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INTRODUCCION Y OBJETIVOS.-

La relacion de los hongos con el hombre se conoce desde antiguo, existiendo
numerosas referencias histéricas de su faceta negativa, ya sea afectando a los
vegetales o animales, de los que el hombre obtiene un beneficio econdomico, o
incluso al propio hombre. Esa relacion con los vegetales no fue establecida hasta el
siglo XVII, siendo conocida en animales practicamente dos siglos mas tarde, a pesar
de lo cual se les considera como organismos patdgenos antes que a las bacterias. Los
hongos son organismos ubicuos y el hombre se encuentra expuesto a ellos, asi
factores dependientes del tipo de vida y de las nuevas terapias han provocado una

mayor predisposicion a las enfermedades fungicas.

Los avances médicos aparecidos durante la pasada década han mejorado la
capacidad preventiva y de diagndstico de las enfermedades producidas por hongos v,
por ello, se dispone ademds de una relativa oferta terapéutica. Desafortunadamente,
ciertas terapias que implican el uso de procedimientos quirirgicos invasivos y
materiales protésicos o de agentes quimioterapeuticos que inducen inmunosupresion
severa (como en el caso del tratamiento contra el cancer y trasplante de 6rgano)
elevan la vulnerabilidad del huésped frente a un amplio espectro de patdgenos

oportunistas.

Responsables en gran medida de este incremento, son las levaduras,
patdgenos oportunistas bien conocidos y pertenecientes a los géneros Candida,

Cryptococcus, Trichosporon'y Malasezzia entre otros.

La candidiasis es una infeccidon primaria o secundaria ocasionada por
levaduras pertenecientes al género Candida. Entre éstas, Candida albicans es el
agente etioldgico con una mayor implicacién en estas infecciones, aunque otras
especies como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis o C. tropicalis son aisladas con
una frecuencia elevada en las muestras clinicas. Ademas, otras especies, que
conocidas, empiezan a ser aisladas como patogenas emergentes a la vez que aparecen

otras de nueva descripcion.
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La identificacion de los agentes etiologicos hasta nivel de especie,
desempefia un papel muy importante, ya que algunas levaduras y hongos presentan
patologias especificas y una resistencia intrinseca a determinados antifungicos, por lo
que se comprueba la existencia de distintos patrones de sensibilidad a los mismos. La
irrupcion de nuevas especies en la clinica humana hace necesario el desarrollo de
métodos rapidos, eficaces y simples para la identificacion de levaduras que puedan
ser utilizados en la rutina del laboratorio de Microbiologia Clinica. Algunos métodos
de identificacion automatizados comerciales pueden requerir un tiempo demasiado
elevado antes de ofrecer el resultado, o ser poco asequibles para laboratorios de tipo
medio. En este caso la posibilidad de disponer de un método no automatico, rapido,
eficaz, con un balance coste/beneficio adecuado y reproducible, que proporcione
identificaciones diarias de levaduras, puede ser mas adaptable. La identificacion
presuntiva rdpida y segura de estos microorganismos asegura la eliminacion de
periodos de incubacion prolongados y la posterior realizacion de pruebas adicionales,
aportando la ventaja de una reduccion del tiempo, manipulacion, material y por ello

del coste relativo a cada identificacion.

Teniendo en cuenta la amplia gama de sistemas de identificacion de levaduras
introducidas por las distintas compafiias comerciales es de gran interés conocer su
utilidad, ventajas y desventajas a la hora de elegir por los distintos laboratorios de

Microbiologia el sistema idoneo en funcion de sus caracteristicas y necesidades.

Estas razones nos han llevado a considerar la necesidad de realizar este

estudio con los siguientes objetivos:

e Profundizar en el estudio de las infecciones fingicas, fundamentalmente, a nivel

hospitalario.

e Determinar la frecuencia de aislamiento de Candida spp. segun el tipo de muestra
estudiada (orina, vagina, ufas, piel, mucosas,...) y el servicio hospitalario de

procedencia.
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Conocer diferentes técnicas de identificacion de hongos patogenos para elaborar
un protocolo de diagndstico facil, reproducible y econdémico para cualquier

laboratorio de diagndstico microbiologico.

Identificaciéon de Candida a nivel de género y especie utilizando diversas

técnicas.

Comparar el método de referencia (API ID 32C®) con las restantes técnicas
convencionales y comercializadas para establecer la validez de estas como forma
de llegar a seleccionar un método en base a una reduccion del tiempo de

identificacion y en el coste.

Comparar las distintas técnicas para cada género y especie, con el fin de
establecer la existencia de variaciones en funcion de variables como son género o

especie.

Estudiar la influencia de variables experimentales como son el tiempo y
temperatura de incubacion sobre el crecimiento de las levaduras procedentes de

muestras clinicas.
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I.  REVISION Y ANTECEDENTES.-

I.1.- HISTORIA.

La candidiasis, como entidad clinica, ha sido reconocida desde la antigiiedad.
Hipocrates en su tratado sobre "Epidemias" describié dos casos de afta oral o muguet
(placas blancas) en pacientes debilitados, asociados con enfermedades agudas
subyacentes, y la presencia de su cuadro clinico ha sido citada durante siglos
(Hipocrates). Entre los escritos de Galeno hay numerosas descripciones de afta oral y
su frecuente incidencia entre los nifos, sobre todo en los enfermizos (Galeno, 130-
200 A.D). La enfermedad es mencionada por Samuel Pepys en su diario del 17 de
Junio de 1665 (Winner y Hurley, 1964). Rosen von Rosenstein en un texto pediatrico
de 1771 (Rosen von Rosenstein, 1771), al igual que Underwood en 1784
(Underwood, 1784), reconoce las condiciones para una candidiasis oral y
gastrointestinal. La enfermedad fue tan frecuente en Francia que la Real Sociedad
Francesa de Medicina ofreci6é un premio para su estudio, en 1786, dotado con 1200
libras (Roux y Linoscier, 1890). En 1835, Véron postuld que se adquiria durante el
paso a través del utero. También, describid los primeros casos de candidiasis

esofagica (Véron, 1835).
I.1.1.- PRIMEROS ESTUDIOS.

El descubrimiento inicial del organismo causante de la enfermedad no se hizo
hasta 1839, cuando Langenbeck descubrid la "planta criptogama" en una lesion de
muguet (Lagenbeck, 1839). Describe un hongo en un afta bucal, lo que justificé en
forma muy temprana la presencia de un parasito en la enfermedad en el hombre, no
asociando la presencia del hongo con las lesiones de la lengua. Aunque erroneamente
Langenbeck sugirié que el hongo era el responsable del tifus, su descripcion fue una

de las primeras en asociar un microorganismo con un proceso patologico.

Las primeras noticias del establecimiento del agente causal con el muguet
proceden de Gruby, quien ademas observo las similitudes de este con otros hongos.

El mismo defini6 la enfermedad y su agente causal en 1842, describiendo al hongo



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

como "el verdadero muguet de los lactantes" (Gruby, 1842). Pero Berg, en 1846, fue
realmente el primer autor en describir la relacion entre el hongo de la candidiasis y
las lesiones bucales (Berg, 1846). Este autor considerd que el hongo era transmitido
por las condiciones antihigiénicas y por los biberones de uso comun. Asimismo, se
asocid su presencia con enfermedades debilitantes, confirmando algunos comentarios
de Hipocrates. Dos afios antes, Bennett describié la presencia de un hongo,
probablemente, Candida albicans, en el esputo y los pulmones de un paciente con
neumotorax causado por tuberculosis (Bennett, 1844). Berg reprodujo la misma
enfermedad en lactantes sanos, por medio de la inoculacion de material de las
membranas aftosas. Uno de ellos murié por bronquitis y neumonia causadas por

candidiasis (Berg, 1846).

Casi un siglo después de este hallazgo, el hongo de la enfermedad fue objeto
de estudios taxondmicos bastante confusos. Mientras algunos autores intentaron
cuidadosamente su clasificacion dentro de los géneros botanicos ya establecidos,
otros aislaban levaduras similares de material clinico procediendo a la asignacion de
nuevos y conflictivos nombres de género y especie. Gruby incluyd al hongo de
Langenbeck en el género Sporotrichum en 1842. Bonorden, en 1851, denominando
Monilia Candida a otro hongo aislado de madera en descomposicion (Bonorden,
1815). En 1853, Robin, quien mostré6 una clara influencia sobre las nuevas
generaciones de médicos, reconocioé que el hongo del muguet podria convertirse en
generalizado, como fase terminal de otras enfermedades (Robin, 1853). Se atribuyo
al microorganismo un segundo nombre de Oidium albicans, apareciendo por primera
vez el uso del epiteto especifico albicans para las especies. El nombre de este género
se debia a la morfologia oval de la célula de levadura. Robin describié en detalle las
formas tanto de levadura como del micelio del microorganismo. Quinquaud propuso
el nombre de Syringospora robinii en 1868 (Quinquaud, 1868), mientras Reess en

1877 llam¢ al hongo Saccharomyces albicans (Reess, 1877).

Llam¢ la atencidon su naturaleza dimorfica en las descripciones del hongo
causante de la candidiasis, hecho reconocido por Bennett en 1844 (Bennett, 1844).
Grawitz, en 1877, que incidentalmente llamoé al hongo Micoderma vini, describio

formas de levaduras gemantes y formas miceliares y aun sin nombrarlas,
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clamidosporas (Grawitz, 1877). Audrey en 1887 comprob6 definitivamente que las
diferentes formas morfologicas del hongo correspondian a un solo organismo y que

la morfologia observada dependia del crecimiento (Audrey, 1887).

1.1.2.- ORIGEN DE LA "MONILIA" Y "MONILIASIS".

El género Monilia, introducido inicialmente por Hill en 1751 en la
clasificacion de algunos hongos aislados de vegetales en descomposicion, fue
asociado con el hongo causante de la candidiasis al final del siglo XIX.
Posteriormente, se comprobd que esta descripcion carecia de validez, ya que los
microorganismos en realidad pertenecian al género Aspergillus sp. El género Monilia
fue propuesto por Gmelin en 1791 para incluir algunas especies de Mucor y
Aspergillus (Gmelin, 1791). En 1794, Persoon repiti6 esta descripcion y se limito a
decir que los microorganismos eran parecidos a Aspergillus. El género Monilia como
se entiende en la actualidad, fue utilizado por Saccardo en 1886 para incluir algunas
especies de hongos aislados de frutas en descomposicion (Saccardo, 1886). En la
actualidad, éstas se consideran como el estado anamorfo de algunos géneros de
ascomicetos, por ejemplo, Neurospora y Clerotinia, o sea, momias de durazno y de

ninguna manera estan relacionadas con levaduras del género Candida.

Plaut, en 1887, aisl6 un hongo de tipo levadura de madera en
descomposicion, con el que pudo obtener lesiones semejantes a la candidiasis oral en
las gargantas de pollo (Plaut, 1887). Consider6 su aislamiento idéntico a Monilia
albicans, una especie dimoérfica con una historia taxondmica confusa. Lleg6 a la
conclusion de que era el mismo hongo descrito por Hansen y, por consiguiente, era el
agente etiologico de muguet de hombre. Este hecho fue aceptado por Zopf, quien en
1890, denominé al hongo Monilia albicans (Zopf 1890), nombre que mantuvo
durante varias décadas y dio origen al término "Moniliasis" para definir las
infecciones propias del hongo causante de la candidiasis, aunque el género Monilia
existe como género valido para patogenos de plantas no relacionados con C.

albicans.
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En la misma época se produce el descubrimiento de otras formas de
candidiasis. Wilkinson (1849) es el primer autor que describio la candidiasis vaginal
y su etiologia micdtica (Wilkinson, 1849) en un paciente, 77 afios de edad, que
presentaba una secrecion vaginal profusa. Wilkinson refirié la imposibilidad de
desarrollar los "epifitos" (células de levadura de Candida) si no era sobre un "terreno
favorable para ellos". Anteriormente, la secrecion vaginal, asi como el muguet fueron
definidos en los libros de texto de medicina como el resultado de secreciones
morbidas. Haussmann demostrd en 1875 que el hongo causante de la candidiasis oral
y vaginal era el mismo (Haussmann, 1875). Describio la importante relacion de la
candidiasis vaginal y el muguet del recién nacido, demostrando que la transmision
del hongo a la boca de los lactantes provenia de lesiones en la vagina. También
produjo vaginitis en mujeres gravidas sanas tras la inoculacion de Candida dentro de
su vagina. La interrelacion de la dermatocandidiasis y el muguet habia sido
reconocida con anterioridad, en 1771, por Rosen von Rosenstein (Rosen von
Rosenstein, 1771), y sus interrelaciones con la infeccion subcutanea por Virchow en

1850.

Las primeras descripciones completas de otras formas superficiales de
candidiasis no aparecerian hasta el comienzo del siglo XX, aunque es probable que la
candidiasis cutanea fuera conocida clinicamente mucho antes (Winner y Hurley,
1964). Durante el siglo XIX era bien conocido que las enfermedades debilitantes
predisponian a los pacientes a la candidiasis. Trousseau sugirio que la candidiasis
oral era una expresion local de una anomalia de todo el sistema (Trousseau, 1869) y
Parrot, observando la asociacion casi invariable de la enfermedad con un estado de
debilidad subyacente, afirm6 que la candidiasis es "siempre la consecuencia de un

estado morbido preexistente" (Parrot, 1877).

El primer informe de candidiasis sistémica, en el que se pudo atribuir con
entera confianza la identidad del organismo causal con el hongo, se debe a Zenker
(Zenker, 1862). En 1861 describio la enfermedad generalizada causada por
diseminacion hematdgena. Su paciente estaba debilitado y tenia muguet bucal,
asociacion observada muchas veces con anterioridad y en la actualidad en pacientes

con SIDA. El paciente de Zenker murié por infeccidon cerebral, sin embargo, se
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refiri6 la presencia de Candida en la lesion, indicandose la posible extension del
hongo a otros 6rganos. En 1870, Parrot describi6 una enfermedad intestinal y
observo la primera infeccion pulmonar por el hongo en 1877 (Parrot, 1877). Schmorl
en 1890 describi6 una infeccion diseminada, afectando a varios sistemas organicos,
por Candida (Schmorl, 1890). Las primeras descripciones acreditadas sobre las

numerosas formas de candidiasis se relacionan en la Tabla I.

El interés por la candidiasis generalizada y en la endocarditis por Candida ha
venido incrementandose desde la década de los afios cuarenta (Rippon, 1988). La
presencia de infecciones por Candida como secuela del empleo de antibidticos
antibacterianos, en especial de los de amplio espectro, provocod sorprendente
aumento de la investigacion en este tipo de infecciones. Los resultados ponen de
manifiesto el complejo ecosistema al cual pertenece Candida y el delicado equilibrio
que se establece entre los microorganismos de la flora autoctona. En 1940, Joachim y
Polayes, describieron endocarditis por candidiasis como consecuencia de la
inyeccion de heroina por via parental (Joachim y Polayes, 1940). Casi al mismo
tiempo se demostrd la asociacion entre las infecciones por Candida y el tratamiento
con esteroides, farmacos inmunosupresores, agentes citotoxicos y defectos del
sistema inmune (Winner y Hurley, 1964). En la actualidad, se reconoce a Candida
como uno de los hongos oportunistas encontrados con mayor frecuencia y se le
considera como la causa mas comun de enfermedades fungicas graves (Rippon,

1988).

Los trabajos de Castellani sobre micosis por levadura a principio de siglo en
la llamada "tos de los catadores de té", en 1912 (Castellani, 1912), fueron una de las

primeras aportaciones sobre candidiasis broncopulmonar.

Castellani es el primer investigador en sugerir que otras especies, distintas de
Monilia albicans, podrian estar involucradas en la patogénesis de la candidiasis. Si
bien, se comprobd después que algunas de las nuevas cepas de Castellani eran
idénticas a Candida albicans, han de atribuirse a este autor las primeras
descripciones de las levaduras hoy conocidas como C. guillermondii, C. krusei, C.

kefyr y C. tropicalis. Castellani colocaba normalmente sus nuevas especies como
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pertenecientes al género Monilia, corrigiendo, con resultados aun hoy evidentes, la

confusion taxondmica creada en el siglo pasado.

Tabla I. Primeras referencias sobre tipos de candidiasis. Odds (1988).

Candidiasis. Tipo de Descripcion clinica Autor
lesion

Candidiasis oral 400 a. J.C. Hipocrates
C. esofagica 1835 Véron
C. vaginal 1849 Wilkinson
C. cerebral 1862 Zenker
C. diseminada 1890 Schomorl
Onicomicosis candidiasica 1904 Dubendorfer
C. cutanea 1907 Jacobi
C. mucocutanea cronica 1909 Forbes
Artritis candidiésica 1921 Goldring
Paroniquia candidiésica 1925 Kingery- Thienes
Cistitis candidiasica 1927 Rafin
Osteomelitis candidiasica 1928 Connor
Nefritis candidiésica 1931 Lundquist
Endocarditis candididsica 1940 Joachim-Polayes

Endolftalmitis candidiasica 1943 Miale
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La lista de sinébnimos C. albicans llega a ser de casi un centenar en la edicion
de 1984 de "Las levaduras" (Krejer-van Rij, 1984), siendo Berkhout en 1923 quien
pone fin a la confusa situacion taxonémica. Las especies de Monilia médicamente
importantes, levaduras anascospordgenas que pueden desarrollar pseudohifas, son
claramente diferentes en morfologia y fisiologia de los mohos de las frutas y hojas en
descomposicion también llamados Monilia. Las normas de la nomenclatura botanica
insisten en que debe mantenerse un nombre para el primer organismo descrito, de
forma que el uso del término Monilia como un género de levadura causante de la
candidiasis ha sido invalidado. Berkhout propuso el nombre genérico de "Candida"
para incluir levaduras asporogenas que tienen "pocas hifas, planas, que cuelgan a un
lado en fragmentos mas cortos o mas largos. Los conidios se desarrollan por
gemacion en las hifas o entre unos y otros y se caracterizan por ser pequeios e
incoloros" (Berkhout, 1923). El término fue adoptado internacionalmente en el
Octavo Congreso Botanico de Paris en 1954 como nomen conservandum botanico

para el género.

Nuevas especies de levaduras, que posteriormente se comprobaron como
idénticas a especies de Candida ya establecidas, se siguen describiendo con
frecuencia, si bien ninguna haya sido asignada al género Monilia desde 1940. Meyer
y col. (1984) y Barnett y col. (1983) han listado un numero elevado de sin6bnimos
para C. albicans —110 166, respectivamente, poniendo en evidencia la dificultad que

conlleva una clasificacion correcta de estas especies.

Los términos "Monilia" y "moniliasis" aparecen todavia, ocasionalmente, en
la bibliografia ya que la Asociacion Médica Americana abandoné finalmente
"moniliasis" en el Index Medicus en 1981 y se espera que al comienzo del siglo XXI,
setenta y siete afios después de la introduccién del género Candida, el término
" e . . o g o
moniliasis" se siga consignando en la historia médica junto con denominaciones

arcaicas como tisis y otras afines.
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1.2.- SITUACION TAXONOMICA DEL GENERO CANDIDA.

1.2.1.- CONCEPTOS TAXONOMICOS ACTUALES.

No existen criterios estaticos acerca de la taxonomia y, entre un grupo de
microorganismos, como son las levaduras, con una asombrosa variedad de
propiedades fisiologicas a pesar de morfologias similares engafiosas, aun los
nombres de géneros y especies bien conocidos pueden cambiar al descubrirse nuevas

caracteristicas.

Las levaduras pueden definirse en términos amplios, como hongos con
morfologia predominante unicelular. Esta definicion es aplicable a los miembros del
género Candida, asi como a cualquiera de los géneros cléasicos tales como
Saccharomyces. Asi, la expresion hongos levaduriformes, usada frecuentemente para
describir las especies patdogenas de Candida, es incorrecta e innecesaria. La
descripcion generalizada que definen a las especies patogénicas del género Candida
como ‘“hongos de aspecto de levadura” es arcaica, por haber diferencias importantes
con las otras levaduras. El género Candida comprende mas de 150 especies, donde la

principal caracteristica es la ausencia de alguna forma sexual (Odds, 1988).

Muchas levaduras pueden producir esporas sexuales (ascosporas y
basidiosporas) bajo condiciones ambientales apropiadas, guardando estas levaduras
una clara relacion taxonomica con los hongos ascomycetes y basidiomycetes. En
otros casos, el estado sexual no ha sido aun descrito y su relacion con otros hongos
no esté suficientemente definida y por lo que son clasificadas dentro de las levaduras

imperfectas o deuteromycetes.

Las hifas podrian, de morfologia muy diversa, estar presentes; siendo
comunes cadenas de células (pseudomicelio). La prevalencia del crecimiento

unicelular es conocido en Endomycetes y en Heterobasidiomycetes.
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El género Candida en la clasificacion de Lodder, se describe como un
conjunto heterogéneo de levaduras que no retine suficientes cualidades para ser

clasificadas en otros géneros mas homogéneos que el de levaduras imperfectas.

1.2.2.- SISTEMAS DE CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS.

1.2.2.1.- Clasificacion de Kreger-van Rij.

Kreger-van Rij define una levadura como un hongo unicelular que se
reproduce por gemacion o fision. Las células gemantes de levadura podrian ser
caracteristicas de un estado particular en el ciclo de vida de los hongos multicelulares
(Kreger-van Rij, 1984). El sistema de clasificacion dado por Kreger-van Rij (1984)

se muestra en la tabla I1.

Tabla II. Clasificacion de las levaduras en el Reino Eumycota

(Kreger-van Rij, 1984)

Subdivision Ascomycotina
Subclase Hemiascomycetes

Orden Endomicetales

Subdivision Basidiomycotina
Orden Ustilaginales

Orden Tremellales

Subdivision Deuteromycotina (levaduras imperfectas)

Subclase Blastomycetes
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1.2.2.2.- Clasificacion de Hoog y Guarro.

Estos autores reconocen seis divisiones fingicas, donde las cuatro primeras
(Myxomycota, Chytridiomycota, Oomycota y Zygomycota) estdn consideradas como
los mas simples evolutivamente, sin micelio septado, mientras que los Ascomycota y
Basidiomycota se engloban dentro de hongos superiores con micelio septado, y

ademas los hongos anamérficos (Hoog y Guarro, 1995). Tabla III.

Los hongos anamorficos son definidos por estos autores como hongos con
hifas de reproduccion asexual y estado teleomorfo no conocido. Se supone para la
mayoria de ellos la existencia de un estado teleomorfo en Ascomycota y unos pocos
pertenecen a Basidiomycota. Debido a la ausencia del estado teleomorfo, la
taxonomia se establece por caracteristicas ultraestructurales. Los hongos anamorficos
se clasifican artificialmente acorde a su forma y a la produccion de cuerpos

fructiferos asexuales (Hoog y Guarro, 1995; Guarro y cols., 1999).
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Tabla III. Clasificacion de Hoog y Guarro. (Hoog y Guarro, 1995).

Division Myxomycota
Divisién Chytridiomycota
Division Oomycota

Division Zygomycota
Orden Mucorales
Orden Entomophthorales

Division Ascomycota
Clase Endomycetes
Familia Saccharomycetaceae
Issatchenkia orientalis........... C. krusei
Saccharomyces cerevisiae
Familia Endomycetaceae

Debaryomyces hanseni ......... C. famata

Hansenula anomala................ C. pelliculosa

Pichia guilliermondii........ C. guilliermondii

Pichia norvegensis ................ C.norvegensis

Stephanoascus ciferri............. C. ciferri
Familia Dipodascaceae

Clavispora lusitaniae............. C. lusitaniae

Familia Lipomycetaceae
Kluyveromyces marxianus....C. kefyr

Clase Euascomycetes

Division Basidiomycota
Clase Heterobasidiomycetes
Clase Holobasidiomycetes

Hongos anamorficos

Levaduras
Hyphomycetes
Coelomycetes
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1.2.2.3.- Clasificacion de Dixon, Rhodes y Fromtling.

El concepto de levadura puede se refiere a una célula que se reproduce por
germinacion, proceso por el cual la célula progenitora oprime una porcidon de si
misma para producir una célula progenie (Dixon y cols., 1999). Las levaduras son
generalmente unicelulares y forman colonias circulares, restringidas o mucoides; en
contraste con los mohos que son multicelulares, de formas filamentosas como hebras
denominadas hifas. Estas se entrelazan para formar una estructura a modo de
esterilla, denominada micelio, resultando colonias que son descritas coloquialmente

como “peludas”.

El término levadura no engloba a ningiin taxon formal; y su concepto es
utilizado de forma variable por los micélogos. Algunos autores restringen este
término a un grupo especifico de Ascomycetes que producen ascosporas en ascas
libres, unicelulares y se reproducen asexualmente por germinacion o fision (Dixon y
cols., 1999). En la tabla IV se incluyen los principales grupos taxonémicos del Reino
de los hongos (Myceteae), en los que se encuentran clasificados médicamente los

hongos de mayor relevancia.
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Tabla IV. Reino Myceteae. (Dixon y cols., 1999).

Designacion taxondmica

Phylum Zygomycota
Clase Zygomycetes
Orden Mucorales

Orden Entomophthorales

Phylum Ascomycota

Clase Ascomycetes
Orden Saccharomyces
Orden Onygenales
Orden Eurotiales
Orden Microascales
Orden Pyrenomycetes

Clase Archiascomycetes

Orden Pneumocystidales

Phylum Basidiomycota
Clase Basidiomycetes
Orden Agaricales

Orden Tremellales

Grupo forma o Phylum Deuteromycota
Clase Deuteromycetes
Orden Cryptococcales
Orden Moniliales

Orden Sphaeropsidales
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1.2.3.- CLASIFICACION DE LAS LEVADURAS IMPERFECTAS.

Este grupo de hongos incluye levaduras cuyo estado perfecto no ha sido
descrito. Este estado puede incluir ascos o basidios. Las levaduras pueden ser
heterotalicas haploides, en los que no se han encontrado los tipos de acoplamiento, o
también, levaduras haploides o diploides cuyas condiciones de esporulacion son
desconocidas. Es de esperar que todas las especies imperfectas desaparezcan a
medida que se encuentren los estados perfectos. Afortunadamente, la revision de
1983 del Codigo Internacional de Nomenclatura Botanica permite continuar con el
uso de la terminologia anamorfa (forma asexual) para las especies, aiin cuando haya

sido descrita la forma teleomorfa (forma sexual) (Voss y cols., 1983).

Las formas sexuales han sido descritas para tres de las principales especies
patégenas de Candida y para tres de las levaduras comunmente encontradas en
material clinico (Barnett y cols., 1990; Meyer y cols., 1984) (Tabla V). En la
clasificacion actual de las levaduras imperfectas, algunos grupos pequefios estdn
caracterizados por una sola propiedad morfoldégica o por una combinacion de
propiedades aisladas, morfoldgicas y fisiologicas y hay un resto amplio que se

incluye en el género Candida.

Segun la clasificacion de Kreger-van Rij las levaduras imperfectas se
encuentran representadas en dos familias: Sporobolomycetae, que se distingue por la
formacion de balistosporas, y Cryptococcaceae, donde quedan incluidos todos los
demas géneros, si bien su heterogeneidad hace que la clasificacion sea algo irreal. A
su vez, la Sporobolomycetae incluye dos géneros y la Cryptococcaceae diversas
especies de levaduras clasificadas en quince géneros, siete de los cuales son

monoespecificos (Tabla VI).

Dixon y colaboradores (Dixon y cols., 1999) coinciden en definir las
levaduras imperfectas dentro del Orden Cryptococcales, pero para estos autores los

géneros mas representativos son los que se muestran en la tabla VII.
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Tabla V. Nombres de los estados perfectos de las especies de

Candida en material clinico (Barnett y cols., 1990; Meyer y cols., 1984)

Forma asexual

Forma sexual

Candida famata

Candida guilliermondii (var. guilliermondii)
Candida guilliermondii

(var. membranaefaciens)

Candida kefyr

Candida krusei

Candida lusitaniae

Candida norvegensis

Debaromyces hansenii
Pichia guilliermondii

Pichia ohmeri

Kluyveromyces marxianus
Issatchenkia orientalis
Clavispora lusitaniae

Pichia norvegensis
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TABLA VI. Clasificacion de las levaduras imperfectas (Kreger-van Rij, 1984)

Familia Cryptococcaceae

Géneros: Aciculoconidium Rhodotorula
Brettanomyces Sarcinosporom
Candida Schizoblastosporion
Cryptococcus Sterigmatomyces
Kloeckera Sympodyomices
Malassezia Trichosporon
Oosporidium Trigonopsis
Phaffia

Familia Sporobolomycetacea

Géneros: Bullera Sporobolomyces
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Tabla VII. Levaduras imperfectas. (Dixon y cols., 1999).

Forma Grupo Deuteromycota

Clase Deuteromycetes

Orden Cryptococcales

Levaduras imperfectas: Candida, Cryptococcus,

Trichosporon, Malassezia
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I.2.4- ESPECIES DEL GENERO CANDIDA.

1.2.4.1.- Clasificacion del Género Candida.

Tras los multiples cambios que ha sufrido el género Candida, la clasificacion
mas aceptada universalmente es la de Lodder, revisada por Kreger-van Rij (1984).
Esta clasificacion incluye 196 especies, de las que solo hacemos referencia en

nuestro estudio a las de interés en clinica humana.

1.2.4.2.- Especies del género Candida de interés en clinica humana.

Las levaduras del género Candida tienen una amplia distribucion en la
naturaleza, encontrandose en casi todos los hdbitats terrestres y acuaticos. Sin
embargo, las conocidas como principales responsables de candidiasis humanas tienen
una distribucién mucho mas restringida y se encuentran frecuentemente asociadas al
hombre y a otros animales homeotermos. De las especies descritas no llegan a 20 las
asociadas en alguna ocasion con el hombre. De ellas, la mayoria de los autores
coinciden en designar como los principales agentes etiologicos de enfermedad a las
especies como Candida albicans, C. tropicalis, C. kefyr (sin C. pseudotropicalis), C.
guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, C. zeylanoides, C. glabrata, C.

viswanathii, C. lusitaniae y C. dubliniensis.
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1.2.5.- EVOLUCION DE LA NOMENCLATURA.

Las denominaciones en uso de género y/o especie pueden ser cambiadas por
diversas razones, entre las que suelen figurar los criterios poco objetivos como son
una deficiente aplicacion, al no estar los tipos bien definidos; o bien el
desconocimiento de descripciones taxondmicas previas entre otros. Por esa razon,
han existido cambios como el de la especie Torulopsis glabrata que pasd a
denominarse Candida glabrata (Yarrow y Meyer, 1978; Barnett y cols., 1983; Odds
y cols., 1997), puesto que despué¢s de muchas opiniones en contra de diferentes
investigadores, van Uden y Vidal Leira (Lodder, 1970) afirmaban que, aunque se
siga utilizando el nombre de Torulopsis, éste se distingue de Candida por un criterio
diagnoéstico intergenérico totalmente inadecuado: a, saber, la capacidad de las
especies de Candida para formar pseudohifas. Otras especies fueron consideradas
sindnimas por presentar relaciones genéticas significativas, como Candida
pseudotropicalis o Candida kefyr (Stenderup y Back, 1968). Asimismo, utilizando
técnicas de analisis de DNA, como es el “fingerprinting” (Sullivan y col, 1996) se ha

confirmado que la especie C. stellatoidea es sinonimo de C. albicans.

