los inmunocompetentesy no encontrarongrandes
diferencias(129,165).

Candida no sólo es relevante en el ambiente hospitalario, sino que a nivel
extrahospitalarioexisten otras infeccionescomo la vulvovaginitis que aunque leve, es
extremadamentecomúny puedecausarmuchasmolestiasaquien lo padecey a susfamiliares
(200,99). Se piensa que hay factores predisponentesimplicados en la etiología de esta
infección y que en la mayoríade los casoses debido a una infección endógena.Se han
utilizado los métodosde tipadode levadurasparaconfirmar estasteoríasy efectivamente,se
ha observadoque los aislamientosde C. albicansquecausanuna infección vaginal son del
mismo tipo que aquellas que colonizan el aparato digestivo de dichas pacientes
(112,191,201,283,302).Ademáspareceexistir cierta transmisión sexual ya que se han
encontradolos mismostipos de levaduraen las parejassexualesde las pacientesinfectadas
(167,283,301,302>.Oddstambiénha sugeridoquela mayoríadelasmujeresson colonizadas
por un tipo de levaduraquesemantieneestable,mientrasque las mujerespromiscuastienden
a serportadorasde unamayorvariedadde tipos (119). Sin embargotodavíano se ha podido
aclararquediferenciasepidemiológicasmarcan la infección vaginal recurrentepor Candida
de las queno son recurrentes.Tanto unosaislamientoscomootros suelenser igualesa los
biotiposencontradosen las hecesde las mujerescon vaginitis por Candida.En unoscasos
se indicaun 56,3% y en otrosun 85,7%de pacientescon candidosisrecurrentecausadapor
el mismobiotipo inicial. En un estudiorealizadoen unapacientequesufrió tresepisodiosde
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infección vaginal por Candida,el estudiodel ADN de las tres cepasaisladasdemostróque
era la mismacepala causantede las tresinfecciones,mientrasqueel estudiode susfenotipos
reveló marcadasdiferenciasentre los tres aislamientos.Esto nos lleva a pensarqueestas
diferenciasentrecepaspuedaserdebidomásaun mecanismodevariaciónfenotípicamásque
a diferenciasgenotípicas(119,191,203,223,278,279,280).

Una nueva forma de estudiarla epidemiologíade las infeccionespor Candida se
basaron en la teoría del polimorfismo adaptativo (116). Esta teoría predice que las especies
queocupanun amplio nichoecológicoseránfenotípicamentey genotípicamentemásvariables
que aquellas que ocupan nichos más estrechos. Se hizo un estudio de reaccionesde
asimilacióny perfil enzimáticoy los autoresencontraronqueC. Elabratay C. albicansque
son comensalesobligados,eran menosvariablesque C. neoformansque eraun patógeno
ambiental(116,119).

6. VARIACION EN LA VIRULENCIA ENTRE CEPAS

La variación 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 Escherichiacoli y en Haemoohilus
influenzae. Algunasvecesla diferentehabilidadpara causarenfermedadpareceser debidaa
diferencias en la producción de toxinas como ocurre en E. coli, Corynebacterium diphteriae

,

o Staphvlococcusaureus.También sehan demostradovariacionesen la virulenciaasociados
a una morfologíacolonialcaracterísticacomoocurreen Neisseria2onorrhoeaey Bordetella
vertussis(243). C. albicanspuededividirse en un númerode biotipos, muy importantesen
estudiosepidemiológicosde brotesde infeccionesen áreasrestringidaso resultadosde una
infección. Ciertos biotipospuedenser más virulentos queotros y extenderseen unidades
hospitalariasde igual modo que determinadostipos de Stauhylococcuso de Pseudomonas
(26,29,41,42,114,166,167,201,221,243,264).

Sehan hechoalgunosestudiosde variacionesen la virulenciade C. albicans,pero la
mayoríahan probadoun númerode cepasmuy reducidoen animalesde experimentación.
Además algunas de las cepas comparadas en estosestudioseran mutantesobtenidosen el
laboratorio o al menos atípicas. Por eso el significado clínico de estostrabajoses incierto.
Hasenclevery Mitchell en 1961 hicieron un estudiode virulenciacon un gran númerode
cepasqueno mostrarondiferenciasentrelos serotiposA y B de virulenciaen ratones,y sólo
diferencias menorescon C. albicansvar stellatoidea. Sin embargo,Sandula, Krockova-
Kratochvilovay Zamecnikovaen 1963 (119), encontraronvariacionesen la virulenciade 95

22



Introducción

cepasinoculadasen ratonesquesecorrelacionabacon la micro-morfología.Las cepasmás
virulentas mostrabaracimos de blastosporaspequeñasesféricas sobre el pseudomicelio,
mientrasque las menosvirulentaslas teníangrandesy elongadas.

Ha habido muy pocos intentos de estudiarla variacionesde cepasy la virulenciapara
caracterizaciónde cepasen individuoscony sin infecciónporCandida.Martin y Lamb (161)
mostraron que29 de 30 pacientescon estomatitisinducidapor dentaduraestabaninfectados
por cepasde serotipoA mientrasel grupo control tendíaa mostraruna mezclade serotipos
A y B. Cassoney cols. (44) aislaron en mujerescon candidosisvulvovaginalcepasde C

.

albicansque mostraronmayor secreciónde proteinasaextracelularque las cepasaisladasde
portadorassanas.Por otro lado, Odds y cols. (195) realizaron un estudiocomparativode
cepas aisladas de zonas superficialesy profundas para diferenciar tipos asociadosa
invasividad,y no encontrarondiferenciassignificativasen la distribucióndefenotipos.Hunter
y Fraiser (112), utilizando un método de resistotipadotambiéntrataronde encontrar tipos
asociadoscon invasividad. Para ello estudiaroncepasprocedentesde vagina y hecesy no
encontraron diferencias con los controles.

Sin embargo dichos autores (114), en un estudio retrospectivo posterior sí observaron

diferencias morfológicas entre los aislamientos procedentes de lugares superficiales o
profundos.Estudiaron446 cepasde C. albicans y vieron que un 20% de las infecciones
profundaseran causadaspor cepascon bordediscontinuocomparadocon sólo el 4,36% de
las de los lugaressuperficiales.Además,de 12 infeccionesfatalesestudiadas,el 67% tenían
borde discontinuo comparadocon el 11 % del resto de las infeccionesprofundas,lo cual
sugeria que un paciente con una infecciónprofundacausadapor Candidade un tipo conborde
discontinuo,teníanunaprobabilidadde desenlacefatal del 80% frente a otrospacientescon
la mismainfeccióncausadapor otro tipo decepa. Estaasociaciónentremorfotiposde borde
discontinuoe infeccionesinvasivasde mal pronósticofue corroboradoen un estudioposterior
(113). Sin embargo no quedabaclaro si estas diferencias eran debidas a un grupo
filogenéticamente másvirulento o eradebidoa una selecciónde un grupo filogenético más
virulentoo a la selecciónde un variantefenotípicomásvirulento. Hacepoco seobservóque
diferentes variantes fenotípicos de las misma cepa podían exhibir distinta virulencia
(61,278,279).Así pues,delos pocosestudiosdevariacionesen la morfologíay la virulencia,
en cepasde infeccioneshumanaslos hallazgoshan sidoequívocos.Estopuedeserporquela
mayoríade las cepasde C. albicanstenganla misma virulencia, pero también puedeser
debidoaquelos métodosutilizadosno fueransuficientementediscriminativosparadiferenciar
las especies con más virulencia. Hastahacepoco había pocos métodosde tipado para la
diferenciación de cepas de C. albicans

.
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7. CARACTERIZACION DE LEVADURAS DE INTERES CLINICO

Durantela décadade los 80 se han ido describiendonumerososmétodosde Upado
parala diferenciacióndecepasdeC. albicans,sin embargotodavíaningunoes el ideal ya que
no esposibletiparQ.~ibicansmásallá del nivel de especiecon cierto gradode certeza.La
falta de un esquemade Upado adecuadoindudablementeinterfiere la investigaciónde la
epidemiologíade las micosisy la virulenciade las levaduraspatógenas.Estono quieredecir
queno hayamétodosde tipado quepermitandistinguirdistintosbiotipos, sino quequizásse
han descrito muchosúltimamentey no se ha aceptadoningunocomoreferencia.Antes de
describir los métodosde tipado de quedisponemoses importantedistinguir claramenteun
esquemade tipado de un método de tipado y saberqué característicasdefinen un buen
esquemade tipado. Un método de tipado sólo escapazde diferenciarentredos cepasno
relacionadas.Un esquemade tipadoescapazde distinguirunacepade tal modoquecuando
secomparenlos resultadosde tipado entrediferentescentrospuedanasegurarcon un alto
grado de certezaque los aislamientoscomparadosson similareso diferentesunosde otros.
Cuandoseevalúaun esquemao métodode tipado, hay3 característicasfundamentalesque
sedebenconsiderar:la tipabilidad, la reproducibilidady el poderde discriminación.Además
de éstashay otras característicassecundariascomo el coste,la sencillezdel método y el
tiempo quese tardaen obtenerlos resultados,que tambiéndebenserconsiderados(119).

La tipabilidadde un métodoes la proporciónde una población de aislamientos que

pueden ser Upados 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

proporciónde cepasquedan el mismo biotipo cuandose repite la pruebadespuésde varios
meses.Si de 100 cepastipadasen dos ocasionesdistintas, 5 de ellas fueran diferentesdel
resultadooriginal la reproducibilidad“in vitro” sedadel 95%. La reproducibilidad“in vivo”
es un conceptobastantemáscomplejoquerefleja si la poblaciónde unacepadeterminadaes
estableen su hospedador(119). Los estudiosde reproducibilidad“in vivo” generalmente
requierenrepetirel examende los biotiposde pacientesvoluntariosa lo largode un período
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
microorganismoque seestáestudiando.Unareproducibilidadbaja “in vivo” puedeserdebido
a unacolonizaciónpor diferentescepaso ala inestabilidadfenotípicade unaceparesidente.
Esteúltimo conceptode inestabilidadfenotípicaes un problemapotencialserioen C. albicans
y sediscutirámástarde.
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Los estudiosde reproducibilidadentrécentroshastaahorahansidoescasosy dudosos,
ya quemientrasno seestésegurode quelos resultadosde un centroy otro son idénticosno
sepuedeasumirquelos resultados experimentales de un centropuedenrepetirseexactamente
en otro. La discriminaciónde un métodoes una estimaciónde su habilidadparadiferenciar
entredos cepasno relacionadas(119). Hastahacepoco esta denominaciónse describíaen
términosde númerode tipos discriminadosy la frecuenciadel tipo máscomún,con lo cual
los resultadosobtenidosen algunoscasosno eran nadasatisfactorios.En teoría un método
esmásdiscriminatoriocuantomásdiversidadencuentray aplicandoestafórmula no siempre
eraasí.El problemaestabaen definir de forma másacertadaquéerael poderdiscriminatorio
(113). El objetivo de basedel tipado de patógenosmicrobianosesdistinguir entrecepasno
relacionadas.Hunter y Gaston(113) sugirieron que el poder discriminatorio podía ser
definido matemáticamentecomo la probabilidadde que dos cepas,elegidasal azar en la
población de cepasno relacionadas,fueran distinguidascon un método de tipado. Esta
definkión ha sidoaceptaday con ella seaceptóel índicenuméricodel poderdiscriminatorio
(D), cuyaprobabilidadla da la siguientefórmula:

1SXj (Xj- 1)
D=1-

N(N- 1)

donde“s” es el númerodetipos, “Xj” esel númerode poblaciónquemuestrael tipoj, y “N”
es el tamañode la población. Estaecuaciónes idéntica al índicede diversidadde Simpson
y sólo es aplicablea situacionesdondetodaslas cepassedistribuyanen gruposmutuamente
excluyentes.Parasolucionarestalimitación la fórmula segeneralizóquedandode estemodo:

1 S aj
D=l-

N(N-l)

donde“aj” es el númerode cepasde la poblaciónque son indistinguiblesde la cepaj, y “N”
el númerode cepasen la población.Estos dos índicesson también la basede los nuevos
procedimientosde seleccióncuandose desarrollannuevosmétodosde tipado.

Los factores secundariosde coste, sencillez de uso y tiempo de realización son
relativamentefácilesde entender.Sin embargootros factoresadicionalescomola demoray
el costede envíose debenconsiderarparamétodosque normalmentese hacenen un centro
de referencia.
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8. METODOSDEuPADODE LEVADURAS

Las reaccionesde seroaglutinaciónfueron las queprimero seaplicarona C. albicans

,

entoncesconocidacomoMonilia albicansen 1931. AunqueBenham(119,243)examinópocas
cepas,encontróreaccionescruzadasentretodaslas cepasde M. albicansy entrecepasde M

.

albicansy otrasespeciesde Monilia. Sin embargo,todaslas cepasde M. albicansabsorbían
la actividadaglutinantede los suerosfrentea otrascepasde la mismaespecie.Sin embargo,
hasta1961 no sedescribieronlas diferenciasserológicasentrecepasde C. albicans.Al fin
seconsiguió un suero queno perdíasu actividad aglutinantepara las cepasinmunizantes
despuésde ser absorbidopor otra cepade C. albicans.Este suero mostró una capacidad
aglutinantediferencial entre las otras cepas. Aquellas cepasque eran aglutinadaspor el
antisuerosedenominaron“grupo A” y las que no “grupo B” (D= 0,505).Posteriormentese
obserVóquelas cepasdel “grupo A” podíanabsorbercompletamentela actividadaglutinante
de los suerosfrente al “grupo B”, pero no ocurríalo contrario. Esto sugería,que las cepas
del ‘grupo A” poseíantantoantígenoscomunescomoespecíficos,mientrasqueel “grupo B”
poseíasólo antígenoscomunes.Esto fue confirmadoen 1980 por Guinet y Gabriel (119).
Ademásde estosdos gruposexisteun grupo menordenominado“C’, que fue determinado
por Muller y Kirchoff en 1969 (243).

A pesarde la simplicidadde este método basadoen reaccionesde aglutinaciónen
porta,la presenciade sólodos serogruposmayoritariosha limitado la utilidad del serotipado
para C. albicans. Además el “grupo A” se aíslacon una gran frecuencia,oscilandoen
diferentesestudiosentreel 68-90% de los aislamientos,con lo queel poderdiscriminatorio
es muy bajo (D=0,438-0,186).Es interesantemencionarque la resistenciaa 5FC casi
siempre se ha encontradoasociadacon cepas del “grupo B” (1 19).Más recientemente,
Brawnery Cutíer(19) realizaronun estudiodeserotipadoen C. a]bicansusandoel anticuerpo
monoclonal H9 y fueron capacesde separar128 aislamientosen 74 que eran débilmente
reactivosy 54 queeranfuertementereactivos(D=0,492).

El métodode Upadobasadoen lasvariacionesde la morfologíacolonialde C. albicans
fue enunciadopor primeravez en 1935 porNegroni (189), quedescribióuna varianterugosa
queno erapatógenaparalos conejos.Brown-Thomsenen 1968 (20) caracterizó15 formas
morfológicasde C. albicansy dos formas morfológicasdiferentesen C. tronicalis, después
de sembrarlasen extractode malta e incubaríasa 250C durante 10 días. Casi todos los
aislamientosfrescospertenecíanal tipo Al con coloniasde característicaslisas. Despuésde
ser conservadasalgún tiempo desarrollabancaracterísticasque las situabandentrode otros
tipos. Estos cambiosen las característicassuperficialestambiénlos observaronotros autores
y secalculaqueocurrecon una frecuenciade 1.4x104(61,281).
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Las observacionesde Brown-Thomsen fueron desarrolladaspor Phongpaichit,
MackenzieyFraseren 1987(221), creandoun métododetipadodenominado“morfotipado”.
Estemétodopermitíadistinguirmástipos dandocódigosa distintascaracterísticascoloniales
de forma queun códigodefiníalas característicasprimarias,un segundocódigo describíalas
característicassecundariasy un tercer código ocasionaldefinía otras características.Las
característicasprimarias describíanel bordede la colonia (distribución, anchuray textura)
y las característicassecundariasdescribíanla superficiede la colonia (topografía,calidad,
profundidady abundancia).El dígitoocasionalentreparéntesisdescribíacaracterísticas,como
la presenciade pilosidadeso vellosidadessobrela colonia o sobre el margende esta. La
reproducibilidaddel método fue del 84% a lo largo de 2,5 añosy del 96% para los que
diferían en uno o menos caracteresadyacentes.No parecía que fuera afectadopor la
posibilidadde cambiosfenotípicos,quizádebidoa quela partemásimportantea valorarera
el bordede la coloniay no mostrabaserafectadopor las variacionesfenotípicas.Sin embargo
si seobservóquela morfologíacolonial erasensiblea cambiosproducidosen la preparación
delagarmalta,comoel sobrecalentamientodurantesu elaboraciónqueeliminabala formación
del bordede la colonia.

En un estudioposterior(114),el métodode morfotipadopudodiferenciar50 tipos en
una poblaciónde 446 cepas,representandola másfrecuenteun 22% de las cepas(D=0,905)
con unareproducibilidaddel 84%. Si la reproducibilidadseaumentaal 96% comoseexplicó
anteriormentela discriminaciónpasabaa ser D=0,824. El problemacon este sistemade
codificacióneraque la grandiversidadde tipos posiblesdificultaba la comparaciónentrelas
poblaciones.Esto llevó a reagruparlos códigosen 6 grados:no producciónde borde,borde
discontinuo,bordecontinuo anchoy fino, borde continuoestrechoy fino, bordecontinuo
ancho y grosero y borde continuo estrecho y grosero. Utilizando este nuevo método
simplificado, la reproducibilidadresultódel 89% y el poderde discriminaciónresultóen una
D=0,615(114). La principal ventajadel morfotipadoesquerequiereun equipopococostoso
y permitesu usoen laboratoriosdondeotros métodosresultanimposibles.

Incluidos en la categoríade métodosde biotipado están aquellos basadosen la
asimilaciónde fuentesdecarbonoy la deteccióndeenzimasconstitutivasextracelulares(119).
Las variacionesen las reaccionesde asimilación ya fueron observadasen 1968 cuando
Brown-Thomsen describió 6 tipos auxanográficosdiferentesen C. albicansatendiendoa
variacionesen la asimilaciónde 4 fuentesde carbono:melezitosa,arabinosa,adonitoly ácido
cítrico. El tipo más común tenía una frecuenciadel 68% (D=0,490) y no se realizaron
estudiosde reproducibilidad.PosteriormenteSyverson(284> realizó estudiosde asimilación
de 11 azúcaresen 215 cepasy a pesarde queotrosautoreshabíanencontradovariacionesen
la asimilaciónde todos ellos, él solo encontróvariabilidad en 5 de estosazúcares.Además
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observó que los cambios en las condiciones de las pruebas modificaban los resultados’

obtenidos.Usando un método comercial de asimilación de azúcares,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 probó la reproducibilidad. Williamson y cols (307) estudiaron 130

aislamientos de C. albicans aplicando el método API 20C y encontró 13 biotipos en base a
variacionesen la asimilación de 11 compuestos. La reproducibilidad resultó 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 5OCHy el ATB 32GN y observaron

variaciones en 31 de las fuentes carbonadas. Aunque el poder discriminatorio para tantos
azúcares fue muy alto, la reproducibilidad era muy baja y el poder discriminatorio

estandarizado resultó del 0,155. Parece ser que los métodos de tipado basados en reacciones

de asimilación de azúcares no dan buenos resultados debido a una baja discriminación o a una

baja reproducibilidad. Aunque la discriminación se puede aumentar incorporando más número
de compuestos carbonados a la prueba, sólo se consigue disminuir la reproducibilidad.

El método comercial API ZYMpermite un análisis rápido del perfil enzimático 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: vaina
arilamidasa, cistina arilamidasa, a-glucosidasa y N-acetil-J3-glucosaminidasa. La

reproducibilidad fue del 100% pero la discriminación fue baja (D=0,549), ya que el biotipo

mayoritario representaba el 64% de las cepas. Posteriormente se describió variabilidad en otra
enzima, la B-glucosidasa (42). Otros autores encontraron peor discriminación D=0,47 1 y

reproducibilidad del 100%, D=0,487 y reproducibilidad del 97% y D=0,308 y
reproducibilidad del 93% (16,119,308) . Esta variación en el perfil enzimático 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. trouicalis

,

obteniendo muy buena reproducibilidad (100%) pero pobre discriminación (D =0,549). El
biotipado mediante API ZYMes sencillo y rápido ya que sólo tarda 4 horas, pero a pesar de

su buena reproducibilidad, el bajo poder de discriminación limita su potencial.

Odds y Abbott en 1980 (193) describieron un método basado en 10 reacciones

bioquímicas. En 1983 aumentaron el número de pruebas a 14 y en 1989 volvieron a reducirlo

de nuevo a 10 (194). Las últimas diez pruebas estaban basadas en la capacidad de las

levaduras para crecer un medio a pH 1,4 y pH 1,55, la capacidad de crecer en presencia de

5-fluorocitosina, sal, borato y safranina, y la habilidad para asimilar urea, sorbosa y citrato,

junto con la producción de proteinasa extracelular. Anteriormente había incluido otras pruebas

comoel crecimientoen agarMacConkeyy la reducciónde cloruro de tetrazolio. La D95 del
método original fue de 0,657. Se han diferenciado 44 tipos y el más frecuente representó un
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14%. No mencionan la reproducibilidad del método, aunqueno pareceque haya buena
reproducibilidad entre los datos de distintos centros. Odds ha mencionadoqueeste método
no es adecuado para su utilización en rutina y que debe emplearse como método para fines
de investigación. A pesar de ello este método ha sido ampliamente utilizado durante los
últimos años y ha contribuido a un mejor conocimiento de la epidemiología de las infecciones
por Candida

.

Otro método de Upar levaduras es el resistotipado, que fue descrito por primen vez
en 1979 por Warnock y cols. (301). Este método se basa en la habilidad de las distintas cepas
de creceren medios sólidosque contienenconcentracionesconocidasde varios inhibidores
químicos. En el método original se utilizaban 6 diluciones de cada inhibidor (verde malaquita,

ácido bórico, arsenato sódico, sulfato cúprico, acrilamida y 4-clororesorcinol). Las soluciones
“madre” de los inhibidoresse añadíana las placasdando6 dilucionespor inhibidor, y los
aislamientos se inoculaban sobre las placascon un replicadorque permitíainocular25 cepas
por placa. La sensibilidad o resistencia de cada placa se determinaba en relación a unas cepas

control bien conocidas. Sin embargo existían problemas en la reproducibilidad, que los
autores consideraban debidos a variaciones en la densidad del inóculo. No se pudo determinar
la discriminación del método porque no se estudió suficiente número de cepas. En 1982 el
método de resistotipado fue modificado por McCreight y Warnock (167) reduciéndolo sólo
a 5 inhibidores (selenito sódico, ácido bórico, cetrimida, periodato sódico y nitrato de plata).
El número de diluciones por inhibidor también se redujo a cuatro. Se encontraron 16 tipos
diferentes, el más frecuente de los cuales representó un 25% de la población. El poder de
discriminación 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 añadió dos inhibidores, verde malaquita y
sulfato cúprico. 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, ácido bórico, cetrimida, verde malachita,
sulfato cúprico, 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 crecían en ambas diluciones,
sensible si no crecían en ninguna, e intermedias si crecían en sólo una concentración. La
reproducibilidad “in vitro” y el poder discriminatorio varió dependiendo del número de
diferencias requeridas para distinguir entre cepas (D95 =0,564) y la reproducibilidad “in
vivo” fue buena. El resistotipado parece ofrecer una buena discriminación y reproducibilidad
como método de Upado para C. albicans. Sin embargo, requiere una meticulosa atención en
la preparación de los medios y los inóculos, 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 típado 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 poseían 9 levaduras para inhibir ~electivamenteel crecimiento de
diferentes cepas de C. albicans. Estas levaduras inhibidoras incluían 8 Hansenula sp. y una
Pichia sp. El método original era capaz de diferenciar 25 tipos diferentes aunque el tipo más
frecuentemente encontrado representaba el 52% de la población (D=0,714) y los autores no
mencionanla reproducibilidad.Utilizandoestaslevadurascon capacidadinhibidorapudieron
tipar cepas de C. neoformans, C. 2labrata, C. kefyr y C.tropicalis. Caprilli (37) y cols
también utilizaron estas 9 levaduras inhibidoras y descubrieron peor poder de discriminación
ya que sólo encontraron 7 biotipos, representando uno de ellos el 78% de la población. Esta
discrepancia fue probablemente debida a las poblaciones de C. albicans empleadas para
valorar el método. Caprilli utilizó sólo aislamientos clínicos mientras que Poloneli utilizó una
mezcla de aislamientos de origen humano y animal. Posteriormente Caprilli y cols.
aumentaron el número 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 más frecuente del 48% de la población (D=0,756). Estos autores
encontraron un 99% de reproducibilidad, pero hicieron las pruebas de retipado sólo 10 días
después.

Lehmann y cols (146) mejoraron aún más la discriminación del método utilizando 30
cepas inhibidoras. Describieron 19 tipos, de los cuales el más común representó un 21% de
las cepas (D=0,899); en aquel momento no indicaron la reproducibilidad, aunque en un
artículo 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 más estudios para conocer la reproducibilidad y la
utilidad de las levaduras inhibidoras como método de tipado. Una alternativa de este método
consistió 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
fracción purificada. La zona de inhibición se recodificó y observaron que se mejoraba la
discriminación, aunque no dieron suficientes datos que permitieran su cálculo; encontraron

una reproducibilidad del 95% (119).

También se ha recurrido a utilizar métodos combinados para el Upado de levaduras.
El primer brote de infecciones por Candida que fue caracterizado, se realizó usando tres
métodos de Upado, morfotipado, biotipado y serotipado; posteriormente se han hecho muy
pocos estudios que valoren si combinando varios métodos se consigue mejorar la
discriminación. El primero de estos intentos lo realizó Caprilli combinando las levaduras
inhibidoras con un resistotipado reducido que empleaba 5-flucitosina, sulfato cúprico y
arsenado sódico. Sólo con las 30 levaduras inhibidoras encontraban 19 tipos (D =0,899),
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cuando añadieron el resistotipado pudieron distinguir 33, representando el más frecuente el
1,5% (D=0,961). Sin embargo, la reproducibilidad al cabo de 6 meses continuó siendo muy
baja. En un estudio posterior se combinaron las reacciones de asimilación del API 20C, que
detectaba 13 grupos de los cuales el mayoritario representó el 75% (D=~0,431), con la
producción de enzimas extracelulares usando el API ZYMque detectaba 9 grupos de los
cuales el más frecuente aparecía en el 70% (D=0,487) y con la resistencia a ácido bórico
(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 combinación; encontraron que usando el resistotipado y el morfotipado se conseguía la
mejor combinación de poder discriminatorio y reproducibilidad (D95 = 0,673). Esta
combinación además mostró una buena reproducibilidad “in vitro”. Si se añadían las
reacciones de asimilación de azúcares a esta combinación, la reproducibihdad disminuía

(D95 =0,655) y cuando se añadía el API ZYM el poder de discriminación mejoraba
(D95 £=0,716), pero no les pareció suficiente razón para utilizar de forma rutinaria.
A pesar de estos intentos, los cálculos de la reproducibilidad y la discriminación de posibles
combinaciones es realmente complejo, porque por ejemplo, podría no ser posible colocar
todas las cepas en grupos bien definidos y mutuamente excluyentes debido a la presencia de

cepas intermedias.

Además de estos métodos se están ensayando gran variedad de métodos basados en
el perfil electroforético tanto de proteínas como del DNA, estudios de isoenzimas, patrones
de restricción de DNA, cariotipado y sondas de ácidos nucleicos. El polimorfismo
electroforético de todas las proteínas 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). Más recientemente Bruneau y Guinet (119) utilizando EGPA
encontraron el mismo perfil de proteínas 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 proteínas y glicoproteinas separadas con esta técnica fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se incubó con el suero de conejo
y posteriormente los lugares de unión de los anticuerpos se visualizaron por varios métodos.
El poder de discriminación de este método fue bajo (D=0,633), aunque se encontraron 16
tipos, los dos más frecuentes representaron el 80% de la población estudiada. No evaluaron
la reproducibilidad pero sí observaron una variación de las posiciones relativas de los
antígenos de unos geles a otros, lo cual planteaba un problema. También utilizando el método
de transferencia, Polonelli y Morace (227v demostraron la unión de un anticuerpo
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monoclonal a polipéptidos de varios pesos moleculares. Encontraron 5 tipos en 10 cepas de
las C. albicans estudiadas. El mismo anticuerpo monoclonal daba patrones característicos para
un amplio número 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 extracción de las proteínas
intracelulares y su análisis por EGPA. Lehmann y cols (146) encontraron variaciones en 6
enzimas: a-glucosidasa, fosfatasa alcalina, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, malato
deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenada y superóxido dismutasa. Analizaron 37 cepas de
C. albicans y encontraron 4 patrones para la enzima a-glucosidasa, con un tipo mayoritario
que representó el 84% (U =0,296), dos patrones en la fosfatasa alcalina (D=0,240),
representando el más frecuente el 86% de la población. En la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa encontraron 3 tipos, con una frecuencia para el más común del 75%
(D=Ó,419), en la malato deshidrogenasa también encontraron tres patrones de los cuales de
mayoritario representó el 89% (D = 0,204). En la isocitrato deshidrogenasa se encontraron dos
tipos (D=0,5ll), y para la superóxido dismutasa detectaron 4 tipos, el más frecuente de los
cuales representó el 68% (D=0,503). Cuando combinaron todas las enzimas encontraron 23
tipos de los cuales el más frecuente representó un 27% de las cepas (D =0,923) lo cual indica
un buen poder de discriminación, sin embargo no se hicieron estudios de reproducibilidad.

También se han hecho algunos intentos basados en el polimorfismo de los fragmentos
de restricción de los ácidos nucleicos. Scherer y Stevens (264) fueron los primeros en estudiar
este método como marcador epidemiológico. En el estudio original hicieron una digestión con
EcoRí y encontraron 10 tipos en 17 cepas de C. albicans, representando el más común el
35% de las cepas, dando un poder de discriminación 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 difícil el
estudio comparativo de un gran número de cepas. En un estudio posterior estos autores
encontraron 29 tipos diferentes entre 91 cepas de C. albicans aunque un 41 %dieron el mismo
patrón (D0,814) y comprobaron una buena reproducibilidad “in vivo”. Smith y cols <274)
también utilizaron el análisis de fragmentos de restricción para tipar C. albicans y lo
encontraron de valor. Sin embargo Mathews y Bumie (166) encontraron un poder de
discriminación mucho menor que otros autores (D=0,599). Además tanto Mathews como
Stevens (283) estudiaron las mismas cepas, con el mismo método para estudiar la
epidemiología de una infección, unos encontraron que las cinco cepas eran diferentes y los
otros queeran las mismaslas que habíanproducido la infección. La razón 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 engeles en campo ortogonal
alterno (EGCOA) y la electroforesis en geles en campo de inversión (EGCI), técnicas que

permiten la separación de fragmentos de DNAmuy grandes. Magee y Magee (156) estudiaron
el cariotipo electroforético mediante EGCOAde 4 cepas de C. albicans, pudiendo
diferenciarlasbasándoseen el tamañodel cromosoma.Snell (275,276) utilizando el EGCI
encontró4 patronesdiferentesentrelas 5 C. albicansqueanalizó yen discordanciaLott (119)
encontró que las 8 cepas que estudiabaeran idénticas. Mahrous (157) empleó una
electroforesisen campoalterno transversaly tambiénencontróvariacionesentrecepas.Sin
embargo todavía no se han conseguido suficientes datos para conocer el poder de
discriminación y la reproducibilidad. Además los métodos de cariotipado tienen las
desventajasde necesitar un equipo muy costosopara su realización y muchos días para
observarresultadosdeun númeromuy limitado decepas,sin teneren cuentaqueel cariotipo
puedeversealteradopor variacionesde las cepas(119).

Seestánhaciendointentosde tipar C. albicansutilizando sondasde ácidosnucleicos
para mejorar la discriminación de los métodos de transferencia de electroforesis de
fragmentosde restricción. Utilizando un DNA ribosómico marcadoen una digestión con
EcoRI, Magee y cols (155,156),encontraron6 tipos diferentesentre 12 cepasestudiadas,
representandoel tipo mayoritarioel 58% de las cepas.Mason y cols (162) utilizaron un
fragmento de DNA que conteníael gen donado de actina de C. albicans y no vieron
diferenciasen 6 cepasestudiadas.Solí y cols (278,279)usaronuna secuenciade repetición
no móvil paradiferenciarentrelascepasdeC. albicansde vahosañosobservandodiferencias
entreespecies.La sondaCa3 ha demostradoun alto poderde discriminación(D=0,986)y
parecetenerunagran reproducibilidaddespuésde numerosossubcultivos.

A pesardel númeroy la variedadde métodosde tipación de levadurasdescritoen los
últimos tiempos,no hay ningunosatisfactorio.Mientras quecasi todoslos métodostienenel
100% de tipabilidad, muchostienen muy pocadiscriminacióncomparadocon los métodosde
tipaciónde bacterias.Ademásaquellosquetienen mejor discriminacióntiendena tenerpeor
reproducibilidad.Dicha reproducibilidadpuede ser muy baja debido a los mecanismosde
variacionesfenotípicasquepresentanlas levaduras.De todaslas técnicasanalizadasquizá los
métodos biológicos, resistotipado,morfotipado y el biotipado de Odds y Abbott son
probablementelos métodosdeelección(119) . Los métodosde tipadoelectroforéticoson muy
caros y requieren un esfuerzointenso. Sin embargo,estaríanjustificado si tuvieran más
discriminacióny reproducibilidadquelosdemásmétodos.Hastael momentono hay suficiente
experienciaqueasí lo indique,aunquesí parecenmostrarpocadiscriminación;no obstante
la reproducibilidadde la transferenciano se ha estudiadotodavía.El uso de varias enzimas
de digestiónmejoraríala discriminaciónpero el costeseriaprohibitivoparael uso rutinario.
Hastaahoraha habidopocosintentosde combinarvarios métodosde tipado paraconseguir
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más discriminación.

9. EL PROBLEMADE LAS VARIACIONES ENC. albicans

La capacidad de C. albicans para producir cambios fisiológicos en determinadas
circunstancias ya fue descrito por Negroni (189) en 1935,al observarvariacionesliso-rugoso.
PosteriormenteBrown-Thomsen(119) mostróque las variacionescolonialeseran bastante
frecuentesdespuésde serguardadasdurante4 meses.Syverson(284) observóqueen algunos
casosel patrón de asimilaciónde azúcaresentrelas cepasno era una característicaestable.
Sin embargoel fenómenode las variacionesen la morfologíacolonial no se investigócon
detallehasta1985 en queSlutskyy cols(273) demostraronqueC. albicanseracapazdepasar
de uno a sietefenotiposdistintoscon unafrecuenciade 1 ,4x íO~. En un segundoestudiose
describióla transiciónblanco-opacoqueeraacompañadaporcambiosen la fisiología celular
(273a). Estasvariacionesfenotípicaspuedentenerun efecto importanteen los métodosde
biotipado. Este fenómenoes probablementela causade la baja reproducibilidadde los
métodosde tipado basadosen las reaccionesde asimilaciónde azúcares.El morfotipado
puedetambiénverseafectadoya que estefenómenoseobservóprecisamenteporvariaciones
de la morfologíacolonial y lo mismo ocurridacon el métodode Odds(203,279).

Los métodos de transferenciatambién pueden verse afectados, ya que como
consecuenciade las variacionesfenotipicaspuedenproducirsevariacionesen la expresiónde
los antígenosde superficie.Inclusoel cariotipopuedeversealteradoporquesucedancambios
en el cromosomaduranteel cambiode fenotipo. Estoscambiosen el cariotipo se ha estimado
quetienenunasfrecuenciastan altascomodel 1,4% (251)7De estoquedaclaro queparaque
un métodode tipado tengaaceptacióntienenque hacerseestudiosde reproducibilidadmuy
rigurosos tanto “in vivo” como “in vitro”, que hasta ahora no se han hecho de forma
adecuada.
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Objetivós

Las infeccionespor hongoshan adquirido un enormeprotagonismoen estosúltimos
añosy han llegadoa constituir un problemaimportante.Esto vienea ser reflejo del progreso
y de las nuevas esperanzasde vida en pacientesinmunocomprometidoso en aquellos
sometidosa técnicasinvasivas. Así mismo, el aumentode población inmunocomprometida
ha hechoqueaumenteel espectrode levadurasdiferentesa las clásicamentedescritascomo
patógenas,y por consiguienteel laboratorio de Microbiología Clínica se encuentraen la
necesidadde desarrollarmétodosque identifiquen estos microorganismosde la forma más
rápiday más eficaz posible. Por otro lado, el aumentode las infeccionesdebidasa estos
microorganismosha ido acompañadode la apariciónde resistenciasa los antifúngicosmás
utilizadosen clínica y consecuentementea la apariciónde nuevosantiftingicos, tanto parael
tratamientode las infeccionessuperficialescomosistémicas.

La posibilidad de encontrarun método quediferenciedistintos tipos en los hongos
aisladosde pacientescon micosisy quepermitadiscriminarunacolonizaciónde unainvasión
seríauna herramientapoderosapara investigarla epidemiologíade las infeccionesfúngicas
y su prevención.Se han descritodiferentesmétodosde tipación como el biotipado (193),
perfil enzimático (40), morfotipado (221), serotipado (93), resistotipado (301), tipado
mediantelevaduras“killer” (225), perfil isoenzimatico(146) y cariotipado(156) en un intento
de detectarla posible correlaciónda algunos tipos de C. albicanscon la virulencia de los
aislamientos(119). Sin embargotodavíano esposibletipar C. albicanscon cierto gradode
certezay la falta de un métodoapropiadode tipado indudablementelimita la investigación
de la epidemiologíade las candidosisy la virulenciade estalevadurapatógena.Estosmétodos
generalmenteno han sido aplicadosa otras especiesde levadurasy la mayoría de ellos
implica una metodologíarelativamentecomplicada.

El objetivoprincipal de estatesisha sidoevaluarla incidenciade levadurasde interés
clínico en nuestrohospital, y estudiarposteriormentela utilidad epidemiológicade algunos
métodosde biotipado, aún muy poco desarrolladosen Micología Médica.

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

1.- Analizar la incidenciade especiesde levadurasen el Hospital Universitario
San Carlos.

2.- Analizar la susceptibilidad de las levaduras aisladas para conocer las
resistenciasexistentesentrenuestrosaislamientos.

3.- Estudiar de forma exhaustivalos diferentesmétodosde tipado existenteso
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desarrollados por nosotros para conocer su capacidad de discriminación,
reproducibilidad, tipabílidad y operatividad.

4.- Estudiar la correlación entre los distintos métodos de tipado estudiados para
unaposiblecombinaciónde éstos.

5.- Valorar qué métodospodrían tener más interés para su utilización en el
Laboratoriode Microbiología Clínica.

6.- Encontrarunaclave fenotípicaquepermitieradiferenciar la colonizaciónde
la invasióny por tanto secorrelacionaracon la virulenciade cadabiotipo.
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Material y métodos

1. CEPAS ESTUDIADAS

Se estudiaron435 aislamientos clínicos de levaduras recogidas en el Servicio de
Microbiología del Hospital UniversitarioSanCarlosdurantepartede los años 1989 y 1990.
Las muestrasde dondese aislaron los microorganismosobjeto de este estudio aparecen
reflejadosen la Tabla 1. Dentro de las muestrascon carácterinvasivose incluyeron: sangre,
líquido cefalorraquideo,líquido peritoneal,biopsiasy aspiradosbronquiales.En las muestras
de piel se incluyeronlos raspadosde piel y uñas,escamas,exudadosde heridasy furúnculos
(114). Dentrodelas muestrasde tubo digestivoseincluyeronlos exudadosoralesy linguales,
exudadosfaríngeos,tracto gastrointestinaly heces.

Comocontrolesde sensibilidaden la determinaciónde las ConcentracionesMínimas
Inhibitorias a los antifúngicosestudiados,en las pruebasbioquímicasde identificación de
especiesy en cadauno de los métodosde tipado estudiados,se incluyeron los siguientes
microorganismos:C. albicansATCC 10231, C. laurentii ATCC 18803, C. kefyr ATCC
28838 y CPJR (C. velliculosa) de nuestro cepario procedente de una onicomicosis
diagnosticadapor el Dr. JuanRamón Maestre.También se emplearonlas cepasRc6, Rc7,
Rc8, Rc9, RclO y 12Ctodasellascedidaspor Dr. GrahamWhite de la Unidad de Tipadode
Candidadel Public Health LaboratoryServicede Londres.

Para la conservacióndefinitiva de las cepasde la colecciónse emplearonel método
de congelacióna -700C de un cultivo puro de levadurasde 24 h. en 1 ml de leche
descremadaen tubospequeñoscon tapónde roscay el métodode liofilizado en vacío de una
suspensióncelular en lechedescremadacongeladaa -300C. Ambos conservanlas levaduras
duranteaños. Parael mantenimientode las cepasde trabajo seempleóla picaduraen agar
blando (1,15 g de agarnutritivo, 0,85 g de caldo nutritivo y 100 ml de aguadestilada) y
suspensionescelularesde cadauna de las levadurasen aguadestiladaestéril contenidasen
tubos de rosca. Ambos seconservarona temperaturaambientedurantemeses.

2. AISLAMIENTO E IDENTIHCACION DE LAS LEVADURAS

El examen microscópicodirecto de las muestrasclínicas sospechosasde contener
levaduras,serealizóañadiendounagota de hidróxidopotásicoal 10% (la adicciónde glicerol
al 20% conservabael montajevarios días), calentandola muestra suavementecuandose
tratabade escamasde piel y uñas.
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La tinción de lactofenolazuldealgodón(Merk) seempleóparateñirmontajesfluidos.
El ácido láctico (20 mí) aclarabala preparación,el fenol (20 mí) destruíael hongo,el glicerol
(40 mí) evitabala desecacióny el azul algodón (0,05 mg) da color a las estructuras,todos
estos componentesaguadestiladahasta100 ml. La tinción de Gram teñía las levadurasde
violeta.

La tinción con unagota de tinta chinade dibujo <Pelikan 17 negraGuntherWagner)
se utilizó parala observaciónde las cápsulasde C. neoformansen liquido cefalorraquideo.

El aislamientoprimario de las levadurasse realizó en mediosde agar glucosadode
Sabouraud(Difco) y agarglucosapeptona(Oxoid), amboscon un pH aproximadode 5,6 a
los queseañadíacuandoeranecesario10 ml/l de cloranfenicolal 0,5% o actidionaal 5%.
Las placas sembradasse incubabana 370C y al cabode 24-48 h. aparecíanuna colonias
past&as o cremosasen su mayoría(199,243).

TECMCA DE PRODUCCIONDE TUBO GERMINAL. Se utilizó paradiferenciar
C. albicansde otras especiesde Candida. Para ello se preparabauna mezcla de suero,
distribuido en pequeñasalícuotasde aproximadamente0,5 ml en tubos pequeñosdondese
preparabala emulsiónde levaduraproblemay se incubabaa 37”C durante2-3 horas.A cabo
de este tiempo seobservabaunagota de estesuero al microscopio,si la levaduraproducía
tubo germinativosetratabadeC. albicans,si no lo producíaserealizabanotraspruebashasta
llegar a su identificación(199,243).

TECNJCA DE PRODUCCION DE CLAMIDOSPORAS. Se empleó para la
identificaciónde C. albicans.La levaduraproblemase sembrabaen estríasobreel agarde
com-meal” (Difco) con tween 80 al 10% (Difco) siguiendola “técnicade Dalmau” (243),

se cubría con un portaobjetosy se incubabaa 25W durante3-5 días manteniéndoloen
oscuridad.Al cabo de este tiempo seobservabael montajedirectamenteal microscopio,si
producíaclamidosporasse tratabade C. albicans,si no las producíaeraotra levadura.
Este método servíaa su vez paraestudiarla morfología microscópicade cadaaislamiento
buscandola presenciade hifas, pseudohifas,artrosporasy otrascaracterísticasútiles para la
correctaidentificación de los aislamientos.

IDENTIFICACION BIOQUíMICA: API 20C AUX. Es un sistemacomercial parala
identificaciónde las levadurasmáscomúnmenteaisladasen el laboratoriode Microbiología
Clínica. Se preparabauna suspensióncon una turbidezigual al 2 de la escalade McFarland
en 2 ml de aguadestiladaestéril o NaCí 0,85%, se transferían100 ~l de dicha suspensión
a unaampollade C Medium y se homogeneizabasin formar burbujas. A continuaciónse
abría la galeríacon los azúcaresdeshidratadosy se llenabanlas cúpulascon 150 ~¿lde la
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suspensióncontenidaen C Medium. Entoncesse cerraba la cámara de incubación y se
incubabaen estufa a 300C durante48 h. Transcurridoeste tiempo se leía observandoel
crecimientoo no de cadauna de las cúpulas,tomandocomocontrol la primeracúpulaque
era el control negativo. Se anotabael código obtenido y se buscabala identificaciónen el
CatálogoAnalítico API 20C AUX y ocasionalmenteen el disquetteAPILAB
Los aislamientos que no pudieron ser identificados o presentaron problemas en la
identificacióncon los métodosantesmencionadosse estudiaronen el Mycological Reference
Laboratoryde Londres,con la colaboracióndel Dr. C. K. Campbeldondesellevaronacabo
estudiosde asimilaciónde azúcaresen agary en caldosegúnWickerham(7,132),utilizando
los siguientescompuestos:adonitol, A-arabinosa,L-arabinosa,celobiosa, ácido cítrico,
dulcitol, eritritol, etanol, galactosa,glucosa,glicerol, inositol, DL-ácido láctico, lactosa,
maltosa,D-manitol, melezitosa,melibiosa,metanol, rafinosa,L-ramnosa,D-ribosa,ácido
salicínico,D-sorbitol, L-sorbosa,ácido succinico,sucrosa,almidón soluble, trehalosay D-
xilosá.

También se realizaronpruebasde fermentaciónde azúcaresy de asimilación de
nitrógeno, prueba de producción de urea (310). Además para la identificación de C

.

neoformansse requirió la pruebade pigmentaciónen mediode agarcon extractode semillas
de Guizotiaabvsinica(49), reducciónde nitratos (7) y la presenciade fenoloxidasa(125).

3. METODOSDE TIPADO DE LEVADURAS

Durantelos años 80, se han descrito un gran número de métodosde tipado para
diferenciarcepasde C. albicans.Aunque estosmétodosse basabanen unaamplia variedad
de marcadoresfisiológicosy genéticos,hastaahoraningunose ha consideradoel ideal. En
el presenteestudiosedescribenlas técnicasde algunosde estosmétodosquenosparecieron
interesantesporsuscualidadesde sencillez,bajocostederealizacióny buenareproducibilidad
y discriminación.Algunasde dichastécnicasson modificacionesdel métodooriginal y otras
técnicashan sido desarrolladasen nuestrohospital con fines epidemiológicos.

3.1 METODO API 20C

Se utilizó el código obtenidoen la galeríaAPI 20C AUX para tipar las levaduras

atendiendoa la variabilidad con que asimilan determinadosazúcares.Cada código fue

consideradocomo un biotipo diferente.
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PRINCIPIO. Es un sistemacomercialconstitúidopor 20 cúpulasquecontienenlos
sustratosdeshidratadosque permitenefectuar19 pruebasde asimilación. Las cúpulaseran
inoculadasen un medio semisólidoy las levadurascrecíanúnicamentecuandoerancapaces
de utilizar el sustrato correspondiente.Las lecturas de estas reacciones se hicieron
comparándolascon los controlesde crecimientonegativo.El código de 7 dígitos seobtenía
asignandoun valor numéricode 1, 2, 4 a cadagrupode tres en tres azucarescontenidosen
la galería y sumándoloparaobtenercada uno de los 7 dígitos finales que definían 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), inositol (INO), sorbitol (SOR), Ó-metil-D-glucósido(MDG), N-acetil-D-glucosamina
(NAG), celobiosa(CEL), lactosa(LAC), maltosa(MAL), sacarosa(SAC), trehalosa(TRE),
melezitosa(MLZ), rafinosa(RAF). Lasgaleríasy las ampollasde inoculaciónseconservaron
a 2-80C hastala fechade caducidadindicadaen cadaenvase.

COMPOSICION DEL MEDIO. MEDIO C: sulfato de amonio, 5 g; fosfato
monopotásico,0,31 g; fosfatodipotásico,0,45g; cloruro sódico,0,1 g; clorurocálcico,0,05
g; sulfatode magnesio,0,2 g; histidina, 0,005g; triptófano,0,02g; rnetionina,0,02g; agar
0,5, g; soluciónde vitaminas,1 mí; soluciónde oligoelementos,10 mí; aguadestiladahasta
1000 ml. El pH final: 6,5-6,7. Aunque estemedio contieneagar,no necesitafusión previa
y sepipeteacomoun mediolíquido. Es aconsejablesacarlas ampollasde la neveray dejarlas
a temperaturaambienteunahoraantesde su utilización. No se debenagitar para evitar la
formación de burbujas.

PREPARACIONDE LA GALERJA. Se sacabala cámarade incubaciónde la caja y

se repartíanunos 5 ml de aguadestiladaestéril en los alvéolospara crearuna atmósfera
húmeda.Seescribíala referenciade la cepaen la lengúetalateralde la cámara,entoncesse
sacabauna galería de azúcaresde su precinto herméticoy se colocabaen la cámarade
incubación.

INOCULO. A partir de un cultivo en agar glucosadode Sabouraudde 48 h, se
preparabauna suspensióncon una turbidez igual al 2 de la escalade McFarland en 2 ml de
aguadestiladaestéril, acontinuaciónse transferían100M1 de dichasuspensióna una ampolla
de C Medium y se homogeneizabasin formar burbujas.

INOCULACION DE LA GALERIA. Posteriormentese abría la galería con los

azúcaresdeshidratadosy se llenabanlascúpulascon 150 pd de la suspensióncontenidaen C
Medium. Se cerrabala cámarade incubacióny se incubabaen estufaa 30”C durante48 h.
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o eventualmente72 h.

LECTURA DE LA GALERíAS. Transcurrido el tiempo se leía observandoel
crecimientoo no de cadaunade las cúpulastomandocomocontrol la primeracúpulaqueera
el control negativo.Se anotabael código obtenidoy cadanúmerodiferenteseconsideróun
biotipo distinto.

3.2 PERFIL ENZIMATICO CON API ZYM

Es un método semicuantitativodiseñadoparael estudiode actividadesenzimáticas.
Permiteun estudio rápido y sistemáticode 19 reaccionesenzimáticasutilizando cantidades
de muestramuy pequeñas.No ha sido desarrolladocon vistasa obtenerla precisiónde una
técnicaespectrofotométricao electroforética,sinoprincipalmenteparapermitir la realización
de determinacionesenzimáticasen una muestra compleja que no ha sido purificada
previamente.

PRINCIPIO.La galería API ZYM se componede 20 microcúpulas,el fondo de las
cualescontieneun soporteespecialmentediseñadoparacontenerel sustratoenzimáticoy el
tampón.Estesoportepermiteel contactoentrela enzimay el sustratogeneralmenteinsoluble.
Las galeríasdebenguardarseentre2-8W y vigilar el tiempo decaducidad.

REACTIVOS. El reactivozym A estacompuestopor tri-hidroximetil-amino-metano,
250 g; ácido hidroclórico (37%), 110 mí; lauril sulfato, 100 g; y aguadestiladahasta1000
ml. Es mejor mantenerloa temperaturaambiente.En la neveraforma unosprecipitadosque
no afectana suspropiedadesy quesedisuelvenfácilmentedejándoloun tiempoa temperatura
ambienteo incubandoa 600C. El reactivozym B estacompuestopor azul rápido BB, 3,5 g
y 2-metoxietanolhasta1000 mí, es sensiblea la luz y sedestruye.Sudeterioroes fácilmente
observableporque el color normalmenteamarillo vira a color rosa. Este reactivó debe
preservarsede la luz envolviéndoloen papel de aluminio y guardándoloen nevera.

PREPARACION DE LA MUESTRA. Se utilizaba un cultivo puro en agar de

Sabouraudglucosadode 24 h. Se preparabauna suspensiónde una turbidez entre5-6 de
McFarlanden aguadestiladaestéril.Paraobtenerresultadosreproduciblesera importanteque

los microorganismos que se comparaban crecieran inicialmente en el mismo cultivo, el
diluyente para preparar la suspensión fuera el mismo y con la misma densidad óptica. Esta
técnica ensayabaenzimasconstituyentes.Los enzimasinducidos puedenestudiarsesi se
añadenlos correspondientesinductoresal medio de cultivo. Como no había crecimiento
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durantela realizaciónde la pruebano hay que tomarprecaucionesespecialesdeesterilidad

o incubación.

ENZIMAS ENSAYADAS: 1= CONTROL; 2= FOSFATASA ALCALINA; 3=
ESTERASA C4; 4= ESTERASA LIPASA CS; 5= LIPASA C14; 6= LEUCINA

ARILAMIDASA; 7= VALINA ARILAMIDASA; 8= CISTINA ARILAMIDASA; 9

TRIPSINA; 10=A-QUIMOTRIPSINA; 11= FOSFATASAACIDA; 12=NAFTOL-AS-BI-

FOSFOI-UDROLASA; 13= A-GALACTOSIDASA; 14= B-GALACTOSIDASA; 15= B-

GLUCURONIDASA; 16= A-GLUCOSIDASA; 17= 8-GLUCOSIDASA;18= N-ACETIL-
B-GLUCOSAMIMDASA; 19=: A-MANOSIDASA; 20= A-FUCOSIDASA.

PREPARACIONDELAS GALERíAS. Sesacabaunabasedeplásticoy unatapadera

de la caja y se apuntabael númerodel microorganismoa estudiar.Seañadían5 ml deagua

destiládaestéril con un dispensadorde aguaa la base, para proporcionaruna atmósfera
húmedadurantela incubación y se colocabauna galería API ZYM sobre dicha base de

incubación.Con una pipetaPasteurde plásticoestéril desechable,seinoculaban2 gotasde
muestraa cadacúpulade la galería (equivalentea 65 sl). Entoncesla galeríaya inoculada

secerrabacon la tapade plásticoy se incubabadurante4 h a 370 C en la oscuridad.

LECTURA DE LA GALERíA. Transcurridoel tiempode incubaciónsesacabanlas

galeríasde la estufay seañadíauna gotade reactivo Zym A y otra de reactivoZym 13 en

cadauna de las cúpulas.Se dejabaactuary desarrollarcolor durante5 minutosbajo unaluz
fuerte. Despuésde la exposición,las reaccionesnegativaspermanecíansin colorear.A cada

unade las reaccionespositivasse les asignóun númeroqueosciléentre0-5 dependiendode
la intensidadde color desarrolladocomparándolocon un patrón incluido en el “kit”. El
númerodenanomolesaproximadosepodíasabersegúnel gradode coloración:1 corresponde

a unaliberaciónde 5 nanomolesdeenzima,2 a 10 nm, 3 a 20 nm, 4 a 30 nm, 5 a 40 nm.
Los colorespermanecíanestablesdurantevarias horasdespuésde que la galeríahabíasido

inoculadacon los reactivos.

CODIGO DE TIPADO. Parala determinacióndel código decadauna de las cepas
estudiadasse interpretaroncadauna de las actividadesestudiadasen término de positivo-
negativo y a cadauno de los perfiles obtenidosde este modo, se les atribuyó un código de

dos letras. La correspondenciade código con su perfil enzimáticoseindica en la Tabla 1.
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TABLA 1. Perfilesenzimáticosencontradosen las levadurasestudiadas.

N ENZIMAS
2 3 4 5 6 7 81112 131415161718

El 01101111 1000101
22 01101101 1000100
23 OllOllIl 1000000

24 OllOllIl 1000100
25 01101001 1000000
26 01101101 1000101
27 01101101 1000111
28 01111111 1000101
29 01111101 1000111
210 lílOllíl 1000101
211 IllOllíl 1000100
212 11101101 1000101
213 11111111 1000100
214 11111101 1000101
215 11101111 1000000
216 11101111 1000111
217 11101101 1000000
218 1 ¡ ¡ 1 ¡ ¡ 1 1 1 0 0 0 ¡ 0 ¡
219 11111111 1000111
220 011010011000100
221 01101001 1000000
222 11111101 1000100
223 11101101 1000100
PU 11100001 1000100
225 11100001 1000000
226 11111001 1000100
227 11111001 1000110
228 11111111 1000000
229 11111001 1000000
230 01101111 ¡000111

TflFTIT N ENZIMAS
3 567 ¡11 1 1 1 1 171

nr~oííoíííí ¡pOallO
92 01101001 1000011
233 01111111 1000110

234 01101001 ¡000110
235 11101101 1000110
236 11101111 ¡000110
237 11101001 ¡000110
238 11111111 1000110
239 11111101 1000110
240 01101101 1000000
241 01111001 1000110
242 01111111 1000111
243 01101001 ¡000001
244 11111011 1100110
245 11101111 ¡000001
246 ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ ¡ 0 ¡ 0 1 ¡ ¡
247 11101001 ¡000111
248 ¡ ¡ ¡ ¡ 1 1 ¡ ¡ ¡ 0 ¡ 0 0 1 ¡
249 11101011 ¡000010
250 11101001 ¡000100
251 ¡ ¡ ¡ ¡ 1 0 0 1 ¡ 0 0 0 0 ¡ ¡

252 01101111 ¡000111
253 11101001 1000000
2.54 011111011000101
255 11101101 ¡00011 1
256 11101111 ¡000010
257 01111001 ¡000100
258 01111001 ¡00011 ¡
259 011101111100011

3,3 RESISTOTII’ADO

PRINCIPIO.El resistotipadosebasaen la distintacapacidadquetienenlos diferentes

tipos de levadurasde creceren presenciade determinadasconcentracionesde compuestos
químicos. Los compuestosquímicos utilizados en este método fueron urea, citrato, 5-
fluorocitosina,ácidobórico, cloruro sódicoy agarde MacConkey.

PREPARACION DE LAS PLACAS. PLACAS CON UREA, CITRATO Y 5-

FLUOROCITOSINA. El medio baseempleadoparala preparaciónde las placasde urea,
citrato y 5-fluorocitosinafue el mismo paralas tres pruebasy se siguió el método deOdds

(193): agar fluido (Bacto-Agar) 22,2 g por cada litro de aguadestilada;este medio se

esterilizóen autoclavedurante15 minutosa unapresiónde 1,2 atmósferasy posteriormente
se mantenía en baño con agitación a 550C. 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 productoseesterilizabapor filtración usandofiltro de 0,2 ~m y entoncesse
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le añadían 180 ml de medio base, se agitaba suavementehasta homogeneizarbien y se
distribuíanen placasde 20 ml. Las placasconcitrato sepreparabanapartir de unasolución
queconteníaácido cítrico al 4% (Probus)y citrato sódico (Panreac131655)tambiénal 4%
hastaconseguirun pH 2,8. A 20 ml de estasoluciónsele añadían1,34g de Yeast Nitrogen
Base (Difco) y todo ello se esterilizaba por filtración con filtro 0,2 jím añadiendo

posteriormente180 ml de medio base, agitandohasta mezclar bien los componentesy
dispensandoen placasdepetri de 20 ml.

Las placas de 5-fluorocitosinase prepararoncon 1,34 g de Yeast Nitrogen Base
(Difco), 4 g de glucosa(PanreacCod 131341),5 mg de 5-flucitosina(SigmaF-7129)y 20
ml de aguadestilada.Esteproductose esterilizó por filtración con filtro de 0,2 ~my se le
añadieron180 ml de agar base,agitandosuavementehastahomogeneizar,distribuyéndolo
finalmenteen placasde20 ml. Lasplacasde ácido bórico seprepararonsiguiendola técnica
de Williamson (308). El medio basese preparócon 6,7 g de Yeast Nitrogen Base (Difco
0392-15-9),1,5 g de L-asparragina(Sigma0884), 10 g de glucosa(Panreac131341),bacto
agar(Difco 0140-01)y aguadestiladahastaun litro. Estemedio seesterilizabaen autoclave
durante15 minutosa una presión de 1,2 atmósferas.Se enfriabaa 50W y entoncesse le
añadían1,8 mg/ml de ácidobórico (Panreac131015),seagitabasuavementeel matrazhasta
la perfectadisolucióny se repartíaen placasde 20 ml.

Las placasque conteníancloruro sódico se preparabana partir de un medio base
compuestopor 20 g de glucosa(Panreac131341), 10 g de extractode levadura(Difco), 20
g de Bactoagar(Difco) y aguadestiladahastaun litro. Sepreparabantres matracescon este
medio y acadauno de ellossele añadíael NaCí (Probus172220)a concentracionesde 11%,
12% y 13%. Despuésde disolverbien el medio se esterilizabamedianteautoclavedurante
15 minutosa unapresiónde 1,2 atmósferas.Las placasde MacConkeyseprepararonsegún
la fórmula comercial: 500 g de agar MacConkey (Oxoid CM1 15) en 9,7 lhos de agua
destilada.Despuésdedisolverel medioseesterilizabamedianteautoclavedurante15 minutos
a 1,2 atmósferas.

INOCULACION DE LAS PLACAS. A partir de un cultivo en agar glucosadode
Sabouraudsepreparabauna suspensióncelularde cadacepade un 2 de MacFarland,dichas
suspensionesseinoculabanen la basedel replicadorincluyendosiemprecepascontroles.Las
placascon cadauno delos compuestosquímicosse inocularoncon un replicadorde Steer’s
automáticoincluyendocontroles de crecimientosin compuestosquímicos. Las placas ya
inoculadassedejaronsecardurantemediahoray seincubaronen estufaa 300C,realizándose
lecturasa las 24h, 48h y 72h.

LECTURA DE LAS PLACAS. Un aislamientose considerópositivo cuando se
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observócrecimientovisible en las placasal cabode 24, 48, 72 Ii respectoal control positivo
de crecimiento.Un aislamientoseconsiderónegativocuandotranscurridoestetiempono se
apreció crecimiento claramentevisible. Los resultadospositivos para cada uno de los
compuestosquímicosutilizadosseindicarondel siguientemodo: U= crecimientoen presencia

de urea,C= crecimientoen citrato, F=resistentea 5-Fluorocitosina,13= resistentea ácido
bórico, K= resistentea unaconcentración de NaCí del 11%. KK= resistenteal NaCí al

12% o al 13% y L= crecimientoen placade MacConkey.

3.4 MORFOTIPADO

PRINCIPIO. Seaplicóel métododescritoporPhonpaigchity col. 1987(221), basado
en el desarrollode una seriede característicasfenotipicasdel margende la colonia y de la

colonia propiamentedicha, cuandolos organismoscrecíanen placascon extractode malta.

CEPASA ESTUDIAR. Cadauno de los aislamientosse subcultivóen placasde agar
glucosadode Sabouraudcon cloranfenicol (Difco) y fueron incubadastoda una noche (24
horas)a 370C paraestarsegurosde que no habíacontaminaciónbacteriana.

PREPARACIONDE LAS CEPAS. Las cepasbien aisladasse siembranen 1/6 de

placa de YeastMorphology Agar (Difco) tres veces sucesivasincubando las dos primeras
vecesa 3’70C durante24 horasy la terceraa28W toda la noche.

PREPARACIONDEL INOCULO. A partir del cultivo en Bacto YMA de 24 horas
sepreparóunasuspensiónde célulasen aguadestiladaestérilde aproximadamente1Q~ células
por ml.

PREPARACIONDEL MEDIO. Seempleóagarextractode malta (agarextractode

malta Oxoid, 60 g; agar Difco 12 g; aguadestiladahasta 1 litro). Se mezclabanbien los
componentes,calentándoloshastaquesedisolvían completamentey se controlabael pH que

debíaser de aproximadamente5,4. Se distribuían500 ml en un matrazde 1000 ml y se
esterilizaba en autoclave a 1 l5”C durante 10 minutos. Este medio se destruye con
temperaturasaltas y enfriamientosprolongados,por lo que es importante envasadoen
pequeñascantidadesy enfriarlo lo antesposible.Cuandoestáa50W se distribuíaen placas
petri estérilesde 20 ml.

INOCULACION DE LAS PLACAS. Antesde su utilizaciónlasplacaseranincubadas
durante20 mm. a 370C para eliminar restos de humedady gotasde condensación.Cada
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suspensiónera entoncesinoculada haciendouna lfnea diametral medianteel uso de una
torundaestéril embebidaen cadauna de las suspensionesy parcialmenteescurridaen los
ladosdel tubo dondeserealizaronlas suspensionesde levaduras.

INCUBACION. Lasplacasinoculadasfueronentoncesincubadasenoscuridaddurante
10 días a28W. No seapilaronnuncamásde 4 placasparano modificar las condicionesde
incubaciónen las distintascepasde levadurasensayadas.

LECTURA. Despuésde la incubación durante 10 días a 28W se realizó una
comparaciónvisual de las distintasmorfologíasdesarrolladasy seasignóun códigonumérico
de 4 cifras, atendiendoa las característicasde la superficiede la colonia y a características
de los bordes desarrollados por cada una de las colonias. Los códigos asignadosa cada una

de las característicasmorfológicasse reseñanen la Tabla2.

TABLA 2. Característicasmorfológicasconsideradasen el morfotipado.

CARACTERISTICA CODIGO TIPO
MARGEN
DISTRIBUCION

7

7

7
7
7

7

AUSENCIA

DISCONTINUO: AFECTA HASTA EL 20% DEL
BORDE
DISCONTINUO: AFECTA DEL 20-50%
DISCONTINUO: AFECTA DEL 60-90%
CONTINUO: SOLO DISTALMENTE EN FORMA
DE ABANICOS
CONTINUO: EXTREMOS PARALELOS

ANCHURA 5
5
5
5

AUSENTE
2¡nni O MENOS
3-Smm
MASDE6nun

TEXTURA 4

4
4
4

AUSENTE
MUY GRUESO
GRUESO
INTERMEDIO
FINO

COLONIA 8
8
8
8
8
8
8

LISA
NODULAR
AGUJEREADA
CRATERIFORME
CRATERIFORME + PLIEGUES O ARRUGAS
PLIEGUES O ARRUGAS
PELUDA
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3.5 MORFOTIPADO II

Siguiendoel criterio de códigos empleadopor Hunter (114), se recodificaron los
biotiposencontradosen el morfotipado 1, con el fin de obtenerun númerode biotipos más
manejablequemejorarala reproducibilidad.
En el nuevocriterio se dio prioridada la formación o no de márgenesen la colonia y la
anchuray grosorde dichosmárgenes.
El nuevocódigo se denominóMorfotipado II siendolos morfotipos posibleslos siguientes:

SR = Colonia sin borde

BD = Borde de la colonia discontinuo

BEG = Borde de la coloniaestrechoy grueso
BEE = Borde de la coloniaestrechoy fino
BAG = Borde de la colonia anchoy grueso

BAF = Borde de la coloniaanchoy fino

3.6 MORFOTIPADO EN AGAR DE SABOURAUDTRLFENILTETRAZOLIO (AST)

Se utilizó la técnicade Quindósy colaboradores,segúnuna comunicaciónpersonal
de Manuel FernándezRodríguez(236)

Lascoloniascrecidasen agarde Sabouraud-trifeniltetrazoliomostrabandiferenciasa nivel de
texturade la colonia,color de ésta,bordey la presenciao no de halo de hifas alrededorde
la colonia.

METODO: Se preparabaagar de Sabouraud-trifeniltetrazoliocon cloruro de 2,3,5-
Trifeniltetrazolio (Sigma)0, lg, peptona10 g, glucosa20 g, agar20 g, y aguadestiladahasta
1 litro, se esterilizabaen autoclavey se distribuíaen cantidadesde 40-50 ml. en placaspetri
de 15 cm. Las placasse inoculabaninmediatamenteo seguardabana 40C duranteno másde
8 semanas.Cadaaislamientosemanteníaen picaduraen agarblandoguardadosa 40C.Antes
de la preparaciónde cada inóculo, cadaaislamientose sembrabaen agar de Sabouraud
glucosay se incubabaa 370C durante48 horas. Entoncesse cogían 3-4 coloniasy se

resuspendianen 1 ml. de aguadestiladaajustándoloa un MacFarlandde 5. Antes de la
inoculación,todas las placasseincubabaninvertidasa 370C hastaquedesaparecíacualquier

gota de condensación.Las placasse inocularonen duplicado con 10 ,xl de la suspensión
celular. Los cultivos se incubarona 370C durante6 días. Despuésde la incubación,se le
asignó un código de 4 letras de acuerdo con su morfologíacolonial: textura, L=lisa y
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R=rugosa; color, R=rosa (Pantone 176C), N= rosa anaranjado fuerte (Pantone 1785C), V=
violeta(Pantone2SlC), M=violetaoscuro(Pantone262C), B=blanco...,presenciadehalo,

S=si y N=no: y presenciadehalo micelia], S=si y N=no. El códigoNC seusocuandono

seobservócrecimiento.

3.7CARACTERIZACIONSUBESPECIFICAEN BASEA PERHLDE SENSIBILIDAD
A LOS ANTIFUNGICOS (PSA).

Otra técnicade tipado consideradaen esteestudiofueron las posibilidadesdel perfil

de sensibilidada los antifúngicosmétodoparatipado de levaduras.

CEPAS A ESTUDIAR. Cadauna de las cepasse subcultivó en agar de Sabouraud
suplementadocon gentamicinay cloranfenicol y se incubó 24 horas a 300C.

MEDIO. El medioutilizado fue agarmorfológicopara levaduras(YMA, Difeo 0393-
15).

PREPARACION DE LAS PLACAS. Cuandoel medio estabaa unos 50W se

mezclaba1 ml de solución de antifúngicocon 19 ml de agaren un matraz y severtía en las
placasdejandoqueéstasseenfriaran.De cadaantifúngicoensayadoseprepararonplacasa
4 concentraciones.

ANTIFUNGICOS. Se utilizaron 8 sustanciasvaloradas: actidiona o cicloheximida
(Sigma),miconazol(Esteve),econazol(Esteve),ketoconazol(Esteve),clotrimazol (Bayer),

ciclopirox (Hoesch),y fluconazol (Pfizer).

PREPARACIONDE SOLUCIONESSTOCK. Seprepararon10 ml de soluciónmadre
para cadauno de los antifúngicos con una concentraciónde 1280 ¡xg/ml, empleandola
siguientefórmula pararealizarla pesada:

V (mí) x C (ug/ml)
mg=

P (sg/mg)

Siendoy = volumende soluciónde antifúngicoque queremospreparar,C = concentración
de la solución madre,P= potenciade la sustanciavaloradade antifúngicoqueempleamos.

Los solventesy diluyentesempleadosen cadacasose indican en la siguientetabla:
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ANTIFUNGICO SOLVENTE DILUYENTE

Anfotericina 13 DMSO H20
Miconazol DM50 H20
Econazol DM50 H20

Clotrimazol DMSO H20

Ciclopirox DMSO H20
Ketoconazol ‘~2~ pH 2,4 (0,lN CIH) H20

Fluconazol ff9 H20

CONCENTRACIONESUTILIZADAS. Actidiona:sepreparóunaúnicaplacaconuna
concentración de 0,05g/l. Miconazol, econazol, ketoconazol, clotrimazol, ciclopirox,
fluconazol: seprepararon3 placascon concentracionesde 16-2-0,5ng/ml.
Anfotericina 13: seprepararon3 placascon concentracionesde 2-1-0,5 hg/ml

PREPARACION DEL INOCULO. A partir el cultivo en agar de Sabouraudcon
gentamicinay cloranfenicol se prepararonsuspensionescelularesdel 0,5 de MacFarland
utilizando un nefelómetro.

INOCULACION DE LAS PLACAS. Antesde la inoculación,las placassecolocaron

en estufa durante 20 minutos aproximadamentepara eliminar los restos de agua de
condensaciónexistentes en su superficie. La inoculación se realizó con un replicador
automáticode 36 puntas,incluyendoa cadauno de los antifúngicosunaplacacontrol de agar
morfológico paralevaduras(YMA,Difco).

INCUBACION. Las placasinoculadassedejaronsecary se incubarona 30
0Cdurante

48 h.

LECTURA. Se realizó en un lugar iluminado sobre fondo oscuro comparandolas
placasde antifúngicocon las placascontrol sin él. Se considerópositivo cuandolas zonas
inoculadascrecían como el control o al menos cubrían abundantementetoda la zona
inoculada.Se considerónegativocuandocrecíancoloniassueltaso de forma continuacomo
un velo fino (249).

CODIGOS ASIGNADOS:

0= cepas que no crecían a la concentraciónde 0,5 ng/ml para los imidazoles,
anfotericina13 y actidiona.
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1 = cepasquecrecíana las concentracionesde 0,5 hg/ml y 2 ng/ml perono lo hacían
a 16 sg/ml en el caso de los imidazoles;que crecíana las concentracionesde 0,5

ng/ml y/o 1 ng/ml pero no lo hacíana 2 sg/ml en el casode anfotericina13, y que
crecíanbien a la concentraciónde 0,5 ~ig/mlde actidiona.
2 = cepascapacesde crecera una concentraciónde 16 pg/ml para los imidazolesy
de 2 hg/ml para la anfotericinaB.

Cadauno de los diferentesperfiles encontradosse identificó con un código alfa-
numéricocuyaequivalenciase indicaen la Tabla 3.

TABLA 3. Perfiles de resistenciaa antifúngicosencontradosen las levadurasestudiadas.

ii~TiPo AMEKCFCI

Fi 0000001
F2 000001 1
F3 0000021
54 0001011
FS 0001021

000201 1
F7 0002021
ES 0012021
F9 0100001

FíO 010001 1
Fil 0100021
¡‘12 0101021
FU 010201 1
F14 0102021
FiS 0110021
¡‘16 0112021
FI? 0122021
FIS 020202 1
F19 0210021
F20 0222021
F21 1 00202 1
F22 0011221
F23 0021021
F24 0 1 0 ¡ 01 1
F25 0111021

BIOTIPO AMEKCFCI

F26 011211 1
¡‘27 0120021
¡‘28 0 12101 1
¡‘29 0201221
F30 021001 1
F31 0211021
¡‘32 021211 1
¡‘33 022211 1
F34 022212 1
¡‘35 100000 ¡
F36 ¡ 1 1 2 12 1
¡‘37 1221221
F38 0000010
F38 0220020
F40 2000001
¡‘41 1001001
¡‘42 100102 1
¡‘43 2000021
¡‘44 0000221
F45 0121021
¡‘46 0010001
F47 002002 1
¡‘48 001000 1
¡‘49 0 1 2 1 02 ¡

Se empleó una técnica de dilución en agar, utilizando un replicador de Steer’s
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automático,siguiendola técnicade Rotowa(249).

CEPAS.Cadauna de las cepasa estudiarse subcultivóen SAB y se incubó a 30W
durante48 horasantesde su uso.

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

MEDIO. Se utilizó YMA despuésde hacerun estudio comparativoutilizando YNE
tamponadoy sin tamponar,A3 conagar,Sabouraud,MH, y YMA contampóny sin él (datos
personalesno publicados).

SOLUCIONES STOCK. Se prepararonconcentracionesmadrede cadauno de los
antifúngicosde 2560 ~gIml, menosde anfotericinaB que fue de 640 ng/ml y de ajo quese
realizó licuando100 g. de ajo frescoy mezclándolocon 100 ml de aguadestiladaestéril para
prepararla primera dilución. La pesada,Iossolventesy diluyentesutilizados seespecifican
en el apartadode la caracterizaciónen baseal perfil de sensibilidada los antifúngicos.

DILUCIONES. Paracadauno de los antifúngicossepreparóuna bateríade 13 tubos
largos de cristal de 18x2 cm estériles.Lasdilucionesseprepararonen aguadestiladaa partir
de la solución madresiguiendoel esquemapropuestopor Washington(302).

PREPARACIONDELAS PLACAS. Se preparó el YMAsiguiendo las indicaciones
y calculandolos litros segúnel trabajoque se iba a realizarcadadía. Cadaunade las placas
paralas 13 dilucionesde cadaantifúngicosepreparómezclandoen un matraz 18 ml de agar
y 2 ml de la dilución apropiada.Las placasya preparadassedejabansecartoda una noche.