1.2.5.1.- Nuevas especies: Candida albicans = Candida dubliniensis.

Dadas las ambigiiedades en la taxonomia de Candida y en los métodos
mejorados de aislamiento, identificacion, diferenciacion y clasificacion, se ha podido
identificar a nuevas especies asociadas con la candidiasis recientemente. La nueva
especie, establecida en 1995 como C. dubliniensis por Sullivan y colaboradores, esta
asociada con casos de candidiasis oral en pacientes infectados con VIH (Sullivan y
cols., 1995, 1996, 1997; Coleman y cols., 1997; Moran y cols., 1997; Bikandi y cols.,
1998; Kirkpatrick y cols., 1998; Meiller y cols., 1999; Pincus y cols., 1999;
Schorling y cols., 2000). Este hecho, sugiere la relacion entre la aparicion de esta
especie como patdgeno humano y la seleccion causada por el uso del fluconazol en el
tratamiento de infecciones en estos pacientes (Moran y cols., 1997; Kirkpatrick y
cols., 1998; Moran y cols., 1998; Pfaller y cols., 1999; Sullivan y cols., 1999;
Quindos y cols., 1999). Por otro lado, también se ha podido aislar esta nueva especie

en pacientes con diabetes mellitus dependientes de insulina (Willis y cols., 2000).
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Inicialmente, los aislamientos de C. dubliniensis fueron identificados como C.
albicans al identificarse la formaban tubos germinativos y clamidosporas (Coleman y
cols., 1993; Sullivan y cols., 1993). De cualquier forma, la produccion de
clamidosporas en C. dubliniensis difiere de C. albicans en que se aparecen en mayor
nimero y en pares contiguos, raramente vistas de esta forma en C. albicans. Por otro
lado, ambas especies producen blastoconidios con pseudohifas, verdaderas hifas.
Ambas crecen bien a 37 °C, pero esta nueva especie crece muy lentamente o no crece
a 42 °C (Sullivan y cols., 1995; Sullivan y Coleman, 1997; Pinjon y cols., 1998;
Tintelnot y cols., 2000). Las dos especies también difieren significativamente en la
asimilacion de carbohidratos especificos (Coleman y cols., 1993; Sullivan y cols.,
1995; Sullivan y cols., 1997, 1993). Los aislamientos de C. dubliniensis desarrollan
un fenotipo estable resistente al fluconazol cuando se exponen a este agente
antifungico in vitro (Moran y cols., 1997). Las colonias de las dos especies son
morfologicamente idénticas cuando crecen en medios convencionales como el agar
de Sabouraud, pero son distinguibles al crecer en sustratos cromogénicos como el
CHROMagar Candida, mostrando las colonias de C. dubliniensis un verde mas
oscuro que las de C. albicans (Odds y Bernaerts, 1994; Coleman y cols., 1997;
Sullivan y cols., 1997; Velegraki y Logotheti, 1998; Jabra-Rizk y cols., 1999;
Tintelnot y cols., 2000). Todos los aislamientos de C. dubliniensis examinados no
presentan serotipo A (Sullivan y cols., 1995, 1997; Coleman y cols., 1997). Las
colonias de C. dubliniensis también pueden ser diferenciadas de las colonias de C.
albicans por la ausencia de colonias fluorescentes en agar de Sabouraud de azul de
metil bajo luz ultravioleta (Schoofs y cols., 1997). Otra caracteristica fenotipica
especifica para C. dubliniensis es un resultado negativo en las pruebas para la
actividad B-glucosidasa intracelular (Boerlin y cols., 1995; Schoofs y cols., 1997,
Sullivan y cols., 1995; Tintelnot y cols., 2000). A este respecto, en el trabajo de
Pincus y colaboradores (Pincus y cols., 1999) se estudian las diferencias existentes
entre ambas especies en la asimilacion de metil-a-D-glucésido (MDG), D-trehalosa
(TRE) y D-xilosa (XYL) empleando el procedimiento de Wickerham y Burton
(Wickerham y Burton, 1948); concluyéndose, esencialmente, con idénticos
resultados para ambas especies, no obstante siguiente a una incubacidn prolongada.

Entonces, es la rapidez de la asimilacion alcanzada con los sistemas de identificacion
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comerciales lo que permite la diferenciacion de C. dubliniensis de C. albicans (Gales

y cols., 1999).

Aunque no hay claras diferencias fenotipicas entre ambas especies, es solo al
compararlas genotipicamente cuando se evidencian las verdaderas diferencias
(Coleman y cols., 1997; Pfaller y cols., 1998; Joly y cols., 1999; Staib y cols., 2000).
La primera indicacion de las diferencias en las colonias de C. dubliniensis resulté al
hacer la prueba de DNA fingerprinting sonda 27 A (Scherer y Stevens, 1988;
Coleman y cols., 1993; Sullivan y cols., 1993; Sullivan y cols., 1995; Quindoés y
cols., 1999). Asimismo pruebas moleculares como el RAPD y la cariotipificacion
han permitido la deteccion de esta especie antes desconocida y proveen una
herramienta Util para la exacta tipificacion de aislamientos con caracteristicas

fenotipicas particulares (Rodero y cols., 1998).
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1.3.- CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS GENERALES
DEL GENERO CANDIDA.

Las células del género Candida se caracterizan por tener un tamafio de 2 a 4
um, de forma variada incluyendo formas globosas, ovoides, cilindricas, alargadas,
raramente puntiagudas, ojivales, o en forma de botella. La reproduccion se realiza,
normalmente, por yemas multilaterales y presentan un pseudomicelio bien
desarrollado, rudimentario o ausente. En algunas especies aparece un micelio
verdadero, diferencia con respecto al género Torulopsis que no forma ni
pseudohifas ni hifas. La existencia de verdaderas hifas septadas, que aparecen bajo
ciertas circunstancias en algunas levaduras, podria estar asociada con la reduccion
de oxigeno (Warren y Hazen, 1999). Pueden presentarse clamidosporas, no asi
ascosporas, teliosporas, balistosporas y artrosporas. No existe pigmentacion visible
dada la ausencia de pigmentos carotenoides, lo que es facil establecer una clara
diferencia con respecto al género Rhodotorula. Pueden formar polisacaridos
extracelulares, los cuales dan coloracion verde a purpura al reaccionar con el yodo.
La asimilacion del inositol es variable. Las cepas inositol positivas forman

pseudomicelios. La fermentacion de azucares puede darse o no.



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

Fotografia 1. Morfologia de las especies del género Candida.

Tinciéon de Gram (x1000)
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1.4.- CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DEL GENERO
CANDIDA CON INTERES EN CLINICA HUMANA.

1.4.1.- Candida albicans (Robin) Berkhout 1923.

Sinonimia: Oidium albicans Robin 1853; Monilia albicans (Robin) Zopf
1890; Syringospora robinii Quinquaud 1869; Endomyces pinoyi Castellani 1912;
Mycotoruloides triadis Langeron y Talice 1932; Candida genitalis Batista y Silveria
1962; Candida intestinalis Batista y Silveria 1959; Kreger-van Rij pone en lista 90

sinébnimos. En 1842, Gruby al describir el microorganismo lo llamé Sporotrichum

Spp.

Candida albicans aparece, normalmente, como un comensal de las
membranas mucosas y en el tracto digestivo de humanos y animales. Corresponde a
mas del 70% de las especies aisladas de Candida de lugares de infeccion y se le
considera como el agente causal de todos los tipos de candidiasis. Los aislamientos
ambientales son de origenes contaminados, en su mayoria, por humanos o
excrementos de animales, como el agua contaminada, suelo, aire y plantas (Ellis y
cols., 1992; Ellis, 1994). La apariencia macroscopica es de colonias de color blanco a
crema, redondas, con bordes regulares y centro algo prominente, de aspecto brillante
o céreo y superficie lisa y humeda. Su consistencia es cremosa. Las c€lulas presentan
una morfologia microscopica, normalmente, esférica o subesférica; y, a veces,
fuertemente ovales (2.0-7.0 x 3.0-8.5 um). Se presentan aisladas por lo general, o

gemando, en cadenas cortas y en racimos.

Al ser cultivadas en medio de patata-zanahoria-bilis (PZB), desarrollan un
pseudomicelio abundante y puede formarse un verdadero micelio. El pseudomicelio
tiene, generalmente, blastosporas redondeadas o ligeramente ovaladas formando
racimos que se distribuyen a lo largo de las pseudohifas. También se observan
numerosas clamidosporas unicelulares. La tincion con tinta de India, revela la

ausencia de capsula.
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IDENTIFICACION.
Pruebas fisioldgicas:
Tubo ZErminativo.........ccueerveeriierieeiienieeieeeieesieeenne Positivo dentro de 3 horas
Hidrolisis de laurea..........cceeeveeeieenieeiiienieeieeereenne Negativo

Crecimiento en medio de cicloheximida (actidiona)....Positivo

Crecimi€nto @ 37 OC oo e eeeeeeeeeeeaa e Positivo

Reacciones de fermentacién: la fermentacion se observa con la produccion

de gas y es independiente de los cambios de pH.

Gluc Lac Mal Sac Gal Tre Raf Mel

Pruebas de asimilacion:

Glucosa  + Rafinosa Eritritol -
Galactosa + Melecitosa Ribitol

Sacarosa  +(-) Almidon D-manitol +
Maltosa + D-xilosa L-arabinosa \%
Celobiosa - D-ribosa D-arabinosa \4
Trehalosa + L-ramnosa Inositol -
Lactosa - Etanol Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol Insulina \

+, reaccion positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable
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Estado teleomorfo: Alin se desconoce, pero se ha propuesto que Syringospora

con afinidades a los Basidiomycetes, podria ser la fase teleomorfa, aunque no se ha

comprobado ( Rippon, 1988).

1.4.2.- Candida tropicalis (Castellani) Berkhout, 1923.

Sinonimia: Oidium tropicalis Castellani 1910; Endomyces tropicalis
Castellani 1911; Monilia tropicalis Castellani y Chalmers 1913; Candida vulgaris
Berkhout 1923; Mycotorula japonicum Yamaguchi 1943; Trichosporon lodderi
Phaff, Mrak y William 1952; Mycotorula dimorpha Redaelli y Ciferri 1935; Kreger-

van Rij pone en lista 57 sinonimos.

Candida tropicalis es una de las principales causas de septicemia y
candidiasis diseminada, especialmente en pacientes con linfoma, leucemia y
diabetes. Es el segundo patogeno médico mas frecuentemente encontrado, proximo a
C. albicans, y se encuentra formando parte de la flora normal mucocutdnea.
Variantes de C. tropicalis sacarosa negativa se han encontrado en aumento en casos
de candidiasis diseminada. Se han efectuado aislamientos ambientales en heces,

suelo y langostin (Ellis y cols., 1992; Ellis, 1994).

C. tropicalis desarrolla colonias de color blanco a crema o blanco grisaceo
mate, blandas, de superficie lisa y cremosa o plegada y resistente. Presentan un borde
micelial bien definido. La morfologia microscopica hace referencia a células
globosas, poco o muy ovaladas (3.0-5.5 x 4.0-9.0 um), sin cépsula. En medios de
cultivo liquidos se forma una pelicula delgada que puede tener atrapadas burbujas de
gas. En PZB forma un pseudomicelio abundante. Las pseudohifas de C. tropicalis
portan blastosporas simples en cadenas cortas o en racimos. Algunas cepas de C.
tropicalis producen clamidoconidios, sobretodo en el aislamiento inicial. Estos
difieren un poco de los de C. albicans, y tan solo no suelen tener célula de sostén. La
produccion de estos conidios cesa en el subcultivo, mientras que esta es una

caracteristica constante de C. albicans (Rippon, 1988).



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE

IDENTIFICACION.
Pruebas fisioldgicas:
Tubo ZErminativo.........ccueereeeriieriieriieeiieeie e Negativo
Hidrolisis de [aurea..........cccoeeveevienciienieeiienie e Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)..................... Positivo
Crecimiento @ 37 °C....oocveeeeiiieeieeeeiee e Positivo

Reacciones de fermentacién: Fermentacion positiva es produccion de gas y es

independiente de los cambios de pH.

Glu

Mal

Pruebas de asimilacion:

Glucosa
Galactosa
Sacarosa
Maltosa
Celobiosa
Trehalosa
Lactosa

Melibiosa

Rafinosa
Melecitosa
Almidon
D-xilosa
D-ribosa
L-ramnosa
Etanol

Glicerol

Sac

+
v(D)

Gal Tre Raf Mel

+ + (D) - -
Eritritol -
Ribitol \Y%
D-manitol +

L-arabinosa
D-arabinosa -
Inositol -

Nitrato de potasio

Insulina -

+, reacciodn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable; D, demorada
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1.4.3.- Candida kefyr (Beijerinck) van Uden y Buckley, 1970.

Sinonimia: Candida pseudotropicalis (Castellani) Basgal

Candida kefyr se asocia normalmente con manifestaciones cutaneas
superficiales mas que con infecciones sistémicas. Se ha aislado de unas y de
infecciones pulmonares. Se han descrito aislamientos medioambientales a partir de

derivados lacteos (Ellis y cols., 1992; Ellis, 1994).

Las colonias tienen un color crema amarillento, semimate son blandas y de
una superficie lisa o finamente reticulada. Al microscopio, las células son poco o
muy ovaladas (3-6.5 x 5.5-11 um), algunas veces aparecen c¢lulas mas alargadas de
mas de 16 um. Al ser cultivadas en PZB, en algunas cepas el pseudomicelio es
abundante, si bien ésta no es una caracteristica general. El pseudomicelio esta
formado por ramas de pseudohifas que portan cadenas de blastosporas, que
frecuentemente adoptan una posicion vertical. En otras partes pueden presentarse

células elongadas, desnudas y ondulantes.

Preparacion de tinta de India, negativa, no presenta capsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo germinativo........ccceeeeveeeeiieeeieeeie e Negativo
Hidrolisis de la urea...........ccooveeeviiiiiiniieiieeee Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Positivo

Crecimiento @ 37 C..uuneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen Variable
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Reacciones de fermentacion:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

Pruebas de asimilacion:

Glucosa  + Rafinosa + Eritritol -
Galactosa + Melecitosa - Ribitol -
Sacarosa  + Almidon + D-manitol \
Maltosa - D-xilosa \% L-arabinosa v
Celobiosa v D-ribosa \% D-arabinosa -
Trehalosa v L-ramnosa - Inositol -
Lactosa + L-sorbosa \% Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol \% Insulina \4

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable

1.4.4.- Candida guilliermondii (Castellani), Langeron y Guerra, 1938.

Sinonimia:  Endomyces  guilliermondii ~ Castellani  1912;  Monilia
guilliermondii Castellani y Chalmers 1913; Myzeloblastanon guilliermondii Ota
1928; Blastodendrion guilliermondii Guerra 1935; Castellania guilliermondii Dodge
1935; Monilia pseudoguilliermondii Castellani y Chalmers 1919; Castellania
pseudoguilliermondii Dodge 1935; Torula fermentati Saito 1922; Myzeloblastanon
arzti Ota 1924; Myzeloblastanon krausi Ota 1924; Blastodendrion krausi Ciferri y
Redaelli 1929; Mycotorula krausi Redaelli y Ciferri 1947; Microanthomyces alpinus
Gruss 1926; Candida melibiosi Lodder y Kreger-van Rij 1952; Trichosporon
appendiculare Batista y Silveria 1959.
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Candida guilliermondii ha sido aislada de numerosas infecciones humanas,
mayoritariamente de origen cutaneo. Si bien las infecciones sistémicas son poco
frecuentes, hay antecedentes de un paciente con anemia aplastica. C. guilliermondii
también se aisla de piel normal, agua de mar, heces de animales, suero de manteca,

cuero, avispas de higueras, pescado y cerveza (Ellis y cols., 1992; Ellis, 1994).

La apariencia macroscopica es de colonias de color blanco amarillento,
blandas, brillantes y lisas, o bien, opacas y plegadas. Al microscopio, células poco
ovaladas (2-4,5 x 2,5-7 um); a veces, aparecen pequefias células cilindricas. En la
superficie de medios de cultivo liquido pueden formar un anillo e islotes (Rippon,
1988). En PZB, el pseudomicelio es diferente segin las cepas. Algunas de éstas
presentan un desarrollo micelial esparcido, formado por cadenas ramificadas de
células. Otras muestran crecimiento extensivo. Blastosporas agrupadas en forma de
racimo de uvas a lo largo de las pseudohifas, o también, suelen observar pseudohifas

ramificadas con blastosporas ovoides.

Preparacion de tinta de India, negativa, no presenta capsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo germinativo...................... Negativo

Hidrdlisis de la urea................... Negativo

Crecimiento de cicloheximida.....Positivo

Crecimiento a 37 °C......uuuu...... Positivo

Reacciones de fermentacion:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel
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Pruebas de asimilacion:
Glucosa  + Rafinosa + Eritritol -
Galactosa + Melecitosa + Ribitol +
Sacarosa + Almidon + D-manitol +
Maltosa + D-xilosa + L-arabinosa +
Celobiosa + D-ribosa v(D) D-arabinosa +
Trehalosa + L-ramnosa v(D) Inositol -
Lactosa - Etanol \ Nitrato de potasio -
Melibiosa + Glicerol + Insulina +

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable; D, demorada

Estado teleomorfo: Las cepas que se aparean son Pichia guilliermondii.

Muchas no se aparean.

1.4.5.- Candida krusei (Castellani), Berkhout, 1923.

Sinonimia: Saccharomyces krusei Castellani 1910; Endomyces krusei
Castellani 1912; Monilia krusei Castellani y Chalmers 1913; Myceloblastanon krusei
Ota 1928; Trichosporon krusei Ciferri y Redaelli 1935; Mycotoruloides krusei
Langeron y Guerra 1935; Monilia parakrusei Castellani y Chalmers 1919;
Castellania parakrusei Dodge 1935; Mycodermia chevalieri Guilliermond 1914;
Candida chevalieri Westerdijk 1933; Mycoderma monosia Anderson 1917;
Mycoderma bordetii Kuff 1920; Monilia inexpectata Mazza 1930; Mycocandida
inexpectata Talice y Mackinnon 1934; Pseudomonilia inexpectata Dodge 1935;
Trichosporon dendriticum Ciferri y Redaelli 1935; Candida dendritica Dodge y
Moore 1936; Monilia krusoides Castellani 1937; Pseudomycoderma miso Mogi
1940; Candida castellani van Uden y Assis-Lopez 1953; Candida tamarindi Lewis y
Johar 1955; Procandida tamarindi Novak y Zolt 1961; Candida lobata Batista y
Silveria 1959.
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C. krusei normalmente aparece asociada con algunas formas de diarrea
infantil y, ocasionalmente, con infecciones sistémicas. Se ha podido encontrar
colonizando los tractos gastrointestinal, respiratorio y urinario de pacientes con
granulocitopenia. Los aislamientos ambientales se han realizado de la cerveza,
derivados lacteos, piel, encurtidos, heces de animales y aves (Ellis y cols., 1992;
Ellis, 1994). Las colonias son de color blanco, opacas, blandas, de superficie lisa con
algunos pliegues y un margen irregular bordeado con pseudomicelios. La morfologia
microscopica de células ovoides, elongadas y cilindricas, predominantemente
pequenas, (2,2-5,6 x 4,3-5,2 pm); aparecen aisladas gemando y en cadena. Se
observan también células largas, algunas curvadas. C. krusei desarrolla una pelicula
gruesa a través del caldo y sube por un lado del tubo (Rippon, 1988). En PZB,
pseudomicelio extendido consistente en cadenas de células elongadas, a veces, tenue,
frecuentemente ramificado. Las blastosporas aparecen en racimos y cadenas a lo

largo de las pseudohifas.

Preparacion de tinta de India, negativa, no presenta capsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo germinativo........ccceeeiieeriieeeiieeeiie e Negativo
Hidrolisis de [a urea.........ccocveeeeveeecieeeciieeciee e Variable
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Negativo
Crecimiento @ 37 °C....ooocvveveieeciieeieeieecieeee e Positivo

Reacciones de fermentacion:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel
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Pruebas de asimilacion:
Glucosa  + Rafinosa - Eritritol -
Galactosa - Melecitosa - Ribitol -
Sacarosa - Almidon - D-manitol -
Maltosa - D-xilosa - L-arabinosa -
Celobiosa - D-ribosa - D-arabinosa -
Trehalosa - L-ramnosa - Inositol -
Lactosa - Etanol - Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol + Insulina -

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable; D, demorada

1.4.6.- Candida parapsilosis (Ashford), Langeron y Talice, 1959.

Sinonimia: Monilia parapsilosis Ashford 1928; Mycocandida parapsilosis
Dodge 1935; Monilia onychophila Pollicci y Nannizzi 1926; Myconcandida
onychophila Langeron y Talice 1932; Blastodendrion intestinale Mattlet 1941,
Blastodendrion globosum Zach 1933; Blastodendrion gracile Zach 1933;
Schizoblastoporion gracile Dodge 1935.

C. parapsilosis es un patégeno humano oportunista que puede causar
infecciones cutdneas superficiales, especialmente en uflas asi como infecciones
sistémicas. Los aislamientos ambientales se han realizado a partir de aguas
intersticiales y oceanicas, carnes curadas, aceitunas y piel normal y heces (Ellis y

cols., 1992; Ellis, 1994).

Desarrolla colonias de color amarillento, brillantes y blandas y en la mayoria
de las especies son de superficie lisa, mientras en algunas estan parcial o
profundamente plegadas. La morfologia microscopica de células es
predominantemente, pequeila, oval, eliptica y elongada (2,0-3,5 x 3,0-4,5 um) que

aparecen aisladas, en parejas, en cadenas cortas y en racimos. En PZB, el
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pseudomicelio estd formado por cadenas de células elongadas con cadenas y racimos
de blastosporas redondas u ovales, distribuidas a intervalos a lo largo de las

pseudohifas. Un nimero muy reducido de cepas no forman pseudomicelio

Preparacion de tinta de India, negativo, no presenta capsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo Zerminativo.........cceeeveerieerieeniieeieeniie e Negativo
Hidrolisis de laurea..........ccceeevveeieniienieeieeeenenee, Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Negativo
Crecimiento @ 37 °C....oocveieviieeciieeeee e Positivo

Reacciones de fermentacion:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

v S

Asimilacion de aziicares:

Glucosa  + Rafinosa - Eritritol -
Galactosa + Melecitosa - Ribitol +
Sacarosa  + Almidén - D-manitol +
Maltosa  + D-xilosa + L-arabinosa +
Celobiosa - D-ribosa v(D) D-arabinosa -
Trehalosa + L-ramnosa - Inositol -
Lactosa - Etanol + Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol + Insulina -

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable; D, demorada



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

Estado teleomorfo: Lodderomyces elongisporus. Por lo regular, se encuentra

en uias y en endocarditis.

1.4.7.- Candida zeylanoides (Castellani), Langeron y Guerra, 1938.

La apariencia macroscopica de colonias es de color crema a amarillo, opaca,
blanda y untuosa. Superficie lisa y plana. Al microscopio, las células son poco o muy
ovoideas (3-5,8 x 5-10,8 um) y se presentan aisladas, en parejas y en cadenas cortas.
Pueden observarse también muchas células elongadas. En PZB, el pseudomicelio
estd formado por cadenas de células, frecuentemente curvadas, llevando blastosporas
redondas, ovales o elongadas, tanto aisladas en cadenas cortas y en racimos. El
mayor desarrollo de blastosporas aparece en los extremos terminales de los

filamentos de pseudohifas.

Preparacion de tinta de India, negativo, no presenta cépsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo germinativo..........cceeeveerreeeveereeeieenneennn, Negativo

Crecimiento en cicloheximida (actidiona).......... Positivo

Reacciones de fermentacion:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

O - - R



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE

IDENTIFICACION.

Pruebas de asimilacion:
Glucosa  + Rafinosa - Eritritol -
Galactosa v Melecitosa - Ribitol
Sacarosa - Almidon - D-manitol
Maltosa - D-xilosa - L-arabinosa
Celobiosa v D-ribosa - D-arabinosa -
Trehalosa + L-ramnosa - Inositol -
Lactosa - Etanol - Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol + Insulina -

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable

1.4.8.- Candida glabrata (Anderson), Yarrow y Meyer, 1978.

Sinonimia: Torulopsis glabrata (Anderson) Lodder y de Vries.

Candida (Torulopsis) glabrata es un miembro de la familia Cryptococcaceae,
es una levadura anamorfica, no filamentosa, que inhibe el tracto gastrointestinal y
genitourinario de los humanos y animales. Es una de las levaduras mas comtn en la
superficie corporal, siendo aislada a menudo de la piel y orina (Ahearn, 1974;
Ahearn y Jannach y col,1966). Ha sido implicada como agente etiologico
“oportunista” de infecciones superficiales y sistémicas, especialmente, en huéspedes
inmunocomprometidos. Se le considera como un saprobio al ser frecuentemente
aislada de piel, boca, vagina, inodoros. Ha sido el agente etiologico sospechoso en
infecciones como septicemia, pielonefritis, meningitis, endocarditis, colecistitis,
osteomelitis, espondilitis, hiperplasia, infecciones pulmonares, hiperalimentacion e
infeccion de la cavidad oral, y fungemia (Minkowitz y Koffler, y cols., 1963;
Newman y Hogg, 1969; Oldfield y Kapica, y cols., 1968; Heftner y Franklin, 1978;
Lees y Rau, y cols., 1971; Wickerham, 1957; Rodriguez y Shinya, y cols., 1971;
Anhalt y cols., 1986; Bruns y cols., 1986; Carmody y Kane, 1986; Gustke y Wu,
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1981; Hase y cols., 1976; Paige y cols., 1987; Stinnot y cols., 1987; Ellis y cols.,
1992; Ellis, 1994).

Las colonias son de color blanco o crema, blancas y con superficie lustrosa y
plana. La células son ovoides (2,0-4,0 x 3,0-5,5 um), con yemas multilaterales. En
medios de cultivo liquidos pueden formar un pequefio anillo, pelicula y sedimento
(Rippon, 1988). En PZB no se forman pseudomicelios y algunas cepas pueden

formar cadenas (pocas) ramificadas, de células ovoides.

Preparacion de tinta de India, negativo, no presenta capsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo Zerminativo.........ccceevveeriierieeniieeieenieeeeenens Negativo
Hidrolisis de laurea...........ccoeevvevieeiienieeieennenne, Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Negativo
Crecimiento @ 37 °C....cocvveeviieeeiieeeee e Positivo

Reacciones de fermentacién:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel
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Pruebas de asimilacion:
Glucosa  + Rafinosa - Eritritol -
Galactosa - Melecitosa - Ribitol -
Sacarosa - Almidon + D-manitol -
Maltosa - D-xilosa - L-arabinosa -
Celobiosa - D-ribosa - D-arabinosa -
Trehalosa + L-ramnosa - Inositol -
Lactosa - Etanol \ Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol \% Insulina -

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable

Presenta la habilidad de asimilar la trehalosa en presencia de cicloheximida

en el periodo de una hora, cuando es incubada a 37 °C (Stockman y Roberts, 1985).

1.4.9.- Candida famata (Harrison) Meyer y Yarrow, (Harrison, 1928).

Sinonimia: Torulopsis candida (Saito) Lodder.

C. famata es un aislamiento ambiental comun, de cualquier forma es muy
raro recuperarlo de muestras clinicas, normalmente asociadas con piel (Ellis y cols.,

1992; Ellis, 1994).

Las colonias son de color blanco a crema, de superficie lisa y
microscopicamente son células ovoides (2-3,5 x 3,5-5 um). No producen

pseudohifas.

Preparacion de tinta de India, negativa, no presenta capsulas.
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Pruebas fisioldgicas:
Tubo Zerminativo.........ccceeeveeriierieeniieeieenieeeeenens Negativo
Hidrolisis de laurea...........ccoeeveevieviienieeieecnenne, Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Variable
Crecimiento @ 37 °C....cocvveeviieeciieeeee e Variable

Reacciones de fermentacién:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

Pruebas de asimilacion:

Glucosa  + Rafinosa + Eritritol \
Galactosa + Melecitosa + Ribitol +
Sacarosa + Almidon + D-manitol +
Maltosa + D-xilosa + L-arabinosa +
Celobiosa + D-ribosa \ D-arabinosa \4
Trehalosa + L-ramnosa \% Inositol -

Lactosa \% L-sorbosa \4 Nitrato de potasio -

Melibiosa v Glicerol + Insulina +

+, reaccion positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable
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1.4.10.- Candida lusitaniae van Uden y do Carmo-Sousa, 1959.

C. lusitaniae se ha relacionado con casos de candidiasis diseminada,
incluyendo septicemia y pielonefritis. Se ha encontrado colonizando los tractos
respiratorio, gastrointestinal y urinario humanos. C. lusitaniae fue el primer
aislamiento del tracto alimentario de los animales de sangre caliente y en el medio
ambiente se han encontrado en la harina de trigo, céscara de citricos, jugos de frutas
y leche de vacas con mastitis. Resultd dificil de distinguir de C. tropicalis con

algunos sistemas de identificacion de levaduras (Ellis, 1994).

Las colonias son de color blanco a crema, de superficie lisa y las células
subglobosas, ovoides o elipticas (1,5-6 x 2,5-10 um). En agar-patata (AP) se forma
pseudomicelio con cadenas de blastoconidios verticilados. Las parejas apareadas

producen ascas y ascosporas en forma de mazas.

Preparacion de tinta de India, negativo, no presenta cépsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo germinativo.........ccceeeeiieeriieeniieeeiie e Negativo
Hidrolisis de la urea..........cccvvevvveeeiieeeiiieeieeee, Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Negativo
Crecimiento @ 37 °C....cocvveeviieeeiieeeiee e Positivo

Reacciones de fermentacién:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

v v D) - - o) -
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Pruebas de asimilacion:
Glucosa  + Rafinosa - Eritritol -
Galactosa v Melecitosa \% Ribitol +
Sacarosa + Almidon + D-manitol +
Maltosa + D-xilosa + L-arabinosa v
Celobiosa + D-ribosa +(D) D-arabinosa v
Trehalosa + L-ramnosa + Inositol -
Lactosa - Etanol + Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol + Insulina +

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable; D, demorada

1.4.11.- Candida norvegensis (Dietrichson) van Uden y Farinha. ex van Uden y
Buckley, 1970.

Sinonimia: Torulopsis norvegica.