INOCULACION. A partir del cultivo en SAB de 48 horasserealizó unasuspensión
celulardecadaunade las cepasen soluciónsalinaal 0,9%, ajustándoloconespectofotómetro
a un 85% de transmitancia.Posteriormentese hacía una dilución 1:10 y cadauno de los

microorganismosse inoculaba en el replicador de Steer’s automáticoen tandasde 36,
incluyen siempre cepas controles. Las placas eran entoncessembradascon ayuda del
inoculadorautomáticodel replicador.Unavez inoculadasse dejabansecary se incubabanen
estufaa 30”C durante48 horas.

LECTURA. La lecturase realizabajo una lámparay sobreuna superficieoscura.

INTERPRETACIONDE LA CMI. La CMI se interpretócomo la concentraciónmás
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bajaque inhibía el crecimientodel 75% de la población, respectoal control decrecimiento
positivo sin antifxingico.

5. ANALISIS ESTADíSTICO

El softwareempleadoparael manejode datosfue el programaDBASE ¡III plus. El

texto y las gráficasque aparecenen estetrabajo se procesaroncon los programasWord
Perfect5.1 y Harvard Graphics.El estudioestadísticoserealizógraciasala colaboracióndel

Dr. Javier Zamora del Departamentode Biología Aplicada de la Cátedrade Estadística
utilizando un SPSS/PC+. Este método permitió el análisis de frecuenciasde todos los
caracteresconsideradosen esta Tesis, la realización de tablas cruzadaspara múltiples

variables,el análisisde distanciasentrebiotiposdentrode un métodode tipado determinado
y el análisisde la correlaciónexistenteentrelos distintosmétodosde tipado estudiados.

El soportehardwareconsistióen un ordenadorIBM 386 con pantallay tecladoy una

impresoramarca ‘Hewlett Packard”,modelo LaserJetIII plus.

6. COMPARACION ENTRE LOS DISTINTOS METODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

6.1 OPERATIVIIDAD Y EFICACIA DE LAS TECMCAS

La operatividad (simplicidad) de cada método ha sido calculado mediante la
descomposiciónde esteparámetroen los siguientesparámetrosparciales:

- No necesidadde un equipamientoespecial
- Facilidaden la preparaciónde reactivos

- Estabilidadde productosy reactivos
- Sencillezdel protocolo técnico

- Corto tiempode realización
- Facilidad de interpretación

A cadaunode estosparámetrosparciales,se le asignóunapuntuaciónvariableentre

1 y 100. Con la mediaaritméticade dichosvaloressecalculóel gradode simplicidad global.
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La eficacia se estudiódesglosadaen tres valores: tipabilidad, reproducibilidady
discriminación. La tipabilidad de un método se interpretó como la proporción de una
poblacióndeaislamientosquepuedensertipadoscon un método(119). La reproducibilidad

se interpretócomo la proporciónde cepasque dan el mismo biotipo cuandose repite la

pruebadespuésde variosmeses(119). La discriminaciónseconsiderócomola estimación
de su habilidadparadiferenciarentredos cepasno relacionadas(119).

6.2 DISTANCIAS ENTRE BIOTIPOS: DENDROGRAMAS DE SIMILITUD

Para medir las distancias entre biotipos se utilizó un método de clasificación
multivariable, denominadoanálisis de cluster. El objetivo era obtener representaciones
gráficasbidimensionalesquemostraranla similitud y cercaníataxonómicaentrelos diferentes
biotiposestudiados(13a,22,118).

Como medida dedistanciataxonómicaentrelos biotipos seusó la distanciaEuclídea

ordinaria. Como algoritmo de clasificación se utilizó un método jerárquico aglomerativo
denominadoBaverageo método del promedio entre grupos (averagelinkage between

groups).

Finalmente,de entrelos posiblesresultadosqueofreceel análisisdecluster,seeligió
la representacióngráfica en forma de dendrogramasparasu inclusión en estaTesis,por su

facilidad de lecturay calidad informativa (22,88,113,118).

6.3 RELACION ENTRE LOS METODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

Se analizósilos métodosde tipadoestudiadosguardabanalgún tipo de relaciónentre

si, o si porel contrariovalorabancaracterísticasindependientes.

Estaposible relación entre los distintos métodosestudiadosse analizómedianteun

AnálisisFactorialdeCorrespondenciasentretodaslas parejasde métodosposibles.Paraello
• seempleó el SubprogramaAnacor versión 0.4 del Departamentode Teoría de Datosde la

Universidadde Leiden, Holanda,incluido en el módulo Categoriesdel SPSS/PC+.

El análisisfactorial de correspondenciasesun métodomultivariablede reducciónde

dimensiones,válido paravariablescualitativasmedidasa nivel nominal. El objetivo de este
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método es la interpretaciónde tablasde frecuenciasde múltiplescategorías.Este método
resumela información de estastablasdescribiendosintéticamentepautasde relacionesentre
variables y categorías.Para ello, se obtiene un espacio reducido,el de los factores (o

dimensiones)que condensaal máximo la información original. Finalmente se obtienen
gráficasbidimensionalesde la representaciónde las distintascategoríasen el plano formado

por los factores.De los resultadosofrecidosporesteanálisis, fueron degran utilidad por un
ladoel porcentajede inercia(varianzaexplicada)o informaciónretenidapor los dosprimeros

factoresextraídospor el análisis y como representacióngráfica la posición en el plano

formadoporestosfactores,de los distintosbiotipospresentesen los dosmétodosanalizados

(13a,88,118).
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1. INCIDENCIA DELEVADURASDEINTERES MEDICOENNUESTROHOSPITAL

La especie aislada en la mayoría de los casos fue C. albicans, con una frecuencia

relativa del 43,2%, que representóel 58,9% de los aislamientosorales, el 65% de los

aislamientos procedentes de muestras genitales, el 42,4% de los aislamientos de erina, el

17,3% de los aislamientos de muestras de piel y faneras y el 42,4% de los aislamientos

invasivos. En cuanto a su distribución en cada tipo de muestra, C. albicans se aisló con más

frecuencia en las muestras orofaríngeas, donde se encontraronel 33,5% de las cepas, seguido

de las muestrasinvasivas(22,3%)y las muestrasgenitales(20,8%).

C. tropicalisle siguió en frecuenciacon un porcentajedel 14,5%. Se encontróen un
30,6% de las muestrasde orina, un 17,8% de las muestrasorofaríngeas,un 17% de las

muestras invasivas, un 9,8% de las muestrasde piel y fanerasy un 5% de las muestrasde
genitales.En cuantoa su predilecciónanatómica,un 30,2% de las cepasde C. tropicalis se
localizaronen la región orofaríngeay semostró invasivaen un 27% de los casos.

C. narapsilosisfueel siguientemicroorganismoaisladocon unafrecuenciarelativadel

12,2%, encontrándose en un 32,3% de las muestras de piel y faneras, en un 5% de las

muestrasdeerina,un 4% delos aislamientosinvasivos,un 2,8% de las muestrasorofaríngeas
y un 1,7% de las muestrasgenitales.En cuantoa su distribuciónen los distintosorígenes,

C. uarapsilosis mostró una enormeselectividad por las muestras de piel y faneraspuesto que
el 81,1%de las cepasse aislaronde estasmuestras.Hubo un 7,5% de cepas que se aislaron

de infeccionesinvasivas.

La siguientelevaduraen frecuenciade aislamientofue T. bei2elii queseencontróen

un 5,3% de las muestraspositivas. Seaisló en un 5,1% de las muestrasde origen interno,
en un 5% de las muestrasprocedentesdegenitales,un 3,7%de las de la regiónorofaríngea
y un 0,8% de las de muestrasde piel y faneras. El 47,8% de las cepasde T. bei~elii

procedían de muestras de piel y faneras, un 21,7% de infecciones invasivas, un 17,4% se

aislaronde orofaríngey un 13% de muestrasgenitales.

C. ~labratale siguió en frecuenciacon un porcentajede4,1% de los aislamientosde
levaduras.Se encontróen un 13,3% de las muestrasgenitales.En cuantoa su distribución

según los orígenesde aislamiento, un 44,4% eran de muestrasgenitales, un 27,8% de
invasivasy en el 11, 1 % seaislaronde muestrasde piel, fanerasy orofaríngeas.

C. 2uilliermondii fue aisladaen un 3,9% de los casos,representandoun 9% de los

aislamientosde piel y faneras.En cuantoa su distribuciónen los distintostipos de muestras,
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mostró una gran selectividadpor las muestrasde piel y fanerasdondese encontraronel

70,6% de las cepasde dichalevadura,un 23,5% se aislaronde muestrasorofaríngeasy un
5,9% de muestrasgenitales.

C. krusei seaislócon una frecuenciarelativadel 3% encontrándoseun 38,5% de las
cepasen muestrasorofaríngeasy 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 microorganismoen frecuencia fue C. neoformansaislado con una
frecuenciarelativadel 2,3%. Todoslos aislamientosencontradostuvieron carácterinvasivo.

C. lusitaniaese alsió en un 2,1% de los casos,con un 44,4% de cepasque fueron
invasivas, un 22,2% se aislaron de muestrasorofaríngeas,otro 22,2% se encontróentre
muesfrasde piel y fanerasy un 11, 1 % de muestrasgenitales.

C. famatase aislóen un 1,4% de los casos,comportándoseuna de las cepascomo
invasivay el restoseencontraronen muestrasorofaríngeasy de piel y faneras.El restode
especiesde Candidasppaisladasrepresentóen su conjuntoel 1,7% de lascepas,aislándose
del 5,3% de las muestrasde piel y faneras,del 1,7% de las muestrasgenitales,del 4% de
las muestrasinternas,un 0,9% de las muestrasorofaríngeasy un 2,8% de las muestrasde
orina.

R. rubra y R. 2lutinis seaislaron en el 1,6% de los casosy siempre en muestras de
piel y faneras.G. candidumseaisló en un 1,1% de los casos,representandoel 2,3% de las

muestrasde piel y fanerasy el 1,9% de las muestrasorofaringeas.5. cerevisiaeseaisló con
unafrecuenciatotal del 0,9%, representandoun 3% de las muestrasinvasivasy un 0,8% de
las muestras de piel y faneras.

Los porcentajesde las especiesaisladasen cadauno de los gruposconsideradosse
reflejan en la Tabla 1. La distribución de cadaespecieen los gruposde muestrasse detallan
en la Tabla 2.

2. SENSIBILIDAD A LOS AGENTES ANTIFUNGICOS

Dentro de las cepasde C. albicansestudiadasse pudoobservaruna gran sensibilidad

a algunosantifúngicoscomola anfotericinaB (CM!90 = 0,5 sg/ml, intervalo <0,03 - 64

gg/ml), con un solo aislamientoresistente(0,5%); miconazol (CM190 = 1 yg/ml, intervalo
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<0,03 - >256ng/ml), con un solo aislamientoresistentea másde 256 ~g/ml; econazol
(CM!90 = 0,25 ng/ml, intervalo <0,03 - 2 pg/ml); clotrimazol (CM!90 = 0,5 j¿g/ml,
intervalo <0,03- 4 ~gIml) y extractode ajo (CM!90 = 1/640,intervalo 1/2560 - 1/320).

Encontramosuna sensibilidad más variablea algunosantifúngicosazoles como el
ketoconazol(CM!90 = 8 ¡xg/ml, intervalo0,06 - >256 hg/ml) donde se encontraron 11 cepas

resistentes(5,8%) a concentracionesde 32 p¿g/ml o mayoresy a fluconazol(CM!90 = >256

ng/ml, intervalo 0,06 - >256 pg/ml) donde hubo 130 cepas con CMI >32 ng/ml (69,1%
de resistencia).

Dentro de los 63 aislamientosde C. tropicalis estudiadossepudo apreciaruna gran
sensibilidada antifúngicoscomola anfotericinaE (CM!90 = 0,5 ptg/ml, intervalo 0,12 - 2

j¿g/ml, econazol(CM190 = 2 hg/ml, intervalo 0,06 - 4 sg/ml), clotrimazol (CM!90 = 1

yg/ml, intervalo <0,03-2 ng/ml), ciclopirox (CM!90 = 2 pg/ml, intervalo 0,25 - 2 pg/ml)
y ajo (CM!90 = 1/640, intervalo 1/1280 - 1/320). Se encontró una sensibilidad variable para

otros antiftingicos como el miconazol (CM!90 = 2 ug/ml, intervalo 0,06 - >256 ng/ml)

dondese encontraron2 aislamientos resistentes (3,2%), con un CMI de 64 ¡íg/ml y otros 2

aislamientos con una sensibilidad intermedia (3,2%) que dieron una CMI = 8 hg/ml,
ketoconazol(CM!90 = 16 hg/ml, intervalo 0,06 - >256 ug/ml) donde se encontraron 4

aislamientosresistentes(6,3%)aconcentracionesde 32 gg/ml o mayoresy 3 aislamientosque
podrían ser considerados de sensibilidad intermedia (7,9%) con una CM! = 16 pg/ml y

fluconazol (CM!90 = 128 sg/ml, intervalo 0,12 - >256 ng/ml), donde un 93% de las cepas

secomportaron“in vitro” comoresistentes.

Entrelos 53 aislamientos de C. narausilosis se encontró una gran sensibilidad a todós

los antifúngicosensayados:para anfotericina13 (CM!90 = 0,5 ng/ml, intervalo <0,03 -

sg/ml), miconazol(CM!90 = 0,25 ng/ml, intervalo <0,03 - 4 yg/ml), econazol(CM!90 =

0,5 sg/ml, intervalo <0,03 - 4 ¡xglml), clotrimazol (CMI = 0,06gg/ml, intervalo <0,03 -

0,25ng/ml), ketoconazol(CM!90 = 1 pg/ml, intervalo <0,03- 8 ji/mí), fluconazol (CM!90

= 1 jig/ml, intervalo 0,06 - >256 pg/ml) que tuvo 3 cepas resistentes (5,7%) a

concentracionesde 64 yg/ml o mayoresy una cepacon sensibilidadintermedia(1,9%) con
una CMI 0 4 jig/ml y ajo (CMI = 1/640,intervalo 1/1280 - 1/640).

Dentro de los aislamientos de C. 2labratatambiénse encontróuna gran sensibilidad
a los agentes antifúngicosensayados:anfotericinaE (CMI~ = 0,5 pg/ml, intervalo 0,06 -

0,5), miconazol(CM!90 = 0,25 jig/ml, intervalo <0,03 - 0,5 pg/ml), econazol(CM!90 = 1

pg/ml, intervalo <0,03- 1 gg/ml), clotrimazol (CM!90 = 0,5 jig/ml, intervalo <0,03 -0,5

pg/ml), ketoconazol (CM!90 = 1 pg/ml, intervalo 0,06 - 2 jig/ml), ciclopirox (CM!90 = 0,5

jig/ml, intervalo <0,03 - 0,5 jig/ml) y ajo (CMI = 1/640, intervalo 1/1280 - 1/320), El
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agenteantifúngico quepresentabamásresistenciasera el fluconazol (CM190 = 128 ¡xg/ml,

intervalo 0,25 - >256jig/ml).

Entre los aislamientos de C. Ruilliermondii también se observó una gran sensibilidad

a los antifúngicosensayados:anfotericina 13 (CM!9~ = 0,25 pg/ml, intervalo 0,06 - 0,25

jig/ml), miconazol (CM!90 = 1 jig/ml, intervalo <0,03 - 1 ~xg/ml),econazol (CM!90 = 1

gg/ml, intervalo <0,03 - 1 ¡ig/ml), ketoconazol (CM!90 = 8 jig/ml, intervalo <0,03 - 8

jig/ml), clotrimazol (CM!90 = 0,5 sg/ml, intervalo <0,03 - 0,5 jig/ml), ciclopirox (CM!90

= 2 ¡xg/ml, intervalo 0,5 - 2 jig/ml) y ajo (CMI~= 1/320, intervalo 1/2560 - 1/320). El
fluconazolresultóel agenteantifúngicocon mayoresvaloresde resistencia(CM!90 = > 256

jig/ml, intervalo <0,03 - >256 jig/ml), con 5 aislamientos resistentes (29,4%) a
concentraciones de 64 jiglmí o superiores.

Dentro de los aislamientosde C. krusei se observó una gran sensibilidada los
antifúngicos ensayados: anfotericina 13 (CM!90 = 1 ¡xg/ml, intervalo 0,12 - 1 jig/ml),

miconazol (CM!90 = 0,5 jig/ml, intervalo <0,03 - 0,5 jig/ml), econazol (CMI% = 0,25
¡cg/mí, intervalo <0,03-2yg/ml), clotrimazol (CMI~ = 0,06, intervalo <0,03- 1 hg/ml),

ketoconazol (CMI = 0,25 jig/ml, intervalo <0,03 -2 ¡cg/mi), ciclopirox (CMJ~ = 2 ¡xg/ml,

intervalo 0,5 - 2 jig/ml) y ajo (CMI~ = 1/320, intervalo 1/1280 - 1/160). Los aislamientos
mostraronunamayor resistenciaa fluconazolcon una CM!9« = 8 pg/mi y un intervalo 1 -

>256 gg/ml.

Los aislamientos de C. lusitaniae estudiadosmostraronunasensibilidadvariablea los
antifúngicosensayados:anfotericina13 (CM!90 = 32 gg/ml, intervalo 0,12 - 32 jig/ml), con

un aislamiento resistente (11,1%) a 32 jig/mi de anfotericinaB,; miconazol (CM!90 = 2

jig/ml, intervalo 0,06 -2 yg/ml), econazol (CM!90 = 2 jig/mi, intervalo 0,06 - 2 pg/ml),

ciotrimazol (CM!90 = 4 ¡cg/mi, intervalo 0,06 - 4 pg/ml), ketoconazoi (CMI >256 jig/ml,

intervalo 0,12 - >256 ¡cg/mi), con 4 cepasresistentes(44,4%) a concentracionesde 128
jig/mi o superiores,fluconazol (CM!90 = 128 ¡íg/ml, intervalo 0,06 - 128 jig/mi), con 6

cepas resistentes(66,7%) a concentracionesde fluconazol de 32 jig/mI o superiores;
ciclopirox (CM!90 = 4 ¡cg/mi, intervalo 1 -4 ¡¿g/ml) y ajo (CM!90 = 1/640,intervalo 1/5120-

1/640).

En cuanto a los aislamientosde T. bei2elii, encontramosuna gran sensibilidada
algunos antiflingicos como ketoconazol(CMI~ = 4 ¡cg/mI, intervalo 0,06 - 8 jig/ml),

ciotrimazol (CM!90 = 0,25 jig/ml, intervalo 0,06 - 0,5 ji/mi), ciclopirox (CM!90 = 1 jig/ml,

intervalo <0,03 - 4 ¡cg/mí) y ajo (CMI~ = 1/320, intervalo 1/2560 - 1/320). Sin embargo
mostró una sensibilidad variablea otros antifúngicoscomo anfotericina13 (CM!90 = 32

jig/ml, intervalo 0,06 - 64 jig/ml), con 3 cepas (13%) resistentes a 32 jig/ml o más de
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anfotericina B; miconazol (CM!90 = 0,25 jig/ml, intervalo 0,06 - >256 jig/ml), donde hubo

una cepa resistente (4,3%) con una CMI >256 gg/ml y otros aislamientos de sensibilidad

intermedia con una CMI = 8 jig/ml; econazol (CM!90 = 0,25 pg/ml, intervalo 0,06 - 64

jig/ml), con un aislamientoresistente(4,3%)quedio unaCMI = 64 pg/mly otroaislamiento
de sensibilidadintermediaque tuvo una CM! = 8 jig/ml; fluconazol(CM!90 = 128 jig/ml,

intervalo 0,06 - >256 jig/ml), con6 cepasresistentes(26%) a concentracionesde 8 jig/ml
o supenores.

Los aislamientos de C. neoformansse mostraron muy sensibles a todos los
antifúngicosensayados:anfotericina13 (CMI~ = 0,25 gg/ml, intervalo0,06 - 0,25 pg/ml),
parael miconazol,econazol,clotrimazol y ketoconazoltuvieronunasCMIs homogéneasde

0,06 jig/ml, parael fluconazol(CM!90 = 0,25 gg/ml, intervalo0,06-0,25 jig/ml), ciclopirox
(CM!90 = 0,06jig/ml, intervalo <0,03 - 0,25 gg/ml) y por último el ajo (CM!90 = 1/160,
interValo 1/640 - 1/320).

Todoslos aislamientosde C. famataestudiadosmostraronunagran sensibilidada los
antifúngicosensayados:anfotericina13 (CM!90 = 0,5 pg/ml, intervalo 0,06 - 0,5 jig/ml),
miconazol (CM!9~ = 0,25 jig/ml, intervalo 0,06 - 0,25 jig/ml), econazol(CM!90 = 0,25
jig/ml, intervalo 0,06 - 0,25 yg/ml), ketoconazol(CMI~ = 4 p¿g/ml, intervalo 0,06 - 4

jig/ml), clotrimazol (CMI = 0,06 jig/ml), fluconazol (CM!90 = 4 ¡xg/ml, intervalo 0,06 - 4

jig/ml), ciclopirox (CM!90 = 2 jig/ml, intervalo 0,06 - 2 jig/ml) y ajo (CM!90 = 1/320,
intervalo 1/1280 - 1/320).

El conjuntode las especiesde Rhodotorulaestudiadasse mostróbastantesensiblea
los antifúngicos ensayados:anfotericina13 (CM!90 = 0,25 pg/ml, intervalo 0,06 - 0,25

jig/ml), miconazol (CM!90 = 4 ¡tg/ml, intervalo 0,06 - 4 gg/ml), econazol(CM!90 = 0,5

jig/ml, intervalo 0,06-0,5jig/ml), clotrimazol (CM!9,~ = 0,12jig/ml, intervalo 0,06-0,12
jig/ml), ketoconazol(CM!90 = 0,12gg/ml, intervalo 0,06- 0,12gg/ml), fluconazol(CM!90
= 64 ¡xg/ml, intervalo 0,25 - 64 jig/ml), ciclopirox (CM!90 = 0,12 jig/ml, intervalo0,12 -

2 gg/ml) y ajo (CM!90 = 1/320, intervalo 1/640 - 1/320).

El restode especiesestudiadasse mostró muy sensiblea los antiflingicos estudiados:
anfotericina 13 (CM!90 = 0,5 jig/ml, intervalo 0,06 - 0,5 jig/ml), miconazol(CM!90 = 0,25

jig/ml, intervalo 0,06 - 0,25 jig/ml), econazol (CM!9~ = 0,12 jig/ml, intervalo 0,06 - 0,25

¡¿g/ml), ketoconazol(CMI¶, = 0,5 sg/ml, intervalo 0,06 - 4 gg/ml), clotrimazol (CM!~ =

0,5, intervalo 0,06 - 2 jig/ml), fluconazol (CM190 = 1 ¡xg/ml, intervalo 0,06 - 4 jig/ml),

ciclopirox (CM!90 = 2 jig/ml, intervalo 0,06 - 2 ¡xg/ml) y ajo (CM!% 0 1/320, intervalo

1/1280 - 1/160).

62





Resultados

Los antibióticosensayadosasí como la CMISO, CMI9O y el intervalo paracadauna
de las especies estudiadas se refleja en la Tabla 3a y 3b. En la Tabla 4 se indican las CMIs

quemostraronlas cepascontrol incluidas. En la Figura 1 se puedeobservarcómocrecíanlas

cepasde levadurassobreel medio de agarcon concentracionessucesivamentecrecientesde

anfotericina13 y de ketoconazol.

3. METODOS DE TIIPADO DE LEVADURAS

3.1 BIOTIPADO POR SISTEMA API 20C AUN

En C. albicansseencontraron10 biotipos diferentes,de los cualesel biotipo 2576174
fue el másfrecuente,presentándoseen el 76,6%de los casos.Los demásbiotiposmostraron
frecuenciasmuchomenores,siendoel segundobiotipo másimportanteel 2556174con una
frecuenciarelativa del 6,9%, seguido de 2776174en un 4,8% de las cepas. El biotipo
2566174apareciócon una frecuenciadel 3,7% y el biotipo 6576174con una frecuenciadel
2,7%. Los 5 biotipos restantestuvieron unas frecuenciasentre 1,6% y 0,5%.

Entre las muestrasorofaríngeasel biotipo mayoritariofue el 2576174en un 76,2%.
El segundobiotipo más frecuentefue el 2776174en un 7,9%, que reunió en estasmuestras
el 55,6% de las cepas con dicho biotipo. Entre las muestras genitales el biotipo dominante

tambiénresultó ser el 2576174en un 71,8%, seguidodel 2556174en un 10,3%. Entre las
muestrasde piel y fanerasel biotipo mayoritariofue el 2576174en un 69,6% de las cepas,
seguidodel 2556174 en el 13%. Entre las muestrasde orina ocurrió lo mismo: 2576174
(76,2%)y 2556174(14,3%). En las cepasinvasivasde C. albicans,el 2576174tambiénfue
el biotipo mayoritario (85,7%), seguidodel 2566174(7,1%) dondeseagruparonel 42,9%
de las cepascon dichobiotipo.

Los númerosde aislamientoscorrespondientesa cadauno de los biotipos API2OC
AUX encontradosen los distintosgruposde muestrasconsideradossereflejanen la TablaS.

En C. tropicalisseencontraron11 biotipos, siendoel másfrecuenteel 2556175en un
34,9% de los casos,seguidodel 2576175 en un 27% y el 2556375en el 12,7% de los
aislamientos.Hubodos biotiposcon unafrecuenciarelativadel 6,3% : 6556135y 6556175.
Los biotipos restantestuvieron una frecuenciadel 1,6%.

Entre las muestrasorofaríngeasel biotipo principal fue el 2556175 en el 36,8%,
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seguidodel 2576175en el 31,6%ydel 2556375en el 21,1%.Los3 aislamientosencontrados
en muestrasgenitalesdieron morfotiposdiferentes.Entre las muestrasdepiel y fanerashubo
dos biotipos dominantes, el 2556175 y el 2576175, ambos con una frecuencia relativa del

30,8%,seguidodel 6556135en el 15,4%. El restode los biotipospresenteslo hicieroncon

una frecuenciadel 7,7% (6556175, 6566174, 6576175). Entre las muestras de orina
predominóel biotipo 2556175en un 45,5%, seguidodel 6556175,dondese agruparonel
75% de las cepas con dicho biotipo. En las muestrasinvasivaspredominóel 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
capacidadvariablede cadabiotipoparaasimilarglicerol, arabinosa,adonitol,xilitol, inositol,
metil-D-glucosidasa,N-acetil-glucosamina,galactosa,celobiosa,trehalosay melizitosa. El
biotipo 2556175fue el másaisladocon unafrecuenciadel 34,9%, seguidode 2576175en el
27%,2556375en el 12,7%,los biotipos6556135y 6556175ambosen el 6,3% y el resto con
una frecuenciadel 1,6%. El biotipo 2556175fue el más frecuenteen todas las muestras
analizadas.En las muestrasorofaríngeas,de piel y fanerasy cepasinvasivas el segundo
biotipo en importanciafue 2576175.En las muestrasde orinael segundobiotipo másaislado
fue6556175,que fue terceroentrelas muestrasdepiel. El terceroen frecuenciaen las cepas
invasivasy las orofaríngeasfue el biotipo 2556375.

Los biotipos API2OC AUX encontradosen estaespecieasí como su distribuciónen

los distintosgruposde muestrasconsideradosse reflejan en la Tabla 6.

Entrelos aislamientosde C. uarapsilosisseencontraron11 biotiposdiferentesde los

cuales6756135fue el más frecuenterepresentandoun 35,8% de la población, seguidodel
6756135en un 28,3% y el 6752135en un 11,3%. El biotipo 6772175 apareciócon una
frecuenciadel 5,7% y con unas frecuenciasdel 3,8%, los biotipos 2746174, 2752175,
6656175.El restode los biotiposmostraronuna frecuenciadel 1,9%.

Las3 cepasencontradasen muestrasorofaríngeasdieron biotiposdiferentes(2746174,
6656175, 6756175). La única cepa encontradaen muestrasgenitales mostró el biotipo
6656175,en las muestrasde piel y faneraspredominóel biotipo 6756175 (37,2%),seguido

del 6756135en el 25,6%y el 6752135en el 14%, dondeseagruparonlos seisaislamientos
condicho biotipo. Quincede las43 cepasaisladasen las muestrasde piel dieronbiotiposque
sólo seencontraronen estasmuestras.

Los 11 biotipos de C. naransilosisse diferenciaron por la variabilidad en la

asimilaciónde glicerol, arabinosa,adonitol,xilitol, sorbitol, MDG y trehalosa.
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Los biotipos API2OC AUX encontradosen dichaespecieasícomosu distribuciónen

los gruposde muestrasconsideradosvieneespecificadoen la Tabla7.

Los aislamientosde T. bei2elii estudiadosmostraron13 biotipos diferentes,con dos
biotipos mayoritarios que representaron el 17,4% (2744774) y el 13% (2744775) de la
población. Hubo 5 biotipos con una frecuencia del 8,7% (2740775, 2744777, 2745737,
2545775y 6745775)y los 6 biotiposrestantestuvieron una frecuenciadel 4,3%. Entre las
muestrasorofaríngeasseencontraron3 biotipos, siendoel mas frecuenteel 2744775que
representóel 50% de las cepasaisladasen bocay el 67% de las cepascon dichobiotipo. Los
3 aislamientosde T. bei2elii encontradosen muestrasgenitalesdieron biotiposdiferentes.
Entre las muestrasde piel y fanerasse encontraron2 biotipos mayoritarios, 2744777 y
2745737,que tuvieron una frecuenciadel 18%. Los otros ‘7 biotiposencontradosen estas
muestrastuvieron frecuenciasdel 9%. El biotipo mayoritario entre las cepas invasivas fue
2744774 que representóel 40%. Hubo 2 biotipos (6757775 y 6767774) que sólo se
encontraron entre las cepas virulentas.

Los biotipos API2OC AUX encontradosen estaespecieasí comosu distribución en
los grupos de muestrasconsideradasse refleja en la Tabla 8.

Entre los aislamientosde C. ~labratasólo seencontraron4 biotipos diferentessiendo
uno de ellos mayoritario (2000040),que representóel 83,3% de la población,los otros 3
biotiposrestantesestuvieronrepresentadospor un sóloaislamientocadauno y se localizaron
en una muestragenital (2000100)y dos muestrasde piel (2000041y 6000040).

Los biotipos API2OC AUX encontradosen estaespecieasí como su distribuciónen
los grupos de muestrasconsideradosseexpresaen la Tabla9. Los biotipos AP!20C AUX
observadosen las cepascontrol ensayadassedetallanen la Tabla10. En la Figura2 sepuede
observarcomo era el AP! 20C AUX realizado a una cepa de C. albicansde nuestra
colección, con biotipo 2576174.

3.2 PERFIL ENZIMATICO

Seestudióel perfil enzimáticode 435 levadurasde nuestracolecciónutilizandolas 19
enzimashidrolíticascontenidasen la galeríaAPI ZYM paraevaluarsusposibilidadescomo
herramienta para tipar levaduras.
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Con la galería API ZYM detectamos 19 perfiles enzimáticos en (2.’ albicans

,

destacándose4 biotipos mayoritarios,el £10 en un 37,8%,el El en un 14,1% y el E16 en

un 10,3%. Se encontraron7 biotiposcon una frecuenciarelativade 1,1% o menos.

Cuandose analizó la distribución de estos perfiles en cadatipo de muestras,EH?
resultóel perfil mayoritarioentrelas cepasinvasivas,(31,7%9,orofaríngeas(13%),genitales
(53,8%) y de piel y faneras(34,8%) y el segundoen frecuenciaentrelas muestrasde orina
(19%). El, resultóel segundobiotipo en importanciaentrelas cepasinvasivas(19,5%) y de
piel y faneras(21,7%),y fue el primero en frecuenciaentrelas muestrasdeorina(28,6%).
El tercerperfil enzimático,E16, sedistribuyó en los distintos tipos de muestrasocupandoel
segundolugar en frecuenciaentrelas muestrasgenitales(20,5%) y de cavidad orofaríngea
(9,8%). E12, queseencontróen un porcentajedel 9,7%,fue el tercerperfil encontradoentre
las cepasinvasivas(12,2%). Otros perfiles enzimáticosmenosfrecuentesfueron £6 que
apareéiócon una frecuenciarelativadel 6,5% y representóun 13% de las muestrasde piel
y uiias, y un 7,3% de las cepasinvasivas; Elí que sealslóen un 3,2% de los casosy £4

un 2,7%,encontrándose3 delas cinco cepasen muestrasorofaríngeas.£18 tambiéntuvo una
frecuenciarelativadel 2,7% y 3 de las cinco cepasresultaroninvasivas.E17, seencontróen
un 2,2% de los casosy 3 de los cuatroaislamientosselocalizaronen muestrasorofaríngeas.
Entre los biotiposdebajafrecuenciadestacaronES (0,5%9,E13 (1,1%),E19 (1,1%) y £21
(1,1%) que solo se localizaronentre las muestrasorofaríngeasy £9 (0,5%) y W15 (1,6%)
que fueron cepas virulentas.

Los perfilesenzimáticosencontradosen estaespeciey su distribuciónen los grupos
de muestras considerados se reflejan en la Tabla 11.

La mayoríade los aislamientosde C. albicansposeíanactividad fosfatasaalcalina,
esterasaC4, esterasalipasa(28, lipasa C14, leucinaarilamidasa,valina arilamidasa,cistina
arilamidasa,fosfatasaácida, fosfoamidasa,aglucosidasay N-acetil-l3glucosaminidasa.

Entre los aislamientosde (2. tropicalis se encontraron15 perfilesdiferentes,siendo
3 de ellos mayoritariosy el resto minoritarios, compartiendoseisde ellos con C. albicans

.

El perfil más frecuente fue E16 en un 28,3% de los casos, coincidiendo con el perfil
mayoritario encontradoen (2. albicansque resultó ser el perfil más frecuenteentre las
muestras de genitales (66,7%), orofaríngeas(33,3%) y muestras de orina (55,6%).
Representóel 13% de las cepas invasivas. Le siguió en frecuenciael perfil E36 que
representóun 18,9% de los casos, fue el biotipo másfrecuentede las muestrassuperficiales
(36,4%)e invasivas(20%) y el segundoen frecuenciaentrelas muestrasgenitales(33,3%)
y de orina(22,2%). El tercerperfil en frecuenciafue ElO en un 11,3% de los casosquese
localizó en un 20% de las cepas invasivas y un 13,35 de las muestrasorofaríngeas.E35
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apareciócon unafrecuenciarelativadel 7,5% con tres de cuatroaislamientoslocalizadosen
muestrasorofaríngeas.Otros perfiles que aparecieroncon menor frecuenciafueron E31
(3,8%),£34 (1,9%),£38 (1,9%) y £39(1,9%) queselocalizaronsóloencepasvirulentas.

Los perfilesenzimáticosencontradosen (2. tronicalis así como su distribución en los

gruposde muestrasconsideradosse detallan en la Tabla 12.

C. trouicalis presentó un perfil similar a (2. albicans pero mostró en menor proporción

las actividadeslipasa (214 y Nacetill3glucosaminidasa.La mayoría de las cepaspresentó
actividadBglucosidasaque en (2. albicansfue muy reducida.

En (2. paransilosisse encontraron 13 perfilesdiferentes,compartiendotresde ellos
con (2. albicans. El biotipo mayoritario fue £11 en un 37,5%. E13 le siguió en un 18,8%y
£23 en el 10,4%. Hubo 5 biotiposrepresentadospor un sólo aislamiento.

£11, fueel perfil mayoritarioentrelas muestrasdepiel y faneras(38,5%) y el 66,7%
de las orofaríngeas,ademásde uno de los tres aislamientosde (2. parapsilosisque resultaron
virulentos. El siguienteperfil en frecuencia fue £13 que resultó el segundoperfil más
frecuente entre las muestras de piel y faneras y tuvo un aislamiento con capacidadinvasiva.
El tercer perfil importante fue £23, con una frecuencia relativa del 10,4% que se encontró

sólo en muestras superficiales (12,8%). Le siguió £26 en un 6,3% de las cepas que fue el

único aislamiento de muestras genitales y los dos de orina. Por último destacar £15 en un

4,2% con un aislamiento en muestras de piel y faneras y otro con capacidad invasiva.

Los perfiles enzimáticos encontradosen estaespecieasí como su distribución en los
distintos gruposde muestrasconsideradosse detallaen la Tabla 13.

(2. parausilosis comparadacon (2. albicans presentó un menor porcentaje de
actividadeslipasa(214 y cistinaarilamidasa,sóloun 2% poseíaactividad Bglucosidasay no
mostróactividad Nacetill3glucosaminidasa.

Entrelos aislamientosde T. bei~elii seencontraron14 perfilesenzimáticosdiferentes,
con dosdeellos mayoritariosy el resto representadosporuna solacepa.El perfil mayoritario
agrupóel 30% de las cepascon 3 aislamientosde piel, 2 orofaríngeasy unacepavirulenta.
El segundobiotipo de interés fue £21 (10%) que se localizó solo en orofaringe. Entre los
perfilesminoritariosfuerondeinterés£19, £47y £48(5% cadauno)que seencontraronsólo
en cepasvirulentas, y £34 y ESO que fueron los dos aislamientosde muestrasgenitales.

Los perfilesenzimáticosobservadosen estaespecieasí como su distribución en los
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gruposde muestrasconsideradosvienenreflejadosen la Tabla 14.

En cuantoa los aislamientosde (2. ~labratase encontraron5 perfiles enzimáticos
representando£15 el 64,7% del total quecoincidió con el perfil mayoritario de las cepas
invasivas(60%)y lascepasencontradasen muestrasde piel y faneras,orina y orofaríngeas.
Los perfiles E3 (11,8%) y £38 (5,9%) incluyeron los otros dos aislamientosde C. ~1abrata
queresultaroninvasivos.

Los perfilesenzimáticosencontradosen dichaespecieasícomosu distribuciónen los
diferentes grupos de muestras consideradosse detallan en la Tabla 15. Los perfiles
enzimáticosencontradosen las cepascontrol utilizadasse refleja en la Tabla 16.