La importancia clinica de C. norvegensis es muy reducida y tinicamente ha
sido encontrada como agente etioldgico de peritonitis y candidiasis diseminada en un

paciente en CAPD (Ellis, 1994).

Las colonias son de color blanco a crema, de superficie lisa y las células

ovoides (2-3,5 x 3,5-5 um) que no producen pseudohifas.

Preparacion de tinta de India, negativa, no presenta capsulas.
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IDENTIFICACION.
Pruebas fisioldgicas:
Tubo Zerminativo.........ccceeeveeriierieeniieeieenieeeeenens Negativo
Hidrolisis de laurea...........ccoeeveevieviienieeieecnenne, Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Negativo
Crecimiento @ 37 °C....cocvveeviieeciieeeee e Positivo

Reacciones de fermentacién:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

+(D) - - - - - - -

Pruebas de asimilacion:

Glucosa  + Rafinosa - Eritritol
Galactosa - Melecitosa - Ribitol

Sacarosa - Almidon + D-manitol
Maltosa - D-xilosa - L-arabinosa
Celobiosa + D-ribosa - D-arabinosa
Trehalosa - L-ramnosa - Inositol

Lactosa - Etanol - Nitrato de potasio
Melibiosa - Glicerol - Insulina

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable; D, demorada
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1.4.12.- Candida viswanathii Sandhu y Randhawa, 1959.

C. viswanathii se ha aislado solamente a partir de liquido cefalorraquideo

(LCR) y de esputos (Sandhu y cols., 1976).

Las colonias son de color blanco a crema, brillante, de superficie lisa y las
células globosas, ovoides o cilindricas (2,5-7 x 4-12 pm). El micelio es largo,
ondulante, con ramas irregulares, blastoconidios globosos a ovoides, en cadenas,

acomodadas en forma verticilada.

Preparacion de tinta de India, negativo, no presenta capsulas.

Pruebas fisioldgicas:

Tubo Zerminativo.........ccceevveeriierieeniieeieenieeeeenens Negativo
Hidrolisis de laurea..........cccoeevvevieniienieeieeeenenne, Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Positivo
Crecimiento @ 37 °C....cocvveeviieeeiieeeee e Positivo

Reacciones de fermentacién:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

+ + + v - . +(D) -
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Pruebas de asimilacion:
Glucosa  + Rafinosa - Eritritol -
Galactosa + Melecitosa + Ribitol +
Sacarosa + Almidon + D-manitol +
Maltosa  + D-xilosa + L-arabinosa +(D)
Celobiosa + D-ribosa - D-arabinosa -
Trehalosa + L-ramnosa - Inositol -
Lactosa - Etanol + Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol + Insulina -

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable; D, demorada

1.4.13.- Candida dubliniensis Coleman y Sullivan, 1995.

C. dubliniensis se ha aislado principalmente en cavidades orales de los
individuos infectados por VIH con candidiasis oral y en la vagina de una pequeia
proporcion de mujeres (Coleman y cols., 1997; Odds y cols., 1998; Sullivan y
Coleman, 1998; Polacheck y cols., 2000).

Las colonias son de color blanco a crema, redondas. Las blastosporas son
ovoides o esféricas (3-7 x 3-14 um). C. dubliniensis produce pseudohifas (y algunas
hifas verdaderas) con cortas ramas unilaterales, bilaterales o multilaterales en el

septo y abundantes clamidosporas.

Preparacion de tinta de India, negativo, no presenta capsulas.
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Pruebas fisioldgicas:
Tubo Zerminativo.........ccceeeveeriierieeniieeieenieeeeenens Positivo
Hidrolisis de laurea...........ccoeeveevieviienieeieecnenne, Negativo
Crecimiento en cicloheximida (actidiona)............... Positivo
Crecimiento @ 37 °C....cocvveeviieeciieeeee e Positivo

Reacciones de fermentacién:

Glu Gal Mal Sac Lac Raf Tre Mel

+ v + -(+) - - v -

Pruebas de asimilacion:

Glucosa  + Rafinosa - Eritritol -
Galactosa + Melecitosa - Ribitol +
Sacarosa  + Almidon + D-manitol

Maltosa  + D-xilosa - L-arabinosa -
Celobiosa - D-ribosa - D-arabinosa -
Trehalosa v L-ramnosa - Inositol -
Lactosa - Etanol + Nitrato de potasio -
Melibiosa - Glicerol - a-Metil-glucésido -

+, reaccidn positiva; -, reaccion negativa; v, reaccion variable
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1.5.- ECOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA DE LAS ESPECIES.

I.5.1.- RESERVORIO Y FUENTE DE INFECCION.

La asociacion de las distintas especies del género Candida con el hombre
responde, en principio, a una situacion de comensalismo. Es decir, de relacion
huésped-parasito, que resulta indiferente para el primero. C. albicans tiene una
amplia distribucion mundial y es la mas frecuentemente aislada en individuos
normales como un comensal de la cavidad oral (Cannon y Chaffin, 1999) y del tracto
digestivo, pero menos abundante en el tracto vaginal de mujeres normales. Otras
especies del género Candida son habitualmente saprobias de la mucosa digestiva (C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei) y respiratoria (C. kefyr, C. tropicalis),
pudiéndose aislar de muestras ambientales. En la tabla VIII se han incluido las

distintas localizaciones y frecuencias.

Debe precisarse que el hallazgo de levaduras del género Candida, cualquiera
que sea la especie, en muestras clinicas de procedencia humana, no permite afirmar a
priori una relacion patogénica, salvo en aislamientos muy concretos, con muestras
clinicas desprovistas, en sujetos normales, de cualquier presencia microbiana o

parasitaria como pueden ser sangre, liquido cefalorraquideo (LCR) u otras.

Por otro lado, en la mayor parte de las ocasiones si es posible establecer una
relacion causal con un proceso patoldgico, debiéndose considerar la infeccion de tipo
endogena, ocasionada a partir de levaduras del género Candida comensales
previamente en el individuo. En algunas ocasiones, las especies de Candida que
pueden relacionarse con la clinica humana, siendo C. albicans sin duda alguna la
especie de mayor incidencia (Perfect y Schell, 1996; Aly y Berger, 1996; Mathaba y
cols., 2000), han de ser definidas dentro del concepto general de las relaciones
huésped — parasito como oportunistas. Las distintas especies, en general, del género
Candida no limitan su presencia al género humano, ya que es posible realizar
aislamientos de especies en habitats diversos (animales, vegetales, agua, suelo,

alimentos, etc.).
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Tabla VIII. Localizacion de la flora habitual humana (Odds, 1988)

LOCALIZACION Candida spp.

Piel +
Oido externo -
Conjuntiva -
Mucosa nasal +
Faringe +
Boca +
Intestino delgado +
Intestino grueso +

Mucosa vaginal ++

+, frecuente; -, nada frecuente; ++, muy frecuente



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

Sin embargo, C. albicans y C. glabrata, se consideran practicamente como
parasitos obligados de animales, interpretandose su hallazgo fuera de este habitat
como transitorio (Odds, 1988). En la tabla IX se relacionan los animales y otros

habitats en los que se han aislado especies del género Candida.

El hombre puede resultar infectado con levaduras del género Candida, siendo
la fuente de infeccion los propios humanos y también los animales u otras fuentes
antes mencionadas. Pero, en definitiva, cualquiera que sea la fuente de infeccion, la
relacion huésped — parédsito se establece practicamente en el ambito de
comensalismo. Es a partir de esta situacion de comensalismo (cuando se producen
determinadas circunstancias en el huésped) como surge el proceso lesional, que por
ello lo hemos definido como de procedencia enddgena en la mayoria de las
ocasiones. La colonizacion a distintos niveles en el hombre por el género Candida, se
mantiene habitualmente como tal sobre la base de los distintos mecanismos de
defensa que el organismo se enfrenta a cualquier agente causal. La intervencion de
las barreras naturales inespecificas, como son las barreras externas (piel y mucosas),
es de gran importancia. Cuando estas barreras son superadas, y se alcanza el torrente
circulatorio, interviene otro mecanismo inespecifico que es la fagocitosis. Por medio
de ella se realiza la captacion y destruccion de levaduras y pseudomicelios por los
neutrofilos, monocitos y eosindfilos. La actuacion de los neutrédfilos se produce por
medio de dos mecanismos, uno de los cuales se realizaria a través de

mieloperoxidasas (Odds, 1988).

En un segundo mecanismo estaria involucrada la sintesis de proteinas
catidnicas, similares a la quimiotripsina, que actuarian aumentando la permeabilidad
de la membrana de las levaduras para favorecer la pérdida de componentes

intracelulares y lisis celular (Odds, 1988).
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Tabla IX. Incidencia de especies de Candida en animales y en fomites, comida y
otros habitats. (CA= Candida albicans; CGU= Candida guilliermondii; CK=
Candida krusei; CP= Candida parapsilosis; CKE= Candida kefyr; CT= Candida
tropicalis; CG= Candida glabrata). Modificada por Odds (1988).

Aislamiento CA CGU CK CP CT CG

Primates
Mamiferos domésticos

Otros mamiferos

+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+

Aves

Fauna marina

+ o+ + + o+ o+

Agua de mar
Suelo
Hierba
Hojas

+ + o+ +

Flores
Frutas +
Cereales + +
Vegetales +

Vegetales en + +
descomposicion
Productos lacteos + + + + +

Levadura pan

Bebidas dulces + +
Salazones + +

Mermeladas + +
Insectos + +

Atmosfera + +

+, presencia
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1.5.2.- FACTORES QUE PREDISPONEN A LA CANDIDIASIS.

En circunstancias normales se mantiene un equilibrio entre el huésped y la
microflora levaduriforme, que asegura el estado comensal de ésta. Diversas causas
pueden alterar dicho equilibrio, permitiendo asi una invasion virulenta de los tejidos
del huésped por esa flora enddgena. Gentles y La Touche (1969) describieron una
relacion de factores endogenos y exdgenos que favorecen la candidiasis en humanos,
siendo la de Garcia-Rodriguez (1987) la que sefala los factores que favorecen la

candidiasis humana de forma mas completa e incluida en este trabajo (Tabla X).

La severidad y la extension de las infecciones por Candida tienden a
incrementarse con el nimero y relevancia de los factores predisponentes que operan
en cada caso. Por otra parte, algunos factores individuales que alteran las defensas
antimicrobianas estan asociadas con formas clinicas particulares de candidiasis. Asi,
un paciente predispuesto a una infeccion por Candida, puede recibir un tratamiento
que mas adelante aumente las posibilidades de desarrollar una candidiasis (Odds,
1988). De hecho, los casos publicados de candidiasis profundas se producen en
pacientes previamente hospitalizados por otras enfermedades graves y, por otra parte,
revisiones retrospectivas de historias y material post mortem revelan infecciones
profundas por Candida en un porcentaje entre 1,2 y 1,8 (Bernhardt y cols., 1972;
Kanda y cols., 1974 y Parker y cols., 1976).
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Tabla X. Factores predisponentes de la candidiasis (Garcia Rodriguez, 1987).

Factores Intrinsecos
Fisiologicos
Edad
Recién nacidos
Ancianos
Embarazo
Patologicos
Carcinoma
Leucemia
Linfoma
Enfermedad de Hodgkin
Anemia perniciosa
Anemia aplastica
Agranulocitosis
Granulomatosis séptica familiar
Alteracion de la inmunidad celular
Diabetes
Hipotiroidismo
Hipoadrenocorticismo
Malabsorcion
Malnutricion
Enfermedades consuntivas
Factores Extrinsecos
Medicamentos
Inmunosupresores
Corticosteroides
Antimitoticos
Anticonceptivos
Antibioterapia antibacteriana
Antibioterapia antiparasitaria (metronidazol)
M¢édico-quirtirgicos o quiriurgicos
Cateterismo venoso o arterial
Cirugia cardiaca
Cirugia abdominal
Trasplante de 6rganos
Extracciones dentarias
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1.5.2.1.- Enfermedades y trastornos predisponentes

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica causada por una accidon
inadecuada de la insulina (Salomon). Esta enfermedad, de origen genético, presenta
un fendmeno muy heterdogeneo. Por esa razon, un examen de los tejidos de la cavidad
oral en pacientes diabéticos presenta un problema muy complejo desde el punto de
vista cientifico (Dedic y Masic, 1999). Verdaderamente, en la actualidad en la
investigacion hay conocimiento polémico sobre la relacion entre diabetes mellitus y
las enfermedades de la cavidad oral: estomatopatia diabética, candidiasis oral,

alteraciones de la mucosa oral y periodontia.

La existencia de diabetes mellitus es un factor que predispone a un amplio
espectro de infecciones entre las que estd la candidiasis. Se han descrito infecciones
genitales por Candida tanto en hombres y mujeres con distintas incidencias (Nagesha
y Ananthakrishna, 1970; Skoglund, 1971; Sonck y Somersalo, 1963; Banoczy y
cols., 1987). Asi la infecciéon candididsica mucocutanea sufre un aumento
significativo en aquellos pacientes que presentan diabetes mellitus (Henseler, 1995;
Abu-Elteen, 1999). También se considera implicada entre un 5-15% de los casos
estudiados de candidiasis sistémicas. Esta patologia ha sido asociada a las lesiones de
lengua en las que era posible el aislamiento e identificacion de Candida (Farman,
1977; Farman y Nutt, 1976; Rossie y Guggenheimer, 1997; Voros-Balog y cols.,
1999), asi Lynch y cols., 1969, encontraron una proporciéon mucho mas alta de
diabéticos entre los soldados infectados con candidiasis inguinal que entre los no
infectados. También se han referido algunos casos balanoprostitis candididsicas

severas entre diabéticos no diagnosticados.

La diabetes ha estado implicada en otras formas de candidiasis superficiales y
profundas, de forma que diversos autores han encontrado un incremento, superior al
normal, de la colonizacion por levaduras en muestras procedentes de vagina, recto,

orina y orofaringe de pacientes diabéticos. También se ha producido en los ultimos
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afios un fuerte incremento en el aislamiento de levaduras orales en individuos con
diabetes mellitus (Aly y cols., 1995; Willis y cols., 2000), aunque el desarrollo de la
candidiasis oral en estos pacientes tratados con insulina no es el resultado de una sola
entidad, sino una combinacion de factores de riesgo (Willis y cols., 1999);
asociandose significativamente con fumadores de cigarro, usuarios de dentaduras y

con un control pobre glucémico (Guggenheimer y cols., 2000; Willis y cols., 2000).

Tapper-Jones y col, 1981, mostraron que el fumar y poseer la dentadura
postiza son dos factores que predisponen al aumento de las concentraciones de las
levaduras orales entre los diabéticos; no sucediendo ello entre los diabéticos dentados
no fumadores, que albergan concentraciones normales de levaduras, datos que son
apoyados por los trabajos posteriores de Abu-Elteen y Abu-Alteen, 1998. Odds y col,
1987, encontraron una asociaciéon entre las levaduras orales, la presencia de
anticuerpos de suero de Candida y los niveles de glucosa en sangre y orina de los
pacientes diabéticos. Ademas en este tipo de pacientes se ha demostrado que los
factores generales como las endocrinopatias se caracterizan por favorecer las
onicomicosis por Candida. La frecuencia de aparicion de esta patologia es superior
en las mujeres (André y Achten, 1987; Arenas, 1990), con un predominio de la
afeccion en las ufias de las manos, sobretodo, de amas de casa, empleados y

estudiantes.

Los niveles elevados de glucosa en sangre y tejidos (Knight y Fletcher, 1971;
Odds y cols., 1987; Ozturkcan y cols., 1993) o los niveles bajos de acido lactico en
piel (Kandhari y cols., 1969) parecen favorecer el desarrollo de Candida en estos
enfermos. Kumar y sus colegas(1980, 1982). También se han sugerido que el suero y
la orina pueden inhibir el crecimiento de la formacion del tubo germinativo de C.
albicans, si bien este hecho induce a equivoco. Las mujeres diabéticas presentan
niveles vaginales altos de glucogeno, de modo que el efecto de la diabetes, en tales
casos, se asemeja al del embarazo. Parece no haber diferencia en la inmunidad,
mediada por células o fagocitosis, de C. albicans en leucocitos normales y

diabéticos.
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Otros trastornos endocrinos

Las formas de candidiasis mds comunmente asociadas con trastornos
endocrinos, como son hipotiroidismo, hipoparatiroidismo e hipoadrenocorticismo,
pueden englobarse con la denominacion candidiasis mucocutaneas cronicas. Se han
asociado casos de candidiasis diseminada con la enfermedad de Addison
(hipoadrenocorticismo) (Alteras y cols., 1969; Podolsky y Ferguson, 1970) y el
sindrome de Cushing (Giombetti y cols., 1971), aunque estos ejemplos son mas bien

excepciones que reglas.

Tumores malignos.

Los pacientes afectados de cancer pertenecen, en general, a una poblacion de
riesgo frente a las infecciones sistémicas por Candida, como lo demuestran estudios
realizados en las tres ultimas décadas (Walsh y cols., 1992 y 1993; Goldstein, 1993;
Batura-Gabryel y cols., 1994; Smolianskaia y cols., 1996; Zai y cols., 1997; Krcmery
y cols., 1998; Niimi y cols., 1999; Redding y cols., 1999; Smolianskaia y cols., 1999;
Mardani y cols., 2000). Sin embargo, existen diferencias entre las distintas formas de
cancer, especialmente leucemias y linfomas en la predisposicion, frente a los tumores
solidos (Furuta y cols., 1994; Kralovicova y cols., 1997; Pagano y cols., 1999;
Viscoli y cols., 1999).

Los tumores malignos son un factor predisponente no s6lo a candidiasis
sistémicas y esofagitis por Candida, sino también formas superficiales de infeccion,
particularmente a candidiasis orales (Eyre y Nally, 1971; Rodu y cols., 1985; Yeo y
cols., 1985; Challacombe, 1986; Fuks y cols., 1986; Odds, 1988; Gerson, 1990;
Stinnett y cols., 1992). Los pacientes que sufren de cancer terminal pueden
experimentar sintomas orales, algunos de los cuales son propios de la infeccion y se
producen como consecuencia de los cambios cualitativos y cuantitativos

experimentados en la microflora oral (Sweeney y cols., 1998). Es mas, la
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colonizacion mucosal oral y la infeccion con Candida son comunes en pacientes que
reciben radiacion como terapia para el cancer de cabeza y cuello (Redding y cols.,

1999).

En las décadas anteriores a la de los afios 70, las infecciones fungicas eran
diagnosticadas casi exclusivamente en pacientes considerados terminales. Con
posterioridad, la frecuencia de las infecciones fingicas en pacientes oncoldgicos ha
aumentado considerablemente. Entre las causas madas relevantes destaca la
disminucién del estado inmune, en concreto, la reduccion que afecta a los
mecanismos de inmunidad involucrados contra las infecciones fungicas en pacientes
con cancer, debido a factores intrinsecos de la propia patologia como también a la
agresividad del tratamiento (Dronova y Smolianskaia, 1994). El desarrollo de la
quimioterapia efectiva contra el cancer cambid este escenario (Shechtman y cols.,
1984; Samonis y cols., 1990). Ademas, el mejor control de las infecciones gram-
negativas en pacientes neutropénicos ha fomentado el aumento de las infecciones. De
este modo, las distintas especies de Candida pueden ser identificadas en la mayoria
de las infecciones fungicas sistémicas en los pacientes de cancer (Nucci y cols.,
1998) con distintas patologias, como la candidiasis oral (Boggs y cols., 1961) en un
15 % de pacientes. Se han descrito también complicaciones orales y

gastrointestinales asociadas a procesos malignos (Winner y Hurley 1964).

La leucemia es uno de los procesos mas frecuentemente asociado con la
candidiasis y algunos autores consideran que los tratamientos inmunosupresores y
antibidticos usados en esta patologia, mas que la enfermedad subyacente, pueden ser
responsables de la aparicion de candidiasis. Asi, el uso de citotoxicos y agentes
inmunosupresores, la cateterizacion intravenosa y nutricion parenteral, prolongada
neutropenia, fiebre prolongada, entre otros, podrian haber contribuido al aumento de
la frecuencia de candidiasis asociada con cancer (Schumacher y cols., 1964; Bodey,
1966; Bodey y Luna, 1974; Young y cols., 1974; Reiss, 1986; Richet y cols., 1991;
Bodey y cols., 1992; Martino y cols., 1993; Micozzi y cols., 1996; Ribeiro y cols.,
1997; Kralovicova y cols., 1997; Nucci y cols., 1998; Gozdasoglu y cols., 1999,
Krcmery y cols., 1999; De Marie, 2000). Con frecuencia, otras especies distintas de

C. albicans (Bodey y Luna, 1974, Young y cols., 1974; Rajendran y cols., 1992)
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aparecen como agentes etiologicos de candidiasis en pacientes leucémicos. En
general, se observa una mayor prevalencia de infecciones causadas por especies de
Candida no albicans. La fungemia propia de C. albicans o C. glabrata ocurre
significativamente mas a menudo en pacientes con tumores sélidos, mientras que la
fungemia de C. tropicalis o C. krusei es mas comun en pacientes hematoldgicos

(Meunier y cols., 1992).

Trastornos y enfermedades inmunopatologicas

Las infecciones por Candida en pacientes con SIDA pueden presentar formas
poco comunes e impredecibles (Eversole y cols., 1986; Pierard, 1986; Radin y cols.,
1983; Male, 1988; Rennie y Hellman, 1989; Perfect, 1990; Stevens, 1990) con
fracasos terapéuticos (Babajews y cols., 1985; Fauci y cols., 1984, Tavitian y cols.,
1986; Dismukes, 1991; Maeland, 1991; Tausch y cols., 1992; Arguero-Licea y cols.,
1993; Perfect y Schell, 1996 y Janssen y cols., 1998). La produccion de ulceras
genitales u orales como consecuencia de infecciones por virus herpes o sifilis,
predisponen a la infeccion por VIH (Hicks, 1991). Igualmente, pacientes VIH
positivas presentan un mayor riesgo de padecer herpes genital primario y recurrente
y verrugas genitales recurrentes y un riesgo moderadamente incrementado para
gonorrea, tricomoniasis, candidiasis vaginal y tlceras genitales de -etiologia
desconocida comparado (Fennema y colaboradores, 1995; Ulla y cols., 1993; Cohen
y cols., 1995; Ramjee y cols., 1998). Mui6z-Pérez y colaboradores, en 1998,
observaron, en relacion con los factores de riesgo, que la sifilis y el herpes genital
eran significativamente mas comun entre homosexuales que en heterosexuales y
pacientes usuarios de drogas intravenosas, mientras que la sarna y la vaginitis
candididsica eran ligeramente mas comunes en los usuarios de drogas intravenosas

que en heterosexuales y homosexuales.

Otros factores, como uso de catéteres central venosos, administracion de
nutricion parenteral, terapia antifiungica previa, terapia previa con glucopéptidos,
presencia de candidiasis oral/esofagica, infecciones concomitantes bacterianas y

neutropenia, han sido considerados de riesgo entre la poblacion infectada por el VIH
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(Tumbarello y colaboradores, 1999) en relacion a episodios de candidemia en estos

pacientes (Astagneau y colaboradores, 1999).

La candidiasis oral, vaginal y esofagica aparece con gran frecuencia en
pacientes con SIDA (Betta, 1985; Chandler, 1985; Fauci y cols., 1984; Jaffe y cols.,
1983; Klein y cols., 1984; Stenderup y Schonheyder, 1984; Lopez-Dupla y cols.,
1992; Campos y cols., 1992; Fetter y cols., 1993; Elmets, 1994; Sangeorzan y cols.,
1994; Aly y Berger, 1996; Launay y cols., 1998; Bhalodia y cols., 1998; Chocarro
Martinez y cols., 2000). La candidiasis oral, en estos pacientes, es la forma mas
frecuente y se presenta en forma de infeccion oportunista en mas del 70% de los
varones homosexuales infectados por VIH (Silverman y cols., 1986; Barr y Torosian,
1986; Brawner y Hovan, 1992). Con una elevada frecuencia la infeccién es
recurrente por la terapia antifngica recibida (Coleman, 1998). Existen tres
manifestaciones tipicas de candidiasis oral: quelitis pseudomembranosa, eritematosa
y angular (Clearinghouse, 1993). Las infecciones intertriginosas pueden estar
localizadas en la ingle, axila o 4reas mamarias. La marca del intertrigo es la
presencia de pustulas que, eventualmente, se vuelven confluentes y estdn asociadas
con maceracion, eritema e intensos pruritos (Chapman, 1994). Aunque la candidiasis
oral puede ocurrir en cualquier estado de la infeccion por VIH, es mas comun en

pacientes con bajo recuento de células CD4 (menos de 300/mm?’).

C. albicans es la especie predominante en los individuos VIH positivos,
encontrandose mayoritariamente en la saliva, mucosa bucal y lengua (Torssander y
cols., 1987; Tylenda y cols., 1989; Di Silverio y cols., 1991; Navazesh y cols., 1995;
Martinez Machin y cols., 1997; Launay y cols., 1998; Teanpaisan y Nittayananta,
1998; Niimi y cols., 1999). Se observa, un aumento de la frecuencia de infecciones
fingicas oportunistas en pacientes inmunocomprometidos, paralelo a una tasa
elevada de especies no C. albicans (Masia Canuto y cols., 1999; Palacios y col,
1999), fundamentalmente asociada con el uso de imidazoles, adquisiciéon nosocomial

y tardio progreso del SIDA.

Los estudios realizados por Brawner y Hovan (1992) y Samaranayake (1992)

sobre la candidiasis oral en SIDA apuntaban a una elevacion de la incidencia, con
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una especial presencia de serotipo B de C. albicans, desde 1982, particularmente en
pacientes inmunocomprometidos. Pero la evolucion de la presencia de las lesiones
orales debidas a Candida ha descendido tras la aplicacion de los tratamientos

antiretrovirales altamente activos (Ceballos y cols., 1998).

La importancia de la esofagitis por Candida en este tipo de pacientes ha
llegado a tener un valor predictivo de inmunodeficiencia celular subyacente (Jaffe y
cols., 1983; Joshi y cols., 1984 y Patel y Thomas, 1986), pero el valor de la
candidiasis oral como hecho diagndéstico del SIDA es controvertido (Chandrasekar y
Molinari, 1985; Clotet y cols., 1986; Friedland y cols., 1986; Joy, 1984; Kein y cols.,
1984; Tavitian y cols., 1986; Torssander y cols., 1985; Romanowski y Weber, 1984).
Entre las mujeres infectadas lo mas comun es encontrar esofagitis por Candida y
desde ulceras secundarias a herpes simplex, siendo muy raro el sarcoma de Kaposi.
La prevalencia del virus del papiloma humano y neoplasia cervical ha aumentado en
mujeres VIH seropositivas (Hankins y Handley, 1992; Williams, 1992; Cu-Uvin y
cols., 1996). La candidiasis vaginal es probablemente muy frecuente en mujeres con
SIDA (Rhoads y cols., 1987). Entre las mujeres VIH positivas los riesgos de
colonizacién y de vulvovaginitis sintomdtica aumentan aproximadamente el triple y
el cuadruplo respectivamente, en mujeres con cuantias CD4 por debajo de 200
células/mm’® comparado con cualquiera de las mujeres VIH positivas

inmunocompetentes o mujeres VIH negativas (Duerr y cols., 1997).

Los trabajos de Pepin y colaboradores (1991) con prostitutas de Gambia
muestran al comparar individuos seronegativos con aquellas mujeres infectadas con
VIH-2 un sistema inmune anormal, con linfocitos CD4+ significativamente mas
bajos y linfocitos CD8+ mas altos y una respuesta de proliferacion mas baja de
linfocito después de la estimulacion con fitohemaglutinina. Por otro lado, cuando las
prostitutas VIH-2 seropositivas se comparan con las mujeres infectadas con VIH-1 se
observa porcentajes significativamente mas altos de CD4+ y en la proporcion de

CD4+:CD8+, mientras que los porcentajes de CD8+ son mas bajos.

En cuanto a otras patologias, es también frecuente entre la poblacién de

pacientes VIH positivos presentar distrofias en las ufas producidas por Candida,
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especialmente cuando el numero de células T es menor a 100 células/mm’ (Kaplan y
cols., 1987; Scher, 1991; Fisher y Warner, 1987; Prose, 1990; Daniel III y cols.,
1992; Cribier y cols., 1998). Algunos trabajos que mencionan candidiasis
gastrointestinales publicados antes del descubrimiento del VIH, son identificables
como casos de SIDA sobre la base de otros hechos clinicos descritos (Gottlieb y

cols., 1981 y Russi y cols., 1983).

Se han descrito infecciones por Candida asociadas con otros defectos
inmunes: dos casos de granulomatosis moniliasica entre ciento veinticinco pacientes
con hipogammaglobulinemia secundaria (Claman y cols., 1966), dos casos de
meningitis por C. albicans en nifios con inmunodeficiencias graves combinadas
(Smego y cols., 1984), y un caso de gastroenteritis putativa por Candida en un

paciente con deficiente secrecion de IgA (Strober y col, 1976).

La candidiasis mucocutdnea cronica es asociada frecuentemente con defectos
en la funcion de los linfocitos T (Jing, 2000). Fleischmann y cols., (1986) aportaron
un caso de meningitis fatal por C. lusitaniae en un nifio con enfermedad
granulomatosa crdnica y sugirieron que este desarreglo podria haber predispuesto a
otros catorce casos de meningitis primaria por Candida (Rutledge y col, 1986). La
funcion anticandidiasica de los leucocitos estd a menudo reducida en pacientes con
enfermedad granulomatosa cronica (Fleischmann y cols., 1986; Kim y cols., 1969 y
Lehrer y Cline, 1969); asimismo, y con una menor frecuencia, en pacientes con
deficiencia de mieloperoxidasa (Lehrer y Cline, 1969) y talasemia (El-Falaky y
Shoukry, 1977), aunque las infecciones por Candida en tales individuos son
conocidas, aunque su incidencia es reducida (Moosman y Bojanovsky, 1975; Cech y

cols., 1979; Larrocha y cols., 1982).

Otros trastornos congénitos o idiopdticos.

Los pacientes con fibrosis quistica pueden sufrir de infeccion pulmonar por
Candida (Jenner y cols., 1979), obteniéndose mayores recuentos de levaduras y una
mas elevada cantidad de anticuerpos en suero de C. albicans. Varias condiciones

inusuales han sido asociadas con las infecciones candidiasicas en casos
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extremadamente raros como son las lesiones cutdneas por C. albicans con micosis
fungoides (Alteras y cols., 1982) y glucagonoma (Katz y cols.,1979); patologias
orales por Candida con diskeratosis intraepitelial hereditaria benigna (Sadeghi y

Witkop, 1979); sindrome de Sjogren (Tapper-Jones y cols., 1980).