La actividadfosfatasaalcalinala presentaronla mayoríade losaislamientosestudiados
pero no todos. La actividad esterasa (24 y esterasa lipasa (28 se observaron en todas las

levadurasevaluadasdandoigual el géneroo especieal quepertenecían.La actividadlipasa
(214 mostróunagran variabilidad. La actividadleucinaarilamidasaestuvopresenteen casi
todos los aislamientosestudiadosexceptoen (2. oarapsilosisdondeseobservóen un 96.6%
de los mismos.Laactividadtripsina, quimiotripsinay afucosidasano estuvieronpresentesen
ninguno de los aislamientosensayados.Las actividades fosfatasaácida y fosfoamidasa
estuvieronpresentesen el 95 % o más de los aislamientos.la actividad agalactosidasase
observóen un número escasode cepasde C. albicans (0.5%), T. beiilelii (4.3%) y C~
síabrata (5.5%). La actividad J3galactosidasa sólo la presentaron T. beigelii en el 34.8% de

los aislamientosy (2. ~labrataen el 5.5%.

Las actividades aglucosidasa, I3glucosidasa y Nacetil-Bglucosaminidasafueron
extremadamentevariablesen las distintasespeciesestudiadasoscilandosu presenteentreel
0% para(2. 2labratay el 95.2%en el casode (2. tropicalispara la aglucosidasa.La actividad
afucosidasasedetectóen muy pocoscasos.

Los porcentajesdeactividadenzimáticaobservadosen las especiesmásfrecuentespara
la 19 enzimasensayadasse expresanen la Tabla 17.

En la Figura3 se muestranlos API ZYM realizadosa algunosde los aislamientosde
nuestracolección. Dichosperfilescorrespondena las siguientesespeciesindicadasen orden
de arribahaciaabajo: (2. albicans, (2. tronicalis, C.neoformans,T. bei~elii y (2. narausilosis

.
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3.3 RESISTOTIPADO

Dentro de los aislamientosde (2. albicansencontramos23 resistotiposdiferentesde
los cualescuatro fueron mayoritariosy el resto fueron minoritarios. El primer resistotipo

encontradoen frecuenciafue OCOBOOOque representóun 20,7% de la población,seguido
de 0(200000en un 17%. El resistotipoOCOBOCOfue el resistotipomásfrecuenteentre
las muestrasgenitales(28,2%)y de piel y faneras(43,5%), el 19% de las muestrasde orina
y el 19% de las cepasinvasivas.El segundoresistotipoen frecuencia,0(200000, fue el
mayoritario entre las muestrasorofaríngeas(22,2%) y las cepasinvasivas (21,4%), el
segundoen frecuenciaentrelas muestrasgenitales(13%) y el 19% de las muestrasdeonna.
El tercerresistotipomayoritariofue OCOBOOL que representóel 12,8%de la poblacióny
seencontróen el 19% de las cepasvirulentas,el 14,3%de las muestrasdeorina y el 21,7%

de las muestrasde piel y faneras.00013000tuvo una frecuenciadel 9,6% del total de
aislamientos y fue el segundo resistotipo en frecuencia entre las cepas de muestras
orofaríngeasy genitales y 4 cepas de origen invasivo. 0000000 también tuvo una

frecuenciarelativadel 9,6%, siendoel primer resistotipoen frecuenciaentre las muestrasde
orina y el terceroentrelas muestrasorofaríngeas.

Los resistotiposencontradosen estaespecieasícomo su distribución en los distintos
gruposde muestrasconsideradosen esteestudiosedetallanen la Tabla 18.

En cuanto a la resistencia a cada uno de los compuestos químicos utilizados en esta

técnica, se observó que las resistencias a 5-fluorocitosina se localizaban en las muestras

orofaríngeas(14,3%), frente al 0% en piel. En cuantoal citrato los porcentajesoscilaron
entre un 61,9% en muestras de orina y el 86,9% de las muestras de piel y faneras. La

resistenciaa ácidobórico osciló entreel 47,6%de los resistotiposde muestrasde orinay el
86,9% de las de muestrasde piel y faneras.Solamenteel 7,1% de los biotipos de orina
fueron resistentesa sal frente al 26,9% de los resistotiposde muestrasorofaríngeas.En
cuantoa la capacidadde crecer en MacConkey no se observarondiferencias entre los
resistotiposencontradosen (2. albicansencontradosen las distintasáreasanatómicas.

Dentro de los aislamientosde (2. tropicalis seencontraron20 resistotiposdiferentes

de los cuales0(208000fue el mayoritarioen el 38,1% de los casoscoincidiendocon el
resistotipomayoritariode (2. albicans.Fue el resistotipomásimportanteentre las muestras
orofaríngeas(36,8%), genitales (66,7%), de origen interno (35,3%), orina (45,5%) y
muestrasde piel y faneras(30,8%). El segundoresistotipo importantefue OCOBKKO, con
una frecuenciarelativa del 9,5%, que fue el segundobiotipo encontradoentre las cepas
invasivas.El restode los resistotiposestuvieronrepresentadospor tres o menosaislamientos,
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aunquefue de destacarUCOBKOO (4,8%) que sólo se localiza en muestraÑorofaríngeas
donde fue el segundoresistotipoen frecuencia(15,8%), OCOBKOO (3,2%) que fue el
segundo resistotipo encontradoen importancia entre las muestrasde orina (18,2%) y
O(2F1300L (3,2%) que resultó el segundoen frecuenciaentre los aislamientosde piel y
faneras (15,4%).

Los 20 resistotiposencontradosen estaespecieasícomosu distribución en losgrupos
de muestrasconsideradosse detallanen la Tabla 19.

En cuantoa la resistenciaa compuesto~químicos se observóque un 66,6% de los
resistotiposde las muestrasgenitaleseranresistentesaS-fluorocitosinafrenteal 0-1% de las

cepasinvasivasy de las deorinas.Los tresaislamientosresistentesaureaselocalizaronentre
las muestrasorofaríngeas.La resistenciaa citrato, en (2. tropicalisosciló entreel 9% en los
resistotiposde muestrasde orina y el 100% en las muestrasgenitales.En cuantoal ácido

bórico, no hubo grandesvariaciones,oscilandoentre el 76,5% en el caso de las cepas
virulentasy el 100% de los resistotiposde muestrasgenitalesy de orina. No hubo ninguna
cepade muestrasgenitalescapazde crecera las concentracionesde sal utilizadasen este
estudio,mientrasquesilo hicieron el 41-45% de los resistotiposencontradosentrelas cepas
invasivasy las de orina. En placasdeagarde MacConkeyno crecióningunacepaprocedente
de muestras genitales y sí lo hicieron hasta un 46% de las cepas de muestras de piel y

faneras.

Entre los aislamientosde (2. paransilosisse encontraron13 resistotiposdiferentesde
los cuales tres fueron los mayoritarios. OCOBKKL representóel 30,2% del total y se
encontrósólo entremuestrasde piel y faneras(37,2%).Le siguióen frecuenciaOOOBKKL,
con una frecuenciarelativadel 15,1 %, que fue el segundo resistotipo en frecuencia entre las

muestras de piel y faneras. El tercer resistotipo en frecuencia fue OCOOKKLen un 13,2%

de los casosy que fue el tercerresistotipomásfrecuenteentrelas muestrasde piel y faneras.
OOOOKKL tuvo una frecuenciarelativadel 11,3% y representóel 50% de los resistotipos
encontradosentrelas muestrasinvasivas.El 81,1%de los aislamientosde (2. parapsilosisse
localizaronen piel y fanerasy de ellosel 72% de los resistotiposfueronresistentesacitrato,
el 11,6%fueron resistentesa 5-fluorocitosina,el 65,1% lo fuerona ácidobórico, el 86% a
las concentracionesde sal empleadasy el 95,3% fueron capacesde creceren MacConkey.

Los 13 resistotiposencontradosen esta especie así como su distribución en, los
distintos gruposde muestrasconsideradossedetallanen la Tabla 20.

Dentro de los aislamientosde T. bei~elii se encontraron9 resistotipodiferentes.El
resistotipo más frecuente fue OCFBOOLque representó un 21,7% del total de cepas y se

73



Resultados

localizó en una cepainvasiva, una oral y tres de muestrasde piel y uñas.Le siguió en
frecuencia00013000 en un 17,4% de los casos, representandoel segundobiotipo más

frecuenteen muestrasde piel y faneras(3 cepas).Hubo3 resistotiposcon una frecuenciadel

13%, OCFBOOOqueseencontróen una cepainvasiva y dos de piel, OOOBOOL, quese
encontróen un aislamientooral y dos de origen genital y 0000000quecoincidió con un
aislamientooral y doscepasinvasivas.UCF1300Lapareciócon unafrecuenciadel 8,7% y
se encontró en una cepa invasiva y otra de piel. El resto de los resistotipos tuvo una

frecuenciadel 4,3% y representaronun únicoaislamientoen cadacaso.

Los 9 resistotiposencontradosen estaespecieasícomosu distribuciónen losdistintos

gruposde muestrasconsideradossedetallanen la Tabla 21.

En (2. elabratase encontraron9 resistotiposde los cualesOOOBKOO fue el más
frecuenteen el 33,3%de los casos,representandoel 60% de las muestrasinvasivas,el 100%
de las muestrasde orina y el 25% de las genitales.El siguienteresistotipoen frecuenciafue
OOOBOOL en el 22,2%de los aislamientos,querepresentóel 20% de las cepasinvasivas,
el 25% de las muestrasgenitalesy el 50% de las muestrasorales. OOOBKKO apareciócon
una frecuenciadel 11, 1 % y seencontróen el 20% de las muestrasinvasivasy el 50% de las
muestrasorofaríngeas.El restode los resistotipostuvo una frecuenciarelativadel 5,6%.

Los 9 resistotiposencontradosen estaespecieasícomosu distribuciónen los distintos
grupos de muestrasconsideradosse reflejan en la Tabla 22.

No encontramosningún aislamientode (2. albicanso de (2. varapsilosiscapacesde
crecer un presencia de urea. En C. tropicalis hubo un 4,8% de cepas resistentes a la

concentraciónde ureautilizada, en T. bei2elii un 8,7% y en C. ~labrataun 5,6%.

En la Figura4 aparecenalgunosde los mediosutilizadospara la determinaciónde los
resistotipos.

A la concentraciónde citrato utilizada fueron capacesde crecer un 72,8% de los
aislamientosde C. albicans,un 80,9%de (2. tropicalis, un 66% de (2. narausilosis,un 47,8%
deT. bei2elii y un 11,1% de (2. ~labrata.En presencia de 5FC creció un 9%de C. albicans

,

un 12,7% de (2. tronicalis, un 9,4% de (2. naransilosis,un 56,5% de T. beigelil y un 5,6%
de Q giabrata. La concentraciónde ácido bórico utilizada no inhibió el 64,9% de C~
albicans,el 82,5% de (2. tronicalis, el 56,65 de T. beigelii y el 94,4% de (2. glabrata. A
concentracionesde un 11% de NaCí resistieronun 18% de (2. albicans,un 34,9% de (2

.

tronicalis, un 84,9% de (2. uarapsilosis y un 61,1% de C. 2labrata. T. bei~elii fue
completamenteinhibido a estaconcentración.
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Parauna concentraciónde 13% de sal hubo un 0,5% de resistenciaen C. albicans

,

un 19% en (2. tropicalis,un 79,2% en C. parapsilosisy un 27,8%en C. ~labrata.En placas
de MacConkeyfueroncapacesdecrecerun 27,1%de (2. albicans,un 23,8%de(2. tropicalis

,

un 94,3% de (2. narausilosis, un 52,2% de T. bei2elii y un 44.4% de C. 2labrata

.

Las frecuenciasrelativas de resultadospositivos a cada uno de los compuestos

químicosutilizadosen la técnicaderesistotipadoparalas 5 especiesmayoritariasseexpresan
en la Tabla 23. Los resistotiposencontradosen cadauna de las cepascontrol ensayadasse
indican en la Tabla24.

3.4 MORFOTIPADO!

Deentrelos 435 aislamientosde levadurasestudiados,se encontraron73 morfotipos

diferentes.En (2. albicansseobtuvieron46 morfotiposdiferentes,de los cuales7540 fue el

más frecuentementeobservadoen un 34,6% del total de aislamientos.Le siguieron en
importancialos morfotipos7340con unafrecuenciarelativadel 10,6%,0000 en un 6,9% de

los aislamientosy 7330 en un 5,9%. Se encontraron 11 morfotipos con una frecuencia
relativadel 1, 1 % y 23 morfotiposque seaislaroncon una frecuenciadel 0,5 % cadauno.

En cuantoa la distribuciónde los distintos morfotiposde C. albicansen cadatipo de
muestra,encontramosque el morfotipo mayoritario, 7540, era el más frecuentemente

encontradoen muestrasorofaríngeas,representandoel 42,9% de estas. Le siguieron en
frecuencia nueve (39,1%) de los 23 morfotipos unitarios que se detectaron y que
representaronel 14,4% de estas muestras.El siguiente morfotipo de interés entre estas

muestrasfue el morfotipo 0000queseencontróen un 6,3% de dichasmuestras.Por último,
cabedestacarquedos de los tres aislamientoscon morfotipo 7320 procedíande muestras
orales. Entre las muestrasgenitalesdestacóel morfotipo 5340, con un 66,7% de las cepas

con dicho morfotipo localizadasen estasmuestras.Le siguió el morfotipo 7330, un 63,6%
decuyascepasseaislaronde muestrasgenitales.Los aislamientosde piel y fanerasestuvieron
representadosen su inmensamayoríapor morfotipos minoritarios. El más frecuentefue el
morfotipo 7540, que en el 43,5% se localizó en muestrasde piel, aunquedentrode estas
muestrassu frecuencia fue sólo del 15,4%. En las muestrasde orina el morfotipo 7540
también fue el mayoritario representandoel 38,1% de estas muestras.Los morfotipos
unitarios se encontraronen un 14,4% de los casos y el resto estuvo representadopor
morfotipos con bajas frecuencias.Entre las cepasvirulentas se encontrarondos morfotipos
específicosde dichasmuestras,3220 y 5321 (100%). El morfotipo 7340seencontróen estas
muestrascon una frecuenciadel 45%.
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Los morfotipos1 encontradosen estaespecieasícomosu distribuciónen los diferentes
gruposde muestrasconsideradosseindican en la Tabla25.

Entre los aislamientosde (2. tropicalis estudiados,se encontraron 19 morfotipos
diferentes.El másimportantefue el morfotipo 7540, que reunióel 33,3% de las cepasy que
coincidiócon el morfotipo mayoritarioencontradoen (2. albicans.Le siguieronen 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 queestuvieronrepresentadospor un único aislamiento.

Entre las cepasde (2. tronicalis procedentesde muestrasorofaríngeas,el morfotipo
mayoritariofue el 7540,dondeseconcentróel 52,6%del total de dichomorfotipo. Hubodos

morfotipos quesólo seencontraronen estasmuestras,el 7336 y el 7516. Las trescepasque
procedíande muestrasgenitalesmostraronmorfotiposdiferentes:5540,7542y 7546.

El morfotipo 0000 se localizó en un 42,9% de las muestrasde piel y faneras,y el
morfotipo 5214 lo hizo en un 75% de sus cepas. Hubo dos morfotipos que sólo se
encontraronen dichasmuestras:5341 y 7548. El morfotipo máscomún entre las muestras
deorina fue 7546 querepresentóel 54,5%de las muestrasde orina, seguidode 7540 en un
18,2% y de tres morfotipos exclusivosde dichas muestras:7334, 7346 y 7532. Entre los
aislamientosconcarácterinvasivose encontraronun 35,3%de las cepascon morfotipo 7540
y 7 aislamientosde los 11 restantesmostraronmorfotipos que no seencontraronentre las
demásmuestras.

Los morfotipos1 encontradosen estaespecieasícomosu distribuciónen cadauno de
los grupos de muestrasconsideradosse detallanen la Tabla26.

(2. parapsilosis mostró poca variabilidad ya que sólo un aislamiento manifestó
característicasen el borde de la colonia. De los 7 morfotipos encontrados,0006 fue el
mayoritario,representandoun 50% del total de aislamientos.Le siguieronen frecuencia0000
en el 24,5%, 0001 en el 9,4% de las cepas y 0004 en el 7,5%. En muestras de piel y faneras

selocalizaronel 81,1%de los aislamientosde (2. paransilosis.El morfotipo mayoritarioentre
las muestrasinvasivas y las orofaríngeasfue 0006, con porcentajesdel 75% y del 67%
respectivamente.

Los morfotipos!encontradosen dichaespecieasícomosu distribuciónen los distintos
gruposde muestrasconsideradosse reflejan en la Tabla 27.

En el caso de T. bei2elii, se encontraron 11 morfotipos diferentessiendolos más
frecuentesel 7541 en el 26,15 de los casos seguidodel 7548 y 7511, ambosen un 13%.
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Otrosmorfotiposcomo7536,7540 y 7546seobservaroncon unafrecuenciadel 8,7%. Entre
las muestrasorofaríngeasseencontrarondos aislamientoscon morfotipo único para estas
muestras:el 7516. Entre los aislamientosgenitaleshubo uno de tres aislamientosespecífico
paraestasmuestras(5318). Entrelas muestrasde piel y fanerasel morfotipo mayoritariofue
el 7511 con una frecuenciadel 27,3% y 4 de nueveaislamientoscorrespondieroncon dos
morfotipos característicosde estas muestras.En las muestrasinvasivas 4 de siete cepas
correspondierona morfotipos específicos,siendoel morfotipo mayoritarioel 7541 con una
frecuenciadel 40%.

Los morfotipos 1 encontradosen estaespecieasícomo su distribuciónen cadauno de
los grupos de muestras considerados se detallan en la Tabla 28.

Los porcentajesde positividad a cadauna de las característicasconsideradasen el
morfótipado 1 para las 5 especiesmayoritariasestudiadasse reflejan en la Tabla 29.

Los morfotipos 1 encontradospara cadauna de las cepascontrol incluidasen este
estudioseindican en la Tabla 30.

3.5 MORFOTIPADO II

En (2. albicansseencontraronlos 7 morfotiposposibles,siendoBAF el másfrecuente
en el 41% de lascepas,seguidode BD en el 24,5%y de BEF en un 22,3%de la población.
Entre las muestrasorofaríngeasBAF, fue el morfotipo mayoritario queagrupóel 49,2% de
dichas muestras.Le siguieronen frecuenciaBEF en un 15,9% y ED en el 12,7%.La única
cepade (2. albicanscon morfotipo BAG se localizó en estasmuestras.Entre las muestras
genitales,el morfotipo mayoritario fue BAF en un 41% de las cepasde dichas muestras,
seguidode BEF en el 33,3% y de BD en el 10,3%.Las muestrasde piel y fanerastuvieron
tambiéncomo morfotipo mayoritario BAF en un 52,2% de los casos,seguidode BD en el
17,4%y de BEE en el 13%. Entrelas muestrasde orina, BAF siguiósiendoel másfrecuente
en el 47,6% de las cepas, seguido de BDen el 23,8% y 13FF en el 14,3%. Entre las muestras

invasivas,el morfotipo mayoritario fue BD en el 35,7%, seguidode 13FF en el 31% y de
BAF en el 19%.

Los morfotiposencontradosen estaespecieasícomosudistribución en los gruposde

muestrasconsideradosse indican en la Tabla 31.

En (2. tropicalis no se encontró ningún morfotipo BD y el morfotipo mayoritario fue
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BAF en el 69,3%, coincidiendocon (2. albicans.Le siguió en frecuenciaSR en el 15,9%.
Entre las muestrasorofaríngeasBAF fue con mucho el más frecuente en el 78,9%,
encontrándose3 cepasquetuvieron morfotiposSB, BEF y BAO. Las 3 cepasde (2. tropicalis

encontradas en muestras genitales mostraron morfotipos BD (33%) y BAF (66,7%). Las

muestrasde piel y fanerastuvieron dos morfotiposmayoritarios SB y BAF con frecuencias
del 46,2%cadauno. Un aislamientotuvo morfotipo BD. Los 11 aislamientosprocedentesde
muestrasde orina tuvieron sólo 2 morfotipos: BAF en un 81,8% y F en el 18,2%. Las
muestrasinvasivasestudiadastuvieron másvariedaddemorfotiposencontrándoseBAF como
morfotipo mayoritarioen el 64,7% de los casosseguidode 513 en el 17,6% y BD, REO y
BAO en el 5,9%.

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

En (2. paransilosissólo hubo un morfotipo mayoritario, SR, en el 98,1% de los
aislamientos,encontrándosesólo unacepacon morfotipo BEF queseaisló de unamuestra
de piel. Dichos morfotipos y su distribución en los grupos de muestras considerados vienen
indicados en la Tabla 33.

El morfotipo mayoritario en el caso de T. bei2elii tambiénfue BAF en un 73,9%,
seguidode BAO en un 17,4% y BU en un 8,7%. En las muestrasorofaríngeasel morfotipo
dominantefue BAF en el 75% y hubo una cepacon morfotipo BAO. Las 3 cepasde T

.

beigelílencontradasen muestrasgenitalestuvieronel morfotipo BAF (66,7%)y BU (33,3%).
Las muestrasde piel y fanerasdieron comomorfotipo dominanteBAF en el 72,7% de los
casos,seguidode BAO en el 18,2% y de una cepacon morfotipo 13D. Las cepasvirulentas

mostraronen el 80% de loscasosmorfotipoBAF, encontrandounacepacon morfotipo BAO.

Los morfotipos encontrados en esta especie así como su distribución en cada uno de
los gruposde muestrasconsideradossedetallanen la Tabla34.

La caracterización de otras especiesy géneros de levaduras por el método de
morfotipadoen agarextractode malta, mostró un predominiodel morfotipo 513 (sin borde)
en la mayoríade estasespecies,en muchasde las cualeserael único morfotipo presente,
comoera el caso de C. 2labrata, (2. Euilliermondii, C. famata, (2. neoformans,(2. rugosa

,

(2. lusitaniae, etc...

Las frecuenciasrelativasde apariciónde cadauno de los morfotipos II posiblespara
las 5 especiesmayoritariasse indican en la Tabla 35.
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Los morfotipos encontradosen las cepascontrol incluidasen esteestudiose detallan
en la Tabla 28. En la Figura 5 se pueden observar algunos de los morfotipos presentados por

las levadurassobre agar extractode malta: colonia con bordediscontinuo(ED>, sin borde
(SE) y con borde ancho y fino (BAF).

3.6 MORFOTIPADO EN AGAR DE SABOURAUD-TRWENILTETRAZOL!O (AST)

Entre las 435 cepasestudiadasse encontraron34 morfotipos diferentes.Algunos de
dichos morfotipos eran compartidos por varias especies.

En (2. albicansseencontraron17 morfotiposdistintos,siendoLRNN el másfrecuente
en el46,3%,seguidode LVSN en el 18,1% y de LRSN en el 9,6%. El morfotipo LRNN
fue el mayoritarioentrelas muestrasorofaríngeascon una frecuenciarelativadel 44,4%, le
siguieronen frecuenciaLVSN con unafrecuenciadel 17,5% y LRSNen un 7,9%. Un 66,7%
de los aislamientos con morfotipo LRNS se encontraronentrelas muestrasorofaríngeas,lo
mismo que con LVNN, donde 3 de los cuatro aislamientoscon dicho morfotipo (75%) se

encontraronentredichas muestras,y los 4 aislamientoscon morfotipo RVSN (100%) se
encontrarontambiénentredichas muestras.Entre las muestrasgenitalesel morfotipo más
frecuentefue LRNN con una frecuenciarelativadel 43,6%, coincidiendocon el morfotipo
mayoritario,seguidode LRSN y LVSN queaparecieroncon una frecuenciadel 15,4%.Los
dos únicosaislamientoscon morfotiposRRSN y RVBSS seencontraronentreestasmuestras.
Entre las muestrasde piel y fanerasel morfotipo másfrecuentefue LRNN queapareciócon
una frecuenciadel 39,1% seguidode LVSN con un 26,1%. Un 66,7% de las cepascon
morfotipo RRNS seencontraron entre estasmuestras. El morfotipo LRNN también fue el más

importanteentre las muestrasde orina y las invasivas, con frecuenciasdel 61,9% y del
47,6% respectivamente.El otro morfotipo importanteentrelas muestrasinvasivasfue LVSN
que apareciócon una frecuenciadel 21,4%. Los dos únicos aislamientosque mostraron
morfotipos RRSS y RVSNse encontraron entre las cepasinvasivas.

Los morfotipos AST encontradosen esta especieasí como su distribución en los
distintosgruposde muestrasconsideradosse detallanen la Tabla36.

En (2. tropicalishubo unagran variabilidaddemorfotiposencontrándose21 diferentes

entrelas 63 cepasanalizadas.LVSS fue el morfotipo mayoritarioy representósólo un 14,3%
de los aislamientos. Le siguió en frecuencia RVBNNen un 12,7% y LRNNen el 9,5%. entre

los aislamientosde muestrasorofaríngeas,los morfotipos mayoritariosfueronLVSS con un
26,6% querepresentóun 55,6% de todoslos aislamientosde dicho morfotipo, LRNN en un
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15%, morfotipo que sólo se encontróen estasmuestrasy las de piel y fanerasy LVBSN y
RMNS ambascon una frecuencia del 10,5%. Los 3 aislamientosde (2. trooicalis encontrados
en muestrasgenitalesmostraronmorfotipos distintos. En los aislamientosprocedentesde
muestrasdepiel y fanerasel morfotipo mayoritariofue LRNN con unafrecuenciadel 23,1%
seguidode RVSN en un 15,4%. Entre las muestrasde orina los morfotipos que más
destacaronfueron LVBNN dondese concentraronel 66,7% de los aislamientoscon dicho
morfotipo y el restose localizaronentrelas cepasvirulentas.RVBSN tambiénconcentróen
las muestrasde orina el 66,7% de las cepas con dicho morfotipo, encontrándoseel
aislamiento restante en unacepaaisladade una muestragenital.Entrelas muestrasinvasivas
el más frecuentefue LRSN dondese encontraron3 de los cuatro aislamientoscon dicho
morfotipo y 4 aislamientoscon morfotipo RVBNN que representóel 23,5% de los
aislamientosinvasivos.Un 50% (2 cepas)de los morfotipos RVSN seencontraronen estas
muestrasy dosmorfotipos específicosde un aisladocadauno seencontraronsóloentreestas
muestras.

Los morfotipos AST encontradospara estaespecieasí como su distribución en los
grupos de muestras considerados se indican en la Tabla 37.

En (2. paransilosis se encontraron10 morfotipos diferentes.El mayoritariofue RVSN
con una frecuencia relativa del 28,3%, seguido de RVNNen un 18,9% y de LVSN en un

13,2%. El 81,1% de los aislamientosse localizaronen piel y faneras,en orina sólo se
encontraron dos aislamientos con morfotipo LRNN, entre las muestras invasivas se
encontraron3 morfotipos: LVSN, RVNN y RVSS con frecuenciade 28,6%, 10% y 50%
respectodel total de cepasdecadamorfotipo. Sólo seencontróuna cepade C. parausilosis
en muestrasgenitalesquedio morfotipo LRNN y en muestrasorofaríngeasseencontraron
tresaislamientoscon morfotipos ÉVNN, RRNN y RVSN.

Los morfotipos AST encontradosen esta especieasí como su distribución en los
gruposde muestrasconsideradosse detallanen la Tabla 38.

Entre los 23 aislamientosde T. beipelii se encontraron10 morfotipos distintosde los
cualesRRNS fue el más frecuenteen el 43,5%, seguidode RRSS en un 17,4%, siendoel
resto de las frecuenciasde los demás morfotipos inferiores al 10%. Entre los cuatro
aislamientosde muestrasoralestodoslos morfotiposencontradosfueron diferentes.Entre los
aislamientosde muestrasgenitalesRRNS apareciócon unafrecuenciadel 66,7%y RRSNen
el 33,3%.Entrelas muestrasdepiel y fanerasel morfotipo dominantefue RRNSen el 45,5%

y RRSS en el 27%. Entre las muestrasinvasivastres aislamientosmostraron morfotipo
RRNS, lo cual representóel 60% de las cepasy hubo otros dos aislamientosmás, cuyos
morfotipos fueron LRNNy RRSS.
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Los morfotipos encontradosen estaespecieasí como su distribución en cadauno de
los grupos de muestrasconsideradosse indicanen la Tabla39.

Entre los aislamientos(2. alabratase observóque un 72,2% de los aislamientosno
crecíanen el mediocon lo queresultabanno tipables.Sólo seencontraron5 cepascapaces
de crecer bien en dicho medio que dieron dos morfotipos: RBNNy RRNN. Los morfotipos
AST encontrados en esta especie así como su distribución en los grupos de muestras
consideradosseindican en la Tabla 40.

Los resultados globales de las frecuencias relativas obtenidas para cada una de las
característicasconsideradasen el métodoAST se reflejan en la Tabla41.

Las especiescon mayor porcentajede coloniasrugosasfueronC. narausilosisen un
60,4% y L...k~elii en un 82,6%.

T bei2elii mostróen un 91,3% coloniasde color rosa.

C. paransilosis fue la especiecon mayor porcentaje de coloniasde color violeta, un
75,5%. Un 34,9% de aislamientos de (2. tropicalis fue capaz de producir colonias violetas

con un anillo blanco bordeando la colonia. Sólo un 0,5% de C. albicans y un 3,75% de C

.

parapsilosis produjeron este tipo de colonias.

Un 1% de aislamientosde (2. albicansy un 3,2% de (2. tropicalismostraroncolonias
marrones.Un 11,1% deaislamientosde(2. 2labratadieroncoloniasblancas.Lasespeciesque
en mayor proporción presentaron borde de colonia formando un anillo de otro color fueron
(2. tropicalis, en un 52,4% y C. parausilosisen un 56,6%. La especieque mostró más
frecuenciarelativade halosde hifas alrededorde las coloniasfue T. bei2elii en el 78,3%de
los aislamientos.

Los morfotipos AST observadosen las cepas control incluidas en este estudio se

indican en la Tabla 42. Algunos de los morfotipos AST encontrados en las levaduras

estudiadas,sedetallanen la Figura 6.
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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 antiftingicos

diferentes,siendoF7 el mayoritarioen el 22% de los casos.Le siguieronen frecuenciaPS
y F14 con un 12,2%y F4 en un 10,5%de las cepas.El perfil FE apareciócon una frecuencia
del 8,8% y con una frecuenciadel 7,7% lo hicieronFi y F3. Entre los aislamientosde
muestrasorofaríngeasel perfil mayoritario fue F7 que tuvo una frecuencia del 22,6%,
seguidode F14 en el 14,5% y de F5 quemostró una frecuenciadel 11,3%.Hubo 6 perfiles
que sólo se encontraronentreestasmuestras:F9, Pb, F12, FIS, F19 y F43. Entre las
muestrasgenitalesseencontraron10 perfiles con frecuenciassimilares,oscilandoentreF7
quetuvo unafrecuenciadel 15,4%, Pl, F4, FE y F13 quetuvieronunafrecuenciadel 12,8%
y FíS y F22 con frecuenciasdel 2,6% quesólo se encontraronentreestasmuestras.En las
muestrasde piel y fanerasel perfil más importantefue P4 que representóel 23,8% de las
cepas, seguido de P7 en el 19% de los casos y F14 en el 14,3%. Entre las muestras de orina
el perfil principal fue F7 que representó el 16,7% de las cepas. Hubo 5 perfiles que sólo

aparecieronen estasmuestras.Dos perfilesse compartieronal 50% con cepasinvasivas.

Los distintos perfilesde sensibilidada antifúngicosencontradosen esta especieasí
como su distribuciónen los gruposde muestrasconsideradosse indican en la Tabla43.

Entre los 59 aislamientosde (2. tropidalis analizadosse encontraron28 perfiles
diferentes. El perfil mayoritario fue Pl que representó sólo el 10% del total de cepas. Entre

las muestras orofaringeas el perfil más importante fue P2 con una frecuencia del 17,4%,

perfil que sólo se encontró entre estas muestras. Le siguieron en frecuencia Pi, F6, P14, FiS

y F25 con una frecuenciadel 12%. Hubo un total de 6 perfiles característicosde estas
muestras.Entrelas muestrasgenitalessóloseencontraron3 cepasque mostrarontresperfiles
diferentes.Entre las muestrasde piel y fanerasel perfil mayoritariofue Pl representandoel
30,8%de las cepas,seguidode F4en el 15,4%. Los perfilesrestantesencontradosmostraron
una frecuenciadel 7,7%. En las muestrasdeorinael perfil másimportantefue Fi con una
frecuenciarelativa del 20%. El restode los perfiles tuvieron idéntica frecuenciadel 10%.
Hubo4 perfilesquesólo seencontraronen estasmuestras.Entrelas cepasvirulentasel perfil

mayoritario fue P29 en el 17,7% de las cepas que sólo se encontró entre estas muestras. Le

siguieron en frecuencia PÓ, P7, P12, F26 y F37 en un 11,8%. Hubo 4 perfiles que sólo se

encontraron entre estas muestras y dos se compartieron al 50% con las muestras de orina.

Los diferentes perfiles de sensibilidad a antifúngicos encontrados en dicha especie así
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como su distribución en los grupos de muestrás consideradossedetallan en la Tabla 44.

Entre los aislamientosde (2. naransilosisseencontraron12 perfiles, de los cualesFI
fue el más importanterepresentandoel 53,8% de las cepas,seguidode P35 en el 13,5% y
los demásen frecuenciasmenoresdel 10%. Las3 cepasqueseencontraronentrelasmuestras
orofaríngeas tuvieron el mismo perfil Pl y el único aislamientode las muestrasgenitalesdio
perfil PS. Entre las muestras de piel y faneras el perfil principal fue Fí donde selocalizaron
el 86% de las cepascondichoperfil. Le siguió con muchamenorfrecuenciaF35 en el 9,5%
de las cepas.La única cepa encontrada en muestras de orina tuvo perfil F35 y las cuatro

cepasinvasivasmostraronperfilesF35 en un 50% y Fi y F40 en un 25%.

Los perfiles de sensibilidad antifúngica encontradoses esta especieasí como su
distribuciónen los grupos de muestrasconsideradosse detallanen la Tabla45.

Entre los aislamientosde T. bei~eIii se encontraron 10 perfiles distintos. El más
frecuentefue FI querepresentóel 18% de los aislamientos,seguidodeF2, F39 y F40 que
mostraronuna frecuenciadel 13,5%. Entre las muestrasorofaríngeashubo dos perfilesF4
y PS con frecuenciasambasdel 50% y sólo se encontraronentre estasmuestras.Las tres
cepas encontradas entre las muestrasgenitalestuvieron tres perfiles diferentes.Entre las
muestras de piel y faneras P2 y P39 fueron los mayoritarioscon unafrecuenciadel 35% cada
uno y sólo seencontraron entre estas muestras. Le siguió en frecuencia f40 con un 20% que
compartieron con una muestra invasiva. Entre las muestrasinvasivasPl y F3 tuvieron una
frecuencia del 40% y F3 sólo se encontró en dos cepas virulentas. Una cepa virulenta tuvo
perfil F40 (20%).

Los perfiles de sensibilidad antifúngica encontrados en esta especieasí como su
distribuciónen los grupos de muestrasconsideradosse indican en la Tabla46.

Entre los aislamientosde (2. ~labratase encontraron nueve perfiles, siendo el más
frecuentede ellosF3 con unafrecuenciadel 25%, seguidode FI y PS quemostraronunas
frecuenciasrelativasdel 18,8%. Las dos cepasorofaríngeasdieron perfiles diferentesP3 y
P44.Las muestrasgenitalestuvieron comoperfil mayoritarioFI en un 33,3%de los casos,
siendo I’2 y f19 perfiles encontrados sólo en estas muestras. Entre las muestras de piel y
faneras, hubo dos cepascon dos perfiles diferentes F5 y FIl. La únicacepaencontradaen
orina dio perfil 11. El perfil mayoritario encontrado entre las cepas invasivas fue 13 que
representó el 40% de dichascepasseguidode PS, F45 y P47 con un 20%, observándoselos
dos últimos perfiles sólo entre estas cepas invasivas.

Los perfiles de sensibilidad antifúngica observadosen esta especieasí como su
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distribución en los gruposdnmuestrasconsideradosse reflejan en la Tabla 47.

A la concentración2 de anfotericina13, sólo resistieronun 11,3% de aislamientosde
(2. varapsilosis y un 13% de cepas de T. bei2elii. En el caso del miconazol, a la
concentración3 no fueron inhibidasun 2,7% de C. albicans,un 14,3% de (2. tropicalis, un
4,3% de T. bei2elii y un 6,25% de (2. 2labrata. Para econazola concentración3 solo
crecieronun 1,1% de (2. albicans,un 14,3% de (2. tronicalis,un 4,3% de T. bei~elii y un
6,25% de (2. 2labrata. En el caso de ketoconazol a concentración 3 fueron resistentes el

50,5% de (2. albicans,el 30,2% de C.JxQpicalis, el 3,8% de Q...pn¡aDziiosi y el 4,3% de
T. bei~elii. A concentración3, en el caso de clotrimazol, crecieron un 3,2% de los (2

.

tropicalis y un 6,25% de (2. ~labrata.En el fluconazol, a concentración3, no fueron
inhibidos un 61,2% de (2. albicans,un 38,1% de(2. tropicalis,un 13,2%de (2. paransilosis

,

un 2 1,7% de T. beipelii y un 75% de (2. 2labrata. En el caso del ciclopirox, a concentración

3 no hubo ningún aislamientoresistente.

Los resultadosglobalesde las frecuenciasrelativasderesistenciaalas concentraciones
antifúngicasutilizadasen estemétodose reflejan en la Tabla 48.

Los perfilesde sensibilidadantifúngicaencontradosen las cepascontrol incluidas en
esteestudiose detallanen la Tabla 49.

4. ANALISIS DE LOS BIOTIPOS DE 107 AISLAMIENTOS ORALES DE VIII

SEROPOSITIVOS Y NO VIII.

la candidiasisoral es la forma másfrecuentede infección en los pacientesinfectados
con el virus de la inmunodeficienciaadquirida.En esteestudiose tratóde buscarmediante
los métodosde biotipadosi habíaalgúnbiotipo de levadurasasociadoa infeccionesen estos
pacientes.Nos pareció interesanteestudiarestadísticamentelos resultadosobtenidosen los
107 aislamientosoralesdiferenciandoaquellosquepertenecíanaenfermosVIH seropositivos
de los queno lo eran. Las especiesaisladasen cadaunade las dos poblacionesse refleja en
la Tabla 50.

En la población no VIN seencontraron 10 especies de levaduras, siendo (2. a]bicans
la más frecuenteen el 42,3%, seguidade (2. tropicalis en el 21,2%. En la población VIH
seropositivasólo se aislaron seis tipos de especiessiendo (2. albicansla mayoritariaen el
74,5%, seguidaigual queen el otro grupo por (2. tropicalis en el 14,5%.
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La distribuciónde biotiposAP! 20(2paraambaspoblacionessedetallaen la Tabla 51.
Se observó que el biotipo mayoritario, 2576174,era el mismo en ambaspoblacionescon.
frecuenciasrelativasdel 39% en la poblaciónno V!H y del 64% en la V!H seropositiva.El
siguientebiotipo mayoritariofue el 256175 en los no V!H con un porcentajedel 14,6% y el
2576275en los V!H seropositivoscon una frecuenciadel 8%.

La clasificación de los resistotiposencontradosen cadauna de las poblacionesde
aislamientosoralesse detallaen la Tabla 52. En los no VIH los resistotiposmásfrecuentes
fueron el 0(2013000en el 19.5%, el 0000000 en el 14.6% y el 00013000en el
12.2%.Los resistotiposmásfrecuentesen la poblaciónVIH seropositivafueron0(200000
en el 24%, OCOBOOLen el 12% y 0(2013000en el 10% que coincidecon el resistotipo
mayoritariode la poblaciónnormal.

La distribución de morfotipos 1 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 VIII y del 44% en los VIII seropositivos. El resto de los morfotipos se
presentaronde forma minoritario excepto0000000en los no VIH con un porcentajedel
14,6%.

Los resultadosobtenidosen la clasificaciónde los morfotiposII en las dospoblaciones
serefleja en la Tabla 54. No se observaron grandesdiferenciasen los resultadosobtenidos
en ambas poblaciones.

Los resultadosde la clasificaciónde los morfotiposen AST paralas dos poblaciones
objeto de estudio se muestran en la Tabla 55. SeencontróLRNN comobiotipo mayoritario
en ambas series, pero con frecuencias relativas diferentes del 14,6% en la poblaciónno V!H
y del 52% en la V!H seropositiva.

La distribución de los perfiles enzimáticos encontradosen las dos poblaciones
comparadasse reflejan en la Tabla56. En ambaspoblacionesel perfil mayoritariofue EIO
con una frecuencia relativa del 38,1%. Le siguieron en frecuencia E12 y E16, ambosen un
porcentajedel 9,5%. Todos los aislamientosque mostraron perfil BÓ procedían de la
poblaciónno VIH mientrasque los 6 aislamientoscon perfil E12 selocalizaronen muestras

de enfermos VIII, lo mismo que los 6 aislamientos con perfil ElÓ.

Los perfiles de sensibilidadaantifúngicosencontradosentrelas muestrasoralesdelas
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 F14 en un 14,3% y de PS
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en un 11,1%. Los 7 aislamientoscon perfil PS, al igual que los 6 con perfil FÓ se
encontraronen muestrasprocedentesde enfermosVIH. Las6 cepasquemostraronperfil P12
procedían de la población no VIH.

5. ANALISIS ESTADíSTICO:

5.1 OPERATIVIDAD Y EFICACIA DE LAS TECNICAS

La simplicidad del método API 20(2 AUXfue elevada (91,6%), ya que todos los
productosy reactivoseransuministradospor el fabricantey teníanunaciertaestabilidad,la
técnicaerasencillay los tiemposde incubaciónfueronde 48h.,aproximadamente.La técnica
del API ZYMmostró el mejor porcentajede simplicidad, 95%, ya que el resultado se leía
en 4h, la técnica era muy fácil y al ser un método comercial los reactivos ya venían

preparados.En el métodode resistotipadoseobtuvoun valor de simplicidaddel 80%,porque
en estecasola preparaciónde los compuestosquímicosy susplacasteníaciertacomplicación
y su estabilidad era menor que en los casos anteriores. La simplicidad en el caso del
inorfotipado 1 fue del 76,7% porque la preparación de las placas necesitaba hacerse muy
cuidadosamente, necesitó un tiempo de incubación más largo y la lectura objetiva no era
demasiadofácil, mientrasque en el morfotipadoII fue del 80% ya que la lectura resultaba
mássencilla.En el métodoAST se obtuvo un valor del 81,6%debidoa quenecesitabamás
tiempo de realización que otros métodosy las placas poseíancierta inestabilidad. En la
caracterizaciónpor sensibilidada los agentesantifúngicosla simplicidadfue del 80% debido
en partea quelas preparaciónde las concentracionesde antifúngicoseranlaboriosas.

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 20(2 AUX, perfil enzimático API ZYM,
resistotipado, morfotipados 1 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 único que mostró

variabilidad en su tipabilidad. La tipabilidad en este método para la mayoría de las especies

estudiadas resultó del 100%, pero en el caso de (2. ~labratala 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 métodoAP! 20(2 AUX sefijó entre un 75% para T.bei2elii

y un 97% para (2. tropicalis, suponiendo unas condicionesidealesde ajustede inóculo y
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estandarización del método. Para el sistema API ZYMosciló entre el 70% en C. narapsilosis

y el 97% en (2.tropicalis. En el método de résistotipado, la reproducibilidad osciló entre un

70%. para (2. albicans y un 87% para (2. tronicalis. En el Morfotipado 1 osciló entre el 50%

en (2. albicans y el 80% en (2. oarapsilosis, mientras que en la técnica de Morfotipado II

osciló entre el 92% en T. beieelii y el 100% en C. elabrata. La reproducibilidad de la técnica
AST varió entreel 75% para(2. parapsilosisy el 93% en (2. 2labratay T. bei2elii. En el
método PSA se valoró entre el 75% para (2. parapsilosisy el 87% para (2. albicans

.

El porcentaje de discriminación del sistema API 20(2 AUXosciló entre el 21 %para

(2. síabratay el 94% para T. bei2elii. En el sistemaAP! ZYM varió desdeel 58% en (2

.

~labrataal 92% en T.beieelii. La discriminaciónde la técnicade resistotipadofue muy buena
con márgenesdevariaciónentreel 84% paraC. tropicalisy el 90% paraQ...4kicansy T

.

beieelii. En el caso del morfotipado 1 varió entreel 0% para (2. Elabratay el 90% en T

.

bei2elii, mientras que en el morfotipado II el método varió entre un 3% para (2. parausilosis
y el 75% para(2. albicans. La discriminación del método ASTse calculó entre el 67% en el

caso de (2. Elabratay el 94% en (2. tropicalis. En el perfil se sensibilidada los antifingicos
se calculó entre el 28% en (2. 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

Tablas59-63.

5.2 DISTANCIA ENTRE BIOTIPOS: DENDROGRAMAS DE SIMILITUD

En (2. albicans, el análisis de la distancia entre biotipos según el método API 20(2

AUX , reunió cepas en un grupos homogéneo, muy próximo taxonómicamentea otros 8
grupos que reunían casi la totalidad de la población. Sólo se encontraron 2 aislamientos a una

distancia taxonómica de 5 OTUs respecto al resto de la población, y un aislamientosque
mostró una divergencia taxonómica de 25 OTUs frente a las demás. Con el método API ZYM

se obtuvo una mayor diversidad ya que sediferenciaron66 gruposentrelas 188 cepasde (2

.

albicans analizadas. De dichos grupos, 164 aislamientos se reunieron en grupos cuya distancia

taxonómica era de 10 o menor. A distanciataxonómicade 15 OTUs sólo se discriminaron
2 biotipos. El resistotipado clasificó 25 grupos separados por una distancia taxonómica de 5

OTUs. A distancia de 10 OTUs la población se agrupaba en 7 sectores y a una distancia de

15 OTUs quedaban clasificados en dos grupos que separaban taxonóniicaniente 10

aislamientosdel restode la población.Segúnel métodoAST, los aislamientosde (2. albicans

estudiados,se clasificaron en 6 grupos, de los cuales4 poseían distancia taxonómicas
inferiores a 5 OTUs. El resto, representadospor 5 aislamientos mantenía una distancia

taxonómicacon los demássuperiora 20. El perfil PSA clasificó32 grupostaxonómicos,que
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se reducían a It si la distancia taxonómica se aumentaba a 5 OTUsy a sólo 5 grupos si dicha

distancia se consideraba10 OTUs. Hubo 26 aislamientosque mostraron una distancia
taxonómica de 20 OTUs frente al resto dejos aislamientos de (2. a]bicans

.

Los dendrogramas obtenidos para esta especie y los métodos de tipado estudiados se

reflejan en las Piguras 1, 2 y 3.

En (2. tronicalis el método API 20(2 AUXclasificó la población en 14 grupos que a

una distancia taxonómica de 5 OTUs quedaban reunidos en sólo 3 grupos. Sólo dos

aislamientosse separarondel resto unadistanciataxonómicade 25 OTUs. Con el AP! ZYM
se encontraron 45 gruposentre las 63 cepas estudiadas. A una distanciataxonómicade 5
OTUs, se apreciaron 17 subpoblaciones, 10 de ellas formados por un sólo aislamiento. A una

distancia taxonómica de 10 OTUs se mantenían 11 grupos. Hubo tres aislamientos que se

separarondel resto una distanciataxonómicade 25 OTUs del resto de la población. Los
dendrogramasde similitud de estosmétodosseexponenen las Figuras4 y 5.

El dendrogramadesimilitud sugeridopor el resistotipadoclasificó los aislamientosde
(2. tronicalis en 21 gruposcon una distancia taxonómica entre ellos superior a 5 OTUs. A una

distancia taxonómica de 10 OTUs se reunían en 8 grupos y necesitó una distancia taxonómica

de 25 OTUspara superar 12 aislamientos del resto de la población. El método AST estableció

sólo tres poblaciones, dos de ellas a una distancia taxonómica inferior a 5 OTUs que

albergabatodos los aislamientosmenosdos, que se diferenciabandel restoen unadistancia
taxonómicade 25 OTUs. El perfil PSAdiferenció28 gruposentrelos 63 aislamientosde (2

.

tropicalis a una distancia taxonómica inferior a 5 OTUs que ampliada a 25 OTUs los reunía
en dos únicaspoblaciones.Una de ellasreunía24 aislamientoscondistanciataxonómicade
hasta 10 OTUs. La otra población reunió el restoquequedabaa su vez clasificadoen dos
gruposque teníanuna distanciataxonómicade 15 OTUs.

En (2. uarapsilosis 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 taxonómica de 15 OTUs.

La otra población reunió 6 grupos que albergaban 42 de los 53 aislamientos de C.parapsilosis

analizados, separados por distancias taxonómicas que oscilaron entre 5 y más de 20 OTUs.

Hubo sólo un aislamientosapanadodel restocon una distanciataxonómicade 25 OTUs. El
perfil PSA estableció también dos grupos separados por una distancia taxonómica de 25

OTUs. Un de ellos agrupó la mayoría de los aislamientos, clasificados en 10 grupos, uno de

ellos mayoritario que contenía 22 aislamientos. El segundo grupo estuvo formado por 5
aislamientosque manteníancon el resto unadistanciataxonómicade 25 OTUs.
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FIGURA 1. DISTANCIA ENTRE BIOTIPOS EN C. alb¡cans: a) segúnel API 20C, b)
segúnel perfil API ZYM.
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FIGURA 3. DISTANCIA ENTRE BIOTIPOS EN C. albicans: e) segúnel método AST.
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El método AST, así mismo, estableciódos grupos bien diferenciados.El primero
reunió30 aislamientosen 5 grupos cuya distancia taxonómica era de 5 OTUs. El otro grupo
reunió el resto de la población en 6 gruposa una distanciatambiénde 5 OTUs. El perfil
enzimático marcó una distancia taxonómica de 25 OTUs para un sólo aislamiento de la
población de (2. parausilosis estudiada. El resto quedó reunido en 13 grupos cuya distancia
taxonómica era de 5 OTUs. En las figuras 6 y 7 se muestran las distancias entre biotipos en
(2. parapsilosissegúnlos diferentesmétodosanalizados.

En T. bei2elii el método API 20(2 AUX diferenció un aislamiento del resto de la
población a una distancia taxonómica de 25 OTUs. El resto se clasificó en 13 grupos con
distancias taxonómicas de casi 20 OTUs. El perfil enzimático diferenció3 aislamientos del
resto quedando el resto formando dos subgrupos y un aislamiento que mantenía una distancia
de más de 15 OTUs con dichos subgrupos. El resistotipado clasificó los aislamientos de T

.

beigelil en 2 grupos. Uno de ellos estaba formado por 10 aislamientosreunidosen 3 grupos

con una distancia taxonómica entre ellos de más de 10 OTUs. El resto de la población se
repartió en 6 grupos quedando un aislamiento a una distancia taxonómica de 20 OTUs del
resto de los aislamientos.El método PSA diferenció2 aislamientosdel resto quese reunió
en 10 grupos que mantenían entre si distancias de hasta 15 OTUs. El método AST marcó una
distancia taxonómica de 25 OTUs para uno de los aislamientosde T. beipelii, diferenciándolo
del resto de la población, que quedó reunida en 6 grupos con distancia taxonómicas menores
de 10 OTUs.

Los dendrogramasde similitud de esta especie para cada uno de los métodos
estudiadosse representanen la figura 8.

En (2. ~labratael API 20(2 diferenció 3 aislamientosdel resto con una distancia
taxonómica de 25 OTUs, quedando el resto formando un único grupo a la misma distancia
taxonómica. El perfil enzimático clasificó los aislamientos de (2. 2labrata en 10 grupos, 8 de
los cuales guardaban entre sí una distancia taxonómica de 10 OTUs y dos de ellos, que eran
unitarios, quedaron a una distancia taxonómica de 20 OTUs. El resistotipadoclasificó los
aislamientos de (2. 2labrata en 8 grupos, uno de los cuales reunía 7 aislamientos,que se
situaban a una distancia taxonómica entre 5 y 25 OTUs. El método AST reunió 9 aislamientos
en un grupo que quedó separado del resto una distancia taxonómica de casi 10 OTUs, los
otros 4 grupos restantes se situaron a distancias taxonómicas entre 20 y 25 OTUs. El método
PSA clasificó los aislamientos de (2. 2labrata en 10 grupos que mostraron distancias
taxonómicas variables entre 5 y 25 OTUs. Los dendrogramasparaestaespeciese representan
en la figura 9.
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Resultados

En la tabla65 vienenreflejadoslos gruposidentificadospor cadadendtogramaa una
distanciade 5 y de 10 OTUs, segúncadamétodode tipado.

5.3 RELACION ENTRE LOS METODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

A.- ANALISIS DE (2ORRESPONDEN(2IAS ENTRE EL METODO AP! 20(2 AUX Y EL

PERFIL ENZIMATICO

.

El análisisdecorrespondenciasentretodaslas parejasposiblesestablecidasentreestos
dos métodosnosdio un porcentajede varianzaexplicadaqueosciló entre0,53 y 0,58 para
(2. albicansy (2. tropicalis. En el caso de T. bei2elii fue de 0,24 lo cual indicó que la tabla
de dos dimensionescualitativasdondeestaríareflejada la informaciónde todaslas parejas
posiblesentreel API 20(2 AUX y el perfil enzimático,no seajustóbien a la representación
en un píano bidimensional. En (2. glabrata el porcentaje de inercia explicada fue de 1 lo que
indicó que los datos de todas las parejas quedaban perfectamente representadosen el plano
bidimensional sin ninguna perdida de información; sin embargono se pudieron establecer
correspondencias entre las distintas parejas formadas entre los dos métodos. En el caso de (2

.

albicans todas las parejas quedaron próximas en un sector del espacio de forma que no fue
posible establecerrelaciones entre ellas, al menos en las dos dimensionesdel píano
estudiadas. Los biotipos2776174,6576174y 6776174quedaronalejadosde dicho conjunto.

B.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIA ENTRE LOS BIOTIPOS API 20(2 MIX Y EL
RESISTOTIPADO

.

El análisis de correspondenciaentre el API 20(2 AUX y el resistotipado nos dio unos

porcentajes de varianza explicada que oscilaron entre 0,41-0,47 para ~
y (2. parausilosis,0,54para (2. albicansy 0,67para (2. 2labrata. En el caso de (2. albicans

parecequeel análisisde correspondenciaentrelas parejasde los dos métodosreveló cierta
correspondencia entre las parejas 2174174-OOOBKOOy 2556174-O(2OBKKL. 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 dimensionesdel espacio
consideradas.En (2. tropicalis tomando el plano bidimensional como referencia se
encontraron tres parejas que mostraron correspondencia: 2556175-OOOOKOL, 6756135-
OOOOKKLy 2576175-OCFBKKJ.>. El resto se dispuso formando un grupo muy próximo en
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el espacio que no permitía establecerninguna correspondenciaen las dos dimensiones
analizadas. En (2. parapsilosis se encontró correspondenciaentre 6746175-6752115-’
0000000, 2742175-0(2FBKKL, 6756175-O(2OBKKL y 2746174-O(2OOKOL. El resto de
parejas se distribuyeron en el plano sin que fuera posible establecer relacionesentreellas. En
T. beipelii se estableció relación entre las parejas 6745775-OOOBOOO,2744775-OOFBOOL,
6757775-6767774-0000000, 2765737-O(2FOOOO. El resto se distribuyó al azar en un

sector del plano siendo imposible encontrar alguna correspondencia en dos grados de inercia.
En el caso de (2. 2labrata se encontraron dos parejas que guardaban correspondencia,
6000040-OOFOOOLsituada en un extremo del plano y 2000100-U(2OBKKL en otro extremo
del plano. El resto se situó próximo en una región del plano bidimensional sin guardar
correspondencia, al menos en el corte del plano analizado.

La representacióngráficadelas correspondenciasestablecidasentreel API 20(2AUX
y el resistotipado,en (2. elabrata,en el plano bidimensionalse muestraen la figura 10.

(2.- ANALISIS DE (2ORRESPONDEN(2!A ENTRE LOS BIOTIPOS AP! 20(2 Y EL
MORFOTIPADO

.

El análisis de correspondenciasentreestosdosmétodo nos indicó unosvaloresmuy
buenosde porcentajede varianzaexplicada. En (2. albicansdicho porcentajede inercia fue
de 0,74. Se encontraroncorrespondenciaentre los morfotipos sin borde y los biotipos
2172174,2174174,2556174y 2566174.El restodel conjuntose situó en un mismo sector
del plano sin que pudieran apreciarsesus posibles correspondencias.En el caso de (2

.

tropicalis se encontróun porcentajede varianzaexplicadade 0,95 lo cual indicabaque la
informaciónde todaslas parejasde resultadoscualitativosentrelos dosmétodos,seajustaban
muy bien al planobidimensionajsin queexistierapérdidade información. En estaespeciese
encontró relación entre los morfotipos sin borde y 2556075,6756135,también entre los
morfotipos BEF y 2556175, y entre los morfotipos BAF y BAGcon el resto de los biotipos
AP! 20(2. En C. uarapsilosis como era de esperar se encontro correspondencia, con un
coeficientede varianzaexplicadade uno, entrelos morfotipos sinbordey todos los biotipos
AP! 20(2. En T. beigelii el porcentajede inercia explicado fue de uno, lo cual indicó
correspondenciaentre las parejasBAG-2545775-2740775,BD-6747774. El resto se situó
próximo en el plano de análisis. El análisis de correspondencia en (2. Elabrata indicó
independenciaentrelas parejasanalizadas.

La representacióngráficadel análisisde correspondenciasestablecidasentreestosdos
métodos,en (2. tropicalis, en el planobidimensionalse muestraen la figura 11.
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D.- ANALISIS DECORRESPONDENCIAENTRELOS BIOTIPOS API 20(2 Y EL PSA.

El análisis de correspondenciasentre los biotipos AP! 20(2 AUX y los perfiles de
sensibilidad antifúngica indicaron porcentajes de varianza explicada de 0,61-0,62para (2

.

albicans y (2. parapsilosis, de 0,39 y 0,41 para T. beigelii y C. tropicalis y de 0,89para C~
glabrata. En (2. albicans se encontró relación entre 2174174-F13 y entre 2566174-2172174-
2556174-F2-FS. En (2. tropicalis se observócorrespondenciaentre 6556175-F26,2576175-
2546175-F12-F35, 2556375-F31 y 2556177-F2. En (2. parausilosishubo correspondencia
entre 6756135-PS, 6752135-F38 y 2756175-F34. En el caso de T. bei2elii se encontró cierta
relación entre las parejas2744775-F4,2744774-FSy 2765737-F25.En (2. 2labrata, que
mostró 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
planopero en el otro extremo, y 6000040-F45 que se situaron al otro lado del píano respecto
a las parejas anteriores. El resto se agrupo en otro sector del plano sin que pudieran
establecerse correspondencias entre las parejas que lo componían.

E.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIAENTRE LOS BIOTIPOS API 20(2 Y LOS
MORFOTIPOS AST

En (2. albicans el porcentaje de varianza explicado fue de 0,55 lo que indicó que los
datoscualitativoscorrespondientesa cadauna de las parejasposiblesentrelos dos métodos
comparados,seajustabasólo a mediasal planode representación,de formaqueparejasque

aparentementeestuvieran muy próximas en el plano, si se vieran desdeotra dimensión
podríanestarmuy alejadas.En conjunto no se encontrómuchacorrespondenciaentrelas
parejasestudiadas.Parecíaexistir relaciónentre2174174-RRNSy entre 2566174-RRNN.La
pareja2556174-LVSSseencontrabamuy alejadaen el plano del resto de las parejas.En (2

.

tropicalis seencontróun coeficientede varianzade 0,72, observándoserelación entre las
parejas, 254675-LRSS, 2556375 y 2556175 con RRNNy LVSN, 6757175-2556175-LVBSS.
En (2. uarapsilosis, el porcentaje de varianza explicado fue de 0,62. Se encontró
correspondenciaentre 6652175-RRSNy 6746175-RVBSSencontrándoseambas en sectores
alejados del plano respecto al grupo principal dondese encontrabael restodeparejasreunidas
sin posible conexión entre ellas. En T. beipelii se encontró un porcentaje de inercia explicada
de 1. Estudiandoel planobidimensionalse encontraroncorrespondenciasparalas parejas
RRSS-2744774-2744775,RRNS-2745737y el restodeparejasquecoincidieronen un mismo
punto del plano. En el caso(2. Llabrataseencontróun coeficientede varianzade 1 utilizando
una sola dimensión, sin embargo sólo se encontró correspondenciacon la pareja RRNN-
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2000041.El resto quedabareunido en el centro de la dimensión formando un grupo
homogéneodondeno se podíanestablecercorrespondencias.

F.- ANALISIS DE (2ORRESPONDENCIAENTRE EL PERFIL ENZIMATICO Y EL
RESISTOTIPADO

El análisisde correspondenciasentreestosmétodono reveló un buen coeficientede
varianza para ninguna de las especiesanalizadas,dandovaloresqueoscilaronentre0,39 y
0,51. (2. 2labrata fue la única especie que mostró un porcentajede varianzaaceptable,de
0.72. En Q.aikicans se encontró una pareja con relación, E13-OCOBKKL. En (2. tropicalis
se estableció cierta correspondencia entre El l-OOOOKOL-OOOOKKL-OOOBKKLy entre
E6 y O(2FBOOO-OOOBKOO.En Q..p¡2pzilosisse encontrócorrespondenciaentreEl 1-
O(2OBKKO y E27-O(2OBKOOL.En T. bei2elii seencontróuna cierta relación entreESí-

OCFOOOO,OOOBOOOcon E36, E34, MS, E43 y 0000000 con E48, E47, E21 y E50.

En (2. 2labrata hubo correspondencia entre E3-OOOBOOL, E28-OOOBKKL y MO-
OOOBKXO.

G~ ANALISIS (2ORRESPONDEN(2IA ENTRE EL PERFIL ENZIMATICO Y EL
MORFOTIPADO

• En C. albicans no se encontró un buen grado de correspondencia ya que el porcentaje
de varianza explicadafue de 0,57, sin embargose encontrócierta relación entre los
morfotipos BD y los perfilesE18, E21 y E4, entrelos morfotiposSB y E3, E6, E14 y E2

y entre los morfotipos BEG y los perfiles E15-El 1. En (2. tropicalis se encontróbuena
correspondencia (porcentaje de inercia de 0.84) entre BEG-E31, SB-BD-El 1 y el resto
quedaron próximos en un área del plano. En C. naransilosis el porcentaje de varianza
explicadafue de 1 utilizando unasola dimensión,lo que indicó que la parejasposiblesse
ajustabanperfectamentea unasola dimensión sin pérdidade información.Se encontraron
correspondenciasentrelas parejasBEF-E21,situadaen un extremode la dimensióny SB con
el resto de perfiles posibles en el otro extremo. En T. bei2elii hubo tambiénun uno de
correspondencia entre BD-E45-E34, BAF con los perfiles E47, FAS, E49, ESO, ESí, E36,
E19, E23, E42 y E43, quedandoel resto de perfiles enzimáticosrelacionadoscon BEG y
BEF. En C. ~labratano se encontró correspondencia entre las parejas de datos analizados.
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H.- ANALISIS DE (2ORRESPONDEN(2IAENTRE EL PERFIL ENZIMATI(2O Y EL
PERFIL DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

.

El análisis de correspondenciasen (2. albicans analizado a dos dimensiones sólo
explicabaun 0.37d¿ladiversidad.Seobservóun grupoformadoporF3-FS-F12relacionado
con E2-E3-E4-E17-E18-E21y otro grupo que albergabael resto de las parejasdistribuidas
de forma difusa. En (2. tropicalis el porcentajede varianzafue de tan sólo 0,37. Pareció
existir cierta correspondencia entre las parejas F29-E38 y F37-E39 quedando el resto de las
parejas dispersas en el plano formando un grupo bastantedelimitado.En (2. parapsilosisel

porcentajede varianzaexplicadofue de 0,5, se encontraron2 parejascon correspondencia,
F13-E27y F47-E21quedandoel restopróximasentresi, en un sectordelplanobidimensional
alejado de las otras dos parejas. En T. beieelii mostró un coeficiente de varianza explicada
de 0,5 y se observóciertacorrespondenciaentreF39-E42,F4-F5-E46,F38-E50,F25-E51
y F40-E19-E36, quedando el restoformandoun sectorapaneen el plano.En (2. ~labratase
encontró una fuertecorrespondencia(0.93 de varianzaexplicada)entreF2-E28,situándose
el resto de lás parejasestudiadasdispersasen el plano formandoun sólo grupo bastante

homogéneo.

1.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIAENTRE EL PERFIL ENZIMATICO Y LOS

MORFOTIPOSAST

.

En (2. albicanslas dos dimensionesdel plano analizadoexplicaronun 0.57 de la
diversidad existenteentre las parejasanalizadas(porcentajede varianza). Se encontraron
ciertascorrespondenciasentreF7-LVBSS y entreF3-RVNN, quedandoel restoformandoun

grupo difuso que no permitía establecercorrespondencia.En (2. trouicalis mostró un
coeficientede varianzaexplicadade 0,63. Las parejasestudiadassesituaronocupandotres
extremosdel planoanalizado.Uno con la parejaE29-RVSS,otro con E20 solitario y otro
extremoconel restode las parejasreunidas.En (2. parapsilosisel porcentajede varianzafue
de0,54y seencontróciertacorrespondenciaentrelas parejasLVSN-LVNN-E28, LRNN-E27
y RVSN-RVBSN-E24, quedandoel resto de los datos reunidos en tres sectoresmuy
próximos. ParaT. beieelii , con un porcentajede varianzaexplicadade0,54, el análisisde
correspondencias desvelé cierta relación entre E44-RRSS-RVSS, entre E45-E48-RVNS-
RRNS, entre E36-E43-E47-LRNN-LRNS y entreLRSS, RRSN, RRNN, RNNNcon el resto
de los perfilesenzimáticos.(2. ~labratamostró un índice de varianza de 1 utilizando una
únicadimensión,distribuyendolas parejasRBNN-E38y RRiNiN-E28 en un extremodedicha
dimensióny LRNN con el restode los perfilesen el otro extremo.
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La representacióngráfica del análisisde correspondenciasentreel perfil enzimático

y el morfotipadoAST, para (2. uarausilosisy T. bei2elii se detallanen las figuras 12 y 13.

J.-ANALISIS DE CORRESPONDENCIAENTREEL MORFOTIPADOY EL PERFIL DE

SENS!BILIDAD ANTIFUNGICA

.

En (2. albicans el coeficiente de varianza explicada fue de 0,67. Las parejas posibles

se situaron formando un grupo difuso en el plano bidimensional de difícil interpretación, sin
embargo se encontró cierta relación entre el morfotipo BEF y los perfiles FIá, F19,FS, Fil,
FiS, F43 y el morfotipo BAF se situó próximo a los perfiles Fi, F6, F7, F12, FíE. Los
perfiles F42 y F45 quedaronaisladosdel restoen un sector y F9,FíO, y F20 lo hicieron en

otro sector.En (2. tronicalis las dosdimensionesdel espacioexplicaronel 85% de varianza,
encontrandorelaciónentreSB-F1, BAG-F31 que se situaronpróximos a dos gruposbien
definidosque incluían los morfotiposBD y BEG en uno y BD y BAF en otro sector. En el

otro extremodel planosesituaronlas parejasBEF-FS-F36.En el caso deT. bei~elii las dos
dimensionesdel planoexplicaronel 100% de la varianza,mostrandorelaciónentreBAG-F2-
F4, y otro grupo con el resto. El análisis de correspondencia para (2. glabrata indicó que las
parejas se comportaban con independencia.

K.- ANALISIS DECORRESPONDENCIAENTREEL MORFOTIPADOY EL PERFILEN

Para (2. albicans el plano solo explicó el 58% de la varianza, quedando todas las
parejas estudiadas reunidas en una cuarta parte del plano. Hubo cierta relación entre BD con
LRSN, RRSSy RRNNentre BDcon LVNS, LRNN, LRNSy LRSS, entre BEG-RBNNentre
SB-RMNS y el resto muy próximosentresí. En (2. tropicalis el índice de correspondencia
fue del 0.88 encontrando correspondencia entre LVNN-BD, SB y BAF con RRNS, LVSN,
RRNN y RMNS y el restodeparejasAST con BEO y BD.

T. beigelii y (2. glabratasemostraronindependientes.(2.naraDsilosismostróun coeficiente
de varianzaexplicadode 1 utilizando sólounadimensión.En un extremode dichadimensión
se situó la parejaRRSS-BEFy en el toro extremode la dimensión,el restode las parejas

posibles.

La representacióngráfica del análisis de correspondenciasestablecido entre el
morfotipadoII y el morfotipadoAST, para(2. tropicalis se detallaen la figura 14.
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M.- ANALISIS DE CORRESPONDENCIAENTRE EL RESISTOTIPADO Y EL
MORFOTIPADO

El análisis de correspondenciaconsideróindependienteslas parejasde resistotipo-
morfotipo de (2. 2labrataestudiadas.ParaT. beieelii en dos dimensionespudoexplicarseel
100% de la diversidadencontrándosecorrespondenciaentreBD-OOFBOOL, el morfotipo
BAF y lasparejasOCFOOOO,OCFBOOL, OOOBOOL,0000000 y OOFOOOL;y entre

BAG y U(2FBOOL, OCFBOOO y OOFBOOL. En (2. tropicalis el porcentajede varianza
explicadafue de0,57, encontrándoseciertacorrespondenciaentreBEG-O(2OBKOOI,BAG-
O(2FBOOOy SB con los resistotiposOOOOKKL, O(2FBKKL, OOOOKOL, OCOBKKL y

OCOBOOL. En (2. narausilosisel porcentajede varianzaen una soladimensiónfue de 1,
lo que significaba que una sola dimensión era capaz de representarla correspondencia
existenteentrelas parejasanalizadas.Se encontróuna fuerte correspondenciasentreBEE-
O(2OBKKO, quedandoen el otro sectorextremodela dimensiónel restodeparejasposibles.
Para(2. albicans el porcentaje de varianza explicado fue de 0,61, se encontró correspondencia
entreBEG-O(2OBKOOy SB-O(2OOKOL. En otro sectordel planoexistíacorrespondencia
entreBAO y BD con 0(200000, 0000000, OCOBOOL, O(2FBKOO, O(2FBKKO.

N. - ANALISIS DE (2ORRESPONDEN(2!AENTRE EL RESISTOTIPADOY EL PERFIL
DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

.

En (2. 2labrata encontramosuna fuerte correspondenciaentre Fi l-OOFOOOL,

situándoseel restode parejasestudiadasdispersasen el espacioformandoun sólo grupo, sin
embargoel porcentajede varianzafue de 0,48 lo que indicaríaque sí estudiáramosdichas
parejasdesdeunadimensióndiferente,las parejasqueaparentementeseencontrabanpróximas
podríanestarmuy alejadas. En T. bei2elii tambiénse encontróun porcentajede varianza
explicadade 0,48 y se encontraroncorrespondenciasentre F7-F38-OOOBOOL,F25-
O(2FOOOOy F4-OOFBOOL.En (2. parausilosis,quemostró un coeficientede varianzade
0,43, seencontrarondosparejasrelacionadasF13-OCOBKOLy F42-OOOOOOL,situándose
el resto de las parejasseparadasen el plano por diferir en sus característicasaunquese

distribuyen en una misma región del plano. En (2. albicansse observó un porcentajede
varianzaexplicadade0,40,encontrándosecorrespondenciasentreF22-OCFBKKL,quedando
el resto agrupadoen una región del plano sin suficiente dimensionesque expliquen su
parecido. (2. tropicalis mostró un porcentajede varianzaexplicadade 0,24 y seobservó
correspondencia en la pareja F34-0(2OBKOO. Para el resto de las parejas estudiadas no se

pudo explicar la correspondenciaen sólo dosdimensionessituándosede formadifusa en el

105



Resultados

plano.

La representacióngráfica del análisis de correspondenciasestablecidoentre el
resistotipadoy el perfil PSA, para(2. albicanssedetallaen la figura 15.

L.~. ANALISIS DE (2ORRESPONDEN(2IAENTRE AST Y EL RESISTOTIPADO

El análisis decorrespondenciasen (2. albicansnos indicó un porcentajede varianza

explicadade 0,46. No se consiguiómucha información porquelas parejasquedaronmuy
juntas en el plano. Se observóalgunarelaciónentre LVSS-OCOBKIKL. En (2. tropicalis el
coeficientede varianzafue de 0,53 y seencontróciertacorrespondenciaentre las parejas
LRSS y O(2FBOOO-OOOBKOOy entreLVNN con OOOBKKL, OOOOKOL, OOOOKKL.

En (2. uaransilosis,con un porcentajede varianzaexplicadade 0,52, se encontrarontres
gruposbiendefinidos,RVSN-OCOBKOL,RRSS-OCOBKXO,y el restocoincidiendoen un

punto del plano por lo que con sólo dos dimensionesse obtuvo poca información de la
diversidad.En T. beipelii el análisis de correspondenciasindicó un coeficientede varianza
de 1 explicadotomandosóloun factor, lo quesignificóque unasoladimensiónpodíaexplicar
la relaciónentrelas distintasparejasposibles.En un extremode dichadimensiónsesituaron
las parejas RRSS-RVSS-RRNS-OOOOOOOO-OOOBOOL.hacia el centre sé situaron ala

mayoría de las parejas formando un grupos homogéneo imposible de discernir
correspondencias.Enel otroextremode la dimensión quedó la pareja RRNS-OCFBOOO.En
(2. ~labrata se encontró un coeficiente de varianza de 1 para las dos dimensiones

consideradas.Se observaroncorrespondenciasentre RRNN-OOOBKOO y en el extremo

opuesto RBNN-OOOBKKL,quedando el resto de las parejas reunidas en un mismo sector
del planobidimensionalsin quepudieranestablecersemáscorrespondencias.

La representacióngráfica del análisis de correspondenciasestablecidoentre el

resistotipadoy el perfil AST, paraT. bei2elii, explicadocon un sólo factor, sedetallaen la

figura 16.

O.- ANALISIS DE (2ORRESPONT)EN(2IAENTRE EL PERFIL AST Y EL PERFIL DE

SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA.

Los coeficientesde varianzaentreambosmétodososcilaron entreO paraT. bei2elii

,

0,34en (2. albicans, 0,63 para (2. troDicalis y 1 en el casode (2. 2labrata.En (2. albicans se
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encontróciertacorrespondenciaentreLVNS-Fl 1. En (2. paransilosishubo correspondencias
entre RRSS-F47y RVSN-F13. En (2. tropicalis entre LVNN-LRSS-F1 situadosen un
extremo y LVBSS-F 12-Fil, LVSN-F2-F4-F13.T. beigelii demostróindependenciaentrelas
parejasanalizadas.En (2. glabrata las dos dimensionesdel plano explicaronel 100% de la
varianza.SeencontraroncorrespondenciasentreRBNN-F2, RRNN-F3-FS,quedandoel resto

junto en otro sectordel plano.
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FIGURA 13. Representaciónen el espaciobidimensionaldel análisis de correspondencias
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FIGURA 15. Representaciónen el espaciobidimensionaldel análisis de correspondencias
establecidoentreel morfotipadoII y el perfil PSAen C. albicans
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Tablas

TABLA 1. Porcentajesdedistribución de las especiesaisladasen cadauno de los gruposde
muestrasconsideradas.

ESPECIE ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL

C. alb¡cans 58,9 65 42,4 58,3 17,3

C. tronicalis 17,8 5,0 17,0 30,6 9,8

C. naransilosis 2,8 1,7 4,0 5,6 32,3

C. plabrata 1,9 13,3 5,1 2,8 1,5

C. guilliermondli 3,7 1,7 9,0

C. krusei 4,7 3,3 2,0 3,8

C. Iusitaniae 1,9 1,7 4,0 1,5

C. faniata 1,9 2,0 1,5

C. kefvr 2,0 2,8

candidas 0,9 1,7 20 5,3

T. heI2eIií 3,7 5,0 5,1 0,8

TrichosDoronso 1,7 0,8

Cr. neofornians 10,0

Crvotococcus so 1,0 0,8

Rbodotorula su 5,4

G. candiduin 1,9 2,3

5. cerevisiae 1,0 2,3

TOTAL 24,6 13,8 22,8 8,3 30,6
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TABLA 2. Porcentajede distribucióndecadaespecieestudiadaen los 5 gruposde muestras
consideradas.