El Sindrome de la hiperinmunoglobulina E es un desorden caracterizado por
una tasa muy elevada de suero de IgE y de infecciones recurrentes. Los pacientes
estan, especialmente, predispuestos a tener abscesos estafilococales, implicando,
normalmente a la piel, pulmones y articulaciones; pero ellos son también un riesgo
para infecciones con otras bacterias y hongos. Yates y colaboradores, 1997,
estudiaron un caso de endocarditis por Candida en un paciente con sindrome de
hiperinmunoglobulina E. No habia antecedentes previos de endocarditis por Candida
en pacientes con sindrome de hiperinmunoglobulina E. La endocarditis fungica es
una complicacion rara, que puede ocurrir en pacientes con sindrome de

hiperinmunoglobulina E e intracatéter central.

1.5.2.2.- Disgresiones de estados fisioldgicos normales.

Factores genéticos.

No existen evidencias de que ninguna sustancia indique variaciones genéticas
en la susceptibilidad de las infecciones por Candida (Odds, 1988). Las distintas
especies de Candida son colonizadores ubicuos del intestino humano y los problemas
debido a la candidiasis pueden ser apreciados en toda extension. De cualquier forma,
es posible que un estudio epidemioldgico de factores genéticos pueda revelar
variaciones genéticamente basadas en la susceptibilidad individual de la invasion

patologica de Candida.

Infancia.

La asociacion de la candidiasis oral con datos pediatricos se remonta casi a
tiempos de Galeno, y una completa y clara descripcion de la enfermedad en nifios la

realiz6 Rosen von Rosenstein casi 70 afios antes del primer aislamiento de C.
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albicans (Rosen von Rosenstein, 1771). Winner y Hurley aportaron una particular
consideracion de la candidiasis neonatal y oral, aunque su suposicion de “la principal
importancia clinica de C. albicans es la de agente de enfermedad en la infancia y
nifiez” podria ahora ser superado por la alta prevalencia de la candidiasis genital

entre adultos (Winner y Hurley, 1964).

Las formas sistémicas de candidiasis se elevan raramente en los muy jovenes,
excepto en los prematuros, que reciben un cuidado especial. La candidiasis
diseminada, cuando aumenta en estos nifios, frecuentemente implica el sistema
nervioso central y las articulaciones. Factores como la intubacion, cateterizacion
intravascular y el tratamiento con multiple antibidticos, combinados con los propios
defectos al nacer y la inevitable inmadurez inmune de los prematuros crean un
huésped comprometido para los patogenos como las especies de Candida (Elewski,
1996; Chiu y cols., 1997). Factores de riesgo como el cancer, neurocirugia previa,
trauma craneal y ser prematuros con bajo peso, son los causantes de la posibilidad de

adquisicion de meningitis fingica nosocomial (Huttova y cols., 1998).

El aislamiento de levaduras en recién nacidos no es muy elevado, pero una
amplia proporcion de aislamientos suele estar asociada con lesiones por Candida
(Taschdjian y Kozinn, 1957). La elevada susceptibilidad de los nifios a la infeccion
por Candida, se debe, casi con seguridad, a la inmadurez de sus defensas
antimicrobianas. La mayoria de los autores estan de acuerdo en que las infecciones
durante los primeros dias de vida proceden, primariamente, de contaminaciones
maternas de los niflos por levaduras que estan en el canal del parto. El nimero de
infecciones nosocomiales del sistema sanguineo propias de Candida esta en aumento
en recién nacidos criticamente enfermos, siendo este patdgeno transmitido
verticalmente a partir de la madre o adquirido nosocomialmente del personal clinico

(Waggoner-Fountain y cols., 1996; Raymond y Aujard, 2000).

En neonatos de madres infectadas por Candida, la enfermedad mas comun es
la candidiasis oral. Factores que predisponen a las mujeres a candidiasis del pecho

lactante son dafio en el pezon en la fase temprana de lactancia, mastitis, uso reciente
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de antibidticos en el postparto, largo uso antes del embarazo e historia de enfermedad

vaginal (Amir, 1991; Heinig y cols., 1999).

La candidiasis oral o muguet (Gupta y cols., 1996), es la forma de infeccion
mas comunmente encontrada, entre otras formas cutaneas (Herrod, 1990; Darmstadt
y cols., 2000), gastrointestinales y pulmonares. Aunque raras, las candidiasis
diseminadas pueden conducir a la muerte del nifio. La malnutricion, cirugia previa y
el nimero de dias entre el primer hemocultivo positivo de Candida y el propio
tratamiento antifingico, son factores asociados con el subsecuente riesgo de morir
por la propia infeccion de candidiasis sistémica: (Pacheco-Rios y cols., 1997;
Friedland, 1992), siendo critico el periodo de tiempo transcurrido hasta la

instauracion de un tratamiento efectivo.

Las complicaciones orales durante la terapia en nifios con cancer representan
un principio comun de malestar y un origen potencial de infeccion sistémica. Datos
de Childers y colaboradores, 1993, muestran que las complicaciones orales son una
causa frecuente de mortalidad en niflos con problemas oncolégicos y son mas
frecuentes segun el tipo de cancer. Asi, pacientes pediatricos con sarcomas presentan
mas ulceras e infecciones candidiasicas que los de leucemia. Las infecciones de
Candida en nifios con tumores solidos ocurren cuatro veces mas a menudo que en
aquellos que tienen leucemia. Por otro lado, los estudios de Gozdasoglu y
colaboradores, en 1999, demuestran que las infecciones fungicas representan un
problema creciente en nifios con malignencias hematoldgicas. Sus hallazgos sugieren
que hay un alto rango de colonizacién flingica en aquellos nifios que reciben

quimioterapia por padecer leucemia aguda y linfoma.

Por otro lado, datos recientes indican que durante la ultima década, el rango
de infeccion fungica en una Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal ha
incrementado de 0,96% a 5,9%. El sistema sanguineo suele ser el lugar de infeccion
mas comun (Rangel-Frausto y cols., 1999; Kossoff y cols., 1998; Fowler y cols.,
1998; Saiman y cols., 2000), seguido por el tracto urinario (Phillips y Karlowicz,
1997; Mangiarotti y cols., 2000) y la piel (Campbell y cols., 2000). Importantes

enfermedades subyacentes incluyen anomalias malignas, prematuras y congénitas.
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Normalmente, el riesgo de fungemia puede ser atribuido a un gran nimero de
antibidticos, a un prolongado periodo de administraciéon de nutricion parenteral,
intubacion endotraqueal, cateterizacion venosa central y a la cirugia (Sherertz y cols.,
1992; Herruzo Cabrera y cols., 1993; Padovani y cols., 1997; Huang y cols., 1999;
Melamed y cols., 2000). La colonizacion de la mucosa oral parece ser el antecedente
decisivo para que se produzca la colonizacion endotraqueal en los nifios. El pH
gastrico y el riesgo de mortalidad pediatrico a la vez que el tiempo de intubacion
endotraqueal pueden predecir la colonizacidon endotraqueal patogena dentro en cuatro
dias de intubacion (Rubenstein y cols., 1992). Por otro lado, el bajo peso de los
recién nacidos representa también un importante factor de riesgo para la adquisicion
de la fungemia (Harms y cols., 1992; Beck-Sague y cols.,1994; Rowen y cols., 1994;
Khadilkar y cols., 1995, Chiu y cols., 1997; Huang y cols., 1998; Lee y cols., 1998;
Pradeepkumar y cols., 1998; Narang y cols., 1998; Singh y cols., 1999; Rowen y
cols., 1999; Campbell y cols., 2000; Karlowicz y cols., 2000; Schwarze y cols.,
2000). El andlisis de los hechos sugiere que el aumento de la infeccion podria
deberse a transmision horizontal por el personal sanitario (Finkelstein y cols., 1993;

Huang y cols., 1998).

La proporcion de mujeres infectadas por VIH en edad fértil ha ido cada vez
mas en aumento y como consecuencia de una transmision vertical del virus de
materno filial (Kesson y Sorrell, 1993; Waldman, 1996; Kline, 1996, Makarova y
cols., 1997). La transmision que puede ocurrir en el utero, al tiempo del parto en que
se mezclan la sangre materna infectada por VIH y la sangre del neonato, al igual que
la ingestion y aspiracion de fluidos corporales maternos infectados por el nifio y en la
lactancia. Como consecuencia de ello en la infeccion pediatrica por VIH los nifios
sintomaticos tienen una incidencia mas alta significativamente de candidiasis clinica
y candidiasis persistente por resistencia a la medicacion que los nifios asintomaticos
infectados. Hicks y cols., 1998, llegaron a la conclusion que las levaduras de la saliva
podian reflejar aislamiento oral o colonizacion de la mucosa, influyendo en el
desarrollo de la candidiasis clinica en estos nifios inmunocomprometidos. Reik y
colaboradores, 1995, confirmaron previas observaciones del incremento de las
infecciones bacterianas gram negativas en nifios infectados con VIH y el diagnostico

y tratamiento dificultan que puedan ser localizadas cuando se trata con estos agentes.
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Se necesita un alto indice de sospecha, porque desde que estos patdogenos puedan ser

prontamente dominados e indicado el tratamiento se puede salvar la vida.

Vejez.

Si bien se ha descrito a la vejez como un factor predisponente (Gentles y La
Touche, 1969; Zimmerman, 1955), no hay evidencias consistentes, con
independencia de sus enfermedades y tratamientos aplicados. No obstante, se han
citado algunas lesiones inflamatorias, principalmente de la boca, en personas de edad
avanzada, asociadas fundamentalmente con la pérdida de piezas dentales y/o a la
utilizacion de proétesis dental (Beighton y cols., 1990; Loesche y cols., 1999). Se ha
demostrado una mayor prevalencia de levaduras orales en al tercera edad (Marples,
1960; Smits y cols., 1966), contrariamente a lo sucedido en vagina, donde es raro
encontrar levaduras en mujeres postmenopausicas (Anyon y cols., 1971; Hilton y
Warnock, 1975). El elevado recuento de levadura oral y la frecuente prevalencia de
candidiasis oral entre los pacientes mayores que viven en instituciones aparecen
asociados con problemas de higiene bucal y descuido en el cuidado de la dentadura
(Wilkieson y cols., 1991; Samaranayake y cols., 1995; Budtz-JIrgensen y cols., 1996;
Rossie y Guggenheimer, 1997). En el trabajo realizado por Moskona y Kaplan, en
1992, con pacientes de instituciones geriatricas se observa que la estomatitis dental y
las inflamaciones del paladar se relacionan con la edad dental solamente y no asi con
la calidad. Todas las lesiones frecuentes relacionadas con la dentadura aumentan con
la edad del paciente y la edad dental. La escasa higiene oral aumenta la frecuencia de

los cultivos positivos para Candida en las dentaduras.

La asociacion de levaduras en las lesiones ungueales de los pacientes seniles
con desordenes troficos en las piernas ha sido descrita por De Gentile y col, 1995,
encontraron seis aislamientos de C. ciferrii en la una de los pies de pacientes de edad

avanzada y cuatro de ellos fueron asociados con lesiones ulcerosas de las piernas.

La infeccion del tracto urinario es una de las causas mds comunes de
infeccion en las personas de edad avanzada. Se ha demostrado que personas con mas

de 75 anos, con casos de catéteres, obligados a permanecer en cama, con confusion,
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anorexia con tubo de alimentacion nasogastrica, decaimiento respiratorio necesitando
ventilacidbn mecéanica y otros, son las mas propensas a adquirir la infeccion
(Kauffman, 1992; Assantachai y cols., 1997; Barnett y Stephens, 1997; Krcmery y
cols., 1999).

Las tasas de muerte por candidiasis profunda son mas altas en pacientes de
mucha edad, aunque ocurre lo mismo con las tasas de mortalidad en otras muchas
enfermedades. La senilidad, por si misma, no puede por tanto considerarse un factor

significativo en la predisposicion a la candidiasis.

Embarazo.

Es estimado que el 75% de las mujeres experimentan al menos un episodio de
candidiasis vaginal durante su vida (Patel y cols., 1992; Geiger y Foxman, 1996).
Pero la prevalencia de la enfermedad es mucho mas elevada en mujeres embarazadas
(Gardner y Kaufman, 1969; Vidotto y cols., 1992; Klufio y cols., 1995). La
asociacion entre el embarazo y la infeccidon por Candida se encuentra, casi
exclusivamente, en forma de candidiasis vaginal; estableciéndose, normalmente,
estas infecciones cervicovaginales en el tercer trimestre de embarazo (Simoes y cols.,
1998; van Rensburg y Odendaal, 1992; Blankhart y cols., 1999). La utilizacién de
anticonceptivos orales, antibidticos, corticoesteroides y diabetes mellitus estan entre
los principales factores de esta infeccion. Algunos autores han cuestionado el papel
de los anticonceptivos orales como predisponente de las mujeres a sufrir la

enfermedad (Odds, 1979; Ryley, 1986; Sharief, 1998).

La flora bacteriana autoctona vaginal y especificamente las distintas especies
de Lactobacillus juegan un papel critico en la prevencion de las infecciones
vaginales y la transmision de patdgenos responsables de las enfermedades de
transmision sexual (Eschenbach y cols., 1988; Galask, 1989; Klebanoff y cols.,
1991). La produccion de perdxido de hidrogeno y el mantenimiento de un pH normal
por las especies de Lactobacillus dan lugar a que se reduzca el sobrecrecimiento de
microorganismos asociados con vaginosis bacteriana (Sobel y Chaim, 1996;

Puapermpoonsiri y cols., 1996).
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Los niveles de glucogeno aumentan en la ultima fase del embarazo
(Cruickshank y cols, 1934); sin embargo, sin parecer claro el papel de Lactobacillus
en la glucogenolisis, aunque si la formacion, en tltima instancia, del 4cido lactico en
vagina, es basica en este proceso (Rogosa y Sharpe, 1960 y Stewart-Tull 1964;
Hillier y cols., 1992).

El estado de portador de levaduras en vagina es, sin duda, mayor en mujeres
embarazadas que en las no embarazadas (Tabla XI). Otros estudios demuestran que
dicho estado es mayor en el tercer trimestre del embarazo, presentando un brusco

descenso en el periodo inmediato post-parto (Tabla XII).

Segtin Sobel, 1985, los efectos de los corticosteroides locales, el pH vaginal,
la concentracion del glicogeno vaginal y el estado del receptor del epitelio vaginal
son factores que pueden hacer mas vulnerables a las mujeres embarazadas a
infecciones vaginales. Las concentraciones de progesterona y estradiol en plasma son
mas altas en el embarazo que en la fase luteica de la menstruacion, al igual que la
concentracion total de la IgG. Ademas, Chen y cols., 1998, encontr6 en dos mujeres
jovenes embarazadas que la induccién al aborto podria causar endoftalmitis
endogena por Candida. El tratamiento sistémico de corticosteroides podria
incrementar el riesgo de la endoftalmitis. Stanley y cols., (1972), comprobaron, en
una serie de mujeres embarazadas, una alta correlacion entre las precipitinas en suero

frente a Candida y las lesiones candidiasicas.

La infeccion por VIH en mujeres es un problema que va en aumento. A lo
largo de todo el mundo, al menos el 25% de todas las infecciones vaginales ocurren
en adolescentes o mujeres adultas, la mayoria de las cuales estan en edad
reproductora. Segin Kesson y Sorrell, 1993, no se ha demostrado que la infeccion
por VIH afecte a la fertilidad o influya fuera del embarazo, al menos que, exista una
evidencia de disfuncion inmune significativa, con CD4 inferiores a 400/mm’.
Recuentos, por tanto, bajos de CD4 predisponen a las mujeres a complicaciones

infecciosas oportunistas de VIH.
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Tabla XI. Frecuencia de levaduras en vagina de embarazadas y no embarazadas

(Odds, 1988).

Afio Pais N° (emb) % positivo N° (no emb) % positiv Ref
1962 EEUU 211 69,2 100 43,0 A
1964 Canadd 336 19,0 203 14,3 B
1967 India 65 33,8 845 4,3 C
1968 Sudan 25 56,0 165 30,3 D
1969 EE.UU 185 10,3 988 8,6 E
1970 India 51 54,9 412 26 F
1971 India 50 36,0 50 20 G
1972 EE.UU 172 54,7 828 45,7 H
1976 EE.UU 25 28,0 75 25,3 I
1979 Alemania 200 37,5 335 21,8 J
1979 India 50 14,0 100 8 K
1979 Alemania 162 5,6 1000 10,3 L
1979 Reino Unido 119 24,4 100 26 M

A) Lang WR., Frizt MA., Menduke H. B) O’Brien JR. C) Das M, Sen R. D)
Mahgoub ED. E) Davis BA. F) Nagesha SN, Ananthakrishna NC. G) Raut M. H)
Mclennan MT. I) Tashjian JM. J) Blaschke-Hellmessen R. K) Saraswathamna D. L)
Knippenberger H. M) Singha HS, Balsdon MJ.
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Tabla XII. Frecuencia de levaduras en vagina durante estados de embarazo y

postparto (Odds, 1988).

1° Trimestre  2° Trimestre 3“ Trimestre  1-7 Dias post. Ref.

Ano Pais N° % Posit N°® 9% Posit N° % Posit N° % Posit

1963 EE.UU 15 20 114 24,6 168 327 a
1964 Dinamarca 60 30 60 26,7 60 45,5 60 11,7 b
1969 Dinamarca 74 29,7 74 27 74 44,6 c
1969 EE.UU 21 4,8 d
1971 EE.UU 147 9,5 e
1976 Francia 400 18,8 f
1977 Alemania 243 23,5 243 226 243 18,1 g
1977  Alemania 487 26,8 h
1979  Alemania 200 35,7 1
1981 Italia 66 0 66 11,7 66 18,9 j

a) Buck A.A. y Hasenclever H.F; b) Pedersen G.T.; ¢) Pedersen G.T.; d) Davis B.A.;
e) Spellacy W.N. y col.; f) Borderon J.C. y col.; g) Frerich W y Gad A.; h) Schnell
J.D.; 1) Blaschke-Hellmessen R. y col.; j) Fraizzoli G. y col.
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1.5.2.3.- Factores dietéticos

Segun Gentles y Latouche (1969), una dieta rica en glicidos constituye
predispone a la candidiasis, debido a que la presencia de niveles elevados de estas
sustancias en intestino, favorece la multiplicacion de levaduras con preferencia sobre
las bacterias (Cormane y Goslings, 1963) y Samaranayake (1986) promoviendo asi la
colonizaciéon de Candida en algunas regiones del tracto digestivo. Sin embargo, no es
muy probable que un hipercrecimiento de levaduras, patologicamente significativo,
pueda atribuirse Unicamente a este factor. Se ha comprobado también que las
deficiencias vitaminicas pueden predisponer a la candidiasis. Montes y cols., (1973)
detectaron hipovitaminosis A en siete de doce casos de candidiasis mucocutanea.
Este resultado puede correlacionarse con otros trabajos experimentales (Cohen y
Elin, 1974 y De Graciansky y cols., 1957), habiéndose comprobado también una alta
susceptibilidad a la candidiasis en ratas deficientes en vitaminas B1 y B2 (De
Graciansky y cols., 1957). La anemia por deficiencia de hierro, ha sido también
considerada como otro factor importante en la etiologia de la candidiasis
mucocutanea crénica. Fletcher y cols., (1975) encontraron en sujetos deficientes en
hierro, una mayor frecuencia de C. albicans y una disminucion de la respuesta
linfocitaria a los antigenos de C. albicans en comparacion con los lotes control

(Joynson y cols., 1972).

1.5.2.4.- Factores mecanicos.

Traumas.

Se han descrito numerosos casos de peritonitis y septicemias por Candida en
los que la infeccion se produjo como consecuencia de una lesion accidental. Es
dificil valorar si la infeccion en estos pacientes fue originada por la lesién o por los
procedimientos quirargicos y médicos implicados en su seguimiento. Estudios mas
recientes sugieren que los pacientes con quemaduras son especialmente susceptibles
a la colonizaciéon e infecciones profundas por levaduras (Stanley y cols.,1994;
Winkelman y Galloway, 1992; Allen y Ang, 1992; Chakrabarti y cols., 1992; Mousa,
1999). Algunos autores (Zanini y cols., 1983 y Zapata y cols., 1985; Ekenna y cols.,
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1993) consideran que Candida es diseminada al torrente sanguineo a partir de las
quemaduras; sin embargo, Stone y cols., (1974), opinan que las heridas colonizadas
en superficie no son fuente de infeccion muy significativa. Los procesos de
seguimiento de quemaduras graves (antibioticos, cateterizacion, etc.) pueden ser, mas
que la naturaleza del trauma, los factores que incrementan la susceptibilidad de estos

pacientes a la candidiasis (Gauto y cols., 1977; Borzotta y Beardsley, 1999).

Otros tipos de lesiones comunes entre la poblacion son las producidas por el
uso intenso de las lentes de contacto, representando un factor de riesgo importante
asociado a las infecciones fungicas (Rosa y cols., 1994). Ulceras producidas por
hongos filamentosos en la cornea son comunes en aquellos paises propios de climas
tropicales y con una poblacién mayoritariamente agraria (Upadhyay y cols., 1991;

Chander y Sharma, 1994).

Oclusiones locales y maceraciones.

La distribucion natural de Candida en el cuerpo sugiere una predileccion de
las levaduras por habitats himedos. La presencia de C. albicans es escasa en la piel,
pero la probabilidad de recuperarla a partir de areas himedas e intertriginales tales
como axilas, ingles y membranas interdigitales de pies y mano, es superior a la de
otras zonas (Bridger, 1979; Macura y cols., 1984; Crislip y Edwards, 1989; Korstanje
y Staats, 1995). De este modo, cualquier situacion que implique oclusion o
maceracion de piel o membranas, asi como el aumento de la humedad local, podria
predisponer a un hipercrecimiento de la levadura y a infeccion. Maibach y Kligman
(1962) fueron capaces de producir lesiones en la piel con C. albicans en voluntarios
solo cuando el lugar inoculado estaba cubierto con una vestimenta cerrada y los
efectos oclusivos de los pafiales en pacientes pediatricos han sido citados como una
causa de infeccion por Candida en la zona de piel afectada (Dixon y cols., 1969 y
1972; Brookes y cols., 1971; Leyden y Kligman, 1978). Yaffee, en 1973, puso su
atencion en la dermatitis por Candida en pacientes cuya piel esta tapada en los casos
de inmovilizados en cama durante largos periodos de tiempo y Hansson y cols.,
1985, describieron candidiasis cutaneas en 6 de 97 mujeres con ulceras en la pierna

por el uso de medias impregnadas de untura. La maceracion local de la piel ocurre en
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muchas situaciones habituales. Asi amas de casa, barmans, cocinero/as, pescadores,
enfermero/as y otras personas que frecuentemente tengan las manos inmersas en
agua son, particularmente, propensos a candidiasis en ufias, pliegues de ufas y
grietas en los dedos (Denollin y cols., 1976; Feilchenfield y cols., 1958; Frain-Bell,
1957; Harrell, 1964 y Guinner y cols., 1964). La hiperhidrosis, manos frias y factores
quimicos o mecdnicos, como manicura y pedicura, muy usuales en nuestro medio,
son también factores que dan lugar a la presencia de onicomicosis candidiasica, con

una mayor prevalencia entre las mujeres (Arenas, 1990).

Hay dos formas de candidiasis oral que hacen pensar en los elevados factores
locales de maceracion/oclusion. La quelitis angular implica maceracion de la piel en
la comisura de los labios y podria producir una superinfeccion candidiasica y en
estomatitis por uso de dentaduras, la inflamacion del paladar aparece elevada a
consecuencia del hipercrecimiento de la levadura en el espacio ocluido entre la
dentadura y el paladar. Varios autores han detectado una prevalencia mas alta de
candidiasis oral entre los usuarios de dentaduras que entre los no usuarios
(Berdicevsky y cols., 1980; Budtz-Jorgensen y cols., 1983; Marcano, 1981; Mitchell,
1982; Vandenbussche y Swinne, 1984; Nanetti y cols., 1993; Barrett y cols., 1998),
aunque es posible que el principal efecto de las dentaduras es incrementar las
concentraciones de levaduras mas que establecer poblaciones de las mismas en
aquellas bocas que no las presentaban previamente, debido a la presencia de una
interfase. Por lo regular, la estomatitis de adultos que no esta relacionada con otras
enfermedades es el resultado de dentaduras mal ajustadas o de mala higiene bucal
(Rippon, 1988). Candida puede crecer por completo en las dentaduras, de modo que
la inflamacion de los tejidos se debe a los materiales toxicos acumulados que existen
debajo de la dentadura. Este trastorno se presenta en el 25 % de quienes usan
dentaduras y hasta en el 60 % de los que sobrepasan los 65 afios. Diferentes
experimentos han demostrado la adherencia de C. albicans a la mucosa bucal y al
acrilico de las dentaduras (Critchley y Douglas, 1985; Douglas, 1985; Radford y
cols., 1999).
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1.5.2.5.- Factores Iatrogénicos.

La incidencia de las candidiasis profundas parece haberse elevado con la

introduccion de nuevas técnicas en Medicina.

La endocarditis por Candida solia ser una enfermedad extremadamente rara,
vista casi exclusivamente en drogadictos (Ben Joseph y cols., 1985), hasta que los
procedimientos quirurgicos a corazon abierto se han ido generalizado. Ahora suelen
verse con mas frecuencia como complicacion de esta forma de cirugia (Herling y
cols., 1984; Mencl y cols., 1985; Citak y cols., 1992; Tornos y cols., 1992; Johnston
y cols., 1994; Verghese y cols., 1998; Picarelli y cols., 1997; Llinares-Mondejar y
cols., 1997; Fearon y cols., 1997; Mathew y cols., 1999; Verghese y cols., 1999;
Ramirez Moreno y cols., 2000; Veraldi y cols., 2000) que con los drogadictos. La
introduccion de métodos de alimentacion intravenosa, con catéteres vasculares, ha
conducido, asimismo, a un incremento de las septicemias por Candida y candidiasis
diseminadas. Es mas, aquellos pacientes con valvulas protésicas del corazon que
desarrollan candidiasis nosocomial representan un notable riesgo de tener o

desarrollar candidiasis meses o afios mas tarde (Nasser y cols., 1997).

La colonizacién por levaduras aumenta en proporcion al tiempo de estancia
del paciente en el hospital (Marks y cols., 1975; Odds y cols., 1980; Mitchell y cols.,
1982; Vidotto y cols., 1986; Rubinstein y Lang, 1995; Gouello y cols., 2000), en
especial en aquellos que han sido intervenidos quirtirgicamente o sometidos a
tratamientos con antibidticos o corticosteroides, o los que requieren cuidado
intensivo, factores que ya han sido revisados. Aunque este fendmeno puede estar
relacionado con el grado de salud-enfermedad y debilitamiento del paciente, es bien
cierto que las levaduras patdégenas se encuentran, inusitadamente, con mas frecuencia

en ambientes hospitalarios.
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Antibidticos

En teoria, la mayoria de los antibidticos poseen la habilidad de eliminar las
bacterias de los habitats microbianos humanos que, normalmente, compiten con las
levaduras por los nutrientes. Tales alteraciones en la microflora pueden conducir al
hipercrecimiento y consecuente infeccion de levaduras, puesto que ellas no son
afectadas en si mismas por los antibidticos antibacterianos. En la practica solo el
tratamiento de amplio espectro o combinado de antibidticos de espectro reducido,
parecen producir este efecto de modo bastante significativo. La relacion entre la
terapia antibidtica y la candidiasis se ha discutido en varias revisiones: Giunchi,
(1985); Winner y Hurley, (1964); Seelig, (1966 y 1968); Rossie y Guggenheimer,
1997; Rodriguez-Tudela y Cuenca-Estrella, 1999; Krcmery y cols., 1999, todas ellas
apoyadas en un gran numero de casos, concluyendo que la colonizacion se
incrementa en sujetos tratados con antibidticos de amplio espectro. La eliminacion de
la competicion bacteriana es realmente el mecanismo importante por el que los
antibidticos afectan al niimero de levaduras in vivo. No se dispone de una amplia
base cientifica que demuestren que el efecto estimulante de los antibioticos
antibacterianos sobre el crecimiento de C. albicans (Winner y Hurley, 1964). Si se
sabe que pueden acrecentar el crecimiento en los fluidos naturales, tales como
aspirados vaginales (Bisschop y cols., 1985) y saliva (Knight y Fletcher, 1971),
donde sus efectos podrian ser suprimir la bacteria autdctona. Ciertamente los
antibidticos podrian tener propiedades inmunosupresoras que hicieran reducir la

resistencia del hospedador a Candida.

Los trabajos basados en grupos individuales en orofaringe (Jose, 1975;
Mohamed, 1975; Smits y cols., 1966 y Tewari y Fletcher, 1966), esputos
(Chakravarty, 1964 y Chakravarty y Sandhu, 1964), heces y recto (Fitzpatrick y
Topley, 1966; Holt y Newman, 1967; Middleton, 1967; Smits y cols., 1966 y Tewari
y Fletcher, 1986), orina (Haley, 1965) y en vagina (Caruso, 1964), tratados con
antibioticos, demuestran un aumento en términos de frecuencia y, ocasionalmente, en
términos de numero de la poblacion de levaduras. El aumento de la incidencia de la

candidiasis vaginal se encuentra directamente relacionado con el incremento de la
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duracion del uso de los antibioticos (Ryley, 1986; Krcmery y cols., 1998; Spinillo y
cols., 1999).

Se ha observado que la eritromicina y cotrimozazol (Bridges y cols., 1980) y
varios aminoglicosidos (Ferrari y cols., 1980) provocan una reduccién de la actividad
neutrofila anticandidiacidal in vitro. Sin embargo, otros antibidticos, como la
tetraciclina, cloranfenicol, penicilina, gentamicina, azlocilina y carbonicilina no
muestran este efecto (Bridger, 1979; Bridges y cols., 1980). Otras sustancias como la
cimetidina, famotidina y omeprazol empleados en la terapia para reducir la acidez de
pacientes con Ulcera duodenal estdn asociados con el incremento significativo del
crecimiento fungico, por el alto pH gastrico. Goenka y colaboradores, en 1996,
encontraron que el tratamiento para pH gastrico superior o igual a 4 estaba asociado

con una proporcion fingica mas alta que para los valores de pH menores a 4.

De sus experimentos con animales, Blyth (1958) lleg6 a la conclusion de que
los antibidticos disminuyen, en cierto grado, la inmunidad natural del huésped a la
infeccion. Sin embargo, el mecanismo antibiotico-predisposicion a la candidiasis no
ha sido considerado ampliamente porque, como Winner y Hurley (1964) han
indicado, los pacientes tratados con antibidticos multiples o con los de amplio
espectro son, por lo general, enfermos graves y, por lo tanto, tienen ya deprimidas las
defensas microbianas. Consideraciones similares deben tenerse en cuenta en relacion
con los informes clinicos de candidiasis asociadas con terapia antibidtica. El papel de
dicha terapia, como factor predisponente a la candidiasis en tales pacientes, es por lo

tanto imposible de establecer con confianza.

Metronidazol

Moffett y MacGill (1960) fueron los primeros en sugerir que el tratamiento
topico de la tricomoniasis vaginal con metronidazol (Flagil) puede predisponer a los
pacientes a candidiasis vaginal. Hay estudios posteriores (Alteras y cols.,1965;
Beveridge, 1962; De Rom y cols., 1961; Keighley, 1962; Oller, 1969 y Peters y

cols.,1972) que apoyan este punto de vista, pero sin aportar la evidencia concluyente
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hacia dicha predisposicion por este farmaco, no obstante, concuerdan lo suficiente

para sugerir al menos su posibilidad.

Corticosteroides

Los corticosteroides son componentes con un pronunciado efecto
antiinflamatorio e inmunosupresor (Mims, 1987). Por lo tanto, ofrecen un
considerable potencial reductor al hospedador a la invasion por Candida, y resulta un
poco asombroso que la administracion de corticosteroides a los pacientes se cite
frecuentemente como un factor predisponente en muchos casos de candidiasis
sistémica y superficial. También la terapia con esteroides ha sido citada como el
factor principal predisponente, en varios casos de candidiasis oral (Folb y Trounce,
1970; Lehner y Ward, 1970; Zegarelli y Kutscher, 1964), cutdnea (Bradford y
Montes, 1972; Lynch y cols., 1969) y ocular (Robertson y cols., 1974). Varios
estudios sugieren que la terapia con esteroide supone el principal factor que
predispone a la candidiasis superficial (Schechtman y cols., 1986) o sistémica (Date
y cols., 1983; Auger y cols., 1989; Perfect, 1990; Ringel, 1990). Tal como ocurre con
los antibioticos, es posible que la importancia de los esteroides como factores

predisponentes a candidiasis hayan sido, a veces, exagerada.

Un gran nimero de investigadores han demostrado, en experimentacion
animal, que los esteroides aumentan la severidad de un amplio espectro de
infecciones por diversas especies de Candida. Los intentos de demostrar el efecto
directo de los esteroides en el crecimiento in vitro de Candida, han sido
improductivos. Se ha comprobado que el estriol estrona, benzoato de estradiol,
etinilestradiol y testosterona no tienen efecto alguno en el crecimiento de C. albicans
(Kaben y Neumann, 1970; Moursi y Refai, 1968; Neumann y Kaben, 1971). Marsh y
colaboradores (1983), en una completa evaluacion estadistica de factores
fundamentales en 55 casos de candidiasis sistémica, encontraron que sélo una
combinaciéon de terapia de esteroide, terapia de antibidtico y una total nutricion
parenteral era un factor de riesgo estadisticamente significativo, uno de esos factores

considerado individualmente o a pares era significativo.
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Aerosoles de esteroides.

Dipropionato de beclometasona, valerato de betametasona, fosfato de
dexametasona, cromoglicato de sodio y acetona de triamcinolon son todos los
esteroides sintéticos que han revolucionado el cuidado del asma en nifios y adultos.
Son formulados como aerosoles que facilitan la inhalacion de esteroides que el
tratamiento sistémico con componentes de absorcion oral. En 1964, Dennis e Itkin
informaron que 5 de 25 pacientes tratados con inhaladores de fosfato de
dexametasona (Decadron) desarrollaron candidiasis orofaringeal y Zegarelli y
Kutscher de cuatro casos similares en pacientes que usaban aerosoles de
triamcinolon. La introduccion del dipropionato de beclometasona (Intal) diez afios
mas tarde indujo a un interés masivo a candidiasis oral, faringeal y laringeal como
una complicacion de este medicamento. Un estudio de 1974 sugiere que el 77% de
los usuarios de beclometasona desarrollaron candidiasis oral, pero ningtin otro autor

ha logrado descubrir la condicion de tal notable escala.

Algunos autores afirmaron tan so6lo el incremento del aislamiento de Candida
oral con los inhaladores de esteroides (Toogood y cols., 1984; Stead y Cooke, 1989),
pero no todos pudieron detectar de forma ecuanime este efecto (Ben-Aryeh y cols.,
1985). Algunos pensaban que la incidencia de infeccion oral por Candida o la
colonizacién era una funcién de la dosis del inhalador de esteroide (Toogood y cols.,
1984), mientras otros consideraban que el uso concomitante de esteroides sistémicos
era el responsable (Morrow-Brown y cols., 1977). En 1979, Vogt puso atencién en
las notables variaciones de criterio usadas para el diagnostico de la candidiasis oral,
ordenados desde solo cultivos positivos en algunos informes a solo apariencia clinica
en otros. Criticd los ensayos realizados con muy pocos pacientes o por un periodo
corto de tiempo. Considerando tan sélo las pruebas hechas a mas de 100 pacientes
inhalando esteroides durante 6 meses o mas tiempo demostrd la incidencia de
candidiasis oral asociada con terapia con beclometasona o triamcinolona de
aproximadamente 4-13%. Concluy6 que la utilidad de la terapia lejos del sobrepeso
de los riesgos: “Puesto que las infecciones por Candida ocurren en solo una pequeiia
parte de la poblacion de los pacientes, raramente causa severos sintomas,

normalmente son colonizaciones superficiales y pueden ser tratadas prosperamente
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en la mayor parte de las instancias sin la interrupcion del tratamiento del aerosol, la
apariencia ocasional de la enfermedad con terapia de esteroide inhalado parece poca

causa para preocuparse”. Esta conclusion permanece aun valida.

Se ha descrito una asociacion entre corticosteroides inhalados y candidiasis
esofagica (Simon y cols., 1997). La deposicion del medicamento en el eséfago
después de ser ingerido y la subsecuente colonizacidon e infeccion con Candida,
aparece a continuacion. Factores mitigantes como el enjuague de la boca, aparatos
espaciador e inmunidad mucosal podrian ser responsables de la interrupcion de los

Casos.

Anticonceptivos hormonales.

La candidiasis vulvovaginal es un proceso inflamatorio frecuente en mujeres,
pero no ha sido estudiado extensamente en mujeres que ejercen la prostitucion. El
papel de las prostitutas en las enfermedades de transmisioén sexual ha sido valorado
en diferentes estudios. Datos relacionados con la prevalencia de enfermedades de
transmision sexual en prostitutas varian alrededor del mundo, dependiendo de la
veracidad de las técnicas de diagndstico, la eficacia de los regimenes de tratamiento,
la prevalencia local de las enfermedades de transmision sexual y el uso de
preservativos (Otero y cols., 1998). Por otro lado, datos de Ginter y colaboradores,
1992, no sugieren que la promiscuidad por si sola sea un factor que predisponga a
presentar candidiasis vaginal; aunque si se observaron diferencias significativas en la
edad de las mujeres del estudio, porque aquellas que estaban en la tercera década de
vida estdn mas inclinadas a infecciones vaginales por Candida que grupos de edad

mayor.

Medidas preventivas a tener en cuenta por las mujeres para disminuir la
incidencia de candidiasis vulvovaginal podrian ser un apropiado uso de
anticonceptivos, asi como de su vida sexual y habitos de higiene personal (Spinillo y
cols., 1993). Bourg, en 1964, fue el primero en sugerir que las mujeres que usan
anticonceptivos hormonales anovulatorios podrian estar predispuestas a candidiasis

vaginal. Observd que seis de sesenta pacientes a las que prescribidé la pildora
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desarrollaban la enfermedad vaginal. Més tarde aparecen otros trabajos sobre
candidiasis vaginal asociada con el uso de anticonceptivos hormonales. Por ejemplo,
Yaffee y Grots (1965) describieron cuatro casos de vaginitis por Candida que
resultaron refractarios a la terapia antifingica hasta que las pacientes dejaron de
utilizar los anticonceptivos orales. Porter y Lyle (1966) estudiaron trece casos de
candidiasis vaginal intratable que describen como ‘“causados por la terapia
anticonceptiva oral”. Surgié asi la opinion, frecuentemente reiterada, que los

anticonceptivos hormonales predisponen a infecciones vulvovaginales por Candida.

Desde 1964 han sido sustanciales los cambios en la composicion
farmacéutica de los anticonceptivos hormonales, particularmente una larga reduccion
en el contenido de estrogeno de los anticonceptivos de tipo combinado, pero estos

cambios han sido poco reflejados en la literatura de candidiasis (Odds, 1988).

Si los estudios en los que los diferentes autores expresan meramente sus
impresiones subjetivas clinicas del sujeto son desestimados, la mayor parte de la
incidencia concerniente a los anticonceptivos hormonales como factores
predisponentes vienen principalmente de exdmenes del aislamiento vaginal de
Candida en mujeres usuarias y no usuarias de estas drogas (Odds, 1988). La mayoria
de los estudios transversales analizados no proporcionan una evidencia definitiva de
los anticonceptivos hormonales sobre la prevalencia de Candida en vagina. El
andlisis realizado por Odds sobre veintitrés estudios transversales, posteriores a
1964, revela que solo en cinco de ellos habia una alta prevalencia de Candida en
vagina entre las usuarias de anticonceptivos hormonales, que es estadisticamente
significativa al nivel de p<0,01 y otros dos son significativos al nivel de p<0,05.
Wied y col (1966) encuentran un incremento significativo de Candida en vagina
entre las usuarias de estos anticonceptivos, si bien su estudio se basé en

observaciones microscopicas sin realizacion de cultivos.

Los resultados varian al distinguir pacientes que utilizan anticonceptivos de
tipo combinado (estrogenos y progesterona) o so6lo con progesterona (Anyon y cols.,
1971; Davis, 1969; Lapan, 1970; Leegaard, 1984; Spellacy y cols., 1971; Walsh y

cols., 1968). La mitad de los informes confirmaron estadisticamente variaciones
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significativas en la poblacion vaginal de Candida y los datos sugieren que el
componente estrogénico tiene un efecto mayor en dicha poblacion que la
progesterona. Esta conclusion es apoyada por el trabajo de Jackson y Spain (1968),
en el cual se comprueba que mas mujeres libres de Candida en vagina se hacen
positivas, significativamente, tras varios meses de tratamiento con anovulatorios de

tipo combinado que con los de tipo secuencial.

Una editorial de una revista médica de 1966 sugeria que los anticonceptivos
estrogénicos predisponian a candidiasis por inducir a un estado como de embarazo y
recomendaba pildoras progestogénicas para disminuir el riesgo asociado de

candidiasis vaginal (Editorial, 1966).

La informacion de estudios longitudinales de aislamiento de Candida con
relacion a la contracepcion hormonal varia de un estudio a otro. Diddle y
colaboradores (1969) encontraron una incidencia de sefiales clinicas
significativamente mas alta de candidiasis vaginal solo en pacientes que han usado
contraceptivos orales en un tiempo superior a 12 meses: de cualquier forma, no
confirmaron su diagndstico por cultivo de Candida, y las indicaciones clinicas son
notoriamente una base no real para un diagnodstico de enfermedad. Toppozada y
colegas (1986) demostraron la elevada tasa de aislamiento vaginal de Candida de 2%
a 44% de cincuenta mujeres después de usar durante 12 meses contraceptivos orales.
Otros estudios longitudinales produjeron poca o nada evidencia por el aumento de
levadura en la vagina o descarga vaginal entre pacientes tratadas con anticonceptivos

hormonales durante més de 12 meses (Mourad y cols., 1974; Morris y Sugrue, 1975).

Sylvester (1986) encontrdé que la correlacion entre los casos de candidiasis
vaginal y pacientes usuarios de anticonceptivos hormonales se ha debilitado desde
1977 -una ligera caida en la incidencia de vaginitis candidiasica paralela a un
incremento en el uso de contraceptivo hormonal. Esto podria reflejar el cambio en la
naturaleza quimica de los anticonceptivos orales ya mencionados anteriormente. Por
otro lado, la progesterona, inyectada como anticonceptivo de larga duracion, no

parece tener efecto en las tasas de colonizacion por Candida (Ponton y Jones, 1986).
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Drogas que inducen neutropenia.

Pacientes con cancer, particularmente los que presentan malignencias
hematologicas, a menudo reciben quimioterapia con una variedad de drogas
citotoxicas cuyo efecto es inducir neutropenia (Karabanis y cols., 1988; Meunier,
1988; Bodey, 1990; Anaissie, 1992; Samonis y Bafaloukos, 1992; Tack y Santman,
1992; Nolla, 1993; Jandrlic y cols., 1995; Wingard, 1995; Bohme y cols., 1999;
Connolly y cols., 1999; Grudeva-Popova y Goranov, 1999; Pagano y cols., 1999;
Richardson y Kokki, 1999; Buchheidt y cols., 2000). El estado neutropénico es aquél
que ofrece predisposicion sustancial a infecciones, incluyendo candidiasis
sistematica, y neutropenia es un factor fundamental de una alta proporcion de casos
de candidiasis diseminada. Las drogas inductoras de neutropenia estimulan un
aumento en la colonizaciéon por Candida del intestino (Tomoda y cols., 1984) y
actinomicin D, 1,3-bis(2-cloroetil)-nitrosourea y otros (Wingard y cols., 1982)

potencian las infecciones sistémicas de Candida en animales de experimentacion.

Otros agentes inmunosupresores.

Otros agentes inmunosupresivos mas que corticoesteroides y citotdoxicos han
sido examinados por su posible relacion con la infeccion candididsica. La morfina
tiene efectos inmunosupresivos en ratones y potencia la infeccion por Candida
(Tubaro y cols., 1983). La sobredosis de globulina intravenosa inmune ha bloqueado
el sistema reticuloendotelial -un presunto caso de candidiasis humana (Cross y cols.,

1984).

Cimetidina.

La cimetidina fue introducida como un antagonista del receptor de hidrégeno
para el cuidado de ulceras gastricas y duodenales. En algin caso ha sido descrito
como potenciador de la invasion de Candida en tlceras gastricas y previene su
curacion o incrementa la candidiasis géstrica lejos del lugar de la ulcera o incluso
estimula a las levaduras perforar Ulceras y causar peritonitis u otras infecciones

sistémicas (Peterson y cols., 1978; Freund y cols., 1979; Neeman y Kadish, 1984;
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Thomas y Reddy, 1983 y 1985; Roy y Mccallum, 1984; Triger y cols., 1981; Yang y
cols., 1999).

Se ha encontrado una asociacion entre cimetidina, levaduras y ulceras en
algunos (Boero y cols., 1983), pero no en todos, los casos (D1 Febo y cols., 1985;
Gotlieb-Jensen y Andersen, 1983; Minoli y cols., 1984). De cualquier forma, se
recuerda que las levaduras se encuentran normalmente en el estdmago y la biopsia
del tejido de invasion prueba realmente que las levaduras asociadas con las tlceras
estan involucradas patologicamente. La presuncion, frecuente entre los estudios
citados, que el elevado pH géstrico asociado con la terapia con cimetidina favorece el

crecimiento de levaduras es, probablemente, un rojo arenque.

Virtualmente ninguna lesion preexistente que pueda actuar como territorio
fértil para el sobrecrecimiento de un parasito microbiano secundario y un
sobrecrecimiento de Candida ha sido descrito, por ejemplo, en asociaciéon con
lesiones de herpes simplex en el intestino, varias superficies aireadas, enfermedades
de piel y ulceraciones, una fistula oronasal, anormalidades en la lengua, hipodontia,
tuberculosis, caries dental y amigdalas inflamadas (Yacono, 1985; Thompson y cols.,
1985; Kinirons, 1983; Kullaa-Mikkonen y Kotilainen, 1983). Mas directamente es el
hecho que el sobrecrecimiento secundario de Candida se ha notado frecuentemente
en ulceras del tracto digestivo mds bajo y en ulceras gastricas y duodenales en
pacientes no tratados con cimetidina. Por lo tanto, parece posible que el interés en los
efectos de cimetidina ha despertado de nuevo el conocimiento de un viejo problema

mas que predisponer fisioldgicamente a candidiasis.

Drogas psicoactivas.

Varios tranquilizantes completan la lista de drogas que han sido asociadas
especificamente con infecciones candididsicas. La prevalencia oral de levaduras
entre los pacientes de psiquiatria no es en ningun caso alta y las drogas psicoactivas
podrian no ser necesariamente el Unico factor que contribuye a las infecciones.
Clorpromazina y componentes relacionados inhiben el crecimiento de Candida y la

respiracion in vitro (Marmiroli y cols., 1985), una observacion que duramente
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soporta la idea de los componentes de fenotiazina como factores que predispongan a

la candidiasis.

Cirugia.

Innumerables estudios de casos individuales han descrito candidiasis
profunda en pacientes después de la cirugia y algunas revisiones a gran escala cita a
la cirugia como un factor principal de predisposicion (Marsh y cols., 1983; Walsh y
cols., 1985; Lelarge y Mariot, 1992; Martin, 1993). La incidencia de candidemia es
draméaticamente mas alta en Unidades de Cuidados Intensivos de alto riesgo como:
Unidades de Cuidado Intensivo de Cirugia frente a las Unidades de trasplante de
médula espinal y en Unidades de Oncologia-Hematologia, debido a la severidad
propia de la enfermedad del paciente, tipo de Unidad de Cuidado Intensivo, tiempo
de permanencia y otros (Trilla, 1994; An y cols., 1997). Segiin Giamarellou y
Antoniadou (1996) la cirugia gastrointestinal y de quemaduras predisponen a
candidemia nosocomial. EIl tracto gastrointestinal superior es un reservorio
importante de aquellos organismos que causan infeccion adquirida en Unidades de
Cuidados Intensivos (Marshall y cols., 1993). Se ha demostrado también, por
Menezes y colaboradores (1994), que la notable mortalidad elevada de los pacientes
con endoftalmitis candididsica en las Unidades de Cuidados Intensivos es un fiel
indicador de del riesgo de sufrir infeccion por Candida para este grupo de pacientes.
La endoftalmitis producida por el género Candida es una infeccion secundaria seria
producida por diseminacion hematdégena o por inoculaciéon directa de estos

organismos una vez sufrido un trauma o una cirugia de ojo (Hidalgo y cols., 2000).

Los factores de riesgo para el desarrollo de una infeccion por Candida en
cirugia son numerosos y entre ellos podemos destacar: administracion de antibidticos
de amplio espectro, monitorizacién invasiva, larga hospitalizacion, cateterizacion
central, nutricion parenteral, enfermedades que afectan la respuesta inmune y la
propia cirugia (Miré y Bisbe, 1993; Rantala, 1993; Naef y cols., 1994; Freydiére y
Guinet, 1997).
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Todos los pacientes con drgano trasplantado requieren de inmunosupresion,
ya que se encuentran en predisposicion de suftrir serias infecciones. La extrema
vulnerabilidad de estos pacientes ha permitido la institucion de varias medidas anti-

infectivas.

El control de la infeccion en un trasplante de médula espinal es complejo
(Sinnott y Rubin, 1991; Meyers, 1990). Son beneficiosos, ademas, la higiene del
paciente, el uso de mascaras por el personal clinico, estricto control de lavados de
manos por parte del personal (Strausbaugh y cols., 1994) y los visitantes y el
aislamiento de receptores de trasplante. Descontaminacion de suministros de agua y
comidas y filtros de aire podria también disminuir la incidencia de serias infecciones

bacterianas y fungicas (Atkinson, 1994).

La candidiasis sistémica ha emergido con las mejoras técnicas de trasplantes
de médula espinal (normalmente asociadas con malignencias hematologicas que ya
predisponen a candidiasis) como un claro azar del procedimiento (Berkowitz y cols.,
1983), con un caso de incidencia variando de 3,5% a 21,7% en diferentes series
(Clift, 1984; Kay H y cols., 1983). La colonizacion de Candida puede ser suprimida
con cuidado con la profilaxis antifingica en los receptores de la médula espinal
(Berkowitz y cols., 1985; Navari y cols., 1984), lo cual es importante porque las dos
principales drogas para el tratamiento de la candidiasis sistémica son contraindicadas
en el trasplante de la médula espinal: flucitosina, porque puede perjudicar a la
médula espinal; anfotericina B, porque su inherente nefrotoxicidad podria sinergir

con lo de la ciclosporina A usada como un inmunosupresante de trasplante.

La profilaxis antimicrobiana en contra de los patogenos oportunistas,
descontaminacion selectiva de la flora bacteriana intestinal con antibidticos orales no
absorbibles, al 1igual que profilaxis antifingica, también minimizan las

complicaciones post-operatorias (Czirok y cols., 1997).

Las infecciones por Candida han sido descritas como complicaciones de otros
tipos de cirugia de trasplantes (Scalise y cols., 1989; Wingard y cols., 1993 y 1991),
incluyendo trasplante renal (Gallis y cols., 1975; Rifkind y cols., 1967; Chugh y
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cols., 1993; Moyses y cols., 1997; Reis y cols., 1995; Burgos Revilla y cols., 1999;
Girishkumar y cols., 1999), trasplante de pancreas (Hesse y cols., 1986; Lumbreras y
cols., 1995), trasplante de pulmén (Zenati y cols., 1991; Paradis y Williams, 1993;
Quabeck, 1994), trasplante de corazon (Hummel y cols., 1992; Galbraith y cols.,
1999) y trasplante corazon-pulmén (Brooks y cols., 1985). Han sido también vistas
en asociacion con los procedimientos de trasplante de higado (Arnow, 1991;
Castaldo y cols., 1991; George y cols., 1992; Afessay cols., 1993; Cisneros Alonso y
cols., 1993; Girishkumar y cols., 1999). Peritonitis candidiasica es una complicacién
bastante frecuente de continuas didlisis peritoneal ambulatoria (Kerr y cols., 1983;
Lavarde y cols., 1984; Digenis y cols., 1990; Yuen y cols., 1992; Shusterman y
Jacobs, 1992; Verrina y cols., 1992; Valeri y cols., 1993; Bren, 1998; Qadir y Cunha,
1998; Wong y cols., 2000).

Segiin Paya (1993) y Moreno y cols., (1994) las infecciones fungicas
invasivas ocurren mas frecuentemente en los receptores de trasplante de higado que
en la mayoria de los otros tipos de receptores de trasplante de o6rgano; ademas, las
infecciones fingicas invasivas presentan el rango mas alto de mortalidad, a pesar de
tener una relativa incidencia mas baja cuando es comparada con las infecciones
bacterianas y virales (Collins y cols., 1994). Segun los trabajos de Nieto-Rodriguez y
colaboradores, en 1996, la hiperglucemia que requiere insulina y la exposicion a mas
de tres antibioticos son los factores asociados con el desarrollo de la candidemia en
receptores de trasplante de higado. Gladdy y cols., 1999, sugieren que entre los
factores de riesgo predictivos para una infeccion invasiva en los receptores de
trasplante de higado en pediatria se encuentran: la terapia antibidtica anterior al
trasplante, larga duracion de la operacion, requerir transfusion, los numerosos dias en
la unidad de cuidados intensivos, los dias que se permanece intubados, nimero de
infecciones bacterianas concurrentes, nimero de antibioticos suministrados, nimero
de laparatomias realizadas después del trasplante, retrasplante, trombosis de la arteria

hepatica, pérdida de bilis y fracaso renal y respiratorio.
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En los trabajos de Patel y colaboradores, 1996, se concluye que la
identificacion de los factores de riesgo para cualquier tipo de infeccion flingica
sugiere que “la profilaxis diana” con antifungicos especificos seria de un valor mas
bajo que el numero de pacientes que se verian beneficiados, evitando efectos
colaterales innecesarios y coste. Su identificacion incitaria medidas profilacticas
especificas para reducir la mortalidad y morbosidad en esta poblacion. La incidencia
de hepatitis fulminante o severa disyuncion del higado antes del trasplante, largos
requerimientos de transfusion intratrasplante e infeccion bacteriana posttrasplante,
asi como infeccion sintomdtica de citomegalovirus dispararian la profilaxis

antifingica especifica.

Catéteres intravasculares vy nutricion parenteral.

De todos los procedimientos terapéuticos probables de potenciar la infeccion,
la practica de introducir en un paciente un tubo que conecta sus vasos sanguineos o
tracto urinario directamente con el exterior debe ser considerado uno de los mas
importantes ejemplos: cuando tales tubos se dejan in sifu durante mucho tiempo la
probabilidad de infeccion aumenta; y cuando los tubos se llenan con soluciones
nutritivas capaces de potenciar la multiplicacién de las levaduras, son otras causas

que aumentan la probabilidad de infeccion (Odds, 1988).

En pacientes con sondas urinarias, en los que la colonizacion por Candida
estd en la punta de la sonda, se han descrito casos de infeccion del tracto urinario
atribuibles a Candida. La incidencia incrementada en los ultimos afios de las
infecciones fungicas del tracto urinario estd asociada con el uso extensivo y
prolongado de agentes antimicrobianos de amplio espectro, corticosteroides, drogas
inmunosupresivas y citotoxicas (Krcmery y cols., 1999; Moulin y cols., 1998; Sobel
y Vazquez, 1999). No sorprende, entonces, el uso de catéteres intravasculares -
especialmente los de la circulacion central y usados para la nutricion parenteral de
los pacientes- es asociado con un alto riesgo de candidiasis sistémica y ha sido el
objeto de muchas publicaciones (Bjornson y cols., 1982; Bozzetti y cols., 1982;
Torres Rojas y cols., 1982; Curry y Quie, 1971; Plouffe y cols., 1977; Taylor y cols.,
1994; Harden y cols., 1995; Edgeworth y cols., 1999). Por lo que acorde con los
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resultados de diferentes autores se confirma la importancia del catéter intravenoso
como uno de los principales factores de riesgo para las infecciones nosocomiales
(Nicholls y Morris, 1997; Pittet y cols., 1999; Sitges-Serra y Girvent, 1999). Algunos
trabajos, ademas, muestran que el 41% de la septicemia relacionada con catéter no
tiene sefiales de infeccion local, pero es la nutricion parenteral la que afiade riesgos
de septicemia relacionada con catéter (Chiu y col 1997; Stratov y cols., 1998).
Williams y colaboradores, en 1971, mostraron elegantemente como la duracion de la
cateterizacion vascular se correlaciona linealmente con la prevalencia de la
candidemia. Entre otros factores de riesgo que predisponen a las infecciones por el
uso de catéteres vasculares podemos citar la frecuente manipulacion del catéter,
técnicas incorrectas de insercion y mantenimiento, apositos transparentes de plastico,

soluciones de piel contaminadas, la localizacion del catéter y otros (Raad II, 1994).

Las infecciones primarias del torrente sanguineo, la neumonia y las
infecciones del tracto urinario, a menudo asintomaticas y asociadas con el uso del
catéter, representan la gran mayoria de las infecciones nosocomiales (Warren, 1997,
Heckmann y cols., 1999; Richards y cols., 1999). La proporcién relativa de
organismos causantes de infecciones nosocomiales en el sistema sanguineo ha
cambiado en la ultima década, con el establecimiento firme de las especies de
Candida como uno de los agentes mas frecuentes (Pfaller, 1994 y 1995; Wenzel,
1995; Edmond y cols., 1999; Gumbo y cols., 1999; Rennert y cols., 2000). Entre los
factores de riesgo que predisponen a la epidemiologia de candidiasis nosocomial
podemos incluir inmunosupresion y malignidades, uso de antibidticos de amplio
espectro y el uso de catéteres centrales (Wright y Wenzel, 1997; Rodero y cols.,
1999).

La sepsis por Candida asociada a la cateterizacion venosa, puede conducir a
altas tasas de mortalidad. Los catéteres intravenosos se consideran pues factores
predisponentes importantes en numerosas series de casos retrospectivos de
candidiasis sistémicas (Stanley y cols., 1994; Salzman y Rubin, 1995; Rodriguez-
Tudela y Cuenca-Estrella, 1999).
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La distribucion de las especies de Candida, involucradas en candidemia
asociada a catéteres, segin Odds (1988), calculada a partir de veinte publicaciones,
muestra que C. albicans aparece en el 80% de los casos, C. parapsilosis en el 12% y
C. tropicalis en un 5%. En el estudio realizado por Meunier-Carpentier (1981), con
datos de una sola institucién, encuentra una prevalencia mas baja de C. albicans
(38%). C. tropicalis aparece en un 24%, C. glabrata en el 21% y C. parapsilosis en
el 13%.

Algunos de los primeros trabajos sobre candidiasis asociada a nutricion
parenteral revelan otras formas adicionales de abusar de la alimentacion parenteral
como factor predisponente a la candidemia. El trabajo de Freeman y cols., (1972), es
un buen ejemplo a este respecto: la mas comun fue la contaminacién por levaduras
de las soluciones utilizadas en la nutricion parenteral (Deeb y Natsios, 1972;
Freeman et al., 1972) y en dos brotes de septicemia por C. parapsilosis aparecieron
trazas de contaminacién en los tubos (Plouffe y cols., 1977; Solomon y cols., 1984).
Hechos que se corroboran con estudios mas recientes, como los de Rodriguez-Tudela
y Cuenca-Estrella (1999), en los que se considera a la nutricion parenteral uno de los

factores asociados con la aparicion de fungemia en los ultimos afios.

Sin duda, C. albicans y otras especies de Candida de importancia médica
pueden crecer en soluciones con altas concentraciones de glucosa, aminoécidos y
lipidos y también colonizar facilmente los catéteres, pero esta fuente de
contaminacion deberia ser ya ser excepcional. Varios informes han mencionado que
el riesgo de sepsis asociada a catéter parece elevarse con el tiempo en que se deja in

situ los catéteres intravasculares (Prager y Silva, 1984; Tsunezuka y cols., 1998).

Para prevenir la contaminacion exogena de catéteres intravasculares, los
antisépticos topicos son preferentemente cremas antibidticas topicas, puesto que lo
ultimo podria actualmente estimular la colonizacion de Candida en el lugar de la
cannulacién: aun asi es posible que la antisepsia local tenga poca eficacia
profilactica. Por supuesto, el manejo de catéteres cerca de la contaminacion de la piel
en el lugar de entrada predispone que €sta sea la ruta principal por la que se adquiere

la septicemia.
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Una complicacion ocasional de los catéteres intravasculares es el desarrollo
de tromboflebitis supurativas. Se conocen casos bien documentados en los cuales

estan implicados especies de Candida. Otra es la posibilidad de émbolos sépticos.

Otros catéteres, protesis y cuerpos extranos.

Si las dentaduras y los catéteres intravasculares pueden actuar como lugares
de colonizaciébn por Candida, pueden otros objetos inanimados penetrar o
permanecer dentro del hospedador. El estado cerrado y liquido dentro de los tejidos
irritara el efecto de los objetos extrafios. Catéteres intraurinarios (Darouiche y cols.,
1997) y proétesis de valvula coronaria son estrechamente asociados con infecciones

candidiasicas.

Las poblaciones microbianas que colonizan los dientes representan un origen
importante de patdgenos responsables de las infecciones orales y dentales,
incluyendo enfermedades periodentales, gingivitis, pericoronitis, endondotitis, e
infecciones postextraccion (Tanner y Stillman, 1993). El fumar cigarros es un factor
de riesgo potencial que se ha asociado recientemente con la progresion de la

enfermedad periodental (Kamma y cols., 1999).