ESPECIES ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

C.albicans 33,5 20,79 22,3 11,2 12,2 43,2

C.tron¡calis 30,2 4,8 27 17,5 20,6 14,5

C.naraosilosis 5,7 1,9 7,5 3,8 81,1 12,2

Cslabrata 11,1 44,4 27,8 5,6 11,1 4,1

C.uu¡fl¡ennondii 23,5 5,9 70,6 3,9

C.krusei 38,5 15,4 7,7 38,5 3

C.Iusitaniae 22,2 11,1 44,4 22,2 2,1

C.faniata 33,3 33,3 33,3 1,4

C.kefvr 66,7 33,3 0,7

Candidaso 14,3 14,3 71,4 1,7

T.bei~elii 17,4 13 21,7 47,8 5,3

Tr¡chosuoronsu 50 50 0,5

C.neoformans 100 2,3

Crvutococcussu 50 50 0,5

Rhodotorulasu 100 1,6

G.candiduni 40 60 1,1

S.cerevisiae 25 75 0,9
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Tablas

TABLA 4. Valoresde ConcentracionesMínimasInhibitoriasencontradasen lascepaspatrón
ensayadaspara los agentesantifúngicosincluidos 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

Rc9 0,5 0,5 0,25 4 0,25 256 1 1/640

12C 0,25 0,25 0,12 4 0,25 64 1 1/MO

CPJR 0,25 0,25 0,25 0,12 1 1 1 1/1280
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Tablas

TABLA 5. Biotipos API2OC AUX encontradosen C. albicans

.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORJNA 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 1 (3,7)

2572174 ¡ 1 (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 (1,1)

TOTAL% (33,5) (20,7) (22,3) (11,2) (12,2) 188(100)
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Tablas

TABLA 6. BioÉipos API2OC AUX encontradosen C. tronicalis y su distribución en los

distintosgruposde muestrasconsiderados.

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 (1,6)

6556135 1 1 2 (6,3)

6556175 3 1 (6,3)

6566174 1 (1,6)

6576175 1 (1,6)

6756135 1 (1,6)

TOTAL% (30,2) (4,8) (27) (17,5) (20,6) 63(100)
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Tablas

TABLA 7. Biotipos API2OC AUX encontradosen C. parapsilosisy su distribuciónen los
grupos de muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

2742175 1 (1,9)

2746174 1 1 (3,8)

2752175 2 (3,8)

2756175 1 (1,9)

6656175 1 1 (3,8)

6652175 1 (1,9)

6746175 ¡ (1,9)

6752135 6 . (11,3)

6756135 3 1 11 (28,3)

6756175 1 1 1 16 (35,8)

6772175 3 (5,7)

TOTAL% (5,7) (1,9) (7,5) (3,8) (81,1) 53(100)
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Tablas

TABLA 8. Biotipos API2OC AUX encontradosen T. beigelil y su distribuciónen los grupos
de muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO PIEL TOTAL%

2544775 1 (4,3)

2740775 1 1 (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 API2OC AUX encontradosen C. plabratay sudistribución en los grupos
de muestrasconsiderados.

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 API2OCAUX encontrados en las cepas control ensayadas.

CONTROLES BIOTIPO API2OC

AUX

C. albicansATCC 10231 2576174

C. laurentii ATCC 18803 2777773

C. kefyr ATCC 28838 6622466

CPJR 6446071

Rc7 2576 175*

Rc9 2776174

12C 2576174
* C. albicans que asimíló melizitosa.
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Tablas

TABLA 11. Perfiles enzimáticos encontrados en C. albicans y su distribución en los grupos
de muestras considerados.

TIPO ORAL GENITAL INVASIVO OPiNA PIEL TOTAL%

El 3 4 8 6 5 26(14,1)

EZ 1 1 t 3(1,6)

E3 1 1(0,5)

E4 3 1 1 5(2,7)

E6 5 3 1 3 12(6,5)

E7 1 ¡ 2(1,1)

ES 1 1(0,5)

E9 1 1(0,5)

BID 24 21 13 4 8 70(37,8)

Eh 2 1 2 1 6(3,2)

E12 6 4 5 2 1 18(9,7)

E13 2 2(1,1)

E14 1 2 3(1,6)

E 15 2 1 3(1,6)

E16 6 8 1 2 2 19(10,3)

E17 3 1 4(2,2)

BiS 1 3 1 5(2,7)

E19 2 2(1,1)

E21 2 2(1,1)

TOTAL 61 39 41 21 23 185(100)
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Tablas

TABLA 12. Perfilesenzimáticosencontradosen C. tropicalis y su distribuciónen los grupos
de muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENiTAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

E6 1 1 1 3(4,8)

ElO 2 4 1 7(11,1)

Eh 1 3 4(6,3)

£2 1 1(1,6)

£6 6 2 2 6 1 17(26,9)

E18 1 1(1,6)

E19 2 1 3(4,8)

E3 1 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 enzimáticos encontrados en C. uarapsilosis y su distribución en lo’s
grupos de muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

Eh 2 1 15 18(40)

E13 1 9 10(18,8)

HiS 2 1 3(5,6)

E20 3 3(5,6)

E2 1 1 1(1,9)

E22 1 1 2(3,8)

E23 6 6(11,3)

E24 1 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)
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Tablas

TABLA 14. Perfilesenzimáticosencontradosen T. beipelii y sudistribuciónen los grupos
demuestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO PIEL TOTAL%

E19 1 1(4,3)

£21 2 2(8,7)

£34 1 1(4,3)

£36 1 1(4,3)

£42 1 1(4,3)

£43 2 2(8,7)

£44 1 1(4,3)

£45 1 1(4,3)

£46 2 1 3 6(26)

£47 1 1(4,3)

E4& 2 2(8,7)

£49 1 1(4,3)

£50 2 2(8,7)

£51 1 1(4,3)

TOTAL 4 3 5 11 23(100)
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Tablas

TABLA 13. Perfilesenzimáticosencontradosen C. Llabratay su distribución en los grupos
de muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

£3 1 1 2(11,1)

£15 2 4 3 1 2 12(66,6)

£17 2 2(11,1)

£28 1 1(5,5)

£38 1 1(5,5)

TOTAL 2 8 5 1 2 18(100)
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Tablas

TABLA 16. Perfilesenzimáticosencontradosen las cepascontrol ensayadas.

CONTROLES 234567891011121314151617181920

C.aIbicansATCClO23l 111011100 11000 10 100

C.laurentiiATCClSSO3 lliOllIGO 11 00001 11 0

C.kefvrATCC28838 hI1011100h101001000

CPJR 111011100 1100011000

Rc7 111111000 1100010100

Rc9 011111000 1100010100

12C 111011100 1100010000
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Tablas

TABLA 18. Resistotiposencontradosen C. albicans y su distribución en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

OCFBKXL 1 1 2(1,1)

OCFBKKO 2 2(1,1)

OCFBKOL 1 1(0,5)

OCFBKOO 3 3(1,6)

OCFBOOL 2 1 3(1,6)

OCFHOOO 1 2 3(1,6)

OCFOOOO 1 1 2(1,1)

OCOBKKL 3 3(1,6)

OCOBKKO 1 1 2(1,1)

OCOBKOL 1 1 2(1,1)

OCOBKOO 2 2 4 2 10(5,3)

OCOBOOL 6 2 8 3 5 24(12,8)

OCOBOOO 6 11 8 4 10 39(20,7)

OCOOKOL 1 1 2(1,1)

OCOQOOL 3 3 2 8(4,3)

OCOOOOO 14 4 9 4 1 32(17)

OOFBKXL 1 1(0,5)

OOOBKOO 5 1 6(3,2)

OOOBOOL 1 2 1 4(2,1)

OOOBOOO 7 4 4 1 2 18(9,6)

OOOOKOO 2 2(1,1)

OOOOOOL 1 1(0,5)

0000000 6 3 2 6 1 18(9,6)

TOTAL 63 39 42 21 23 188(100)
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Tablas

TABLA 19. Resistotipos encontrados en C. tropicalis y su distribución en los grupos de
muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

OCFBICKL 1 1(1,6)

OCFBKKO 1 1 2(3,2)

OCFBKOL 1 1 2(3,2)

OCFHOOL 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)

OCOBKOO 2 2(3,2)

OCOHOOL 2 1 1 4(6,3)

OCOHOOO 7 2 6 5 4 24(38, 1)

OCOOOOO 1 1 2(3,2)

OOOBKKL 1 1(1,6)

OOOBKOO 1 1(1,6)

OOOBOOO 1 1(1,6)

OOOOKKL 1 1(1,6)

OOOOKOL 1 1(1,6)

OOOOOOL 1 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. Resistotiposencontradosen C. parausilosisy su distribución en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

OCFBKKL 4 4(7,5)

OCFOOOL 1 1(1,9)

OCOBKKL 16 16(30,2)

OCOBKXO 1 1(1,9)

OCOBKOL 1 1(1,9)

OCOOKXL 1 1 5 7(13,2)

OCOOKOL 1 1(1,9)

OCOOOOL 1 3 4(7,5)

OOOBKKL 1 1 1 5 8(15,1)

OOOOKKL 2 4 6(11,3)

OOOOKOL 1 1(1,9)

OOOOOOL 1 1 2(3,8)

0000000 1 1(1,9)

TOTAL 3 ¡ 4 2 43 53(100)
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Tablas

TABLA 21. Resistotiposencontradosen T. bei2elii y su distribución en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO PIEL TOTAL%

OCFBOOL 1 1 3 5(21,7)

OCFBOOO 1 2 3(13)

OCFOOOO 1 1(4,3)

OOFBOOL 1 1(4,3)

OOFOOOL 1 1(4,3)

OOOBOOL 1 2 3(13)

OOOBOOO 1 3 4(17,4)

0000000 1 2 3(13)

UCFBOOL ¡ 1 2(8,7)

TOTAL 4 3 5 II 23(100)
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Tablas

TABLA 22. Resistotiposencontradosen C. glabratay su distribución en los grupos de
muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

OCOBKKL 1 1(5,6)

OCOBOOO 1 1(5,6)

OOFOOOL

OOOBKICL 1(5,6)

OOOBKKO 2(11,1)

OOOHKOO 6(33,3)

OOOBOOL 1 2 1 4(22,2)

1(5,6)

1(5,6)

5 1 2 18(100)
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Tablas

TABLA 23. Frecuenciasrelativas de resultadospositivos a cadauno de los compuestos
químicosutilizadosen la técnicade resistotipadoparadas5 especiesmayoritarias.

ESPECIES lIME CIT SFC BOR SAL 11% SAL 13% MC

Calbicans 0 72,8 9 64,9 18 0,5 27

C.trooicalis 4,8 80,9 12,7 82,5 34 19 23,8

Caaracs¡Ios¡s 0 66 9,4 56,6 84 79,2 94,3

T.beiQelii 8,7 47,8 56,5 78,3 0 0 52,2

C.glabrata 5,6 11,1 5,6 94,4 61 27,8 44,4
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Tablas

TABLA 24. Resistotipos encontrados en las cepascontrol ensayadas.

CONTROLES RESISTOTIPO

C. albicansATCC 10231 OCOBOL

C. laurentil ATCC 18803 000000

CPJR OOOBOL

Rc7 OCOBOO

Rc9 UCOOOL

12C OCOOOO
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Tablas

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

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASiVO OPiNA 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 2(1,1)

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 4(2,1)

7320 2 1 3(1,6)

7330 2 7 2 11(5,9)

7331 1 1 2(1,1)

7340 4 3 9 1 3 20(10,6)

7346 1 1 1 3(1,6)

7530 3 2 1 1 7(3,7)

7540 27 13 7 8 10 65(36,4)

7541 1 1 2(1,1)

7546 1 1 2(11)

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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Tablas

TABLA 26. Morfotipos 1 encontradosen C. tropicalis y su distribución en los grupos de
muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO OPINA PIEL TOTAL%

0000 2 2 3 7(11,1)

0006 1 1(1,6)

5214 1 3 4(6,3)

5341 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 ¡ 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

TABLA 27. Morfotipos 1 encontradosen C. oarapsilosis y su distribución en los grupos de
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

0001 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(1,9)

TOTAL% 5.7 1,9 7,5 3,8 81,1 53(100)
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Tablas

TABLA 28. Morfotipos 1 encontradosen T. bei~elii y su distribución en los gruposde
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO PIEL TOTAL%

5318 1 1(4,3)

5524 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 2(8,7)

7540 1 1 2(8,7)

7541 1 1 2 2 6(26,1)

7546 1 1 2(8,7)

7548 1 2 3(13)

TOTAL 17,4 ¡3 21,7 47,8 23(100)
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Tablas

TABLA 29. Porcentajesdepositividadparacadauna de las característicasconsideradasen

el morfotipado1 paralas 5 especiesmayoritarias.

CARACTERíSTICA COD CA CT CP TB CG

BORDE

COLONIA

7

7
7

7

7

7

6,9

1
1,6

6,9

15,4

68

12,7

-
-

-

9,5

77,8

98,1

-
-

-

-

1,9

8

8

8

8

8,6

91,4

100

-
-

-

-

-

ANCHURA
MARGEN

5
5

5
5

5

6,9
0,5

4,2
39,4

48,9

12,7
-

7,9
6,4

73

98,1
-

-
1,9

-

4

4

4

4,3

95,7

100
-

-
-

-

GROSOR
MARGEN

4
4
4
4
4

6,9
5,3
6,9
24,5
54,2

12,7
9,5
1,6
9,6
66,6

98,1
-
-
1,9
-

2

21,6

8,6

13

56,5

100

-

-

-

-

SUPERFICIE
COLONIA

.
. 1

2
4
5
6
8

81,9
9
2,1
3,2
-
3,2
-

47,6
3,2
4,8
11,1
-
30,2
3,2

24,5
9,4
1,9
7,5
3,8
52,8
-

8,7
47,7
-
4,3
-
21,7
17,3

100
-
-
-
-
-
-
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Tablas

TABLA 30. Monotiposencontradosen las cepascontrolensayadas.

CONTROLES MORFOTIPADO¡

C. albicansATCC 10231 0000

C. laurentil ¿CCC 18803 0000

C. kefyr ATCC 28838 7240

CPJR 0000

Rc7 0000

Rc9 5331

12C 7540
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Tablas

TABLA 31. Morfotipos encontradosen C. albicanscon el morfotipadoII y sudistribución
en 1o~ grupos de muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENiTAL INVASIVO OPiNA PIEL TOTAL%

SB 4 4 3 1 1 13(6,9)

BD 14 6 15 7 5 47(24,9)

BEO 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 ¡88(100)
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Tablas

TABLA 32. Morfotipos II encontradosen C. tronicalis y su distribución en los grupos de
muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

SB 1 3 6 10(15,9)

BD 1 1 1 3(4,8)

BEO 1 1(1,6)

BEE 1 2 3(4,8)

BAO 1 1 2(3,2)

BAF 16 2 tI 9 6 43(68,3)

TOTAL 19 3 17 11 13 63(100)
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Tablas

TABLA 33. Morfotipos tipo II encontradosen C. narausilosisy su distribuciónen los grupos

de muestralconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO OPINA PIEL TOTAL%

SB 3 1 4 2 42 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 encontradosen T. beigelii y su distribución en los gruposde
muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

BD 1 1 2(8,7)

BAG 1 1 2 4(17,4)

BAF 3 2 4 8 17(73,9)

TOTAL 4 3 5 11 23(100)
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Tablas

TABLA 35. Frecuenciasrelativasde apariciónde cadauno de los morfotipos II posiblesen
cadauna de las 5 especiesmayoritarias.

ESPECIES SB BD BEG BEF BAG BAF

C.albicans 6,9 24,5 4,8 22,3 0,5 41

C.tropkalis 16,1 1,6 4,8 3,2 69,3

C. naransilosis 98,1 1,9

T.beigeli¡ 8,7 17,4 73,9

C4!labrata 100
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Tablas

TABLA 36. Morfotipos AST encontrados en C. a]bicansy su distribuciónen los gruposde
muestrasconsiderados.

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)

LRS5 1 1 2(1,1)

LVNN 3 1 4<2,1)

LvNS 1 1 2(1,1)

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 ¡ 1(0,5)

RVBSS 1 1(0,5)

RVSN 4 4(2,1)

RVNN ¡ 1(0,5)

RVSS 1 2 1 4(2,1)

TOTAL 33,5 20,7 22,3 11,2 12,2 188(100)
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Tablas

TABLA 37. Morfotipos AST encontrados en C. tronicalis y su distribuciónen los gruposde
muestras considerados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO OPiNA 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 9(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)

RVSS ¡ 1(1,6)

TOTAL96 30,2 4,8 27 17,5 20,6 63(100)
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Tablas

TABLA 38. Morfotipos AST encontrados en C. parausilosis y su distribuciónen los grupos
de muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

LRNN 1 2 2 5(9,4)

LR5N 3 3(5,7)

LVNN 1 4 5(9,4)

LVSN 2 5 7(13,2)

LVSS 1 1(1,9)

RRNN 1 2 3(5,7)

RVBSN 2 2(3,8)

RVNN 1 9 10(18,9)

RVSN 1 14 15(28,3)

RV5S 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 encontradosen T. bei2elii y su distribución en los gruposde
muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO PIEL TOTAL%

LRNN 1 1 2(8,7)

LRNS 1 1(4,3)

LRSS 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% 11,4 13 21,7 47,8 23<100)
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Tablas

TABLA 40. Morfotipos AST encontradosen C. 2labratay su distribución en los gruposde
muestrasconsiderados.

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. Resultadosglobalesde las frecuenciasrelativasobtenidaspara cadauna de las

característicasconsideradasen el métododel morfotipadoen AST.

CARACTERISTICA CODIGO CA CT CP TB

TEXTURA R

R

85,3

14,7

55,6

44,4

39,6

60,4

17,4

82,6

COLOR V

V

VB

M

B

69,7

28,7

0,5

1

O

27

33,3

34,9

3,2

O

20,7

75,5

3,7

0

0

91

8,7

0

0

0

BORDE N

N

36,7

63,3

52,4

47,6

56,6

43,4

30,4

69,6

HALO HIFAS N

N

12,8

87,2

33,3

66,7

5,7

94,3

78,3

21,7

157



Tablas

TABLA 42. Morfotipos AST encontradosen las cepascontrolesensayadas.

CONTROLES MORFOTISPO AST

C. albicansATCC 10231 LRNN

C. laurentil ATCC 18803 LRNN

C. kefyr ATCC 28838

CPJR

RS

Rc9

12C RRNS
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Tablas

TABLA 43. Perfil de resistenciaa antifúngicosencontradosen C. albicansy su distribución

en los gruposde muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO OPINA PIEL TOTAL%

Fi 4 5 2 1 12(7,2)

F2 2 4 1 7(4,2)

FJ 3 4 3 2 2 14<7,7)

14 4 5 5 5 19(10,5)

FS 7 2 9 3 2 23(12,8)

6 5 3 1 1 16<8,8)

F7 14 6 8 8 4 40(22)

ES 1 1(0,6)

F9 1 1(0,6)

FíO 1 1(0,6)

Fil 1 1(0,6)

F12 6 6(3,3)

F13 1 5 2 1 9(5,0)

Fi4 9 8 2 3 22(12,2)

FiS 1 1(0,6)

F16 2 2(1,1)

FiS 2 2<1,1)

Fi9 2 2(1,1)

F20 ¡ 1(0,6)

F2 1 1 1(0,6)

F22 1 1<0,6)

F48 1 1<0,6)

F46 ¡ 1<0,6)

TOTAL 63 39 41 21 21 185(100)
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Tablas

TABLA 44. Perfiles de resistenciaa antifúngicos encontradosen C. tropicalis y su

distribución en los gruposde muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASEIVO OPiNA PIEL TOTAL%
Fi 2 ¡ 4 7<10)

F2 3 3(5,1)

F4 1 2 3(5,1)

FS 1 1<1,7)

F6 2 2 4(6,8)

F7 2 2 4(6,8)

F9 1 1(1,7)

FIl 1 1<1,7)

F12 2 2(3,4)

F13 1 1 2(3,4)

F14 2 1 . 1 1 5(8,5))

FIS 2 2(3,4)

F20 1 1(1,7)

F23 1 1(1,7)

F24 1 1(1,7)

F25 2 2(3,4)

F26 1 1 2<3,4)

F27 2(3,4)

F28 1 1(1,7)

F29 3 3(5,1)

F30 1 1(1,7)

F3 1 1 1(1,7)

F32 1 1 2(3,4)

F33 1 1 2(3,4)

F34 1 ¡(1,7)

F35 1 1 2(3,4)

F36 1 1<1,7)

F37 2 2(3,4)

TOTAL 17 3 17 11 13 59(100)
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Tab¡as

TABLA 45. Perfiles de resistenciaa antifúngicos encontradosen C. uarapsilosisy su

distribuciónen los gruposde muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

FI 1 24 28(53,8)

F2 3 3(5,8)

F4 1 1(1,9)

Ps 1 1(1,9)

F13 1 1(1,9)

Fié 1 1<1,9)

F35 2 1 4 7(13,5)

F3 8 2 2(3,8)

F40 1 3 4<7,7)

F41 1 1(1,9)

F42 2 2(3,8)

F43 1 1(1,9)

TOTAL 1 4 2 42 52(100)
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Tablas

TABLA 46. Perfilesde resistenciaa antifúngicosencontradosen T. bei2elii y sudistribución

en los gruposde muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO PIEL TOTAL%

Fi 1 2 1 4<18)

F2 3 3(13,5)

F3 2 2(9)

F4 2 2(9)

F5 2 2(9)

F7 1 1(4,5)

F25

F3 8

F39

F40
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Tab¡as

TABLA 47. Perfilesde resistenciaaantifúngicosencontradosen C. 2labratay su distribución

en los gruposde muestrasconsiderados.

BIOTIPO ORAL GENITAL INVASIVO ORINA PIEL TOTAL%

FI 2 1 3(18,8)

F2 1 1(6,3)

F3 1 1 2 4(25)

FS 1 1 1 3(18,)8

FIl 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)
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Tablas

TABLA 48. Resultados globales de las frecuencias relativas de resistencias a las
concentracionesutilizadaspara los antifúngicosensayados.

ESPECIE (Cl A AB M E KE CL F CI

CA 2

2

2

99,5

0,5

0

99,5

0,5

0

73,9

23,4

2,7

94,7

4,3

1,1

25

24,5

50,5

99,5

0,5

0

12,2

26,6

61,2

3,7

96,3

0

CT 2

2

2

100

0

0

93,7

6,4

0

52,4

33,3

14,3

71,4

14,2

14,3

47,6

22,2

30,2

86,3

9,5

3,2

33,4

28,6

38,1

20,6

79,4

0

CP 2

2

2

100

0

0

71,7

16,9

11,3

96,2

3,8

0

98,1

1,9

0

88,7

7,5

3,8

100

0

0

77,4

13,2

9,4

5,7

94,3

0

TB 2

2

2

100

0

0

86,9

0

13

91,3

4,3

4,3

91,3

4,3

4,3

82,6

13

4,3

100

0

0

60,9

17,3

21,7

39,1

60,8

0

CG 2

2

2

100

0

0

100

0

0

81,2

12,5

6,2

81,2

6,2

12,5

75

25

0

93,7

0

6,25

18,7

6,2

75

1

100

0
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Tablas

TABLA 49. Perfilesantifúngicosencontradosen las cepascontrol ensayadas.

CONTROLES PERFIL ANTIFUNGICO

AMEKCFCI

C.albicansATCC10231 0 0 0 00 0 1

C. laurentii ATCC 18803 0 0 0 0 0 0 0

CPJR 0000012

RcS 000000 0
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Tablas

TABLA 50. Especiesencontradasen los 107 aislamientosde levadurasprocedentesde

muestrasorales de una poblacionNO-VIH y otra vJH.

ESPECIES POBLACION NO-Vm POBLACION vn TOTAL%

C. albicans 22 41 63(58,9)

C. tronicalis 11 8 19(17,8)

C. krusei 6 0 6(5,6)

C. au¡lliermondíi 2 2 4(3,7)

T. beigelii 4 0 4(3,7)

C. carausdosis 2 1 3(2,8)

C. faniata 1 1 2(1,9)

C. Iusitaniae 0 2 2(1,9)

C. 2labrata 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 encontradosenlas cepasde los exudadosoralesde las
poblacionesVIH y NO-VIH estudiadas.

BIOTIPO APL2OC POBLACION NO-vm POBLACION VIII TOTAL%

TOTAL% 52(48,6) 55(51,4) 107(100)

2000040
2000104
2544775
2556075
2556174

2556175
2556375

2566174

2572174
2576174

2576175

2740775
2744775

2746175
2776174

6000114

6100004
6176773
6422434

6442004

6516375
6556135
6556175
6556377

6576174
6576375
6632375

6756175

6756377
6776174
6776177
6776377

2

3

1
1

o
6
2

1

1
16
2
1

2

1
2

1

1
1

1

1

o
o
o
O
1
o
1

1

1

1
1

o

o
o
o
0

3
1
2

1

o
32

4
O

O

o
3
o
o
o
o
o
1
1

1

1

2
1
o
o
0

o
o
2

2(1,9)
3(2,8)

1(0,9)
1(0,9)

3(2,8)
7(6,5)

4(3,7)
2(1,8)

1(0,9)
48(44,9)

6(5,6)
1(0,9)
2(1,8)
1(0,9)

5(4,7)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
3(2,8)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
1(0,9)
2(1,8)
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Tablas

TABLA 52. Resistotiposencontradosentrelas levadurasaisladasde los exudadosoralesde
las poblacionesNO-VIH y VIH estudiadas.

RESISTOTIPO POBLACION NO-Vffl POBLACION VIII 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 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)

OCOOOOO 5 12 17(15,9)

OOFBOOL 1 0 1(0,9)

OOOBKKL 2 1 3(2,8)

OOOBKiKO 1 0 1(0,9)

OOOBKOO 2 3 5(4,7)

OOOBOOL 5 2 7(6,5)

OOOBOOO 5 3 8(7,5)

OOOOOOL 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 1 encontradosentrelas levadurasaisladasde los exudadosoralesde

las poblacionesNO-VIII y VIII estudiadas.

MORFOTIIPO 1 POBLACION NO-Vffi POBLACION VIII TOTAL %

TOTAL % 52(48,6) 55(51,4) 107(100)

0000 8 6 14(13,1)

0001 2 0 2(1,9)
0006 1 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 2(1,9)

5541 1 0 1(0,9)
7221 1 0 1(0,9)

7234 1 0 1(0,9)
7310 0 1 1(0,9)

7320 1 1 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 4(3,7)
7516 1 1 2(1,9)
7520 2 0 2(1,9)
7530 0 3 3(2,8)
7540 19 22 41(38,3)
7541 2 1 3(2,8)
7546 2 3 5(4,7)
7548 3 0 3(2,8)
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Tablas

TABLA 54. Morfotipos II encontradosen las cepasde levadurasaisladasde los exudados

oralesde las poblacionesNO-VIH y VIII estudiadas.

MORFOTIPO II POBLACION NO-Vffl POBLACLON VIII TOTAL%

SB 11 7 18(16,2)

BD 5 11 16(14,4)

BEF 5 5 10(9)

BEO 2 2 4(3,6)

BAG 2 4 6(5,4)

BAF 26 29 55(49,5)

TOTAL 56 52(48,6) 55(51,4) 107(100)
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Tablas

TABLA 55. Morfotipos AST encontradosentre las levadurasprocedentesde los exudados
oralesde las poblacionesNO-VIH y VIH estudiadas.

MORFOTIPO AST POBLACION NO-vm POBLACION VIII 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)

URSS 4 1 5(4,7)

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)

RBNS 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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Tablas

TABLA 56. Perfilesenzimáticosencontradosenlas cepasde C. albicansaisladasde muestras
oralesen las poblacionesNO-VIH y VIII estudiadas.

PERFIL API
zYM

POBLACION NO-
vIII

POBLACION
VIII

TOTAL
(%)

El 1 2 3(4,7)

E4 1 2 3(4,7)

55 0 2 2(3,2)

E6 6 0 5(7,9)

ES 0 1 1(1,6)

ElO 8 16 24(38,1)

511 1 1 2(3,2)

Em 0 6 6(9.5)

E13 2 0 2(3,2)

E14 1 0 1(1,6)

E16 0 6 6(9,5)

517 1 2 3(4,7)

SiS 0 1 1(1,6)

519 1 1 2(3,2)

521 0 2 2(3,2)

TOTAL (56) 22 (35) 41(65) 63(100)
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Tablas

TABLA 57. Perfilesenzimáticosencontradosen las cepasde C. albicansaisladasde muestras
oralesen las poblacionesVIH y NO-VIH estudiadas.

PERFIL PSA POBLACION NO-Vm POBLACION VIII TOTAL <%)

Fi 2 2 6(9,5)

F2 1 2 3(4,7)

F3 2 1 3(4,7)

F4 2 2 4(6,3)

F5 0 7 7(11,1)

Fá 0 6 6(9,5)

F7 5 9 14(22,2)

F9 0 1 1(1,6)

FíO 0 1 1(1,6)

F12 6 0 6(9,5)

F14 3 9 9(12,3)

FiS 1 0 1(1,6)

F19 0 2 2(3,2)

F48 0 1 1(1,6)

TOTAL (56) 22 (35) 41(65) 63(100)
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Tablas

TABLA 58. Porcentajesde simplicidad global obtenidosparacadauno de los métodosasí

como las frecuenciasrelativasde cada uno de los parámetros considerados en la valoración

de la simplicidad.

PARÁMETROS API ZYM RES Ml Ml AST PSA

No equipoespecial 80 80 80 100 100 100 80

Facil preparaciónde reactivos 100 100 60 90 90 90 60

Estabilidad de productos 90 80 70 80 80 80 70

Sencillez de protocolo 90 90 70 80 80 70 70

Tiempo corto de realización 90 100 80 40 40 60 90

Facil interpretación 80 80 70 70 90 90 70

SIMPLICIDAD GLOBAL 88,3 88,3 71,7 76,6 80 81,3 73,3
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Tablas

TABLA 59. Valores de operatividad y eficacia encontradoen C. albicansparacadauno de
los métodosde tipadoestudiados.

METODO

EFICACIA OPERATIVIDAD

TIPABILIDAD REPRODUCIIIILIDAD DISCRIMiINACION SIMPLICIDAD

API 20C 100 87 40 88

API ZYM 100 84 81 88

RESISTO 100 70 89 72

MORFO 1 100 50 86 80

MORFO[1 100 94 75 77

AST 100 83 74 82

PSA 100 87 89 75
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Tablas

TABLA 60. Valoresde operatividady eficacia encontradosen C. tropicalispara cadaunode los métodosde

tipado estudiados.

METODO
EFICACIA OPERATIVIDAD

TIPABILIDAD REPRODUCIBILIDAD DISCRIMINACION SIMPLICIDAD

API 2O~ 100 97 79 88

API ZYM 100 97 87 88

RESISTO 100 87 84 72

MORFO1 100 60 83 88

MORFO II 100 97 51 77

AST 100 84 94 82

PSA 100 84 97 73
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Tablas

TABLA 61. Valoresde operatividady eficaciaencontradosen C. naraDsijosisparacadauno delos métodosde

tipado estudiados.

METODO

EFICACIA OPERATIVIDAD

TIPABILIDAD REPRODUCIBILIDAD DISCRIMINACION SIMPLICIDAD

API ZOC 100 80 78 88

API ZYM 100 70 82 88

RESISTO 100 75 86 72

MORFO 1 100 80 68 80

MORFO11 100 100 3 77

AST 100 75 85 82

PSA 100 75 69 73
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Tablas

TABLA 62. Valores de operativídad y eficacia encontradosen T. beiEetii paracada uno de los métodosde

tipado ensayados.

METODO
EFICACIA OPERATIVIDAD

TIPABILIDAD REPRODUCIBILIDAD DISCRIMINACION SIMPLICIDAD

API 20C 100 75 94 88

API ZYM 100 75 92 88

RESISTO 100 83 90 72

MORFO 1 100 58 90 80

MORFO II 100 92 43 77

AST 100 93 79 82

PSA 100 83 88 73
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Tablas

TABLA 63. Valores de operatividady eficacia encontradosen C. 2labratapara cadauno de los métodosde

tipado estudiados.

METODO

EFICACIA OPERATIVIDAD

TIPABILIDAD REPRODUCIBILIDAD DISCRIMINACION SIMPLICIDAD

API 20C 100 83 31 88

API ZYM 100 100 58 88

RESISTO 100 83 86 72

MORFO 1 100 67 0 80

MORFO II 100 100 0 77

A5T 27 93 67 82

PSA 100 83 85 73
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Tablas

TABLA 64. Porcentajede inercia (varianza)explicadaal extraerdos factoresdel análisisde correspondencia

para los 5 métodosestudiados.

METODO ESP API ZYM RESIS MORFO PSA

ZYM CA

CT

CP

TB

CG

0,56

0,53

0,58

0,24

1*

RESIS CA

CT

CP

TB

CG

0,54

0,41

0,47

0,45

0,67

0,46

0,39

0,51

0,46

0,72

MORFO II CA

CT

CP

TB

CG

0,74

0,95

1*

1

O

0,57

0,84

1*

1

O

0,61

0,57

1*

1

O

PSA CA

CT

CP

TH

CG

0,61

0,41

0,62

0,39

0,89

0,37

0,35

0,5

0,4

0,93

0,40

0,24

0,43

0,48

0,48

0,67

0,85

1*

1

0

AST CA

CT

CP

TB

CG

0,55
0,72
0,62

1*
1*

0,57

0,63

0,54

0,54

1

0,46

0,53

0,52

1*

0,9

0,58

0,88

1*

0

01

0,37

0,63

0,53

0

* Porcentajede varianzaexplicadocon un sólo factor.

= correspondenciaentre los dosmétodoscomparados.

0= independenciaentrelosdos métodoscomparados.
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TABLA 65. Distanciaentrebiotiposcuantificadaa 5 y 10 OTUsde distanciataxonómicapara las especiesmás

significativas.

ESPECIE METODO DISTANCIA

5 OTUs 10 OTUs

C. albicans API 20C

API ZYM
RESIS

AST

PSA

1

17
25

2

13

1

12
7

2

5

C. tronicalis API 20C
API ZYM

RESIS
AST
PSA

1

17

21

2

13

1

11

8

2

5

C. paransilosis API 20C

API ZYM

RESIS

AST

PSA

1

16

13

4

10

6

6

6

6

6

T. beiaelii API 20C

APIZYM
RESIS
AST

PSA

14

9

9
3

7

5

5

5
5

5

C. ,zlabrata API 20C

APIZYM
RESIS
AST
PSA

9

9
9
9
9

5

5
5
5
5
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1. FRECUENCIADE LEVADURAS EN NUESTROHOSPITAL

La frecuencia de micosis ha aumentadosustancialmenteen los últimos años,
principalmente por el uso de terapias agresivas. Además, hongos que antes se consideraban

como contaminanteso simples colonizadores,ahora aparecencomo patógenoshumanos
significativos,sobretodo en la poblacióninmunocomprometida.Dadasuelevadamortalidad
(166), sehacenecesarioel desarrollode medidasde prevención,diagnósticoy tratamiento

que eviten el continuoaumentodeestegrupode patógenos.La posibilidadde encontrarun
métodoque diferenciedistintostipos en los hongosaisladosdepacientescon micosis, y que
permitiera discriminar una colonización de una invasión (cepas virulentas), sería una

herramientapoderosapara investigar la epidemiologíade las infeccionesfúngicas y su

prevención(119).

A la vista de nuestrosresultadosde identificación de las levadurasaisladasen el
Hospital Universitario de San Carlos, se puedever como era de esperar,que la especie

aisladaen la mayoríade los casosfue C. albicans(43,2%), seguidaa distanciaconsiderable

por C. tronicalis (14,5%)y C. parapsilosis(12,2%). En muchamenorproporciónseaislaron
C. ~labrata(4,3%), C. puilliermondii (3,9%) y C. krusei (3%). En un estudioanteriorcon

cepasaisladasen 1986 (28), C. albicansfue la especiemásfrecuente(62,6%), seguidade C

.

parapsilosis,y de C. tronicalis en tercer lugar.

Es difícil obtenerdatossobrela incidenciadelevaduras,porquehaypocasestadísticas
globales.En España, Gatelí y cols. (84), en 1988, estudiaron543 episodiosdebacteremiay

fungemiay encontraronqueCandidaSDD. erael quinto microorganismoaisladoen frecuencia.
Torres Rodríguez y cols. (288), en Barcelona,encontraronla siguientefrecuenciade especies
de Candidaaisladas:C. albicans(70%), C. troDicalis y C. 2labrata(15%) y C. parapsilosis
(8,5%). Hernández-Molina y cols. (100) encontraron la siguiente frecuencia de especies entre
sus aislamientos: C. albicans (56,9%), C. paransilosis (12,9%), C. 2uilliermondii (10,7%)
y C. tropicalis (10,2%).

En Francia, Meunier-Carpentier(176), en un estudiosobre infección nosocomial,
encontrócomoespeciesmásfrecuentesC. albicans,C. troDícalís, £ parapsilosisy O. krusei

.

Los datosmásrepresentativosen USA los proporcionael Centrode Controlde la Infección
(CDC),a travésdel NNIS (NationalNosocomialInfectionSurveillance).En 1984, de2&965

infecciones,Candidason. fue el octavopatógenomáscomún y representóel 5,5%de todos

losaislamientos.La categoríade “otroshongos”seconsideróelonceavopatógenonosocomial
másfrecuente,representandoel 1,7% de todoslos aislamientosnosocomiales.Estaincidencia

fue en aumento,como demostrabanlos datosNNIS del período 1980-1982dondeCandida
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ZPL representóel 4,5%, frenteal 5,5% obtenidoen el período1983-1984(304).

Baneijee (7) hizo un estudio de 25.000 casos de hemocultivos en un Hospital
Universitarioy encontróqueun 6,5%de los cultivos positivoseranlevaduras.En los 10 años
queduró el estudioel índice de aislamientode Candidasp. subió del 219 al 487%, siendo
el segundoque más había gumentadodespuésdel estafilocococoagulasanegativo. En un
estudiorealizadopor Wey y cols. (306) entre1983-1986en un Hospital Universitario, las
levadurasrepresentaronel 10% de los hemocultivospositivos. La incidenciadecandidemia

aumentóen USA entre1977-1984del 0,5 al 1,5 de cada10.000enfermosingresados.En

Canada,Robertsy cols. (246) realizaronun estudiode 1972episodiosdecultivos de sangre

positivosquerevelóun 5,9% defungemiasclínicamentesignificativascausadaspor Candida

,

En Africa, Badenhorst(4), encontró una frecuencia de aislamientosde levadurasen
hemócultivo del 2,1%, siendo C. albicans la más frecuenteen el 42%, seguidode C

.

tropicalis (25%) y C. narapsilosis (20%), datosbastanteparecidosa los nuestros.

T. beieelii no es un microorganismoque se aísle con frecuencia,sin embargoen
nuestro hospital se aisló en un 5,3%,porcentajeinclusosuperioral de C. 2labrataqueesuna
levadurade ciertarelevancia.

C. neoformans,en España,no esunalevadurafrecuente,comodemuestrael quehaya
sido aislada en un 2,3% de las muestras de levaduras positivas. Este porcentaje es mayor en

los últimos afios debidoal aumentode la poblacióninmunodeprimidaqueessusceptiblea la
infecciónporestemicroorganismo.En USA esel primeragentefúngicoqueafectaSNC entre

los pacientescon SIDA y con neoplasias;un 5% de los pacientescon SIDA desarrollan

infeccióncriptocócica (281). En un estudio realizadoen Carolinadel Sur con 299 muestras
de lugarescontaminadospordetritusde palomas,encontraronC. neoformansen el 45% (54).

El análisisestadísticode la incidenciade especiesen cadaorigenanatómicoestudiado

nos revela la especiemás frecuenteen cadatipo de muestra.El resultadoesperadoseríaque

C. albicansfuera la más frecuenteen todos los tipos de muestrasya que es la que seaísla
casi en el 50% de los cultivos positivos. De acuerdocon lo esperadoC. albicansfue la

especiemayoritariaen todoslos tipos de muestrasestudiadas,perocon unaexcepción:en las
muestrasde piel y uñasC. parapsilosisfue la especiemayoritaria. En las muestrasorales,
profundasy orinas, C. tropicalis fue el segundomicroorganismoaislado en frecuencia,
mientrasqueen las muestrasde origen genital C. 2labratafuela quesiguió a C. albicansen
importancia.

Si se analizanlos porcentajesestadísticosde distribución de cadaespecieen los
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diferentesnichosanatómicosseobtieneinformaciónde cual es la localizaciónpredilectade
cadauna de las especies.C. albicansse distribuyóen todos los tipos de muestrasde forma
homogénea,aunquepareciómostrarcierta preferenciapor las muestrasorales. C. trouicalis
se comporté de forma similar a C. albicansrepartiéndosede forma parecidaen los seis

orígenesquese han considerado,mostrandoalgo de preferenciapor la cavidadbucal. En el
caso de C. glabrata se pudo demostrarque un 44,4% mostraba preferencia por las
localizacionesgenitales.La distribucióndeC. parapsilosisen los diferentesorígenesdedónde

se aislé, nos reveló que en un 81,1% tendíaa aislarsede muestrasde piel y uñas. Algo
parecido ocurrió con C. 2uilliermondii que en un 70,6% de los casostendíaa ser aisladode
muestrassuperficiales.C. lusitanie demostróen un 44,4%, estarasociadaa muestrasde
origen interno y sercausantepor tanto de infeccionessistémicas.De modo similar, C. kefvr
sólofue aisladade muestrasinternasen el 66,6% o de muestrasde orinaen el 33,3%. Las

restantescepasde Candidaaisladasde forma ocasional,seasociaronen un 71,4%a muestras
superficiales,como era de esperar por su escasavirulencia, aunquehubo un 14% que se
comportaroncomocepasinvasivas.Así mismo, todos los aislamientosde Rhodotorulaque
se encontraronse localizaron en piel. T. bei2elii mostró preferenciapor localizaciones

superficialesen un 47,856, pero en el 21,7% seasocióa infección de tejidos profundos.

La mayoríade las especiesestudiadascumplieronlas característicastípicasdel género
y especieal quepertenecían,aunqueen algunoscasossepresentaronexcepciones.En nuestro
estudioel sistemaAPI 20C AUX identificócorrectamenteel95,4%de nuestrosaislamientos.
En tres aislamientosseidentificó una especieque no estabaen la basede datosdel sistema
API.

Buesching(24) encontróqueAPI 20C AUX identificabacorrectamenteel 96% de las

505 levadurasque utilizó en su estudio. Latid (137) observóque API 20C identificaba

correctamenteel 97% de los aislamientos,comparadocon un métodosconvencionalayudado
de la morfología microscópica.También encontróque las especiesmás frecuentes se
identificaban correctamenteen un 98%, mientras que si se trataba de especiescomo

Cryptococcus,Trichosporon o Geotrichum se identificabancorrectamentesólo el 90%.

Ambosdatosresultaronsersumamentepróximosa los obtenidosen nuestroestudio.

Hay quedestacarque fue imprescindibleel apoyode la morfologíamicroscópicaen

medio de agar corn-meal y la prueba de producciónde tubo germinativo porque había

especiesque podíandar idénticopatrónde asimilación.Así porejemplo seobservóque en

algúncasoC. laurentii, C. 2uilliermondiiy T. beiEelii podíancoincidir los códigosAPI, pero
podían ser identificadascorrectamentepor su morfología microscópicacaracterística.Lo
mismoocurrió con 1. cauitatumy algún aislamientode C. krusei, y con C. famatay C~.
2uilliermondii. Land (127) encontró,al igual que nosotros,problemasen la diferenciación
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de algunasespeciessin el apoyode la morfología.

Tambiénseencontraronproblemasen la identificaciónde algunosaislamientosde C

.

albicans y C. tronicalis si sólo seatendíaal código obtenido por API, ya quela únicaprueba
que los diferenciabaera la melezitosa. En nuestrocaso encontramosdos C. albicansque
resultaronsermelezitosapositivosy representabanun 1 % detotal. Estasfueronidentificadas
incorrectamente como C. tronicalispor el sistemaAPI. Demodo similar seencontrarondos

C. tropicalis melezitosanegativos, que el sistema API identificó como C. albicans y
representóel 1.6% de los aislamientosde dicha especie. En amboscasosla especiese

identificó correctamentecon los resultadosde producciónde tubo germinativoy producción
de clamidosporasen medio CM. Syverson(284) encontróel mismo problemaquenosotros
obteniendo un 3% de C. albicansque el API identificabacomo C. tronicalis. Land (137)
encontróun 2% de C. albicansqueasimilabanmelezitosa.El sistemaAPI indicabaen sus

valorts de melezitosala posibilidad de encontrarel 4% frente al 1% que encontramos
nosotrosparaC. albicans.Estepequeñoporcentajedeerrorseresolvíafácilmenterealizando

la detecciónde tubo germinativoy la produccióndeclamidosporas.

Existía tambiéndesacuerdoen cuantoa la asimilaciónde celobiosaen C. albicansy
C. tropicalis. SegúnSyverson(284) ningunode sus aislamientosde C. albicansasimilaba

celobiosa,mientrasquesilo hacíanlas cepasde C. tronicalis. El sistemaAPI indicaba un
0% de asimilaciónen C. albicans,en acuerdopor la teoríade Syverson,pero sólo un 24%
en C. tronicalis,por tantoen desacuerdo.Nuestrosresultadosrevelaronuna diferenciaentre

ambasespeciespara la celobiosaaún menor, ya que en C. albicansfue del 0% y en C~
tropicalisdel 11 %. Esto haceque dichoazúcarno tengavalor paradiscriminarentrelas dos

especies.

La arabinosaayudabaa diferenciarC. oarapsilosisqueera positiva,de C. albicansy

C. troDicalis que eran negativassegúnLand. El sistemaAPI indicabaque un 2% de C

.

albicanspodíanasimilarlo y queun 4% de C. narausilosisno podían.Los datosobtenidosen

esteestudioindicaronqueun 6% de las cepasdeC. albicansy un 15% de las de C. tropicalis
podíanasimilararabinosa,frentea un 93%de las deC. naransilosis.Demodosimilar, según
Land (137) la arabinosano debía ser asimiladapor C. neoformans, sin embargo, la
asimilaron el 12% de las cepas estudiadas.El sistema API indicaba hasta un 24% de

aislamientosde C. neoformansquepodíanasimilararabinosa.En nuestroestudioestevalor
fue aún másalto, encontrandoun 40% de asimilación.Land tambiénindicó queun 14% de

los C. neoformansasimilabanxilitol, mientrasel sistemaAPI proponíasólo un 1 56. Nuestros

resultadosestuvieronmásde acuerdocon los sugeridospor Land ya queobtuvimosun 20%

entrenuestrosaislamientos.Partede estosproblemassesolucionaronhaciendola pruebade
la fenol oxidasa.
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En la determinación de la producción de tubo germinativo como prueba
complementariaen la identificaciónde C. albicansencontramosun 96,3% de positividad.
Syverson(284) seflalóque un 96%de los aislamientosclínicosdeC. albicansproducíantubo
germinativoy él mismoen observóun 96,7%entresusaislamientos.Por el contrarioHellyar
(99) encontróque el 100% de sus250 aislamientosde C. albicansproducíantubo germinativo
y clamidosporas.Así mismo,Syversonhizo referenciaa que C. troDicalis en determinadas

circunstanciaspodíaproducir tambiéntubo germinativoy clamidosporas.En esteestudiose
observéquealgunosaislamientosfrescosde C. tropicalis producíantubo germinativo,pero
perdieron esta capacidadcuandose mantuvieron en cultivo. En nuestraexperienciano

encontramosningún aislamientosde C. tronicalis productorde clamidosporasqueSyverson
si mencionaba. Schlitzer (265) en acuerdo con nuestros resultados encontró algunos
aislamientosdeC. tronicalisqueproducíantubo germinativoy observóqueen ocasioneslas
pseudohifaspodíanconfundirsecon tubos germinativos.

La valoración de los porcentajesde crecimientoen placascomercialesde Sabouraud
queconteníancicloheximida,nosrevelóqueno todaslas levaduraspatógenascrecíanen este

medio.Hay levadurasquepuedenserpatógenosimportantesporsu resistencia,comoocurre
con C. lusitanie,o queseanlas causantesde unainfección y queno crezcanporserinhibidas

por la cicloheximida(199,243,263).Ennuestroestudiotodos los aislamientosde C. albicans
crecieronbien en medio con cicloheximida(actidiona), sin embargopatógenoscomo C

.

tropicalis sólo lo hicieron en un 50%,sólo un 10% de C. parausilosislo hacían,el restono

crecíano lo hacíanmal. Los aislamientosde C. ~labratano erancapacesdecreceren medios

conactidiona.

2. SENSIBILIDAD A LOS ANTIFUNGICOS

La determinaciónde la susceptibilidadde las levadurasa los diferentesantifúngicos
planteanumerososproblemasdebidoala faltade un métodoestandarizadocomoel queexiste

paralas bacterias.Labibliografíaconsultadautilizabadiferentestécnicasy unagranvariedad

de medios(59,66,100,249).Porestemotivo analizamosen nuestrolaboratoriolos mediosy
métodosmásrecomendadosy elegimosel quenospareciómássencillode realizary permitía

una mejor lectura de los resultados.Rotowa en colaboracióncon Shadomyen 1990 (249)
utilizaron, coincidiendocon nosotros,la técnicade dilución en agar, empleandoreplicador
de Steer’s y haciendo recuentode colonias en placa de cada una de las suspensiones
empl.eadasparacomprobarel númerode célulasquellevabacadadilución-

La determinaciónde la susceptibilidadpara los polienos no planteé demasiados
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problemas.La determinaciónde la CMI resultó relativamentefácil en todos los casos,
obteniéndosepocasvariacionessi semodificabael tamañodel inóculo o la composicióndel

medio. Además,mostróunagran reproducibilidad.Los imidazoles,en cambio,parecíantener
una irreproducibilidadinherentea las pruebasde susceptibilidad,comoya señalabaOddsen
su libro “Candiday candidosis”(199).Esteproblemaha ido aumentandodesdelos derivados

tópicoscomoel miconazolo el clotrimazolhastalos triazolesoralesmásmodernoscomoson
el fluconazole itraconazol.Rotowa(249) tambiéncomentóla dificultaddeelegir la CMI en

el casode imidazolesy triazoles.

Los imidazolesparecenserdependientesdel tiempo de lectura porquecomo actúan

fundamentalmentesobrela pared,el mayorefecto inhibitorio seproducedurantela fasede

crecimientologarítmico,mientrasqueen el crecimientoestacionarioesteefectoseríamínimo.
Los polienosno planteanesteproblemaporquela anfotericinaB seunecovalentementea la
pared,ejerciendodirectamentesu acciónya quelas variacionesen los resultadosno dependen
de las característicasde crecimientode los microorganismos(199). Cuandose tratabade la
interpretaciónde la CMI de los azotessurgíanproblemaspara encontrardondeestabael
puntodecorte, ya quelas levadurascomenzabanainhibirseperono desapareceríana lo largo

de muchasdiluciones. El criterio clásico de elegir la CMI en el punto dondese dejade

observarcrecimientovisible no servíaen el casode laslevadurasy los imidazoles.El criterio
que se siguió en esteestudio,coincidió con la ideamásextendidaactualmentede elegir el

punto de cortecuandoseinhibe el crecimientoen un 70-75% respectoal control positivo de
crecimiento(3,219).

No existía tampoco acuerdoen la definición de la CMI donde una levadura se

considerabaresistentea los imidazoles.Shadomy(269) consideróque un aislamientoera
sensible a anfotericina B cuandodaba una CMI= 2 sg/ml, mostrabauna sensibilidad
intermediacon CMI entre2-4 hg/ml y era resistentecuandola CMI = 8 ~g/m1o superior.

Torres Rodríguez(288) consideróel mismo criterio al considerarun aislamientoresistente

a partir de CMI > 4~g/ml. Sin embargoRotowa en colaboracióncon Shadomy(249>
situaronla resistenciaa anfotericinaB valores de CMI = 32 sg/ml. Por otro lado, el pico

máximoque alcanzabalaanfotericinaB en suerooscilaentre1.5-2pg/ml segúnBrass (18)

y entre2-3 gg/ml segúnOdds (199).

En nuestroestudiosólo hemosencontradoun aislamientoclaramenteresistenteen C

.

albicanscon unaCMI = 64 gg/ml querepresentóunaresistenciadel0,5%.TorresRodríguez

(288) en su estudiode resistenciasa anfotericinaB en la comunidadcatalanaencontróun
7,8% de resistenciasa anfotericinaB, másalto por tanto del valor encontradoentrelas C

.

albicansde nuestrohospital. El resto de aislamientosde C. albicans mostraron una CMI
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menorde 2 hg/ml con lo cual tampocoencontraronresistenciasintermedias.Korting (128)
encontróunosrangosde sensibilidaden C. albicansparaanfotericinaE entre1,3-2,3~g/ml

y Lorian (149) encontró valores entre 0,05-4 sg/ml, siendo ambos aproximadamente
parecidosa los nuestros.

Sólo otras dos especiesde levadurasmostraron resistenciaa anfotericina B: C

.

lusitaniaecon un aislamientoquedio unaCMI = 32 hg/ml (11,1% de resistencia),mostrando

el resto de aislamientosuna CMI de 0,25 pg/ml o menores; y T. beiselii con tres
aislamientosque dieron unasCMIs entre32-64sg/ml (13% de resistencia)y una cepaque

podríaconsiderarsede sensibilidadintermediacon unaCMI = 2 hg/ml (4,3%). El restode
los aislamientosdeT. beipelii dieron CMIs de0,5 pg/ml o menores.Estos datoscoinciden

con los deRotowaqueencontróen T. bei~elii unaCM190 = 0,25 ~g/m1y aproximadamente

similaresa los datosobtenidospor Lorian paraC. lusitaniaecon CMIs entre0,39-50sg/ml

(249): Rotowaen sus estudiosde sensibilidadaanfotericinaB incluyó el mismocontrol que
nosotrosy obtuvo al igual que nosotrosuna CMI paraC. kefyr ATCC 28838 de 0,5 yg/ml

(249).

En C. trouicalis sólo encontramos un aislamiento que podría considerarsede
resistenciaintermediacon CMI = 2 sg/ml (1,6% de resistencia)y el resto de las cepas
mostraronCMIs de 0,5 hg/ml o menores.Lorian (149) encontróvalores de CMI a C

.

tropicalis máselevados,queoscilaronentre0,04-16sg/ml.

Todosnuestrosaislamientosde C. neoformansfueron muy sensiblesa anfotericinaB
con CMIs de 0,25 sg/ml o menores.Lorian (149) encontró,en este caso, valores más

elevadoscon rangosde CMIs entre0,04-2,8ng/ml.

En generalnuestrosdatosestuvieronde acuerdocon la ideade Odds(199) de quelas
CMIs a anfotericinaB debíansercomomuchode 3 j¿g/ml. Lasresistenciasa anfotericinaB
son excepcionalessalvo en determinadoscasoso determinadasespeciescomoC. lusitaniae

,

dondese han descritoalgunasresistencias.Llegó a la conclusiónqueunaCMI mayor de 3

hg/ml debía analizarsecon cuidadoporquepodfa tratarsede un falso positivo.

En el casodel miconazol,Shadomy(269) consideróque un aislamientoera sensible

si su CMI era de 8 sg/ml o menor, pero no indicó dónde establecerla resistencia.El
miconazolalcanzabapicos en sueroentre5-7 sg/ml segúnBrass (18) y entreel 2-3 ng/ml

segúnOdds(199).La mayoríadelos autoresencontraronCMIs paramiconazolqueoscilaron

entre0,1 y 25 sg/ml.

En nuestro estudio todos los aislamientos de C. albicans fueron inhibidos a
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concentracionesdemiconazolde2 gg/mI o menores,salvoun aislamientoquedio unaCMI=

256 gg/ml y seconsideróresistente(0,5% de resistencia).

En C. tropicalis encontramosdos aislamientoscon una CMI = 64 ~ig¡ml que

consideramoscomo resistentes(3,2%) ya que el resto de los aislamientosmostraronunas
CMIs de 8 gg/ml o inferiores.

En T. beieelii encontramosun 4,3%de resistenciasdebidoa un aislamientocon CMI

= 256 ng/ml, siendoel restode las CMIs de 8 sg/ml en un casoy de0,25 dg/ml o menores

en el restode los aislamientos.El restode las especiesseinhibieron a concentracionesde 4

ng/ml o menos.

Fromtling (73) encontró una CM150 para miconazol de 2 gg/ml y una CM190 de 4

sg/ml, lo cualresultóligeramenteporencimade los resultadosobtenidosen nuestrocasoque
fueron de 0,25 y 1 sg/ml respectivamente.Según los resultadosobtenidoscon nuestro

método,parael miconazol,una CMI de 8 sg/ml seríaconsideradacomo intermediaporque
no esla CMI quepresentael 90% de los aislamientossino queformaun hombroen la curva

de sensibilidad.

En el casodel econazolla mayoríade los autoresindicaronCMIs dealrededorde 25
~¿g/ml(149,199).En nuestroestudiotodoslos aislamientosfueroninhibidosaconcentraciones

de econazolde 4 sg/ml o menores,exceptoun aislamientode T. beigelii que mostró una
CMI = 8 hg/ml y otro una CMI = 64 jig/ml. Así puespareceser que la sensibilidada

econazolen nuestrohospital y con el métodoempleadoresultóde 2-3 dilucionespordebajo

de los valoresobtenidospor estudiosnorteamencanos.

Parael ketoconazol,Odds(199) indicó CMIs queoscilabanentre<1 y 20pg/ml pero

queno erararoencontrarvaloressuperioresa 100 ~¿g/ml.Rotowa(249)consideróresistencia

a ketoconazolpara concentracionesde 128 ng/ml o mayores, utilizando nuestro mismo
método y nuestromismo medio.

Enel presentetrabajoencontramosquela CM150del ketoconazolen C. albicansestuvo

en 4 pg/ml y la CM190 en 8 ng/ml. Hubo un 5,8% de aislamientoscon CMIs entre32->256

hg/ml, que sesalíande la curvade sensibilidadgeneralparaC. albicansy queconsideramos
de resistenciaintermediaa resistentesporquemarcabanun hombroen la curva. En el caso
de C. tropicalisencontramosun 6,3% de aislamientoscon CMIs de 32 sg/ml o superiores,

de los cualesel 3,1% tuvieronCMIs de 128 ~gIm] o mayores,frentea] restode la población
que se inhibía a concentracionesmenoresde 16 hg/ml. En C. lusitanie encontramosun
33.3% de aislamientosque eran inhibidosa concentracionesde ketoconazolde 0,25 ng/ml
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o menores,mientras que un 22% requeríaunaconcentraciónde 16 ~g/m1y el 44,4% restante
necesitaron concentracionesde 128 gg/ml o superiorespara inhibirse.

Segúnnuestrosdatospareceserque en el casodel ketoconazoluna CMI de 32 ng/ml
ya no es comúnal 90% de la poblaciónporquemarcaun hombroen la curvade sensibilidad
lo cual es un indicio de cierta resistencia.Fromtling (73) obtuvo para el ketoconazoluna
CM150 = 32 sg/ml para C. albicansy una CM190 de 128 hg/ml o mayor. El citadoautor
señalabaqueel medio YMA no erabuenofrente a imidazolesporquedabaCMIs elevadas.
Sin embargonuestrasCMIs resultaron2-3dilucionespor debajodelas suyas.Porel contrario
Korting (129) encontróque susC. albicansteníanuna CMI a ketoconazolde 0,5 vg/ml y
Rogers(248) obtuvounaCM190de 0,031 ~¿g/ml,ambosresultadosdifieren en 3-7 diluciones
por debajode nuestrosresultados.Lorian (149) encontróCMIs paraO. albicansde valores
superioresa 100 gg/ml.

Esta variación tan grande observadaentre los valores de CMI a ketoconazol
encontradospor losdiferentesautoresya lo comentóOdds(199),el cualencontródiferencias
superioresa 1000dilucionesentre los datosobtenidospor diferentesautoresqueempleaban
diversosmétodosy medios.

Parael clotrimazol la mayoría de los autoresencontraronCMIs desde <1 a 12,5
gg/ml. En nuestroestudioencontramosque los 435 aislamientosestudiadosfueroninhibidos
por concentracionesde 4 sg/ml o menores.Cabedestacarque mientrasla mayoríade las
especiesincluidasC. albicansy C. tropicalis mostrabanCMI50 de 0,25 ng/ml, C. lusitanie
dabaunaCMI5Q de4 gg/ml. Lorian (149) encontrólos mismosvaloresparaC. lusitanipepero
tambiénobservóaislamientosde C. albicanscon CMIs de hasta50 sg/mly de alrededorde
4 pg/ml en C. trocicalis

.

El fluconazolen nuestroestudiomostró ser bastanteinactivo “in vitro” bajo nuestras
condiciones de estudio. Estadiscrepanciaentrela baja actividad “in vitro” y su demostrada
buenaactividad “in vivo ha sido seflaladapor otros autoresqueusaronfluconazolen varios
modelosanimales(224). Lo mismo le ocurrió a Van’t Wout (293) queno encontró mucho
efectodel fluconazol “in vitro” sobreel crecimientodeC. albicans,inclusoaconcentraciones
mayoresde 100 sg/ml,aunquesí le dababuenosresultados“in vivo”. Dicho autorcomprobó
éstoen tres mediosy en todos encontróresultadossimilares.

Galgiani (81) hizo una revisión de los problemasencontradospor él y otros autores
en la determinaciónde la susceptibilidad“in vítro” a fluconazol.Encontróque los resultados
se podíanver alteradospor el pH, inóculo y composicióndel medio,pero al correlacionarlo
con los resultadosobtenidos “in vivo” se veía que las cepas más resistentes“in vitro”
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causaban las infecciones menos sensibles a flucontol por lo que sí había cierta correlación.

Las CMIs tan elevadasdel fluconazol en medios sólidos y semisólidos que no se
correlacionabancon los experimentos“in vivo” podían ser debidasa que el fluconazol
quedaraatrapadoen la malla de agary no difundierabien paraejercer su efecto.

Marriot y Richardson(240) con un medio muy definido encontraronparaCandiday
CryptococcusCMIs de 0,19-1,9ng/ml, menos para C. krusei donde observaronCMIs
superioresa 25 ng/ml. Hughesy Beggs (8,111)encontraronCM150 entre0,2 y 16 ~¿g/ml.
Ambos observaronmásefectoinhibitorio que letal del fluconazol sobreCandidasp

.

Odds(205) en un estudiocomparandodos mediosencontróqueen el medio complejo
la CMI era > 100 pg/ml y en el mediodefinidola CMI era0,4 sg/ml. Rogers(248) conotro
medio diferenteen caldoencontróunaCM190 = 0,25gg/ml, peroa pesarde lasdiscrepancias
encontrabacorrelacióncon los resultados“in vivo”. Troke (290) reveló la bajaactividad“in
vitro” del fluconazol,menorqueparaketoconazol,queno coincidíacon la buenaeficaciaque
manifestabaen clínica. En un experimentoanimal de candidiasisvaginal en ratonesmostró
queapesarde ser “in vitro” 80 dilucionesmenosactivoqueel ketoconazol,era15 vecesmás
potente“in vivo” frente a la infección.

Segúnnuestrosdatosexperimentalesel rangode susceptibilidaddel fluconazola la
mayoríade las especiesosciló desdevaloresmenoresa 0,03 gg/ml hastavaloressuperiores
a 256 hg/ml, como ya indicaba Odds (205). C. albicans y C. tropicalis tuvieron un
comportamientosimilar frentea fluconazol dando una CM150 = 128 ng/ml y una CM190
>256~g/m1.C. parapsilosisen cambio tuvo unaCM190 = 1 ¡zg/ml y C. neoformansmostró
una CM150 = 0.06sg/mly una CM190 = 0.25 hg/ml.

La sensibilidada ciclopirox olamidafue bastantehomogéneainhibiéndosela mayoría
de los aislamientos a concentracionesde 2 ~g/m1o menores,salvo C. albicans,C. lusitaniae
y T. bei2elii que loshicierona 4 sg/mlo menos.C. lusitaniaemostró la CM190 máselevada
de las especiesestudiadassiendo de 4 gg/ml. C. neoformansse mostró muy sensiblea
ciclopirox con CM150 = CMI9~, = 0.06hg/ml.

En presenciade extracto de ajo las levadurasestudiadasfueron inhibidas en su
mayona entre concentracionesequivalentesa una dilución de ajo de 1/640-1/1280.C

.

neoformans,T. beipelii, O. candidumy 5. cerevisiaelo hicierona unadilución 1/320.Louria
en 1989 (150)comprobó también la capacidadantifúngica del ajo y encontró que una dilución

1/128 inhibía el crecimientode C. neoformans.Es interesantereseñarqueel ajo fue licuado
paraincorporarloa las placasen unalicuadoralimpia y secasin guardarmáscondicionesde
esterilidad, de forma que el ajo fue capaz de inhibir no sólo el crecimiento de las levaduras
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ensayadassino toda la flora microbiana ambiental tanto de bacterias como de hongos
levaduriformes o filamentosos. A las concentracionesque nosotrosleimos las CMIs, las
placasestabansin ningunacontaminaciónde fondo.

Oddsdedicóun espacioen su libro (199) a la menciónde las propiedadesantifúngicas
de la alma del ajo queseconocíandesde1944. Tambiénindicaque incluso sehanobtenido
atinas sintéticaspero comola opinión general lo considerabaun tratamientoheterodoxode
las micosis no se hablaavanzadoen su estudio.Clayton, en su libro “Thrush” editadoen
1984 (199), describióel uso del ajo parael tratamientode la candidiasisvaginal.

3. TIPACION POR SISTEMA API ZOC AUX

Entre los 188 aislamientosde C. albicansquehemosanalizado,hubo 10 biotipos. El
76,6% mostraron 2576174como biotipo mayoritario, seguido de 2556174 en el 6,956,
2776174en el 4,8% y 2566174en el 3,7%. Comparandonuestrosdatoscon los recogidos
en la literaturaencontramosqueWilliamson (307) observótambiéncomobiotipo mayoritario
2576174en el 74,6%, 2566174en el 11,5% (en nuestrocaso 3,7%), 2572174en el 3,1
(1,1% en nuestrocaso) y 6576174en el 2,3% (2,7% en nuestrocaso). Willíamson pues,
encontróunasfrecuenciasparecidasa las nuestrasy unos biotipossimilaresal menosentre
los biotiposmayoritarios.Entre los biotiposminoritariosencontramosalgunasdiscrepancias
ya que él encontró un aislamientoque no asimilaba N-acetil-glucosamina,otro que no
asimilabala sacarosay otro queno asimilabatrehalosaqueen nuestrocasono encontramos.

Korting (129),encontrótambiéncomobiotipomayoritario2576174en el 63,9%,pero
descubrió en un 21,3% tres biotipos que no encontró Williamson, aunque no indicó cuales

eran. Al igual que nosotros no encontró los biotipos minoritarios antes mencionados.En
adiccióna los 13 biotiposencontradospor Williamson, nosotrosencontramostresbiotipos
que él no describía: 2174174 (0,5%), 2546174(1,6%) y 6776174 (1,1%). Hellyar (99)
encontrónuestromismobiotipo mayoritarioen un 60% de susaislamientosde C. albicans

.

En segundolugar encontró el biotipo 2176174 en un 14% y en un 8% otros biotipos
minoritariosquenosotrosno encontramosy Williamson tampoco.Williamson (308) observó
en C. albicans 11 azúcarescon variabilidad: glicerol, arabinosa,xilosa, adonitol, xilitol,
metilDglucosidasa,Nacetilglucosamina,sorbitol, sacarosa,trehalosay meliuitosa. Nosotros
solamente8: glicerol, arabinosa,xilosa, adonitol, xilitol, sorbitol, metil-D-glucosidasay
melizitosa. No hemosencontradoningún estudiobibliográfico de cómo se distribuyenlos
biotiposAPI 20C en las distintasáreasanatómicas.
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O’day (192) utilizó este métodoparatipificar los aislamientosde un broteepidémico
causadopor C. parausilopsis.Encontróun único biotipo6756171,biotipo quepor otro lado
resultó serel másfrecuentequehemosencontradoentrelos aislamientosde C. parapsilosis

de este estudio,lo quepodría indicar su ubicuidad.En esteestudio,no se encontróningún
tipo de asociaciónentreun biotipo paniculary una determinadaárea anatómicaentre las
especiesanalizadas.

El tiempo de lecturaresultócrítico en la utilización del API 20C como métodode
biotipado. En nuestroestudiola lecturasiempreserealizóa las 48 horassalvo en algúncaso
excepcionalqueno creció suficientey se dejaronhasta72 horas. No sevaloró la lectura a
24 h, porqueseencontrabanmásvariacionesquecuandoseleíana 48h. Hellyar (99) obtuvo
la mismaconclusióndespuésde evaluar susdatos.

4. BIOTIPADO CON SISTEMA API ZYM

Hemos encontradodesacuerdoen la bibliografía en la selecciónde enzimasde la
galería API ZYM para la determinaciónde los distintosbiotipos. Así porejemploWilliamson
(307) utilizó sólo 4 enzimasparaidentificar los biotipos de 213 aislamientosorales de C

.

albicans:valina arilamidasa,naftol-fosfohidrolasa,aglucosidasa,N-acetil-glucosaminidasa.
Con estasenzimasencontróocho biotipos quedenominó de la A a la 1-1. En cambiopara
detectarlos distintos biotipos de C. tronicalis empleécinco enzimas: valina arilamidasa,
naftol-fosfohidrolasa,crglucosidasa,figlucosidasay N-acetil-glucosaminidasa,encontrandoasí

7 biotiposparaC. tropicalisquedenominócon letrasde la A a la G. Posteriormente,estudió
130 aislamientosde C. albicans(308) y en estaocasióneligió comoenzimasdiscriminatorias
de biotiposlas cuatroanteriores,másla enzimaBglucosidasa.El grupodeCasal(42) utilizaba
tambiéncuatroenzimasparadeterminarsusbiotipos, pero unade ellasera diferente:valina
arilamidasa,cistina arilamidasa,aglucosidasay N-acetil-glucosaminidasa,encontrandocon
este criterio ocho biotipos que codificaron de la A-II, las mismas letras de los autores
anteriorespero los biotipos no coincidían. Casalencontróun 23,69% de variación en la
enzimaI3glucosidasaqueWilliamson no utilizó en su criterio de tipación. Por otro lado,
Williamson encontróun 3,9% de actividad enzimáticanaftol-fosfohidrolasaque Casalno
consideróen su estudiode tipado. De igual modo Willianison (308) observóun 16,9% dc
actividadenzimáticaBglucosidasaqueno consideróen estudiosanteriores.Paradichaenzima
Casalencontróun 2% de actividadBglucosidasaque no utilizó en su análisis de biotipos.

En esteestudioincluimos enzimasqueestabanpresentesen un porcentajemuy bajo
pero queayudabana diferenciarun aislamientode otro y que en nuestrocasopara alguna
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especieen panicular,resultá bastantealto. Williamson utilizabacomo enzimascríticas la
actividad valina-arilamidasa que estaba presente en sólo un 0,8% y la actividadnaftol-
fosfohidrolasa que estaba presente en el 3,9% de sus aislamientos.

Con el criterio utilizado en el presenteestudio para la determinaciónde perfiles
enzimáticoscon la galería API ZYM seencontraron19 biotiposen C. albicans,15 en
tropicalis, 13 en C. parapsilosis, 14 en T. bei~elii y 5 en T. 2labrata

.

El perfil ElO representóel 37,8%de los aislamientosde C. albicans.Un aislamiento

de C. albicansprocedentede hemocultivono producíaenzimafosfatasaácida. Doscepasde
C. albicans tampoco producíanenzima naftol-fosfohidrolasasiendo una procedentede
exudadogenital y otra de orina. La actividadenzimáticaczmanosidasaestuvopresenteen 2
cepasde C. albicansprocedentesde muestrasorofaríngeasde enfermosVIH. Williamson
(308) encontróque el 92,2% de los biotipos de C. albicans producíanenzima vaina

arilamidasa,que en nuestrocaso fue del 98.9% y para Casal (42) de 78%. Así mismo,
Williamson encontró un 3,9% de éstos, que no producían enzima naftol-fosfohidrolasa,

mientrasqueen nuestrocasofue del 1% y Casal (42) no observóninguno.Tambiénencontró
un 96.9%deaislamientosde C. albicansproductoresde enzimaaglucosidasa,deacuerdocon
nuestrosdatosque indicaron un 94,7% y en desacuerdocon Casal que sólo encontrabaun

59%.

Para la enzima crglucosidasaWilliamson encontró el 19,9% de aislamientos
productores,que también concordabacon nuestro valor del 12,856, y discrepabade los
resultadosde Casalque encontrabasólo un 2%. La actividadN-acetil-glucosaminidasafue

activaen un 91,1% de las cepasde C. albicansestudiadaspor Williamson, similar al valor
obtenido por nosotros (86.256) y por Casal (69%). En 1986, Williamson no encontró

actividad enzimáticaB-glucosidasa entrelos 213 aislamientosde C. albicans queestudia.
Comparandolos resultadosactualescon un estudiopreliminar que realizamosen 1990 (36)
con 81 aislamientosde C. a]bicansno encontramosgrandesvariaciones,salvo un aumento
en la actividadcistina arilamidasadel 50% a 75%,en la actividadaglucosidasadel 37% al
94% y en la actividadN-acetil-glucosaminidasadel 50% al 86.2%.

El biotipo mayoritario de C. albicans coincidió con el biotipo mayoritario de C

.

tronicalis, aunque la Bgalactosidasa la producía C. tropicalis en mayor proporción que~
albicans.El hechode quecompartanel perfil enzimáticono esdeextrañarteniendoen cuenta

la proximidadtaxonómicay además,quecompartenmuchasotrascaracterísticascomoposeer

idéntico númerode coenzimaQ y similaresporcentajesde G+C (243).

Dos C. tronicalis no producíanenzima naftol-fosfohidrolasa,unade muestragenital
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y otra de un hemocultivo. En un estudioque realizó Williamson (307) con 62 aislamientos

de C. troDicalis encontró91.4%productoresde enzimavalinaarilamidasa,coincidiendocon
nuestroresultadodel 95.2%.La enzimanaftol-fosfohidrolasala producíanun 87. 1 56, siendo
del 96.8% entrenuestrosaislamientos.La enzimaaglucosidasaeraproducidaen sucasoen
un 91.1%, coincidiendo con el 95.2% en el nuestro. Para la enzima J3glucosidasalos
resultadosdiscreparon,Williamson encontróun 25,8% y nosotrosun 73% de actividad.Para
la enzimaN-acetil-glucosaminidasaesteautor encontróun 77.4% de productores,valor
cercanoa nuestro,63.55%.