Los implantes dentales representan una herramienta crucial y son usados para
soportar diferentes sustituciones de dientes, desde uno solo hasta dentaduras
completas, por lo que la tecnologia se convierte en una atractiva opcion para
reemplazar dientes perdidos. Aunque la mayoria de los implantes son
extremadamente utiles, con rangos de supervivencia superiores al 98% por implantes
colocados en clinicas controladas, los implantes pueden fracasar. Las dos razones
principales para este fracaso son el estrés mecanico o la infeccion bacteriana (Becker
y cols., 1990). Al igual que las enfermedades periodentales, los implantes pueden ser
infectados por diferentes especies que pueden requerir diferentes abordamientos para

un tratamiento eficaz (Tanner y cols., 1997).
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Penk y Pittrow, 1998, se encontraron con una complicacion rara de
candidiasis en una intervencion ortopédica. Observaron que un elevado nimero de
articulaciones artificiales implantadas, asi como un extenso uso de tratamiento
agresivo, como: la altas dosis de quimioterapia y nutricion parenteral, el
incrementado uso de catéteres venosos central y un amplio uso de drogas
inmunosupresoras provocan una incidencia mas alta de artritis fungica,

especialmente causada por Candida.

Miscelanea de factores predisponentes

Se ha demostrado que la irradiacién X produce un aumento de la severidad de
las infecciones candididsicas en animales de experimentacion (Lal y cols., 1986) y un
incremento del aislamiento de la levadura oral en pacientes con cancer de cabeza y
cuello. Efectos del humo de cigarros en candidiasis oral han sido valorados con
resultados conflictivos. Arendorf y sus colaboradores, 1983, han mostrado
significativamente incrementos en el aislamiento de candidiasis oral entre los
fumadores, mientras otros no han encontrado sustanciales diferencias (Oliver y
Shillitoe, 1984) y Beasley (1969) describio tres casos de la enfermedad en los que la

propia infeccion coincidia con la interrupcion del habito de fumar de los pacientes.

El nimero de situaciones que pueden ser causa de incidencia en la
predisposicion a infecciones por Candida, locales o generalizadas, es, como se ve,
amplio y variado. Las lesiones superficiales por Candida pueden resultar de factores
relativamente triviales, tales como llevar dentadura postiza, o bien, como
consecuencia de condiciones subyacentes mucho mds serias como diabetes o
trastornos hormonales. En casos de candidiasis superficiales, especialmente aquellos
que no responden a terapia antifungica, el clinico deberia considerar la advertencia
de Wilson (1972) en torno al hecho de que la candidiasis puede ser la consecuencia
de una enfermedad subyacente y que, por ello, es necesario examinar al paciente para

averiguar cual es el origen de la predisposicion.
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En pacientes hospitalarios graves sometidos a reiterados tratamientos
quirargicos y farmacéuticos, la posibilidad de una candidiasis sistémica es muy
elevada. En todos los casos en que se diagnostica deberia suprimirse, tanto como sea
posible, todos los factores que puedan potenciar la enfermedad. Muchos casos de
infecciones serias por Candida se han resuelto rapidamente sin recurrir a terapias
antifngicas, con el simple hecho de retirar los catéteres y suprimir los tratamientos

con antibioticos y corticosteroides (Arévalo, 1989).

Finalmente, el hecho de existir tantas situaciones en las practicas hospitalarias
que pueden potenciar una candidiasis, sugiere la necesidad de aplicar medidas

profilacticas antifiingicas, en especial con pacientes de riesgo (Arévalo, 1989).
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1.6.- EL GENERO CANDIDA Y LA PATOLOGIA HUMANA.

1.6.1.- FORMAS INFECCIOSAS.

1.6.1.1.- Candidiasis superficiales.

Las candidiasis superficiales pueden ser cutaneas o cutaneo mucosas. Las
candidiasis cutaneas incluyen el intertrigo de los pliegues (grandes pliegues, sobre
todo, pliegues submamarios en obesos), el intertrigo digito-palmar y/o digito-plantal,
la perionixis en levaduras y el granuloma por Candida. Las candidiasis cutdneo
mucosas incluyen a las candidiasis orofaringeas (muguet, quelitis angular y la lengua
negra) y las candidiasis genitourinarias y anales (vulvovaginitis, balanopostitis y
manifestaciones perianales). Este tipo de candidiasis afectan a la cavidad oral,

genital, la piel y las ufas.

1.6.1.2.- Candidiasis viscerales.

Las candidiasis viscerales incluyen las candidiasis digestivas (localizacion en

esofago y en intestino) y las candidiasis broncopulmonares.

1.6.1.3.- Candidiasis diseminada. Septicemias por Candida.

La distincion entre una infeccidn sistémica primaria por Candida candidiasis
y diseminada (“‘generalizada” o “septisémica”) es a menudo arbitraria, puesto que la
ruta de infeccién de organos profundos con Candida es a menudo el torrente
sanguineo. El término de “candidiasis diseminada” hace referencia a un proceso
infeccioso en el que las lesiones metasticas por Candida surgen en dos sitios

diferentes del cuerpo como minimo (Odds, 1988).
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La candidiasis diseminada se puede definir como cualquiera o ambas de las

siguientes definiciones:

1. Candidemia sostenida (que sugiere septicemia).

2. Candidiasis en mas de un lugar con evidencia de la infeccion surgidé por

difusion hematogénea de Candida.

La septicemia por Candida es una infeccion que aumenta mas cada vez, sobre
todo, como acontecimiento terminal de alguna enfermedad fundamental (Bodey,
1984; Horn y cols., 1985; Smith y Congdon, 1985). Ha sido mejor conocida como
entidad a finales del siglo XX que en afios anteriores a 1960. El informe mas antiguo
completamente documentado es el de Parrillo, en 1950. Braud y Rock, en 1959,
encontraron solo tres casos publicados anteriormente para revisar; Hurley, cinco afios
mas tarde, hace un listado de 48 casos publicados en su revision de la literatura
mundial en candidiasis diseminada y en los afios 70 se publicaron andlisis extensivos

de largas series de pacientes con candidiasis diseminada con elevada regularidad.

Los trabajos publicados en los afios 60 y 70 por varios grupos en USA
(Armstrong, Bennett, Bodey y Fainstein, Hughes, Kozinn y Taschdjian, Louria,
McMillan y Law y Remington) fueron altamente influyentes en atraer la atencion a
los problemas causados por las fatales infecciones diseminadas por Candida en
huéspedes altamente inmunocomprometidos tales como pacientes con cancer,
pacientes con quemaduras y pacientes recuperados de cirugia principal (Odds, 1988).
Lelarge y Mariot, 1992, amplian este grupo de pacientes a aquellos que han sufrido
alguna complicacién en la cirugia, sobre todo, del tracto gastrointestinal y corazon, o
cirugia de trasplante (excepto para trasplantes de rifion), o quienes hayan prolongado
su estancia en cuidados intensivos. Otros pacientes son los recién nacidos de bajo

peso, pacientes hemato-oncologicos, adictos a la heroina y pacientes con SIDA.

Entre las caracteristicas generales de la candidiasis diseminada destaca una
ligera preponderancia de pacientes masculinos. La infeccion surge en todos los

grupos de edad, pero la distribucion es mas pesada hacia pacientes mayores de 30
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afios. Malignencias, enfermedades gastrointestinales y hepaticas (incluidos algunos
carcinomas) y quemaduras principales emergen como los ambientes mas comunes
para la candidiasis diseminada. Todos los factores iatrogénicos, con la excepcion de
la hiperalimentacion parenteral, son aplicados al menos a un cuarto de los pacientes.
La leucopenia es a menudo citada como un factor predisponente a candidiasis
sistémica, pero la infeccion podria surgir en conjunciéon con una leucocitosis
también: en un cuarto de los casos publicados el paciente tuvo un recuento de

leucocitos elevado (Odds, 1988).

Se puede presentar fungemia transitoria después de introduccion de catéteres,
infusiones intravenosas continuas, o cirugia, o se puede relacionar con catéteres de
Foley, o hemodialisis (Kerr y cols., 1983; Rault), u otras destrucciones de las
barreras naturales (Klein y Watanakunakorn, 1979). En la mayoria de los pacientes,
los microorganismos se aclaran en forma rapida, pero en personas debilitadas la

septicemia suele ir seguida de enfermedad generalizada.

La candidemia persistente o prolongada indica un foco de infeccion
establecido. Esta puede ser complicacion del tratamiento por via intravenosa, dialisis
o hiperalimentacion parenteral que causa tromboflebitis periférica candidial
supurante (Torres Rojas y cols., 1982). Puede resultar oftalmitis u otra enfermedad
local, pero la mayor parte de las infecciones se curan con una combinacion de SFC y

anfotericina B; algunas veces, se necesita extirpacion de la vena trombosada.

Los signos clinicos de septicemia incluyen fiebre, escalofrio y trastorno de la
funcion renal. El indice de mortalidad por colonizacion generalizada, es alrededor del
56% aln con tratamiento (Rippon, 1988). C. albicans se estima por encima de la
mitad de los casos y C. tropicalis, C. parapsilosis y C. glabrata sucesivamente las
especies cercanas mas comunes implicadas. La “candidiasis” diseminada se trata
actualmente de una mezcla de bacterias/levaduras u ocasionalmente una infeccion

moho/levadura en 13% de los casos.
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En algunos casos la candidiasis diseminada se presenta después de que un
paciente haya sufrido uno o mas episodios de septicemia bacteriana. Es para
controlar estos episodios de sepsis que los tratamientos prolongados, altas dosis o
antibidticos multiples, los cuales fracasan comuinmente en el ambiente para
candidiasis diseminada, son dados. El hecho que la septicemia bacteriana se
encuentre a veces simultaneamente con septicemia por Candida en la mitad de los
casos estudiados por Maksymiuk y col. muestra que, en algunas otras formas de
candidiasis, Candida se comporta como un invasor secundario causante de infeccion
diseminada. Debido a que algunos pacientes sufren de un episodio de candidemia
solo después de uno o mas episodios de bacteriemia, la candidiasis diseminada surge
mas a menudo en pacientes que han sido hospitalizados e inmunocomprometidos
relativamente durante largos periodos. El promedio de tiempo entre admision/cirugia,
procedimiento/cancer quimioterapia y candidiasis diseminada han sido estimado
dentro del rango de 20-35 dias en muchos estudios (Faix, 1984; Myerowitz y cols.,
1977; Singer y cols., 1977; Solomkin y cols., 1982; Thomas y Lang, 1985; Winston y
cols., 1979; Wolfson y cols., 1982) (en pacientes quemados el nimero de episodios
bacteriémicos y el tiempo después de la propia candidiasis diseminada podria ser

mas grande que en otros tipos de pacientes (Macmillan y cols., 1972).

El rango de mortalidad asociado con casos de candidiasis diseminada es alto.
Mas de la mitad de los pacientes descritos en la literatura murieron, aunque la
candidiasis diseminada no fue la unica o el principal agente de la muerte en cada
instancia (Taschdjian y cols., 1970; Louria, 1971; Elder y Roberts, 1986; Odds,
1988; Sabaté, 1988; Wenzel y Pfaller, 1991; Bodey y cols., 1992; Anaissie, 1992;
Fraser y cols., 1992; Tausch y cols., 1992; Ledn Regidor y cols., 1993).

El uso de drogas tales como antibidticos y agentes citotoxicos y los
procedimientos tales como laparotomia y cateterizacion intravascular son indicadores
del estado fundamentalmente clinico del paciente. La magnitud con la que los
factores iatrogénicos contribuyen directamente a la propia candidiasis diseminada es
dificilmente evaluable. El trabajo de Marsh y cols.,, muestra (en pacientes
quirargicos) que los antibidticos, esteroides y hiperalimentacion parenteral sdlo o en

combinaciones apareadas no fueron factores de riesgo estadisticamente significativas
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en candidiasis diseminada: fue la combinacion de los tres factores en un solo

paciente lo que cred un riesgo significativo.

Por todo, los informes de algunos casos y series de candidiasis diseminada,
fiebre (superior a 38 °C) es el tnico caracter presente mas comun de la infeccion. La
fiebre podria ser continua, undulante o punteada, y en unos pocos casos estd
acompafiada por escalofrios. Hipotension, taquicardia y disfuncién respiratoria son
también comunes: en casos severos el paciente presenta una conmocion (Zouaghi y
cols., 1983). Las sefiales especificas raras, tales como la piel con erupciones,

mialgias y endoftalmitis por Candida, son discutidas.

Leucopenia es el ambiente para candidiasis diseminada principalmente en
pacientes con cancer, como resultado de la terapia con agentes citotoxicos. Los
hemocultivos positivos se encuentran en alrededor del 60% de los casos de
candidiasis diseminada, indiferente del ambiente de la enfermedad, y cultivos
positivos de orina para Candida son menos comunes. La mortalidad asociada con
candidiasis diseminada es, probablemente, mas alta siempre porque la infeccion s6lo
surge en aquellos en la que la enfermedad subyacente estd ya asociada con un
pronostico grave. Sin embargo, probablemente, la candidiasis diseminada exacerba
las tendencias de la mortalidad subyacente y las formidables dificultades de
diagnoéstico y tratamiento de la infeccidon crean obstaculos sustanciales para revocar

este efecto (Odds, 1988).

1.6.2.- FORMAS ALERGICAS.

La alergia a los metabolitos producidos por Candida es un fendmeno bien
establecido, y el cuadro clinico se denomina candidide. Esta reaccion es similar a la
dermatofitide de la infeccion por tifa, tanto en su aspecto como en su génesis. No
estd bien comprobado el papel de Candida en otros sindromes que causan
hipersensibilidad. Entre éstos se incluyen eccemas, asma (Drouet, 1985), gastritis y
un trastorno del ojo parecido a la llamada uveitis por histoplasma. Los productos
extracelulares de Candida pueden provocar tanto tipos retardados como inmediatos

de hipersensibilidad. La mayoria de los adultos que presentan sintomas de infeccion
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o de alergia reaccionan a la inyeccion intradérmica de un filtrado de cultivo de C.
albicans denominado Oidiomicina (Hollister-Stier). Esto indica que el material
antigeno del microorganismo, o que el mismo microorganismo pueda pasar a través
de la pared de la mucosa en cantidad suficiente para provocar respuesta
inmunologica. En consecuencia, es probable que la colonizaciéon de los bronquios o
de algtn tejido cutdaneo danado con anterioridad, por Candida, o que el crecimiento
excesivo del microorganismo en su habitat normal se podria acompanar de

manifestacion de toxicidad y alergia (Rippon, 1988).

1.6.2.1.- Alergias cutaneas.

Las indicaciones mas cercanas de alergia a Candida fueron publicadas a
finales de los afos 1920 (Frost y cols., 1929; Ramel, 1925 y 1926; Ravaut y Rabeau,
1928 y 1929). Estos fueron casos de reacciones de piel estériles, paraqueratéticas de
los brazos, muslos o cara y de los lugares remotos de una infeccion superficial por
Candida. Las infecciones se llamaron “levadurides” y “moniliatides” por analogia
con la dermatofitides vista a veces en casos de circulo de gusano y los nombres de
“monilides” y “candidides” fueron extensiones de esos nombres en inglés. Las
reacciones se han observado en casos de candidiasis primaria oral, cutanea y
gastrointestinal y ellos sugieren que los anticuerpos sensibilizados formados en
respuesta a una infeccion local de C. albicans podria afectar a las células por si
mismas. Las reacciones por Candida pueden ser paraqueratdticas, papular o

eczematosas (Hozen, 1973; Winner y Hurley, 1964).

Las lesiones de candidides son parecidas en su aspecto clinico, morfologia y
distribucion a las de dermatofitides, son lesiones vesiculares (tipo ponfolix) estériles,
agrupadas, que se pueden presentar en los espacios interdigitales de manos o en
cualquier parte del cuerpo. Al igual que las dermatofitides, desaparecen después de la
resolucion de la infeccion por Candida, o después de la desensibilizacion (Rippon,

1988).
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1.6.2.2.- Eccema, asma y gastritis.

Se ha descrito alergia cutanea en forma de urticaria y de eccema (Sclafer,
1956 y Sclafer y Hewitt, 1960) después de candidiasis. Asimismo se ha descrito
alergia a Candida en las formas de uretritis, gastritis, balanitis, rinosinusitis, cefalea

y otros sintomas vagos (Crook, 1986; Mayser, 1999).

El interés experimental en alergia por Candida ha sido bajo durante algunos
afios y no parece probable que las especies de Candida causen mas que una pequefia

proporcion de las conocidas reacciones tipo I en humanos.

No hay dudas que C. albicans tienen componentes antigénicos capaces de
estimular las respuestas de inmediata hipersensibilidad en animales. Los
componentes de la pared celular del hongo pueden estimular descarga de histamina
de células aisladas de rata in vivo y anticuerpos IgE en raton. Las respuestas tipo I en

humanos requiere de un complemento normal de linfocitos.

Algunas publicaciones sostienen el papel de un alérgeno potencial
respiratorio para Candida, aunque los pocos informes de candidiasis broncopulmonar
alérgica no son notables (Akiyama y cols., 1984; Kabe y cols., 1971; Robinett,
1968). Raramente las condiciones tales como “la tos del catador de t¢” (Castellani,
1912) y “el pulmon del trillador” (Zettergren, 1950), una vez asociados con Candida,
son mas probables de ser alergias de levaduras en las que Candida aparece como un
compafiero no implicado o al menos una irritacion de alergia respiratoria (Winner y
Hurley, 1964).Plummer, en 1966, comentdé como C. albicans raramente ha sido
incriminada como un alérgeno respiratorio y no se imaginé que fuera a ser
considerada como una causa de asma (Plummer, 1966). Sandhu y cols., diagnostico
13 casos de asma por Candida, pero solo entre 407 pacientes con enfermedades

respiratorias cronicas (Sandhu y cols., 1979).
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1.6.2.3.- Alergia en otros sitios.

La alergia vaginal a Candida podria ser una explicacion para algunos casos
de candidiasis cronica vulvovaginal (Kudelko, 1971; Mathur y col 1977; Siegel,
1986; Tomsikova y cols., 1980; al-Rawi y Kavanagh, 1999). Holti describié una
elevada prevalencia de hipersensibilidad cutanea tipo I y respuesta clinica a nistatin
oral entre los pacientes con colitis mucosa (“Sindrome del colon irritable”) (Holti,
1966) y Alexander ha publicado que C. albicans puede causar alergia en el intestino
largo (Alexander, 1975). Alergia a Candida se ha mencionado como causa de pruritis

anal (Holti, 1966).
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1.7.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DEL GENERO
CANDIDA.

Adquirir y mantener experiencia en identificar organismos importantes
clinicamente ha sido la meta de los laboratorios clinicos durante décadas. Desde los
primeros anos de los métodos de diagndstico en Microbiologia hasta los afios 60,
cuando los avances en identificacion microbiologica empiezan a emerger, el
conocimiento en el juicio interpretativo y el uso de medios en tubos y placas fueron
la base de la identificacion. Los organismos fueron identificados con aquellos
métodos que en la actualidad denominamos como procedimientos convencionales,
los cuales incluyen reacciones en medios de tubos y observacion de caracteristicas
fisicas, tales como la morfologia de la colonia y olor, unido con los resultados de la
tincion de Gram, pruebas de aglutinacion y perfiles de susceptibilidad
antimicrobiana. Estos métodos convencionales eventualmente definian los géneros y
las especies de levaduras y se recurria al método de referencia para confirmar los

aislamientos (Miller y O'Hara, 1999).

Aunque las estrategias convencionales para la identificacion atin son validas y
utiles, ahora hay otras disponibles. Con la introduccion de pruebas “convencionales
modificadas” y pruebas rdpidas con enzimas con sustratos cromégenos a fines de la
década de 1960, el desarrollo de sistemas de preparados comerciales, los “métodos
rapidos” y “los informes répidos” se han transformado verdaderamente en un
objetivo factible para los laboratorios de microbiologia clinica (Buesching y cols.,
1979; Miller, 1991; Pfaller, 1993; Schffenecker y cols., 1993). Estos métodos no solo
han disminuido el tiempo de espera de los resultados para los pacientes sino que han
incrementado la relevancia clinica de la informacion provista por cada laboratorio

(Koneman y cols., 1999).

El siguiente paso en la evolucion de los métodos de identificacion
miniaturizados usd, comunmente, las reacciones bioquimicas en un formato mas
conveniente (Hartman, 1968). En una metodologia dependiente de un sistema, una

serie de sustratos son seleccionados cuidadosamente, lo que permitird aparecer un
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modelo de reaccidén positiva y negativa, creando un perfil metabolico posible de

comparacion con un perfil establecido en la base de datos (Miller y O"Hara, 1999).

Los perfiles bioquimicos son determinados por las reacciones de organismos
individuales con cada uno de los sustratos en el sistema. La exactitud de las
reacciones depende del seguimiento del usuario de las directrices del fabricante con
relacion a la preparacion y densidad del indculo, condiciones de incubacion e
interpretacion del ensayo. La mayoria de los sistemas cuentan con cambios de pH
resultante de la utilizacion de sustrato, reacciones enzimaticas que permiten el
relajamiento de componente cromogénico o fluorogénico, indicadores de actividad
metabolica de tetrazolio basados en la presencia de una variedad de fuentes de
carbono, deteccion de acidos volatiles o no volatiles o reconocimiento del
crecimiento visible. Las pruebas adicionales para la identificacion microbiana que
usan otras formas de detectar una respuesta positiva para un sustrato dado podrian

también ser incluidas (Miller y O"Hara, 1999).

Aunque la definicion no formal de “rapido” existe para describir el tiempo
requerido para que se generen los resultados, la mayoria de los microbiologos
esperan sistemas rapidos que suministren resultados utiles dentro de 2 a 4 h de
incubacion. Claramente, los tiempos de generacion de los organismos (normalmente,
30 min. o mas) no permitira los métodos dependientes del crecimiento para generar
respuestas bioquimicas detectables en este tiempo. Para salvar el problema de los
tiempos de generacion, los fabricantes de sistemas rapidos utilizan sustratos nuevos
en los que las enzimas producidas por los organismos que van a ser testados, podrian
reaccionar para deducir respuestas detectables dentro de 2 a 4 horas (Miller y
O’Hara, 1999). En este sentido, el uso de pruebas con sustratos cromogenos de
enzimas permite al laboratorio identificar con certeza y rapidamente muchas especies
de microorganismos. Los sustratos cromédgenos de enzimas detectan enzimas
preformadas y permiten la identificacion de microorganismos especificos en
comparacion con el crecimiento en medios selectivos o diferenciales, de las
caracteristicas de las colonias y la morfologia celular en un extendido tefiido con

coloracion de Gram. Estas nuevas pruebas podrian emplearse, junto con las
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tradicionales para proveer identificacion presuntiva y certera de microorganismos

clinicamente significativos (Koneman y cols., 1999).

En la actualidad las pruebas que emplean sustratos cromégenos y pruebas
“convencionales” modificadas han sido combinadas en sistemas comerciales que
permiten la identificaciéon de una variedad de especies. Estos sistemas son de uso
corriente en laboratorios clinicos de todo el mundo. Este estado de la tecnologia se
encuentra dirigido a proveer identificaciones rapidas, estandarizadas y reproducibles

(Koneman y cols., 1999).

Los sistemas de identificacion microbianos son considerados como manuales
o automatizados. Los métodos manuales ofrecen las ventajas de usar los
conocimientos analiticos de los técnicos para la lectura e interpretacion de las
pruebas, mientras que los sistemas automatizados ofrecen el disponer de un trabajo
menos laborioso, lo que permite a los técnicos mas tiempo para otros deberes. Para
todos los sistemas, la espina dorsal de la exactitud del resultado es la solidez y

utilidad de la base de datos (Miller y O'Hara, 1999).

Las compafiias comerciales han introducido diversos equipos para la
identificacion de levaduras, como son el API 20C®, el Vitek®, el sistema RapID
Yeast Plus System®, el BactiCard Candida®, Murex C. albicans®, CHROMagar®,

entre otras.
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1.7.1.- MEDIOS DE CULTIVOS PARA AISLAMIENTO.

El medio méas popular y utilizado para el aislamiento primario de las especies
patégenas de Candida es el agar glucosa-peptona descrito por vez primera por
Sabouraud en 1894 y conocido como el agar Sabouraud. Este medio tiene un pH
inferior a 6, no permitiendo el crecimiento de algunas bacterias. Para el aislamiento
de levaduras, el crecimiento bacteriano en agar Sabouraud se puede suprimir
afiadiendo antibidticos antibacterianos al medio. Cloranfenicol, penicilina y

estreptomicina son los mas comunes.

El agar de Sabouraud (AS) es el medio mas usado para el aislamiento de
Candida y otras levaduras de origen clinico (Odds, 1991), medio general que soporta
el crecimiento de la mayoria de los hongos patogénicos. No es un medio diferencial y
las colonias de diferentes levaduras patdogenas que crecen en este agar no pueden ser
facilmente distinguibles entre si. Observadores cuidadosos, a menudo, son capaces
de reconocer mezclas de diferentes levaduras, pero la ausencia de alguna propiedad
diferencial indicadora en el agar no garantiza que los cultivos con mezclas de

levaduras sean detectados (Odds y Bernaerts, 1994).
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1.7.2- FILAMENTACION EN SUERO.

El método tradicional mas especifico para la identificacion de C. albicans es
el tubo germinativo, que se caracteriza por la produccion de hifas a partir de las
blastosporas cuando son incubadas a 37 °C en suero durante 2-3 h. (Landau y cols.,
1965; MacKenzie, 1962; Haley y Callaway, 1978; McGinnis, 1980; Saubolle, 1984).
Reynolds y Braude fueron los primeros en descubrir que los componentes de la
sangre estimulaban la formacion de la hifa en C. albicans. En 1969 Taschdjian,
Burchall y Kozinn introdujeron la técnica de la filamentacion de C. albicans cuando
crece en suero o sustitutos (Taschdjian y cols., 1960). Demostraron que con esta
técnica puede identificarse rapidamente y con fiabilidad la especie C. albicans.
Desde entonces, se ha generalizado el uso de la misma en los laboratorios médicos

microbioldgicos.

La filamentacion en suero es una prueba simple, eficiente y econdémica, util
para el laboratorio en la identificacion de C. albicans (Mackenzie, 1962; Sandven,
1990; Fenn y cols., 1996; Heelan y cols., 1996; Hoppe y Frey, 1999). Sin embargo,
alrededor del 5 % de los aislamientos de C. albicans producen falsos negativos y
algunos aislamientos no C. albicans falsos positivos (Salkin y cols., 1987; Grillot,
1996). La habilidad de C. albicans de producir tubo germinativo se ve afectada por
las condiciones 4cidas del medio, contaminacion bacteriana, temperatura e
inoculaciéon (Hasenclever, 1977; Hrmova y Drobnica, 1981; Kwon-Chung y Bernet,
1992; McGinnis, 1980). Un técnico con poca experiencia podria confundir la
germinacion de artroconidia producida por Geotrichum y Trichosporon spp. con la
produccion del tubo germinativo de C. albicans o identificar erroneamente las
blastosporas elongadas, todavia agarradas a las células de las levaduras, como tubos

germinativos positivos (Auger y Joly, 1977; McGinnis, 1980).
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1.7.3.- TECNICAS DE IDENTIFICACION BIOQUIMICAS.

En general, los caracteres bioquimicos de las levaduras son considerados
como elementos taxondomicos de valor, si bien no del todo definitivos. Asi Kreger-
van Rij (1969), considera la fermentacion y utilizacion de azlicares como criterio
fisioldgico principal para la clasificacion. Lodder (1970), da también una gran
importancia a las propiedades bioquimicas en la determinacion especifica de las
levaduras. Sin embargo, cada dia se extiende mas el criterio de asociar otros

caracteres para llegar a una identificacion mas exacta.

La asimilacion del sustrato estd basado en el desarrollo del crecimiento de un
organismo en presencia de sustratos quimicamente puros y se trata de un método
convencional usado para la identificacion de levaduras. Wickerham y Burton
demostraron la utilidad de las técnicas de asimilacion para la clasificacion de
levaduras en 1948, simplificindose en 1975. El incremento de la incidencia de las
infecciones por levaduras entre los pacientes inmunocomprometidos demando
simplificar los métodos de identificacion, lo cual permitié desarrollar varios métodos
comerciales durante mediados de los setenta. Por lo tanto, para la identificacion de
las levaduras, basandose en la fermentacion y asimilacion de carbohidratos, existen
diferentes sistemas que a partir de métodos cldsicos se han ido sucediendo, con
distintas variaciones, en el intento de reducir los inconvenientes que se presentan.
Tales son, el gran periodo de tiempo requerido para montar la prueba y, sobretodo, la
duracion del periodo necesario para la lectura correcta, llegdindose asi a otros

sistemas miniaturizados de diagnostico rapido.

1.7.3.a.- API 20C®.

El sistema API 20C® (bioMérieux Vitek®, Inc., Hazelwood, Mo. USA) se
caracteriza por presentar bandas que contienen reactivos deshidratados suficientes
para 19 pruebas de asimilacion y fermentacion de carbohidratos, para determinar la
presencia de ureasa y nitrato reductasa y una celdilla control. Los aislamientos se
escogen de placas de crecimiento de dextrosa de Sabouraud de 24 o0 48 h y se afiaden

al medio de base para constituir una suspension de grado 1 de la escala de
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Wickerham. Las cupulas son completadas con las suspensiones. Las reacciones de
fermentacion para la sacarosa, glucosa y celobiosa se realizan en paralelo para
cualquier aislamiento. Se procede a la incubacion a 30 °C y se realiza la lectura del
crecimiento (turbidez) a las 24, 48 y 72 h, hasta que la identificacion final sea
descrita como excelente, muy buena o aceptable (El-Zaatari y cols., 1990; Land y
cols., 1991; Dooley y cols., 1994; Fenn y cols., 1994; Marler y Eriquez, 1995;
Espinel-Ingroff'y cols., 1998).

1.7.3.b.- API 20 C Aux®.

El API 20 C Aux ® (bioM¢érieux-Vitek®, Hazelwood, Mo., USA) es un
sistema de identificacion de levaduras que se compone de 20 ctpulas conteniendo
sustratos deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de asimilacion
(carbohidratos y glicerol). Las cupulas son inoculadas con un medio minimo
semisolido y las levaduras se reproducen solo si son capaces de utilizar el sustrato
correspondiente. Las lecturas de estas reacciones se hace por comparacion con un
control de crecimiento tras 72 h de incubacion y la identificacion se obtiene mediante
el Catalogo Analitico o un programa informatico de identificacion (bioMérieux S.A.;

Pfaller y cols., 1988; Verweij y cols., 1999; Wadlin y cols., 1999).

1.7.3.c.- AP1ID 32 C®.

Producto comercial de la firma bioMérieux S.A. El sistema API ID 32 C es
una galeria de 32 cupulas que permite realizar 29 pruebas de asimilacion
(carbohidratos, acidos orgédnicos y aminoacidos), una prueba de asimilacién con un
control negativo, una prueba de susceptibilidad (cicloheximida) y una prueba
colorimétrica (esculina) (Gutiérrez y cols., 1994). Incluye una base de datos con 63
especies diferentes y se procede a la lectura de los resultados después de 48 h de
incubacion a 30 °C (Fricker-Hidalgo y cols., 1996; Latouche y cols., 1997; Buchaille
y cols., 1998; Verweij y cols., 1999) o de forma visual, comparando con el control
(O) y anotar todas las cupulas que aparezcan con turbidez como positivos

(bioM¢érieux S.A.).
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1.7.3.d.- API Candida System®.

API Candida System® (BioMérieux®, Marcy-1’Etoile, Francia) ha sido
desarrollado para la identificacion las levaduras de mayor relevancia clinica (15
especies) de 18 a 24 h. Consiste en una banda de 10 tubos que permiten 12 pruebas
colorimétricas: 5 pruebas de acidificacion de carbohidratos (glucosa, galactosa,
sacarosa, trehalosa y rafinosa) y 7 pruebas enzimaticas (B-maltosidasa, a-amilasa, -
glucuronidasa, hidrdlisis de urea, N-acetil-B-glucosaminidasa y [-galactosidasa).
Después de 18-24 h de incubacion a 35 °C, las reacciones se leen visualmente con la
adicion de los reactivos. Los resultados se transforman en un perfil numérico, que es
comparado con el listado suministrado por el fabricante (Fricker-Hidalgo y cols.,
1996; Bernal y cols., 1998; Buchaille y cols., 1998; Campbell y cols., 1999; Paugam
y cols., 1999; Verweij y cols., 1999).

1.7.3.e- Vitek Yeast Biochemical Card®.

El Vitek Yeast Biochemical Card ® (YBC) (bioMerieux Vitek, Inc.,
Hazelwood, Mo) es un sistema automatizado 1til en la rapida identificacion de
levaduras (48 h) clinicamente importantes. Consiste en una tarjeta de plastico con 30
pocillos, 26 de los cuales son pruebas bioquimicas convencionales y 4 controles
negativos. Se usa en conjunciéon con un sistema automatizado, que incluye un
ordenador programado, incubador lector, modulo envase, mddulo sellador y la
impresora (El-Zaatari y cols., 1990; Liao y cols., 1992; Dooley y cols., 1994; Fenn y
cols., 1994; Latouche y cols., 1997; Schulz y cols., 1997; Verweij y cols., 1999;
Wadlin y cols., 1999).

La tarjeta de plastico se incuba a 30°C durante 24 o 48 h, dependiendo de las
lecturas realizadas por el aparato. Las tarjetas son leidas de forma automatica,
analizandose los modelos bioquimicos por medio de una base de datos. Las
identificaciones consisten en la conversion de los resultados de las pruebas
bioquimicas en nueve digitos, comparandose con los codigos de la base de datos del

ordenador. Las respuestas se expresan en una o mas posibilidades; siendo
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considerada la correcta identificacion de la levadura la probabilidad de 85 % o

superior.

1.7.3.f.- Auxacolor®.

El Auxacolor ® (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marne-la-Coquette) es un
sistema de identificacion basado en el principio de asimilacion de azlcares. El
crecimiento de las levaduras se visualiza por el cambio de color de un indicador de
pH. Consiste en una galeria con 16 celdillas. La primera es un control negativo, que
facilita la lectura de los resultados de la utilizacién de azicares; las siguientes 13
celdillas contienen los siguientes azlcares: glucosa (control positivo), maltosa,
sacarosa, galactosa, lactosa, rafinosa, inositol, celobiosa, trehalosa, adonitol,
melecitosa, xilosa y L-arabinosa, respectivamente. Las tultimas dos celdillas
contienen una solucidn para la resistencia de actidiona y otra para la deteccion de la

actividad fenoloxidasa de Cr. neoformans.

Cualquier azucar es deshidratado en presencia de una solucion basica y un pH
indicador, bromocresol purpura (Milan y cols., 1997). El crecimiento de la levadura
se indica por el cambio de color del indicador de azul a amarillo, y el desarrollo de
turbidez en la celdilla. La resistencia a la actidiona se refleja por el crecimiento y el
cambio de color del indicador de 6xido-reduccion de azul a rosa o incolora. La
actividad de fenoloxidasa se determina por el cambio de color observado (verde o
marrén) en el pocillo. La identificacion final se basa en la combinacion de las
pruebas bioquimicas con criterios morfologicos y fisioldgicos: pigmentacion,
artrosporas, capsula, micelio/pseudomicelio, clamidosporas y crecimiento a 37°C
(Korth y Pulverer, 1971; Huppert y cols., 1975; Cooper y Silva-Hunter, 1985;
Lavarde y cols., 1990; Dupont y cols., 1991; Davey y cols., 1995; Fricker-Hidalgo y
cols., 1995; Hantschnke, 1996; Willemsen y cols., 1997; Buchaille y cols., 1998;
Sheppard y cols., 1998; Campbell y cols., 1999; Paugam y cols., 1999; Sheppard y
cols., 1999; Verweij y cols., 1999; Romney y cols., 2000; Sanofi Pasteur).
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1.7.3.g.- Quantum II Yeast Identification System®.

Quantum II Yeast Identification System ® (Abbott Laboratories, Irving,
Texas, USA) es un microprocesador basado en un sistema espectrofotométrico para
la identificacion de aislamientos de levaduras clinicas dentro de 24 h de inoculacion.
Consiste en una camara de plastico que contiene 20 sustratos bioquimicos
liofilizados, un cartucho perforador multipunzones y un fotoémetro de longitud de
onda dual que mide los cambios colorimétricos en las camaras. Las lecturas de las
pruebas bioquimicas se interpretan automaticamente por el fotometro y comparadas
con una matriz de probabilidad establecida por un microcomputador interno. Los
resultados bioquimicos, nimero de codigo, la identificacion mas probable e
informacion adicional son imprimidos automaticamente (Sekhon y cols., 1980;

Kiehn y cols., 1985; Salkin y cols., 1985; Land y Salkin, 1987; Pfaller y cols., 1988).

1.7.3.h.- Biolog MicroStation System®.

El Biolog MicroStation ha sido disefiado para proveer a los microbidlogos
con un sistema versatil que pueda identificar bacterias y levaduras de importancia
ambiental, médica y veterinaria. En adicién a su potencial de identificacion, el
sistema puede ser usado para estudiar las capacidades metabolicas y dirigir el tipado
de la estirpe debido al extenso niimero de sustratos que pueden ser testados
(McGinnis y cols., 1996). Este sistema usa 94 pruebas bioquimicas para distinguir
los diferentes taxones de levaduras contenidos dentro de la base de datos. Es similar
al Vitek® (El-Zaatari y cols., 1990) en que ambos miden la habilidad de los
aislamientos en usar los sustratos para crecer y el suministrar una identificacion

general computarizada.

El MicroStation consiste en un ordenador personal IBM y en un lector de
microplacas. La base de datos contiene 267 especies de levaduras clasificadas en 53
géneros, conocidos por estar en el ambiente. Algunos de estos taxones han sido
documentados como patégenos humanos y animales, especialmente en individuos

inmunocomprometidos (McGinnis y cols., 1996).
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1.7.3.i.- Uni Yeast-Tek System ®.

Uni Yeast-Tek System® (Flow labs, Inc., MacLean, VA) es un método
comercial semi-automatizado usado para la rapida identificacion de levaduras
médicamente importantes, basado en la asimilacion y fermentacion de siete sustratos
carbohidratos (Bowman y Ahearn, 1975 y 1976; Cooper y cols., 1978; Ngui Yen y
Smith, 1978;. Weyman y cols., 1979; Baker y cols., 1981; Bergan y cols., 1982;
Dermoumi, 1982; Fuchs y cols., 1982; Wehrspann, 1982; Russolo y cols., 1984;
Qadri y cols., 1986; Lin y Fung, 1987; Salkin y cols., 1987; Moghaddas y cols.,
1999).

El Uni Yeast-Tek System® consta de 11 celdillas que son inoculadas con la
suspension de levaduras e incubadas a 30 °C. El crecimiento se detecta por el cambio
de color de los indicadores de pH. La identificacion final se basa en la combinacién
de las pruebas bioquimicas con caracteristicas morfoldgicas (pseudohifas,
blastoconidias y artroconidias) observadas microscopicamente. Los resultados se
transforman en un perfil numérico, de cuatro digitos, que es comparado con el

listado suministrado por el fabricante (Salkin y cols., 1987).
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1.7.4.- TECNICAS DE IDENTIFICACION BASADAS EN LA DETECCION
ENZIMATICA.

La rapida identificacion de C. albicans es de gran importancia en el
aislamiento de levadura patdégena, de ahi la importancia de poder disponer de
métodos para su rdpida identificacion. Algunas técnicas han sido comercializadas,
basadas en la deteccion colorimétrica (fluorogénica ¢ cromogénica) de las enzimas
L-prolina aminopeptidasa y -galactosaminidasa en células de levaduras crecidas en
un medio de cultivo y estan basadas en el principio de que C. albicans produce
ambas enzimas mientras que otras levaduras producen s6lo una o ninguna de las
enzimas. La deteccion de la L-prolina aminopeptidasa en uniéon con la f-
galactosaminidasa proporciona mas especificidad que el medio cromogénico que

solo detecta la enzima B-galactosaminidasa.

Estos métodos se realizan con las colonias después de un aislamiento en un

medio convencional, entre los que cabe destacar.

1.7.4.a.- RapID Albicans®.

RapID Albicans® (Biolife®, Italia), es un micrométodo que usa como
sustratos el 4-metilumbeliferil-N-acetil-B-D-galactosaminida y p-
dimetilcinamaldehido, con un periodo de 2 h de incubacion a 37 °C. Para su lectura
es necesario el empleo de una lampara de luz ultravioleta. Se trata de un sistema
eficiente para el diagndstico rutinario de laboratorio y de mayor rapidez que el tubo

germinativo (Freydiére y Guinet, 1997).

1.7.4.b.- BactiCard™ Candida®.

BactiCard™

Candida® (Remel®, Kansas, USA) también usa como sustratos
el 4-metilumbeliferil N-acetil-B-D-galactosaminida y p-dimetilcinnamaldehido. Es
un método empleado para la identificacion presuntiva de C. albicans por la deteccion
de L-prolina aminopeptidasa (PRO) y B-galactosaminidasa (MUGAL), exclusivo de

esta especie. El BactiCard™ Candida consiste en dos pruebas por separado para PRO
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y MUGAL. 4-metilumbeliferil-N-acetil- B-D-galactosaminida en presencia de la
enzima PB-galactosaminidasa libera 4-metilumbeliferona, que es un componente
altamente fluorescente detectable por medio de una lampara de luz ultravioleta. L-
prolina aminopeptidasa hidroliza a L-Prolina-B-naphtilamida y reacciona con el
revelador de color dando un color rojo (Remel, 1993; Crist y cols., 1996; Heelan y

cols., 1996; Freydiére y Guinet, 1997; Carrillo-Munoz y cols., 2000).

1.7.4.c.- Albistrip®,

Albistrip® (Laboratories M. Ltd ®, Bury, Reino Unido) es un medio
fluorogénico que usa como sustratos al 4-Metilumbeliferil-N-acetil-B-
galactosaminida (NAG) y Prolina-p-nitroanilida (PRO). La produccion de una
inmediata luz fluorescente azul brillante en la banda de NAG y un color purpura en
la banda de PRO al anadir el indculo bajo una luz ultravioleta dentro de un periodo
de 30 seg., se considera como resultado positivo. Si ambas bandas resultasen
positivas, el organismo se considera C. albicans. (Dealler, 1991; Freydiére y Guinet,

1997).

1.7.4.d.- Albicans-Sure®.

Albicans-Sure® (Clinical Standards Laboratories®, Inc., California, USA) se
trata de un método que consiste en una tarjeta con dos circulos designados A (circulo
azul) y B (circulo rojo). El circulo A contiene el sustrato 4-Metilumbeliferil-N-acetil-
B-D-galactosamina (NAG) y el circulo B contiene prolina-p-nitroanilida (PROL). Se
incuba durante 5 min., a temperatura ambiente, después de afadirse los
correspondientes reactivos se procede a ver los resultados con una ldmpara de luz
ultravioleta. Se interpreta como positivo un azul-blanco fluorescente, el 4-
metilumbeliferona, para la enzima B-galactosaminidasa; un precipitado azul presente
en el circulo B se interpreta como una reaccion positiva para la enzima L-prolina

aminopeptidasa (Crist y cols., 1996; Heelan y cols., 1996; Freydiére y Guinet, 1997).
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1.7.4.e.- MUAG® Candi Kit.

MUAG® (Biolife®, Italia), usa como sustrato fluorogénico el 4-
metilumbeliferil N-acetil-B-D-galactosaminida. Se suspende colonias de levaduras
cultivadas en agar de Sabouraud con cloranfenicol, produciéndose la hidrolisis de la
enzima [-D-galactosaminida de C. albicans con la liberacion de 4-
metilumbeliferona. La técnica tiene un tiempo de espera de 3 min., temperatura
ambiente y luego su lectura requiere luz ultravioleta. Este método es una técnica
alternativa al tubo germinativo en la identificacion de C. albicans, debido a la
existencia de los falsos negativos (Maddocks y Greenan, 1975; Bobey y Ederer,
1981; Perry y Miller, 1987; Dalton y cols., 1989; Molina y cols., 1989; Willinger y
cols., 1994; Simpanya, 1995; Freydiére y Guinet, 1997).

1.7.4.f.- MUREX C. albicans 50®

MUREX C. albicans® (Murex Diagnostics®, Inc., Norcross, Ga., USA) es
un ensayo desarrollado para la identificacion presuntiva de C. albicans. Tiene un
tiempo de procesado de 30 min. y estd basado en la deteccion colorimétrica de las
dos enzimas producidas por C. albicans, L-prolina-aminopeptidasa y B-
galactosaminidasa El desarrollo del color amarillo indica hidrolisis de p-nitrofenil-N-
acetil-B-D-galactosaminida (NGL), como consecuencia de la liberacion del p-
nitrofenol, da como positiva la reaccion para la B-galactosaminidasa. El color rojo
rosado indica la hidrolisis de L-prolina-B-naphtilamida (PRO) para una reaccion
positiva para la enzima L-prolina aminopeptidasa (Crist y cols., 1996; Heelan y cols.,

1996; Fenn y cols., 1996; Freydiére y Guinet, 1997; Hoppe y Frey, 1999).

1.7.4.g.- Rapidec albicans®.

Rapidec Albicans® (API-bioMérieux®, Lyon, Francia) es un micrométodo
estandarizado que separa C. albicans de otras especies de levaduras dentro de 2 h,
detectando las actividades de la hexosaminidasa y prolina aminopeptidasa de los
aislamientos (Quindds y cols., 1993). Consiste en cuatro pocillos: el pocillo C es el

control de turbidez a 4 de McFarland; en el pocillo S se coloca la suspension de
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levadura y los pocillos 1 y 2 contienen los sustratos para la deteccion de la actividad
de la hesosaminidasa y prolina aminopeptidasa. El ensayo se lee bajo luz ultravioleta
de 345 nm y se interpreta acorde a las instrucciones del fabricante, con lo que la
presencia de fluorescencia en los pocillos que contienen los sustratos enzimaticos

verifica la identificacion de C. albicans (Fricker-Hidalgo y cols., 1992).

1.7.4.h.- Candida albicans Screen®.

El Candida albicans Screen ® (CAS; Carr-Scarborough Microbiologicals,
Inc., Estofe Mountain, Ga.) se basa en la alteracion de un sustrato prueba y la adicién
de un segundo sustrato combinado en un tubo de reaccion y produciendo un
resultado colorimétrico mas que fluorimétrico (Perry y cols., 1990). Este ensayo esta
basado en una deteccion colorimétrica de dos enzimas: L-prolina aminopeptidasa y
B-galactosaminidasa. Los sustratos p-nitrofenil-N-acetil-$-D-galactosaminida
(NGL) y L-prolina B -naftilamida (PRO) se combinan en un tubo que contiene 0,30
ml de liquido, donde se suspenden las colonias de levaduras a identificar. El
desarrollo de un distintivo amarillo, después de anadir los reactivos, indica una
reaccion NGL positiva. Un resultado PRO positivo se reconoce por el desarrollo de
un color rosa a rojo en la parte alta del liquido. Una reaccion positiva para NGL y

PRO se considera presuntiva para la identificacion de Candida albicans.

1.7.4.i.- Fungichrom I®.

El Fungichrom I® (International Microbio, Francia) es un método que
consiste en un panel de 16 pocillos en el que se producen cambios de color
interpretables después de la incubacion a 30 °C de 24 a 48 h, una vez que el
crecimiento del pocillo control sea positivo y afiadiéndose, a continuacion, NaOH 0, 1
N en el pocillo que contiene N-acetil-B-D- galactosaminida-paranitrofenil (NAGA)

(Buchaille y cols., 1998; Paugam y cols., 1999).
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1.7.4.j.- Fungifast I Twin®.

El Fungifast I Twin (International Microbio, Francia) consiste en 10 ctpulas.
Los resultados se leen de forma visual después de la incubaciéon a 37 °C de 24 a 48 h,
cuando la cupula control presente crecimiento positivo, afadiéndose después en el
pocillo que contiene N-acetil-B-D-galactosaminida-paranitrofenil (NAGA) NaOH
0,1 N. Ademads, son necesarias caracteristicas morfoldgicas para establecer el perfil

numérico (Buchaille y cols., 1998; Michel y cols., 1997; Paugam y cols., 1999).
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1.7.5.- TECNICAS DE IDENTIFICACION BIOQUIMICAS Y
ENZIMATICAS.

1.7.5.a.- Fongiscreen 4H®.

Fongiscreen 4 H ® (Sanofi Diagnostics Pasteur, Paris, Francia) es un método
empleado para la identificacion de Candida albicans, ademas de C. tropicalis, C.
glabrata 'y Crypt. neoformans dentro de 4 h, detectando la reduccion de
trifeniltetrazolium y ureasa, actividad de galactosaminidasa, a-glucosidasa y L-

histidina aminopeptidasa (Quindos y cols., 1993; Hoppe y Frey, 1999).

La técnica incluye seis sustratos deshidratados: medio clorado de
trifeniltetrazolio, medio para la deteccion de la actividad de prolina-aminopeptidasa,
medio urea-trehalosa (produccion de ureasa) y medio para la demostracion de
galactosaminidasa, ''-glucosidasa y L-histidina aminopeptidasa. Para la
identificacion de otras especies de levaduras se requieren de otras pruebas
adicionales, como asimilacion de azucar, fermentacion y morfologia en agar Tween
80. La lectura del color de las reacciones desarrolladas se interpretan segun las

instrucciones del fabricante.

1.7.5.b.- API Yeast Ident System®.

El API Yeast Ident system® (Analytab Products, Plainview, New York,
USA) se caracteriza porque las enzimas de las levaduras separan los componentes
cromogénicos de los sustratos unidos al cromégeno especifico. Los cambios de color
en las celdillas se leen manualmente y se interpretan como un resultado positivo
(Pfaller y cols., 1988). Se caracteriza por presentar un periodo de incubacion de 4 h a
35 °C. Después de la misma se procede a la lectura manual de las reacciones de las
microcupulas de la 1 a la 9. La formacién de B-naftilamidas se detecta en las
microcupulas que van desde la 10 a la 20 después de anadirse un agota del reactivo
cinnamaldehido. Un color positivo (rosa, rojo o purpura) se lee después de pasado 3
min., de incubacion. Los colores de las reacciones se interpretan siguiendo la guia

indicadora de color proporcionada en el suplemento. Los valores numéricos
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asignados a cada microcupula se calculan y se genera un cddigo de siete digitos. Las
identificaciones de las levaduras se realizan refiriéndose al indice incluido en el
manual (Land y cols., 1979; Land y Salkin, 1987; Salkin y cols., 1987; Pfaller y
cols., 1988; Land y cols., 1991).

1.7.5.c.- RapID Yeast Plus System®.

El RapID Yeast Plus System ® (Innovative Diagnostic Systems, Norcross,
Ga., USA) es un micrométodo cualitativo que se basa en reacciones enzimaticas de
los sustratos cromogénicos y permite la diferenciacion de las levaduras, hongos
levaduras y organismos relacionados aislados de muestras clinicas humanas después
de s6lo 4 horas de incubacion. En la lectura se obtiene un codigo de 6 digitos y se
comparan con el listado proporcionado por el fabricante (Marler y Eriquez, 1995;
Kitch y cols., 1996; Buchaille y cols., 1998; Espinel-Ingroff y cols., 1998; Heelan y
cols., 1998; Moghaddas y cols., 1999; Smith y cols., 1999; Verweij y cols., 1999;
Wadlin y cols., 1999; Innovative Diagnostic Systems, Catalog #1-1007).

Las pruebas usadas en el RapID Yeast Plus System estan basadas en la
degradacion microbiana de los sustratos especificos detectados por varios sistemas
indicadores. Las reacciones empleadas son una combinacion de ensayos tradicionales

y pruebas de un solo sustrato cromogénico (Catalog #1-1007).

El RapID Yeast Plus System consiste en 18 sustratos convencionales y
cromogénicos para la identificacion de levaduras como son 5 carbohidratos, éster de
acido graso, 8 sustratos nitrofenilos, urea, 3 aminoacidos B-naftilamidas (Bobey y
cols., 1980; Bobey y Ederer, 1981; David y Jahan, 1977; Kitch y Appelbaum, 1995;
Marler y Eriquez, 1995; Perry y cols., 1990; Roberts y cols., 1978; Smith y cols.,
1973; Warren y Shadomy, 1991; Watson, 1976).
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1.7.5.d- MicroScan Rapid Yeast Identification®.

El MicroScan® (Baxter Healthcare Corporation, West Sacramento, Calif.,
USA) es un sistema enzimatico automatizado de identificacion de levaduras aisladas
en muestras clinicas. Este sistema tasa actividades enzimdaticas mas que de
crecimiento, usando en su mayor parte sustratos cromogénicos e identificando las

levaduras en un periodo de 4 horas (Land y cols., 1991; St-Germain y Beauchesne,

1991; Riddle D y cols., 1994).

Las pruebas cromogénicas rapidas estan basadas en la presencia de enzimas
preformadas en el organismo desconocido (Bobey y Ederer, 1981; Lee y cols., 1975;
Watson, 1976). De este modo el medio en el que ha crecido el organismo influira en
los resultados de la prueba debido a la induccion de diferentes enzimas por diferentes

medios.

El MicroScan consta de una placa de 96 pocillos de microdilucion con 27
sustratos deshidratados, conteniendo 13 aminoacidos B-naftilamidas; 3 carbohidratos;
9 sustratos nitrofenilos; 3-indoxil fosfato y urea (St-Germain y Beauchesne, 1991).
Ademas, el panel incluye dos pocillos control para ayudar a interpretar las
reacciones: control B-naftilamida (BNAC), y control nitrofenilo (NPC). Las
reacciones bioquimicas son empleadas en crear perfiles numéricos que son
comparados con una base de datos numérica de identificacion de organismos (Land y
cols., 1991; St-Germain y Beauchesne, 1991; Riddle D y cols., 1994). Los resultados
se convierten a un nimero de nueve digitos y se comparan con los codigos de la base
de datos. O, en su caso, se realiza la interpretacion automadtica en el AutoScan-4. Las
identificaciones se consideran correctas cuando la probabilidad para una especie es

superior o igual a 85 %.

El fundamento de las reacciones de identificacion para los sustratos
aminoacido-naftilamida se caracteriza porque cuando el enzima, generalmente, un
aminoacido arilamidasa, correspondiente hidroliza al sustrato, se libera PB-
naftilamina. Esta se detecta afiadiendo p-dimetilamino-cinamaldehido (en el reactivo

peptidasa) que produce un complejo que es de color rosa-purpura (Dade Behring,
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1998). En el caso de los carbohidratos, la utilizacion de la sacarosa o trehalosa
produce un descenso en el pH. El indicador rojo clorofenol cambia de plrpura a
amarillo. Estas reacciones de carbohidratos son selectivas y pueden no ajustarse a las

reacciones convencionales (Dade Behring, 1998).

Si el enzima correspondiente estd presente, el sustrato nitrofenilo es roto
liberando o-p-nitrofenol. A pH alcalino, estos compuestos son amarillos. Si la
reaccion tiene lugar en medio acido, debe afiadirse NaOH después de la incubacion
para poder leer los resultados. Los pocillos pueden ser transparentes o amarillo

palido antes de afiadir el NaOH (Dade Behring, 1998).

El indoxil fosfato es escindido mediante una fosfatasa para liberar indoxilo.
Esto se combina con el oxigeno para formar azul indigo que es un precipitado
insoluble azul o azul gris. La ureasa escinde la urea formando amoniaco y CO,. El
amoniaco, en forma de carbonato amodnico, produce un aumento del pH que se

detecta por el rojo fenol que vira amarillo a rojo (Dade Behring, 1998).
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1.7.6.- IDENTIFICACION CROMOGENICA.

Los medios cromogénicos deben cumplir dos importantes requisitos como
son facilitar la diferenciacion de especies obtenidos a partir de mezclas de cultivos y
permitir la directa y répida identificacion de las levaduras, especialmente aquellas

resistentes a agentes antifingicos (Baumgartner y cols., 1996).

1.7.6.a.- Albicans ID2®.

Albicans 1D2® (BioM¢érieux®, Marcy 1'Etoile, Francia) es un medio
selectivo de aislamiento que soporta el crecimiento de todas las especies de levadura,
incluidas las del Cryptococcus neoformans, Sacharomyces cerevisiae, etc. Contiene
un sustrato cromogénico (5-bromo-4-cloro-3-indolil-N-acetil-B-D-glucosaminida)
que es especifico para una hexosamidasa que permite la identificacion rapida y
especifica de las colonias de C. albicans sobre la base de su color azul (Contreras y
cols., 1996). Durante la incubacion, la hidrélisis del sustrato provoca la generacion
de un producto azul visible a simple vista. El producto no se difunde
significativamente en el soporte del agar y, en consecuencia, pueden distinguirse
colonias individuales de C. albicans (colonias azules), incluso en aislados que
contienen mas de una levadura (bioMérieux, 1997). La inclusién de gentamicina (0,1
g/l) y cloranfenicol (0,05 g) inhibe el crecimiento de la mayoria de contaminantes

bacterianos (Fruit y cols., 1993; Rousselle y cols., 1994).

1.7.6.b.- Albicans ID®..

Albicans ID® (bioMérieux®, Marcy 1'Etoile, Francia) es un medio
comercializado compuesto por biotina, 2 g; extracto de levadura, 6 g;
hidrogenofosfato de sodio, 0,5 g; sustrato cromogénico (hexosamina), 0,05 g; acido
N-2-acetamidoimino-diacético sal de monosodio, 0,5 g; sulfato de gentamicina, 0,1
g; cloranfenicol, 0,05 g; agar, 14 g; agua destilada, 1 It; pH 6,6. Después de la
hidrolisis por la correspondiente enzima, permite la identificacion especifica de las
colonias de C. albicans en la base de su color azul y apariencia lisa, pasadas las 24 h

de incubacion a 30°C. (Manafi y Willinger, 1991; Fruit y cols., 1993; Lipperheide y



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

cols., 1993; Waller y cols., 1993; Rousselle y cols., 1994; Willinger y cols., 1994; De
Champs y cols., 1995; Baumgartner y cols., 1996; Contreras y cols., 1996; Hoppe y
Frey, 1999).

1.7.6.c.- Candiselect®.

Candiselect® (Sanofi Diagnostics Pasteur, Francia) es un medio de cultivo
diferencial que facilita la presuntiva identificacion de C. albicans. Su accidon
selectiva se basa en la hidrolisis especifica de un sustrato cromogénico por la enzima
N-acetil-B-D-galactosaminidasa. Esta hidrolisis se aprecia con una coloracion azul
de las colonias de C. albicans. El color de las otras especies de levaduras permanece
sin cambios (Campbell y cols., 1999). Permite una identificacion rapida y especifica
de C. albicans en un cultivo primario y la deteccién de colonias con mezclas multi-
microbianas. Contiene una base nutritiva con peptonas de soja, glucosa, que permite
el crecimiento de levaduras; un sustrato cromogénico, N-acetil-B-D-galactosaminida,
para la deteccion de la actividad enzimatica, N-acetil-B-D- galactosaminidasa de C.
albicans y los antibidticos cloranfenicol y gentamicina, responsables de la inhibicion
de bacterias (Campbell y cols., 1998; Freydiére y cols., 1997; Hoppe y Frey, 1999;

Sanofi Pasteur).

1.7.6.d.- CHROMalbicans Agar®.

El CHROMalbicans® (Biolife®, Milano, Italia) es un medio selectivo,
debido a la presencia de cloranfenicol y gentamicina, y cromogénico especifico para
el aislamiento de levaduras y la inmediata identificacion de C. albicans. La presencia
de sustrato cromogénico en el medio permite evidenciar la actividad enzimatica de C.
albicans. De esta manera, el crecimiento de C. albicans se visualiza por la aparicion
de colonias de color azul o azul verdoso después de la incubacion a 37 °C durante 24

a 48 h. Otras especies del género Candida crecen con colonias de color blanco.
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1.7.6.e.- CHROMagar Candida®.

Odds y Bernaerts, 1994, informaron de un medio diferencial y selectivo que
permite la identificacion directa de levaduras de muestras clinicas, CHROMagar
Candida® (CHROMagar company, Paris, Francia), medio de cultivo que facilita el
aislamiento y la identificacion presuntiva de algunas especies clinicamente
importantes, como C. albicans, C. krusei, C. tropicalis y C. glabrata, ademas de la
diferenciacion de poblaciones de levaduras por la morfologia por el contraste de los
colores de las colonias producido por la reaccién de enzimas especificas de distintas
especies con un sustrato cromogénico. Este medio facilita el reconocimiento de
mezclas de cultivos de levaduras, de tal forma que, después de la hidrolisis por la
correspondiente enzima, permite la identificacion especifica de las colonias de C.
albicans por su color verde; las colonias de C. tropicalis por su color azul rodeado
por un halo de color rosa y las colonias de C. krusei por color rosa y apariencia
blanda (Odds y Bernaerts, 1994; Doleans, 1994; Freydiére y Gille, 1994; Beighton y
cols., 1995; Louwagie y cols., 1995; Anson y Allen, 1997; Bernal y cols., 1996;
Baumgartner y cols., 1996; Bouchara y cols., 1996; Freydiére, 1996; Pfaller y cols.,
1996; San Millan y cols., 1996; Casal y cols., 1997; Houang y cols., 1997; Freydiére
y cols., 1997; Garcia-Martos y cols., 1997; Ainscough y Kibbler, 1998; Garcia-
Martos y cols., 1998; Giusiano y Mangiaterra, 1998; Merlino y cols., 1998; Powell y
cols., 1998; Hoppe y Frey, 1999; Koehler y cols., 1999; Willinger y Manafi, 1999).
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1.7.7.- IDENTIFICACION FLUOROGENICA.