Entrelas actividadesatípicasqueseencontraronen esteestudiodestaca,queel 100%

de las cepasde C. pseudotropicalis(C. kefyr), producíanenzimafigalactosidasaincluida la

C. kefyr ATCC 28838, al igual que ocho de los 23T. bei2elii, siendocuatro de dichos
aislamientosprocedentesde muestrasinternas.Dos cepasde C. famatatambiénproducían
enzinia Bgalactosidasaque procedíade una muestra de uña y de otra invasiva. En C

.

neoformans,siete de las diez cepas producían enzima Bglucuronidasa.Un C. ]aurentii
producíaenzimaagalactosidasa.Una C. glabratano producíaenzimanaftol-fosfohidrolasa
y procedíade un exudadogenital.DosC. pelliculosa(II. anomala)tampocoproducíanenzima
naftol-fosfohidrolasa,ambasprocedentesde muestrasde uñas. UnaC. euilliermondiiaislada
de pies tampoco producía enzima naftol-fosfohidrolasa.Casal (42) no encontró ningún
aislamientoentresus 186 cepasde C. albicansy cuatrode C. tronicalis que no produjeran
dicha enzima. En cambio sí encontró dos cepasde C. 2labrataque no la producían.La
actividadenzimáticaamanosidasaestuvopresenteen un C. Iaurentii aisladode heces un C
lusitaniaeprocedentede hemocultivo,una C.parausilosisaisladade orina y dos C. albicans
procedentesde muestrasorofaríngeasde enfermosHIV. Por otro lado, Casalno encontróesta
actividaden lasespeciesmencionadaspor nosotros,pero sí la encontróen un C. neoformans

,

una C. plabrata, y un 5. carísbergensis.Casal (42) encontró un aislamiento de C

.

puilliermondii productorde enzimaafucosidasaque nosotros no encontramos.Nuestros
resultadosestuvierondeacuerdoconCasalen queC. Ríabrata producía fosfatasa ácida, dato

quediscrepabacon los obtenidosporBobey (10). Casalcoincidiendocon nosotrosencontró
actividad Bgalactosidasaen C. kefyr, discrepandode la opinión de Bobey (10), que no
encontródicha actividad.

Tambiénobservamosal igual que Casal(42) queel reactivozym B eramuy sensible
a la luz y la temperaturaambientecambiandode sucolor amarillo original anaranja,por lo

cualunavez preparadolo manteníamosenvueltoen papeldealuminio y en nevera.El sistema
resultó extremadamentecómodo ya que por ser un sistema comercial no necesitaba
preparaciónprevia de reactivos. Ademásresultóuna técnicamuy rápidaya que en cuatro
horaspodíamoshacerla lectura. No encontramosvariacionesen la lectura realizadaa 4-6
horas,y las actividadesdespuésde ser reveladasse seguíanleyendocorrectamentedurante
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24-48 horas,si se manteníanen su cámarahúmeday en nevera.

Como método de tipado, el perfil de enzimas hidrolíticas permite el estudio

epidemiológicode las infeccionespor levadurasde interésclínico en la rutina del laboratorio
de microbiología. El usar métodoscomercialeshaceque las técnicasde Upado seanmás
reproduciblesal evitar las irregularidadesen la preparaciónde los medios y reactivosen los
diferentescentros. La pruebamejoradasi se le incorporaranalgunasenzimasimportantes
comola actividadproteinasao fosfoamidasa.

5. RESISTOTIPADO

Huben (110) encontróuna resistenciaa 5FC entrecepasde C. albicansdel 29,7%,
utilizando discos de 10 sg/ml, valores superiores a los nuestrosporque empleó una
concentracióninferior. Odds(193)empleandoconcentracionesde200 gg/ml de5FC,observó
un 8,7% de resistencia.Cuandoestudiócomparativamentelos resultadosentreun grupo de
cultivos almacenadosy otro de aislamientosde C. albicansfrescos, encontró que en los
primerosla resistenciaerade sólo el 5% mientrasqueentrelos frescosera del 15,6%.En

nuestroestudioencontramosun 9% de resistenciaa250 gg/ml de 5FC en C. albicansy hasta
un 56,5% en T. bei2elii

.

En el caso de la urea,Oddsencontróqueel 70% de los cultivos viejos de C. albicans
erancapacesde asimilaría, mientrasquelos cultivos frescos lo hacíanen un 81,3% (media
73,9%).En estetrabajo los porcentajesfueronmuy inferiores,encontrandoel 0% en especies
como C. albicansy C. parapsilosis,el 1,6% en C. tropicalis, el 5,6% en C. glabratay el un

8,7%en T. beigelii. Parael ácidobórico,Williamson (308) encontróque el 48% de los 130
aislamientosde C. albicansqueensayóeranresistentes.Nosotros,siguiendosumismatécnica
encontramosun 66,5% entrelas C. albicansensayadas.

Hunter (112) en un análisis realizado con 90 cepasde C. albicansprocedentesde
exudadosvaginalesy 109 procedentesdehecesencontróresistenciasaácido bóricodel 31,1 56
y de 37,6% respectivamente. En este estudio se encontraronvaloresdel 43,5% y del 63%,
sensiblementemás resistentesquepuedecoincidir con la idea de Odds de la existenciade
diferentesbiotiposen las distintasáreasgeográficas(196).

Para la pruebade la toleranciaa sal, Odds(193) encontróun 86,7% de resistentes
entresus cultivos guardadosy un 84.5% entre los aislamientosfrescos.En nuestroestudio

utilizamos una concentración de sal más elevada, que tuviera mayor capacidadde
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discriminaciónentreaislamientos,y encontramosqueun 12,8% de los aislamientosde C

.

albicanserancapacesde resistirunaconcentracióndel 11 56 de CíNa, siendomayoren el caso
de C. 2labrataque lo hizo en un 33,3% de las cepasy por el contrarioningún aislamiento
de T. bei2elii resistiódicha concentración.

Parala pruebadel citrato encontramos,que erautilizado por un 72,8% de las cepas
de C. albicansy sólopor un 11,1% de los aislamientosde C. plabrata.Odds(193) encontró
que el citratoeraasimiladopor un 65% de los cultivos almacenadosy por el 78,156 de los
aislamientosfrescos.Amaliadel Palacioen 1987 (209),estudiólos biotiposdelas C. albicans
procedentesde de adictosy encontróun 100% de resistenciaa citrato, siendoun 67% de un
biotipo determinado.Esto indicaríaque un biotipo determinadopodríacrecermejor, en el
limón quelos adictosutilizan paraprepararla heroínay seconsiderócomofoco de infección.
El quetodoslos aislamientosfueranresistentesacitrato indicaría la capacidadde la levadura
para¿receren el limón a pl]? bajo.

Con el métodode resistotipadode Warnock,Ghannoum(85) encontrósietebiotipos

diferentesentre las 54 C. albicansqueestudió,siendoel más frecuenteen un 44,4% --C--
y el menos frecuenteA-C-- en un 1,3%. Tratabade encontraruna cepa que estuviese
implicadaen las infeccionespor Candidaque sufrían los enfermosdecánceren tratamiento,
pero no encontróningún biotipos quepudieraestarasociadoa estos pacientes.

McCreigh utilizó el resistotipadoparaestudiarlos biotiposde levadurasexistentesen
la boca y piel de pacientescon cánceroral o laríngeo. Encontraron en todos los casos
levadurasen la boca antes del tratamiento,pero no en piel. Despuésde comenzadoel
tratamiento,25 de 27 enfermosportabanuno o másbiotiposqueeran idénticosen ambos
sitios. La boca parecíapues la fuente para la colonización de la piel en las zonas de
irradiacion -

Hunter (112) estudió90 C. albicansprocedentesde vaginitis y 109 procedentesde
hecesde personassanasque vivían en el mismo áreageográfica,utilizando el método de
McCreigh y no encontró ningún biotipo particularasociadoa la producciónde vaginitis.
Porier (223) usandonuestramismatécnica, tipificó C. albicansen casos de vulvovaginitis
crónica, encontrandosiemprelos mismos biotiposen distintaszonasgenitalesdel mismo
pacientey ademásqueen un 73,3%portabanel mismobiotipo de C. albicanstantoen vagina
como en el tracto gastrointestinal.Odds utilizó este método de resistotipadopara buscar
biotipos asociadoscon virulencia entrepacientescon trasplantesde médulao que tenían
enfermedadeshematológicas.El resultadofuequeno encontróningúntipo deasociaciónentre
los biotiposde levadurasencontradasy el lugarde la colonización,el tratamientoantifúngico
recibido, el tiempode estanciaen el hospital o la especieimplicada.
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En este sentido,en nuestroestudiose observóque los resistotiposde C. albicans

,

OCFBKKO, OCFBKOO, OCOBKKL y OOOBKOO, estabanasociadosa muestrasorales,
y el resistotipo OOOOKOOsólo selocalizó en cepasinvasivas.En C. trouicalis un 35% de

las cepasinvasivas teníanresistotipoOCOBOOO,que al mismo tiempo resultó ser el más
frecuenteen esta especie.En cambio en C. paransilosisel 50% de las cepas invasivas
tuvieron resistotipoOOOOKKL dato quepudieraser significativo. En C. ~labrataun 60%
de las cepasinvasivaseranOOOBKOO, resistotipoqueno seencontróentrelos aislamientos
procedentesde piel o de tracto gastrointestinal.El 66,6% de las cepasde T. beigelii con
resistotipo0000000eran cepasinvasivas,datoque tambiénresultó significativo.

El métodode resistotipadooriginal fue realizadode forma manual, inoculandocada
cepade una en una sobre cadaunade las placasconteniendocadauno de los compuestosa
ensayar.Nosotrosmejoramosla técnicautilizando paradicha inoculaciónun replicadorde
Steer’sautomático.Al igual quenosotrosChildress(46) empleóel métododel resistotipado
de Odds (193) pero utilizando un Clonemásterpara la inoculaciónde las placascon lo que
las variacionesentrereplicadosdisminuía sensiblemente.

Frank Odds en un estudio en colaboración con 5 hospitales de diferentes
nacionalidades(202) llegaala conclusiónquelos métodosde resistotipadotienenunabuena
reproducibilidadintralaboratoriopero esta se ve muy reducidacuando se comparan los
resultadoscon los obtenidosen otros laboratorios.

6. MORFOTIPADO

Hunter (114) utilizó el métodode Phongpaichit(221) paraéstudiarsuscepasde C

.

albicans,pero limitando el númerode característicasa considerar.De este modo obtuvo 50
morfotipos diferentes,de los cuales0000 fue el morfotipo mayoritarioen el 23% de los
casos,seguidode 7540 en el 16% y de 7340 en el 7%. Los datosobtenidosen este estudio
discreparondelos obtenidosporHunteren cuantoal morfotipo mayoritarioy susfrecuencias.
Enel áreade Madrid, dondeserecogieronlas cepasde esteestudio,el morfotipo mayoritario
resultó ser 7540 (BAF), con una frecuenciarelativadel 36,4%, seguidode 7340 (BEF),
mientrasque el monotipo0000(SB),que en el Reino Unido, dondeHunter (114) realizó su

estudioerael morfotipomayoritario, resultóen tercerlugarconunafrecuenciadel 6,9%. Por
otro lado, Hunter encontróque el 67% de las cepasde infeccionesmuy gravesmostraban

morfotiposcon borde discontinuoBD, frente al 11% en las infeccionesmenosgraves. Los
morfotiposconbordediscontinuopodríanserdebidosaqueunapartedela poblacióncreciera
en formalevaduriformey otrapartede la poblaciónen fasemicelial. Si la virulenciadepende
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del estadode las célulaslevaduriformesy de los diferentesestadiosde la infección,entonces
una cepacuyo morfotipo fuera intermedioentrelas dos formasposiblespodría llegar a ser
másvirulenta queaquellascepasque, solo contuvieranunasola fasecelular. En nuestrocaso
dichosmorfotiposBD representaronel 36% delas cepasinvasivasfrenteal 22% en lasdemás
cepas,lo cual corroboraríadicha teoría. Sin embargo,en el caso de C. tropicalis,patógeno
con demostradapatogenicidad,el 85% de las cepasvirulentasresultaronmorfotipo BAF, que
era el mayoritarioparaestacepa.

Comparandonuestrosdatos con los de otrasáreasde España,seobservaronalgunas
diferenciasen las frecuenciasde los morfotipos:en el PaísVasco,los moifotiposmayoritarios
fueronSB, seguidode BAF, y de BEF, sin embargoen la comunidadcatalana,el morfotipo
dominantefue BAF, coincidiendocon nuestrosdatos,seguidode los morfotiposSB.

Hay autoresque hanbuscadoalgúntipo de indicador de virulencia en C. albicans
empleandoel morfotipado. Muchos de ellos aunque lo intentaron no encontrarondicha
relación(195,201,112).Brow-Thomsen’sutilizandoestemismométodoasociévirulenciacon
el morfotipo 0000, sin embargoHunter(112) no encontródicho morfotipo abundanteentre
susmuestrasde sangre,LCR o biopsias.Nosotrostampocohemosencontradoningúnindicio
de virulenciaen este moifotipo, que representóel 7,3% entrenuestrascepasinvasivas.Lo
que si es posible es que alguna característica de la superficie de las levaduras pueda influir

en su virulencia. Ghannoum (85) estudió la capacidadde adherenciade C. albicanscomo
factor de virulencia, quees debidaa moléculasqueexistenen la superficiede las células.El
efecto de estasmoléculassobreel morfotipo no se conocentodavía. En esteestudio, los
morfotipos 0000(513)resultaronminoritarios entre las cepasinvasivas de C. albicans

.

Además,entreotrasespeciesde levaduras,de menospatogenicidad,los morfotipos0000
fueron los mayoritariosy en muchoscasosel único.

7. METODO DE MORFOTIPADOEN AGAR DE TRIFENILTETRAZOLIO

Es un nuevométodode tipado desarrolladoen colaboracióncon el departamentode
Microbiología e inmunología de la Universidad del País Vasco.

Quindós y cols. (236), utilizando este método,encontraron16 morfotiposentrelas
cepasde C. albicansque estudiaban.El moifotipo dominanteLRlN mostróuna frecuencia
del 88,3%, le siguió LR1S en un 17,3% de los casos,LR2S en el 15,2% y LR2N en el
14,7%. En dicho estudio compararonlos morfotipos encontradosen diferentes áreas
geográficasespañolas,entre ellas 109 cepas de C. albicans de nuestracolección donde
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encontraroncomomorfotipo mayoritarioLUn en el 55,9%de los casos,LV1N en el 25,7%

y RR1N en el 11%. Teniendoen cuentalas diferenciasen el criterio para establecerlos

códigosde dicho método,nuestroestudio coincidió con los encontradospor estos autores
utilizando nuestrascepas,LRNN (46,3%), LVSN (18,1%) y LVSS (6,9%). El morfotipo
mayoritario,LRNN, fue el dominanteen todaslas áreasgeográficasestudiadas,sin embargo
nuestrosegundobiotiposen frecuenciaLVSN resultó minoritario entrelas cepasaisladasen
Barcelonao Bilbao e incluso no se encontróentrelas cepasdel áreade Londresy lo mismo
ocurrió con el moifotipo RRNN. Por otro lado morfotipos muy frecuentesen el PaísVasco
y en BarcelonacomoLP1Y o LRSS fueron muy poco frecuentesen Madrid. Los datosde
estosautoresindicaron queel morfotipos LP2N era bastantefrecuenteen otras áreasde
Españay Londres, sin embargono lo encontraronentrelas cepasnuestrasqueanalizaron.
En conjunto, las cepasde C. albicansestudiadasen esta Tesis, mostraronuna frecuencia
comparableal restode las zonasgeográficas.No hemospodidoencontrarningunarelación
entreun moifotipo particular y un áreaanatómicadeterminada.

Entre los aislamientosde C. tropicalis estudiadospor Quindósy colaboradores(236)
el morfotipo mayoritariofue LV2S con una frecuenciadel 45%, que coincidió con nuestro

morfotipo mayoritario,aunqueen nuestrocasola frecuenciafue muchomenor. Sin embargo,
nuestrosegundomorfotipo en frecuencia,RVBNN, no fueobservadopor estosautoresentre
sus aislamientosde C. tropicalis. En estaespecieencontramoscierta asociaciónentre los
morfotipos LRSN, RVBNN y RVSN con invasividad ya que el 75%, 50% y 50%
respectivamente de las cepascon dichosmorfotipos resultaronvirulentas.

Entre los aislamientosde C. paransilosisel moifotipo mayoritarioentrelas cepasdel
PaísVasco (236) fue LV2S que resultóel quinto en frecuenciaentre nuestrosaislamientos,;
LVSN, RVSN, LRNN y RRNN resultaronmorfotiposabundantesen ambasáreas,mientras
que el morfotipo RVN?N que fue el segundo en frecuencia entre nuestros aislamientos, sólo

seencontróen unacepadel áreade Bilbao.

Entre los aislamientosde C. Ríabrataestudiadospor Quindós (236) no seencontró
ningún morfotipo característico,ya que todaslas cepasfueron incapacesde creceren dicho
medio. En nuestro estudio un 72,2% de las cepas de C. glabrata mostraron idéntico
comportamiento,no siendocapacesde creceren agar con trifeniltetrazolio, sin embargo
encontramos2 cepascon morfotipo RBNN ambasprocedentesdemuestrasgenitalesy otras

3 con morfotipo RRNN.

En T. beigelii, el morfotipo RRNSparecióestarasociadoa virulenciaya queel 80%
de los aislamientoscon dicho morfotipo resultaronser cepasinvasivaso aisladasde orina.
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8. TIPADO MEDIANTE EL PERFIL DE SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA

O’day y colaboradores(192),estudiaronun brotedeendolftalmitisporC. narapsilosis
utilizando como método de tipado el perfil enzimáticoy la susceptibilidada antifúngicos.
Utilizaron un método de microdilución dn caldo y todas las cepasdel brote mostraronel
mismo perfil de sensibilidad.Compararonlos datos obtenidoscon 17 aislamientosde C

.

narausilosisconservadosen cepario que dieron diversosperfiles, lo cual parecíademostrar
queel broteen cuestiónhabíasido producidopor una mismacepa.

Korting (129) utilizó también la idea del perfil de sensibilidada antifúngicospara
comparar las cepasde C. albicansaisladasde enfermosinfectadoscon VIII en distintos
estadiosde la enfermedad.Encontrócepasquese volvían másresistentesa los imidazoles
conformeavanzabala enfermedad,mientrasqueno observóningún tipo de variaciónen los
polienos.

Alena Tomsikova utilizó un sistemade antifungigramapara tipar sus cepasde C

.

albicanscon fines epidemiológicos.Encontró9 perfilesdiferentesiendoel másfrecuentede
ellos resistente a antifúngicos polienicos y sensible a imidazoles.

Utilizandoel perfil de sensibilidadantifúngicaseencontraronun 39% decepasde C

.

albicanscon perfil FS asociadasa virulenciaya que correspondierona cepasinvasivas.En

C. tropicalis los perfiles F12, F29 y F37 sólo se encontraronentrecepasinvasivas,y lo
mismo ocurrió con el perfil F3 en T. beipelii, representandoel 40% de dichascepas.

9. VARIACIONES FENOTIPICAS EN LEVADURAS

El fenómenode las variacionesde liso a rugosoen C. albicansya fue observadopor
P. Negroni en 1935 (189). David SoIl (278-280) estudiando casos de candidiasis
vulvovaginales a lo largo de un cieno períodode tiempo llegó a la conclusiónde que una
misma cepa de C. albicans era capaz de cambiar de fenotipo y con ello producirse cambios

en su patrón de sensibilidada agentesantifúngicos.

Frank Odds (203) observóvariacionesen las morfologíascolonialesde aislamientos
deC. albicans,C. parapsilosisy C. krusei, mientrasqueno lo observóentrelos aislamientos
de C. alabrataque estudió. Esto le sugirió que dichas variacionesfueran una propiedad
bastantecomúnentremuchosde los aislamientosde especiesde Candida.Dicha capacidad
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parecíainfluenciada por diversosfactoresexternos.Por tanto, para manteneruna buena

reproducibilidadsenecesitabatenerun control estricto sobre la composicióndel medio, el
grosordel agaren las placas, las condicionesde humedady temperaturaen la incubacióny
realizarlos aislamientossiemprea partir de un única colonia. En esteestudioOddsencontró
variacionesen C. albicans,C. tronicalis,C. paransilosisy C. krusei, pero no los observóen

ningunadelas cepasde C. 2labrataqueestudió.En el presenteestudióseobservaronalgunos

de estos fenómenos,como las variacionesde C. albicansde colonia cremosablancaa opaca
y de lisas a rugosas, en C. troDicalis donde se observaron variaciones blanca-opaca o las

variacionesen C. parausilosísde lisaa rugosa.En T. bei2elii seencontraronvariantesopacas

y completamentevellosas,algunasde estasúltimas asociadascon cepasvirulentas.

10. TEORJA DEL POLIMORFISMO ADAPTATIVO

La teoría del polimorfismoadaptativopredice que las especiesque ocupanamplios
nichosecológicosseránfenotípicamentey genotípicamentemásvariablesquelasqueocupan
nichos estrechos(116). Mirando la ecologíade las levadurasparecequeC. albicansy C~
Ríabratason comensalesanimalesobligatorios,mientrasque C. tronicalis y C. paransilosis
parecen comensalesfacultativos y otras levaduras como C. neoformans parecen ser
microorganismosambientalescon preferenciapor los detritusde las aves. Respectoa esta
teoría,Hunter (116) en 1990 realizó un estudiode biotipadoentredistintaslevadurasy sus
resultadosconfirmaronun aumentode la varianzade la población desdelos comensales
obligados(menosbiotipos) hacia los facultativos,y los microorganismosambientales(más
biotipos)comopredicela teoríadel polimorfismo adaptativo.A esterespectopareceque la
presiónselectivatiene másefectosobreel polimorfismoque la mutación.

Esto vienea decir que en C. albicansy C. Elabratatendríamosqueencontrarmenos
proporción de biotipos que en 12. tronicalis y 12. parapsilosis,y éstosmenosque en T

.

bei2elii o C. neoformans.En los datos observadosen esteestudio,esta relaciónsecumple
en la direccióndeC4...~ikicanso C. plabrata,C. tropicalisy T. beigelii o C. neoformans.En
estoscasos,casi en todos los métodosde tipadoanalizadosseobservaronmenosproporción
de biotipos en relaciónal númerode cepasestudiadasen C. albicansque en C. troDicalis o
que en T. bei2elii sucesivamente.Sin embargo no observamosque esta teoría del
polimorfismo se cumplieraen el caso de C. oarapsilosis,puestoque debería,según dicha
teoría, tenermás tipos posiblesque C. albicansno siendoasí en ninguno de los métodos
ensayados.
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U. ANALISIS DE LOS BIOTIPOS DE 107 AISLAMIENTOS ORALES DE VLH
SEROPOSITIVOS Y NO Vm.

La candidosisoral es la forma másfrecuentede infección en los pacientesinfectados

con el virus de la inmunodeficienciaadquirida. En esteestudio se trató de buscarmediante
los métodosde biotipadosi había algún biotipo de levadurasasociadoa infeccionesen estos
pacientes.

Korting y colaboradores(129), en un estudiosimilar, analizaron62 aislamientosde

C. albicansque tiparon empleandoel sistema API 2012, encontraronque el biotipo B
(2576174)se repetíaen el 63,9% de las cepasestudiadas.El Testo de las cepasserepartió
en otros 8 biotipos minoritarios. Observaronque las resistenciasa flucitosinaaumentaban
confórmeprogresabala infecciónpor VIH, sinquedichosenfermoshubieranestadotratados
anteriormentecon dicho fármaco.No observaronvariaciónen la sensibilidadde 12. albicans
en los distintos estadiosde la enfermedad.Con anfotericina B, la mayoría de las cepas
mostraronuna sensibilidadintermedia.

En nuestroestudioseobservóun claro predominiode C. albicans(74,5%)entrelos
aislamientosde levadurasde la población VIH frente a la población normal, donde esta
especierepresentóel 42,3%.También seobservóun predominiodel biotipo 2576174,como
ya observóKorting, entrela poblaciónVIH (58,2%) respectoa la poblaciónnormal (30%).
Empleandola técnicadel resistotipadoseobservóun resistotipodominanteen la población
VIH: 01200000(21,8%) respectoa la población normal (9%), con un dominio de los
biotiposresistentesa citrato en la población VIH (76,4%), respectodel control (53%). Con
la Técnicadel morfotipado se observóunadominanciade los morfotipossin borde (20%)
frente a la poblaciónnormal (956). Con el métodoAST se encontróun claropredominiodel
morfotipo LRNN en la población VIH (47,3%) respectoa la población control (13,4%),y
un predominiode los biotiposcon halo de hifas (48%) en la población control respectoa la
poblaciónVIII (12%).Elperfil enzimáticomostróel perfil E16 entrela poblaciónVIH (12%)

queno seencontróen la poblacióncontrol.

No seencontróningunavariaciónsignificativa en los patronesde sensibilidada los
antifúngicos entre una población y otra. Korting encontró sensibilidad intermediaa la
anfotericinaB, sin embargoen nuestroestudiotodoslos aislamientosfueronhomogeneamente
sensiblesa dicho antifúngico.En cambio, nosotrosobservamosunasensibilidadintermedia
de la mayoríade los aislamientosal ketoconazol.
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12. COMPARACION ENTRE LOS MIETODOS DE TIPADO ESTUDIADOS

12.1 OPERATIVIDAD Y EFICACIA DE LAS TECNICAS UTILIZADAS

Cuando se estudia el valor de un método de tipado, hay tres características
fundamentalesque se debenteneren cuenta:la tipabilidad, la reproducibilidady el poderde
discriminación.Otrosvaloresquetambiéndeberíanconsiderarseson el coste,la sencillezde
utilización y la rapidezde la técnica.

La tipabilidadde un métodoes la proporción de una poblaciónde aislamientosque
puedeser tipado con un determinadométodo. Todos los métodosde Upadode C. albicans
tienenun 100% de tipabilidad(109). Todosnuestrosmétodosdieronunatipabilidaddel 100%
con lá excepcióndel métodoAST dondeun 72,2% de las cepasde C. ~labrataresultaronno
tipables.Quindósy colaboradores(236) utilizando dicho métodoencontraron11 cepasde C

.

albicansque no resultaron tipables y tampoco lo fueron las cepasde C. 2labrataque
ensayaron.Estemétodopor tanto no fue capazde discriminarbien los diferentesmorfotipos
de C. Ríabrataya queestascepasno erancapacesde creceren agarde trifeniltetrazolio.

La reproducibilidadde nuestrosaislamientoscomo expresiónde la estabilidadde los
códigosasignadosa cadacepa, para el métodoAPI osciló en un rangoentreel 75 y el 97%
dependiendode las especiesensayadas,y fue del 87% para C. albicans.Las principales
razonespor las quevariabanlos biotipos fueron la utilizaciónde cultivos viejos de másde
48H y no ajustar bien el inóculo. Hellyar (99) indicó una reproducibilidadde API parasus
C. albicansdel 78%, mientrasqueWilliamson (307) obtuvo un 96,6%. La reproducibilidad
del sistemaAPI ZYM en el presenteestudioosciló entreel 70 y el 100% dependiendode las
cepasestudiadas,siendodel 84% para C. albicans.En el estudiorealizadopor Williamson
(307), encontraron una reproducibilidad del 96,6% y para Casal fue del 100%. La
reproducibilidadde nuestrométodode resistotipadoosciló en rangosentreel 70 y el 87%.
McCreight (169) encontró un 96% de reproducibilidad in vitro para las pruebas de
resistotipado.Sin embargoHunter y Fraser(112) usandouna modificaciónde dichosistema
encontraronrangosde reproducibilidadentreel 77 y el 100% dependiendodel númerode
pruebasrequeridasparadiferenciarentrecepas.La reproducibilidaddel resistotipadosegún
Odds (202) daba buenos resultados intralaboratorio, sin embargo la concordancia
interlaboratorioeramuy baja. Odds(193) encontróuna reproducibilidadparasu métodode
resistotipadodel 95%. En nuestroestudiono encontramosunosporcentajestan buenos,ya
quenuestrosvaloresde reproducibilidadoscilaronentreel 70% en C. albicansy el 87% en
C. tronicalis. Childressy colaboradores(46) utilizando el métodode Odds,pero inoculando
con replicadorigual quenosotros,encontraronuna reproducibilidadpor encimadel 95%.
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La reproducibilidaddel morfotipadoosciló entreel 50 y el 80% paraél morfotipado
1 y el 92 y el 100% en el casodel morfotipadoII. Entre los factoresque seobservóque
afectabana los morfotipos destacael sobrecalentamiendodelmediode extractode maltaque
haciadesaparecerla producciónde hifas en el margende las colonias y la profundidaddel
agar en las placasde petri que tambiénalterabala morfología. Phongpaichity cols. (221)
encontraronunareproducibilidadparael mnorfotipado1 del 84% en C. albicans,mientrasque
Huntery Fraser(114) utilizandoel morfotipadoII obtuvieronunareproducibilidaddel 89%.
El problemadel morfotipado1 (114) eraque la gran diversidadde morfotipos posiblehacía
difícil compararuna población.Con el morfotipado1 reducíanlos morfotipos posiblesa seis
aumentandola reproducibilidad, pero al disminuir la diversidad también lo hace la
discriminaciónentrecepas.La reproducibilidaddel métodoAST mostróun rangoqueosciló
entreel 75 y el 93% dependiendode las especiesconsideradas,siendodel 83% para Q
albicans.Quindós y cols. (236) encontraronrangosentre el 85 y el 100%, siendodel 95%
paraC. albicans.Observanal igual quenosotrosqueel sobrecalentamientodel mediodurante
su preparacióny variacionesen la temperaturade incubación producíadiferencias en los
morfotipos. Utilizando el perfil de sensibilidadantifúngicala reproducibilidadosciló entre
rangosdel 75 al 87%, siendodel 87% para C. albicans.Encontramosvariacionesen los
perfilesde sensibilidada los antifúngicoscuandono seajustabanbien los inóculos y cuando
seproducíanvariacionesen la profundidaddel agaren las placas.

En C. albicanshuboun rangoentreel SOy el 94% en los valoresde reproducibilidad
entrelos diferentesmétodosestudiados.El mejor valor de reproducibilidadseconsiguiócon
el morfotipado1. En C. tropicalis los rangosfluctuaronentreel 60 y el 97% obteniéndose
el valor másalto tantoparael API comoparael perfil enzimáticoy el morfotipadoII. En C

.

parapsilosisosciló entreel 70 y el 100% que se obtuvo tambiéncon el morfotipado II. En
cambio,en T. bei~elii los valoresde reproducibilidadoscilaronentreel 58 y el 93% que
correspondióal perfil de sensibilidada antifúngicos.En C. ~labratael mejor valor seobtuvo
con el perfil enzimáticoque fue del 100%.

La discriminaciónde un métodoes una estimade su habilidadparadiferenciardos
cepasno relacionadas.De acuerdocon el índicede diversidadde Simpson,en el casode C

.

albicansse obtuvieronrangosde discriminaciónentreel 0,4 en el métodoAPI 20C y el 0,89
en el casodel resistotipadoy del perfil de sensibilidadantifúngica.Estosignificabaquesi dos
cepasde C. albicansson elegidasal azar,tendríanunaprobabilidaddel 89 %, en el método
de sensibilidada antifúngicos,de caerdentro de dos morfotipos diferentes.Otros autores
encontraronvaloresde discriminación mejores y peoresque los nuestros. Hunter (114)
encontróuna D 0,9 parasu métodode morfotipado1, con las cepasde C. albicausque
utilizó. Sin embargocuandoempleó el morfotipado lila discriminaciónbajo a 0,615. El
resistotipadosegún McCreight y Wamock(167) mostró unaD=0,882. En cambio según
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Huntery Fraser(115), usandoun resistotipadomodificadoel indicede discriminaciónresultó
de 0,564. Utilizando el API 20C, Syverson(284) consiguióunaD =0,431,prácticamente
idénticoal valor obtenidoen este estudio.Casaly Linares(39) utilizando la variabilidadde
cuatro enzimasdel API ZYM encontraronuna D=0,549. Otros autores,empleandoeste
método encontraron valores de discriminación aún más bajos, D=0,487, D= 0,471
(307,308),o incluso D=0,308(116). En nuestroestudio utilizando la información de todas
las enzimasdel API ZYM se consiguió una D=0,81. En C. tropicalis los valores de
discriminaciónmásbajosseencontraronen el morfotipado11(0,51),obteniéndoselos valores
másaltos con el perfil de sensibilidadanúfúngica(0,97). El morfotipadoII no fue capazde
discriminar entre los aislamientosde C. parausilosisestudiados,los mejores valores de
discriminación para esta especiese encontraroncon los métodosde resistotipadoy de
morfotipado en agar de trifeniltetrazolio que fueron del 0,86 y del 0,85 respectivamente.
Quindósy cols. (236) encontrarondistintosvalores de discriminaciónparasu métodoAST
segúnlasespeciesconsideradas.Así, dicho valorosciló entre0,811 paraC. trouicalis, 0,769
paraC. paransilosisy C. 2uilliermondii, 0,757paraC. albicans,0,416paraC. kruseio de
O paraC. Ríabrata

.

Analizandoestosparámetrosen conjunto,observamosqueen C. albicanslos métodos
quemostraronmejor combinaciónde reproducibilidady discriminaciónfueronel perfil de
sensibilidada los antifúngicos,seguidodel morfotipado II y del perfil enzimático. En C

.

tropicalisel métodoquemostrómejorcombinaciónfueel perfil enzimáticoseguidodel perfil
de sensibilidad a los antifúngicosy del morfotipado AST. En el caso de C. parapsilosis

,

ningunode los métodosmostróresultadosexcelentes,siendoel resistotipadoy el morfotipado
AST los que dieron mejores resultados. En T. bei2elii la mejor combinación entre
reproducibilidad y discriminación se obtuvo con el resistotipado, seguido del perfil de
sensibilidadalos antiflingicos. En el casode C. síabratala mejor combinaciónseobtuvocon
el resistotipadoy el perfil de sensibilidada los antifúngicos.

12.2 DISTANCIA ENTRE BIOTIPOS

Utilizandolas distanciastaxonómicasentrebiotiposdentrodecadaunadelasespecies,
pudimosobservarquealgunosmétodosestablecíandistanciastaxonómicasmayoresqueotros.
Así pues, los métodosAPI 20Cy el morfotipadoAST, en la mayoríade los casosagrupaban
casi todos los biotipos a distanciastaxonómicascortas, lo que indicaba que segúnestos
métodos, todos los aislamientosde dichas especiesmanteníanuna gran homogeneidad,
estañanmuy próximastaxonómicamentey su capacidadparadiferenciarentrebiotipossería
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Discusión

baja.

Otros métodos, como el API ZYM, el resistotipadoy el perfil PSA, permitían
establecerun númeroconsiderablede gruposa distanciastaxonómicasintermedias,lo que
indicabaqueeranbuenosmarcadoresde la diversidaddentrode unaespeciey, por tanto, su
capacidadparadiferenciarentrebiotiposeraalta.

12.3 CORRELACIONENTRE MiETODOS

En C. albicansla mejor correspondenciaentremétodos(correlación),sedio entreel
método API 20C y el morfotipado, sin embargo el método API 20C mostró una
discriminación muy baja. En C. tronicalis se encontró muy buena correlación entreel
morfotipado y el API 20C, el perfil enzimático API ZYM, el perfil de sensibilidad a los
antifúngicos y el morfotipado en agar de Sabouraud-trifeniltetrazolio,que por otro lado,
mostraronbastantebuenadiscriminacióny reproducibilidad.En C. parapsilosisseobtuvouna
completacorrelaciónentre el morfotipadoy el resto de los métodoscomparados.En T

.

bei2elii se encontró también correlación entre el morfotipadoy el API 20C, el perfil
enzimático,el resistotipadoy el perfil desensibilidadalos antifúngicos.En C. Elabratahubo
correspondenciaentre el API 20C, el perfil enzimático, el perfil de sensibilidada los
antifúngicos y el morfotipado en agar de Sabouraud-trifeniltetrazolio,encontrándose
complementariedad(métodosindependientes)entreel morfotipadoy el restode los métodos
comparados.
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Conclusiones

1.- En nuestrohospital,al igual queen otrasseries,la especieaisladacon másfrecuenciafue
C. albicans,seguidaa distanciadel restode las especies.Destacóla elevadafrecuenciade
aislamientosde T. bei2elii. queocupóel cuartolugar en nuestrotrabajo.

2.- En cuantoa su procedencia,cabedestacarqueC. lusitaniae, C. kefyr y T. bei~elii se
asociarona infeccionesen tejidos profundos.

3.- LaanfotericinaB continuasiendoun antifúngicomuy eficaz, sin embargoseencontraron
porcentajeselevadosde resistenciaen el casode C. lusitaniaey T. beieelii

.

4.- Los imidazolesen su conjuntosemostraronmuy activosfrente a nuestrosaislamientos.
Cabedestacarla resistenciade C. lusitaniaeal ketoconazol,y el casodel fluconazol,donde
la resistenciaquepresentaronla mayoríade las cepasen nuestroestudio “in vitro”, no se
correspondíacon sueficaciaobservada“in vivo’.

5.- El extractode Allium sativumdemostróser muy activofrentea todos los aislamientosde
levaduras,marcandounaposiblelínea de investigación.

6.- De los 6 métodos de Upado estudiadoslos que mostraron mejor combinación de
reproducibilidady discriminaciónen C. albicansfueronel PSA, el morfotipado y el perfil
enzimático;en C. trouicalis el perfil enzimático y el AST, y en el restode las especieslo
fueronel resistotipadoy el PSA.

7.- C. albicansy C. tropicalis compartieronel mismo perfil enzimáticomayoritario(ElE)),
lo cual corroborabasu proximidad taxonómica.El perfil E16 sólo se encontró entre los
aislamientosoralesde la población VIH y no en la población control.

8.- Con el resistotipadoseobservóque la mayoríade los aislamientosde C. albicanseran
resistentesa citrato, lo queindicaríasu capacidadparacrecera pH bajo.

9.- El morfotipo mayoritarioen C. albicansfue BAF, sin embargola mayoríade las cepas
invasivaspresentaronmorfotipo BD; esto sugeriría una asociacióndel morfotipo BD a
virulencia.

10.- Con el PSAun númerorelevantede aislamientosde C. albicansconperfil FS seasoció
tambiéna virulencia.

11.- AlgunosmorfotiposAST aparecieroncon unafrecuenciamuchomayorquela observada
en otrasáreasde Españay del ReinoUnido.
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12.- El morfotipadofue el método que secorrelacionómejor con el restode los métodos
estudiados.

13.- El perfil enzimático, el resistotipadoy el PSA, permitieron establecerun número
considerablede grupossituadosa distanciastaxonómicasintermedias,lo que indicabaque
eran buenosmarcadoresde la diversidaddentrode unaespeciey, por tanto, su capacidad
paradiferenciarentrebiotiposeraalta.

14.- Hay quecontinuarinvestigandosistemasde biotipado,yaquelos métodosestudiadosno
seasociaronde formasuficienteconla capacidadpatógenade las levadurasde interésclínico.
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