1.7.7.a.- Fluoroplate Candida®.

Fluoroplate Candida ® (Merck®, Damstadt, Republica Federal de Alemania)
es un medio diferencial comercializado para la rapida identificacion de C. albicans.
Las placas de agar Fluoroplate Candida® contienen N-acetil-B-D-galactosaminida,
sustrato fluorogénico que, cuando es hidrolizado por la galactosaminidasa (NAGasa),
permite la identificacion de las colonias de C. albicans a partir de su fluorescencia
blanquecina (por la liberacion de 4-metilumbeliferona, sustancia fluorescente)
emitida al iluminarse con luz ultravioleta de 365 nm (Quindos y cols., 1996). Pero el
producto fluorescente hidrolizado debe difundir en el agar después de 24 h de
incubacion. Las colonias de otras especies de Candida aparecen en las mismas
condiciones de color blanco no fluorescente que se distinguen facilmente (Manafi y

cols., 1991; Rousselle y cols., 1994; Freydiére y cols., 1997; Hoppe y Frey, 1999).

1.7.7.b.- SDCA-MUAG® Agar.

El SDCA-MUAG® Agar (Biolife®, Italia) usa como sustrato fluorogénico el
4-metilumbeliferil N-acetil-B-D-galactosaminida, encargado de la determinacion
rapida de C. albicans. Se suspende colonias de levaduras cultivadas en AS con
cloranfenicol, produciéndose la hidrolisis de la enzima B-D-galactosaminida de C.
albicans con la liberacion de 4-metilumbeliferona. Se incuba a 37°C durante 24-48
horas y luego su lectura requiere luz ultravioleta (Perry y Miller, 1987; Molina y
Pizzocaro, 1989).
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1.7.8.- TECNICAS INMUNOLOGICAS.

Los métodos inmunoldgicos son considerados importantes porque
primeramente la mayoria de los hongos responsables de las infecciones sistémicas

crecen lentamente.

La inmunologia es la especialidad de la Micologia que ha sufrido
probablemente el crecimiento mas rapido. El interés en la deteccion de la micosis por
sus antigenos y anticuerpos ha existido durante mucho tiempo pero, hasta
recientemente, la tecnologia no era lo suficiente sofisticada para permitir una
separacion y purificacion adecuada de los antigenos fingicos. Un problema es que
los hongos generalmente no son buenos antigenos. Otro es que en muchas micosis
los hongos son secuestrados en un area del cuerpo y no tienen contacto intimo con el
sistema inmune del paciente. En diferencia con la bacteria, los hongos no tienen
armas que le permitan entrar en tejidos sanos. Un tercer problema, en términos de
desarrollo de pruebas de diagnostico, es que la inmunidad celular mas que la humoral
tiene el importante papel de proteger al hospedador frente a los hongos. Finalmente,
las reacciones cruzadas ocurren entre hongos relacionados antigénicamente y, a
veces, entre hongos que no se conocen que estén relacionados. Las sustancias no
especificas en sueros de paciente, tal como la proteina reactiva C, causan resultados

falsos positivos en ciertas pruebas (Fisher y Cook, 1998).

1.7.8.a.- Reaccion de precipitacion.

Se produce al mezclar un antigeno soluble con el anticuerpo especifico
correspondiente. Los antigenos son precipitogenos y corresponde a ellos cualquier
sustancia antigena en suspension coloidal, como proteinas séricas, toxinas, haptenos,

etc. Los anticuerpos se denominan precipitinas (Carmona y cols., 1997).

La reaccion de precipitina se encuentra en sistemas de pruebas que permiten
la difusion libre de antigeno y anticuerpo enfrentados uno con el otro. En el punto
critico de interfase, donde las concentraciones son Optimas, se forma un precipitado

visible compuesto por combinaciones de antigeno y anticuerpo. En un sistema de
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difusion simple, el anticuerpo se incorpora en el agar donde se permite la difusion del
antigeno. En un método en tubo, el antigeno se coloca sobre un agar que contiene el
antisuero y en la zona de equivalencia se forman una o mas lineas de precipitina

(Koneman y cols., 1999).

1.7.8.b.- Técnicas basadas en reacciones de aglutinacion.

Las reacciones de aglutinaciéon pueden ser definidas como la agregacion
especifica inmunoquimica de particulas (particulas sintéticas de latex) recubiertas
con el antigeno o el anticuerpo que pueden ser usadas para detectar tanto anticuerpos
como antigenos solubles, respectivamente. Los antigenos o los anticuerpos se fijan a
la superficie de la particula mediante fuerzas eléctricas intramoleculares o por
uniones covalentes. La aglutinacion de las particulas soporte ocurre como un
indicador de las interacciones antigeno-anticuerpo sobre la superficie de estos

soportes (Koneman y cols., 1999).

Entre las técnicas basadas en las reacciones de aglutinacion cabe destacar:

- Krusei color®.

Krusei color® (Fumouze Diagnostics®, Francia) es un método facil y rapido
de usar para identificar las colonias de Candida krusei directamente de los diferentes
cultivos. El reactivo Krusei color® esta hecho de particulas de latex de color rojo
recubierto con un anticuerpo monoclonal, anticuerpo del clon 6B3 (desarrollado por
S R 2 B, Auvrillé, Francia), que reacciona especificamente con un antigeno de C.
krusei localizado en la superficie de la célula. Cuando las colonias de C. krusei se
disocian con el reactivo Krusei color® se produce una aglutinacion roja y si la
levadura no es C. krusei el reactivo mantiene su apariencia original (Bignardi y cols.,
1991; Carlotti y cols., 1994; Robert y cols., 1994; Samaranayake y Samaranayake,
1994; Samaranayake y cols., 1994; Iween y cols., 1995; Freydiére y cols., 1997,

Laboratorios Fumouze, 1995).
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- Bichrolatex Albicans®.

Bichrolatex Albicans® (Fumouze Diagnostics®, Levallois-Perret, Francia)
presenta dos reactivos diferentes: un agente disociante conteniendo enzimas y un
reactivo latex marron. Es un método rapido de identificacion C. albicans (Dromer y
cols., 1996; Laurent y cols., 1996; Robert y cols., 1994). Las particulas de latex estdn
cubiertas con anticuerpos monoclonales que reaccionan especificamente con un
antigeno de C. albicans principalmente localizado en la pared celular. Son particulas
rojas en una suspension de un tinte verde y una reaccidon positiva se traduce como
aglutinamientos rojos en un fondo verde. La no presencia de aglutinamientos o la
presencia de blancos o rojos agregados sin fondo verde es considerada como
negativo. Bichrolatex Albicans puede ser de especial interés en casos de fungemia
para identificar C. albicans de hemocultivos rapidamente sin la necesidad de cultivar
en medio de agar (Freydiére y cols., 1997; Robert y cols., 1994; Laurent y cols.,
1996; Quindoés y cols., 1997; Cahen y cols., 1999).

- Método de serotipado.

Las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de las levaduras son un criterio
para determinar la especie, pero no el unico. Pruebas seroldgicas, semejantes a las
utilizadas para tipar a las bacterias seglin su estructura antigénica, han sido también
aplicadas a la taxonomia de las levaduras patdgenas y en ellas se basa otro método de
identificacion a nivel de especie (Gallach, 1989). Los primeros estudios indican una
similitud considerable entre especies de Candida. Jonsen fue el primero en mostrar
que la reactividad antigénica cruzada resultaba de las semejanzas a nivel de

polisacaridos de superficie entre las especies de Candida (Jonsen, 1955).

Un grupo de Japén dirigido por Tsuchiya estudio algunas especies de
Candida por pruebas de aglutinacion cruzada. En el afio 1961 se habian clasificado
22 especies del género Candida atendiendo a los complementos de los componentes
antigénicos estables al calor y de los componentes antigénicos labiles al calor
(Tsuchiya y cols., 1961). Todas las especies del género Candida tienen un antigeno

comun y la mayoria tienen dos. Desde entonces, el trabajo de Tsuchiya ha sido
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extensamente confirmado y ampliado, encontrandose disponible comercialmente una
prueba de antisuero llamada "Tsuchiya-factor" para la identificacion de levaduras
(Shinoda y cols., 1981). Los posteriores estudios sobre reactividad antigénica
cruzada entre especies patdégenas de Candida mostraron similitudes antigénicas
considerables entre C. albicans 'y C. tropicalis, mientras que C. glabrata, C.
guillermondii, C. kefyr, C. krusei y C. parapsilosis tienen comparativamente
diferentes complementos de antigenos, de forma que, ocasionalmente, pueden
aparecer reacciones cruzadas (Biguet y cols., 1961, 1965; Dastidar, 1968; Tsuchiya y
cols., 1974; Héctor y cols., 1981; Gabriel-Bruneau y Guinet, 1984; Bruneau y cols.,
1985).

Hasenclever y Mitchell (Hasenclever y Mitchell, 1961) fueron los primeros
en demostrar que los aislamientos de C. albicans podian ser separados en dos
serotipos, A y B, utilizando pruebas de aglutinacion. Se emplean antisueros contra
seis sueros de C. albicans inoculando una suspension en conejos por via intravenosa.
Los sueros que aglutinen se denominan sueros del grupo A y los sueros que no
aglutinan se les llama sueros del grupo B. De esta forma, Hasenclever y Mitchell
evidencian la presencia de dos grupos antigénicos en C. albicans, los sueros del
grupo A tienen uno o mas antigenos que no estan presentes en los sueros del grupo
B. Esta separacion en tipos de C. albicans se puede también conseguir por reacciones
de precipitina (Stallybrass, 1964; Sweet y Kaufman, 1970) y por
inmunofluorescencia, aunque es posible que C. albicans tipo B pueda expresar
antigenos tipo A "in vitro" o "in vivo" (Poulain y cols., 1983). Miiller y Kirchhoff
(Miiller y Kirchhoff, 1969) introdujeron un serotipo C de C. albicans por unos
aislamientos extrafios que no reaccionaban claramente ni como tipo A ni como tipo

B; estos aislamientos serian mejor descritos como no tipables (Odds, 1988).

El sistema de serotipado "Candida Check" (Iatron Laboratories, Inc. Tokyo,
Japon) es un sistema comercializado de identificacion de levaduras, basado en las
diferencias antigénicas entre las especies. Esta técnica de serotipado consta de 10
antisueros especificos contra antigenos de superficie de la pared celular de Candida.
Estos antisueros se obtienen de fracciones tipo IgG de suero de conejo segun el

método descrito por Fukazawa y colaboradores (Fukazawa y cols., 1968). Permite
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identificar 8 especies patogenas de Candida ademas de distinguir el serotipo A y B

de C. albicans.
1.7.8.c.- Inmunoensayos en fase solida.

Se refieren a la union tanto de antigeno como de anticuerpo a una variedad de
materiales solidos, como pocillos de poliestireno o cuentas de plastico (Koneman y

cols., 1999). Entre otros métodos cabe destacar:
- Métodos radioinmunolégicos (RIA).

Un antigeno marcado con un isétopo (ej., '*I) y el mismo antigeno no
marcado, compiten por fijarse a un anticuerpo especifico. Como el antigeno marcado
y el anticuerpo se encuentran en cantidades fijas, todo aumento del antigeno no
marcado produce una disminucion del marcado que se fija a los anticuerpos. La
radiactividad final del complejo inmune es inversa a la cantidad de antigeno
investigado (Carmona y cols.,. 1997). Las curvas se obtienen por determinacion el
grado de inhibicion de la union del anticuerpo marcado cuando es mezclado con
diluciones seriadas de cantidades conocida de anticuerpo sin marcar (Koneman y

cols., 1999).
- Métodos inmunoenzimaticos (ELISA).

La técnica de ELISA, descrita por vez primera por Engvall y Perlman en
1971 (Engvall y Perlman, 1971), consiste en que una enzima es fijada sobre un
anticuerpo. Si se utiliza luego el sustrato de la enzima, ésta da una reaccion
coloreada. La intensidad de la coloracién permite la dosificacion de un antigeno
especifico del anticuerpo, pues a mayor cantidad, mayor también la cantidad de

anticuerpo marcado que sera fijado (Carmona y cols., 1997).
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1.7.8.d.- Inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia brinda una alternativa como método para la
deteccion y la localizacion de antigenos que permitan el diagnodstico de enfermedades
bacterianas, fungicas, parasitarias y virales. Esta técnica también puede ser utilizada
para detectar anticuerpos en diagndsticos retrospectivos de enfermedades infecciosas
(Koneman y cols., 1999). La inmunofluorescencia consiste en unir a anticuerpos una
sustancia fluorescente (isotiocianato de fluoresceina, rodamina, B. lisamina). Si éstos
son retenidos por los antigenos especificos, los complejos inmunes formados se
harén visibles por la fluorescencia emitida por el anticuerpo marcado, al ser excitado
por la luz ultravioleta, sin alterar su reactividad inmunologica (Carmona y cols.,
1997). El antisuero conjugado se adiciona a células o tejidos que se encuentran sobre
un portaobjeto y se fija a los antigenos para formar un complejo inmune estable. Los
materiales no reaccionantes se eliminan por lavado y luego el preparado se seca y se
observa con un microscopio de fluorescencia (Koneman y cols., 1999; Mahony y
Chernesky, 1999). Los antigenos unidos especificamente a un anticuerpo
fluorescente pueden ser detectados como objetos brillantes de color verde manzana o
amarillo naranja contra un fondo oscuro segtin el fluorocromo y los filtros que se
utilicen (Koneman y cols., 1999). A veces resulta dificil la interpretacion de los
resultados obtenidos con la inmunofluorescencia. La luz de excitacion debe estar
muy eficientemente filtrada de la luz fluorescente emitida, de modo que, en esencia,
todo lo que vea el microscopista sea el anticuerpo fluorescente que recubre y delinea
el microorganismo. El brillo de la imagen depende del ntimero de sitios antigénicos
disponibles, la calidad y concentracion del anticuerpo marcado con fluorocromo, la
intensidad de la luz de excitacidon de longitud de onda que llega hasta la muestra y la

calidad del microscopio (Carmona y cols., 1997).

Los tipos de inmunofluorescencia a destacar son:

1. Directa. Se utiliza generalmente para la deteccion del antigeno (Koneman y cols.,
1999). Se coloca un frotis del agente o célula patégena junto con anticuerpos
conocidos marcados con fluorocromo. Este método permite identificar un agente en

un producto patoldgico, aunque el producto esté contaminado por otros agentes.
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Tiene aplicacion en el diagndstico de Estreptococos, Genococos, B. pertussis y
Treponemas, entre otros. La especificidad de la prueba varia también por la
oportunidad del muestreo y la facilidad para identificar el patdogeno microbiano

particular que se investiga (Carmona y cols., 1997).

2._Indirecta. Consiste en buscar en un suero un anticuerpo en presencia de un
antigeno conocido. El complejo inmune se hace visible gracias a la adicion de un
suero antiglobulina especifica de la especie, marcado con un colorante fluorescente

(Carmona y cols., 1997).

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) facilita el desarrollo de un método
rapido para la identificacion de C. dubliniensis en muestras clinicas, para lo cual es
necesario conocer las diferencias antigénicas entre C. dubliniensis y C. albicans. Un
antisuero de un conejo policlonal anti-C. dubliniensis se emplea para identificar los
antigenos especificos de la pared celular para C. dubliniensis. Se ha comprobado que
la composicion antigénica de C. dubliniensis es muy similar a la de C. albicans. Los
sueros anti-C. dubliniensis se fabrican en los conejos por inoculacidon con estirpes
muerta de formalina de C. dubliniensis. De cualquier forma, el uso del antisuero anti-
C. dubliniensis absorbido con las blastoporas de C. albicans, técnica originalmente
usada por Hasenclever y Mitchell (Hasenclever y Mitchell, 1961) para identificar la
existencia de dos serotipos en C. albicans, permite una clara diferenciacion entre C.

dubliniensis y C. albicans por inmunofluorescencia indirecta (Bikandi y cols., 1998).

3. Anticomplemento. La fijacién del complemento de cobaya por un complejo
inmune es revelada por un suero anticomplemento de cobaya marcada con
fluorocromo. Asi se puede utilizar un solo suero fluorescente para estudiar multiples

sistemas inmunitarios (Carmona y cols., 1997).

4. Por competicion. Un antigeno conocido reacciona con suero del paciente diluido.

En un segundo tiempo se mete en la reaccidon un suero especifico del antigeno
marcado con fluorocromo. Si el suero del enfermo es positivo, saturard todos los
sitios antigénicos y el segundo suero marcado no podra fijarse, por tanto, el antigeno

no aparece fluorescente. Si el suero del paciente es negativo, los antigenos
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apareceran fluorescentes, por el suero marcado de la segunda reaccion (Carmona y

cols., 1997).
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1.7.9.- METODOS MOLECULARES.

Los avances en la biologia molecular en los ultimos 10 afios han abierto una
nueva frontera para la identificacion y caracterizacidbn genotipica de los
microorganismos. Estos desarrollos estan comenzando a afectar a muchas areas del
paciente (Persing, 1991; Tang y cols., 1997; Tang y Persing, 1999). La tecnologia de
amplificacion del acido nucleico ha abierto nuevos caminos para la deteccion,
identificacion y caracterizacion de organismos patdégenos en el laboratorio de
microbiologia clinica (Eisenstein, 1990; Persing, 1991; White y cols., 1992; Wagar,
1996; Tang y cols., 1997). El crecimiento in vitro no es necesariamente el camino
mas largo para la identificacién microbiana (Greer y cols., 1991; Miller y cols.,

1994).

Las amplificaciones moleculares mejoran la rapidez, sensibilidad y, en
ocasiones, la especificidad de un diagnostico etioldgico. Durante la ultima década,
las ventajas de las técnicas de diagnostico molecular han instalado en los laboratorios
de microbiologia clinica el uso de estas técnicas para la deteccion de algunos agentes
infecciosos, especialmente aquellos para los cuales las pruebas comerciales son

empleadas (Tang y Persing, 1999).

1.7.9.a.- Sondas de Acidos Nucleicos.

En términos generales, una sonda de acido nucleico es una secuencia de
cadena simple de 4cido nucleico que puede hibridar especificamente con su cadena
complementaria mediante el apareamiento de bases. El principio basico de la
tecnologia de sondas de DNA es la hibridacion, la cual involucra la desnaturalizacion
del dsDNA en dos cadenas simples y la deteccion del ssDNA con una sonda de
ssDNA marcada y complementaria (Koneman y cols.,, 1999). Las secuencias
gendmicas especificas para un grupo particular de agentes infecciosos son
seleccionadas, clonadas, sintetizadas y usadas como sondas. Las sondas hibridan con
dianas de DNA o RNA en la muestra clinica. Las sondas de los &cidos nucleicos
pueden ligar con alta especificidad secuencias complementarias de un acido nucleico

diana y son capaces de identificar organismos por encima y por abajo del nivel de
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especie. Las sondas marcadas con enzimas, mitades antigénicas o
quimioluminiscentes, o radioisdtopos son detectadas por sistemas automatizados
prontamente. La sensibilidad del método varia directamente con el tamafio y
composicion de la sonda como con la naturaleza de la muestra original. La
identificacion de organismos en cultivos puros es, generalmente, es mas correcta que
la deteccion de organismos en muestras clinicas (Tang y Persing, 1999). Han sido
descritas un numero de sondas de DNA comercialmente preparadas para la
identificacion de agentes infecciosos (Drake y cols., 1987; Granato y Franz, 1990;

Kiviat y cols., 1990; Hall y cols., 1992; Lewis y cols., 1993).

La hibridacion con sondas puede ser utilizada para demostrar la relacion
genética en el DNA de diferentes microorganismos. En el laboratorio de diagndstico,
las sondas de DNA han sido empleadas para la confirmacion de los resultados
obtenidos por cultivo como una alternativa a los métodos convencionales, que
requieren mucho tiempo o son muy laboriosos. También son utilizadas para la
deteccion de microorganismos exigentes directamente en muestras clinicas

(Koneman y cols., 1999).

1.7.9.b.- Amplificacion de genes: PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica altamente
sensible por medio de la cual secuencias de DNA o RNA que se encuentran en
cantidades muy pequefias se pueden amplificar enzimaticamente de un modo tal que
es posible disponer de una cantidad de material suficiente para alcanzar una “sefial”
umbral detectable (Persing, 1991); se usa para amplificar la region diana: un espacio
interno transcrito del DNA ribosomal (Irobi y cols., 1999). El impetu para el
desarrollo de esta nueva tecnologia surgid a partir de investigaciones bdsicas
realizadas por Mullis, en 1985, y otros cientificos que trabajaban en la Corporaciéon
Cetus en el Departamento de Genética Humana de Emerysville, California (Mullis y
cols., 1987; Ehrlich y cols., 1988; Saiki y cols., 1988; Mullis, 1990). La técnica
puede ser utilizada para detectar cantidades muy pequefias de acido nucleico
especifico en muestras clinicas, en las cuales se piensa que agentes bacterianos,

viriales o fingicos tienen un papel causal. La base fundamental de esta tecnologia es
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que cada agente infeccioso causante de una enfermedad posee una secuencia
caracteristica propia” en su composicion de DNA o RNA por medio de la cual puede
ser identificado. La PCR es un método por el cual se realizan in vitro repetidos ciclos
de sintesis, dirigida por oligonucleotidos, de estas secuencias propias de DNA

(Koneman y cols., 1999).

En los laboratorios de investigacion se desarrollan métodos moleculares para
la deteccion directa de C. albicans en muestras clinicas, para estudios
epidemiologicos y para el diagndstico de la enfermedad invasora. Holmes y
colaboradores (Holmes y cols., 1994) describieron una técnica de amplificacion de
PCR para la deteccion de C. albicans en muestras clinicas mediante cebadores
complementarios para el rDNA 5S extraido y la regioén espaciadora no transcripta

adyacente en el DNA cromosomico de la levadura.

La PCR se realiza con un “soporte caliente” automatizado y computarizado
denominado ciclador térmico (Perkin-Elmer Corp, Norwalk, CT). Los “ingredientes”
necesarios para la reaccion —el dsDNA de interés, los oligonucleotidos “iniciadores”
de cadena simple, el desoxinucledtido trifosfato (marcado con *°P) y la DNA
polimerasa Tag- se disponen juntos en un pequeiio vial, que a su vez se ubica en el
soporte. El ciclador térmico es capaz de elevar, mantener y enfriar la temperatura de
los viales de un modo que permite la desnaturalizacion inicial del DNA y que luego
ocurran ciclos repetidos de sintesis y desnaturalizacion del DNA. El paso inicial de
desnaturalizacion “funde” el dsDNA entre los 95 y los 100 °C. Los oligonucleotidos
“iniciadores” de cadena simple que flanquean la secuencia de DNA de interés (la que
necesita ser amplificada) se unen a los filamentos de DNA desnaturalizado durante
un paso de enfriamiento. La extension de los iniciadores por sintesis de DNA se
realiza por una polimerasa Tag termoestable. La repeticion secuencial de la
desnaturalizacion por calor-unién del iniciador y de la reaccion de extension a partir
del iniciador determina la amplificacion de las secuencias de DNA localizadas entre

los iniciadores (Koneman y cols., 1999).

La deteccion de los productos finales de una PCR suele realizarse por

separacion electroforética de los componentes de la muestra final amplificada en
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geles de agarosa o poliacrilamida, seguida por una tincidon del gel en la solucion
buffer de migracion. La separacion en el gel se puede visualizar en un
transiluminador de radiacion ultravioleta de corta longitud de onda, que compara las
bandas separadas con aquellas obtenidas en una corrida estandar realizada en
paralelo. Las secuencias blanco de DNA o RNA que han sido amplificadas también
se pueden detectar mas especificamente por hibridacion del DNA amplificado con
una sonda sintética marcada que asea complementaria a toda o a una parte de la

secuencia amplificada del DNA (Koneman y cols., 1999).

1.7.9.c.- Amplificacion basada sobre la transcripcion.

Kwoh y colaboradores (Kwoh y cols., 1989) describieron en 1989 un método
denominado amplificaciéon basada sobre la transcripcion, que ha sido llamado
NASBA (amplificacion basada en la secuencia de 4acido nucleico) o 3SR (replicacion
autosustentable de secuencias). La técnica de 3SR tiene su maxima utilidad en la
amplificacion de ssSRNA mas que en la de DNA. En esta estrategia, se sintetiza en
primer lugar el DNA complementario a una secuencia blanco de RNA; este DNA es
luego utilizado como un templado para la transcripcion. La técnica de 3SR usa tres
enzimas en la mezcla de reaccion: una transcriptasa inversa (TR, purificada del virus
de la mieloblastosis aviaria), RNAasa H (de E. coli) y la RNA polimerasa DNA-
dependiente del bacteriofago T7 (Koneman y cols., 1999).

1.7.9.d.- Amplificacion por desplazamiento de la cadena (SDA).

Esta técnica explota el hecho de que, luego de un corte en una de las cadenas
de dsDNA por una endonucleasa de restriccion especifica de sitio, la DNA
polimerasa puede unirse y sintetizar una copia complementaria del ssDNA; la cadena
cortada es desplazada por la cadena que se copia durante el proceso de sintesis de
DNA. La incorporaciéon de nucledtidos a-tio sustituidos en la mezcla de reaccion
vuelve a las cadenas recién sintetizadas resistentes a los cortes por endonucleasas de
restriccion. Moléculas de DNA cadena doble que poseen una cadena a-tio sustituida
solo pueden ser cortadas por enzimas de restriccion en la “cadena nativa”, de modo

que el ssDNA que es desplazado durante el proceso de copia puede actuar luego
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como molde para la uniéon de un iniciador y la extension de cadenas de nucledtidos.
El corte de una cadena simple y la polimerizacion siguiente y el desplazamiento de la
cadena siguen ocurriendo debido a la regeneracion continua de sitios de corte

inalterados en las moléculas duplex (Koneman y cols., 1999).

1.7.9.e.- Reaccion en cadena de la ligasa o LCR.

Esta técnica de amplificacion de la sonda descrita por vez primera en 1989
por Wu y Wallace (Wu y Wallace, 1989), se caracteriza por que el blanco de DNA
cadena simple se incuba con sondas de oligonucle6tidos que se unen extremo a
extremo al blanco. Luego, una DNA ligasa termoestable “liga” o une entre si a las
dos sondas (Barany, 1991). El duplex resultante se calienta y causa la
desnaturalizacion y la separacion del ssDNA blanco y las sondas ligadas. Las sondas
ligadas y el blanco se unen nuevamente a secuencias sonda extremo a extremo,
seguido por un ligado para la formacién de otro duplex. Estos pasos se repiten
muchas veces. La acumulacion geométrica de los productos del ligamiento genera la
amplificacion de la sonda. La uniéon de grupos funcionales (biotina, enzimas) a las
sondas determina el marcado de los productos ligados a la sonda, lo cual permite

detectarlos (Koneman y cols., 1999).
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1.7.10.- TECNICA DE IDENTIFICACION BASADA EN LA INHIBICION
DEL CRECIMIENTO.

1.7.10.a.- Microring YT®.

El Microring YT® (Medical Wire and Equipment Co Ltd. Corsham, Reino
Unido) es un sistema comercial para la rdpida identificacion de aislamientos de
levaduras clinicas, en un periodo de 24 a 48 h. Se trata de un sistema basado en la
inhibicion selectiva del crecimiento fungico por colorantes y otros reactivos
quimicos, como: verde janus, bromuro de etidio, clorhidrato de trifenil tetrazolio,
verde brillante, cicloheximida y rodamina 6G, que impregnan una serie de discos de
papel de filtro de 6 mm de didmetro. El patrén de crecimiento y de inhibicion
producidos proporciona un codigo de seis digitos que puede ser comparado con una
tabla que suministra el fabricante (Ridgway y Allen, 1991; McGowan y Mortensen,
1993; Torres-Rodriguez y cols., 1994).



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

II.- MATERIAL Y METODOS.-

I1.1.- PROCEDENCIA DE LAS LEVADURAS.

De las 537 levaduras ensayadas en el estudio, 484 (90,13 %) procedian en su
mayor parte de muestras clinicas de distintas localizaciones organicas remitidas al
Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) (HUC).
Se utilizaron muestras obtenidas de pacientes atendidos en consultas externas asi
como en diferentes areas de hospitalizacion, durante el periodo comprendido entre
los afios 1997 a 1999. Las 53 (9,87 %) levaduras restantes fueron remitidas a nuestro
Servicio desde otros hospitales con el fin de completar el espectro de las principales

especies del género Candida de mayor relevancia clinica.

Asi mismo se ensayaron cepas de referencia procedentes de colecciones

internacionales “American Type Culture Collection” (ATCC).
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I1.2.- LEVADURAS AISLADAS EN EL HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE CANARIAS.

Del total de 461 muestras, se obtuvieron 484 aislados distintos debido a la
aparicion de 22 cultivos mixtos, a partir de los que se pudieron aislar dos o mas
especies. El 59,7 % de las muestras correspondieron a mujeres y el 38 % restante a
varones, no existiendo informacién para el 2,3 % por no ser remitidos los datos del
paciente desde el Servicio de origen. En la tabla XIII y figura 1 se presentan los

resultados globales, expresados en nimeros absolutos y correspondiente porcentaje.

Tabla XIII. Distribucion segun sexo.

Frecuencia (n) | Porcentaje (%)

Mujer 289 59,7
Varon 184 38
Desconocido 11 2,3

Total 484 100
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FIGURA 1
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I1.2.1.- FRECUENCIA DE LOS AISLADOS EN CULTIVOS MIXTOS.

En las tablas XIV y XV quedan reflejados, respectivamente, los Servicios de
los que procedian los cultivos mixtos asi como su procedencia. En este sentido, se
observa que fue el Servicio de Dermatologia (45,5 %) el que remitid6 un mayor
nimero de muestras de este tipo. A éste, le siguieron el de Ginecologia (22,7 %),

Hematologia, Neumologia y U.V.I con el 9,1 % y Cirugia general con el 4,5 %.

De los 22 cultivos mixtos, y segun el tipo de muestra, un 40,9 % correspondid
a ufias; el 27,3 % a muestras vaginales; el 9,1 % a muestras respiratorias y un 4,5 % a

otras muestras (catéter, coprocultivo, exudado orofaringeo, orina y piel).

Tabla XIV. Distribucion por Servicios de los cultivos mixtos.

Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Dermatologia 10 45,5
Ginecologia 5 22,7
Hematologia 2 9,1
Neumologia 2 9,1
U.V.L 2 9,1
Cirugia General 1 4,5

Total 22 100

U.V.I. Unidad de vigilancia intensiva.
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Tabla XV. Distribucion segiin procedencia organica de los cultivos mixtos.

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Uiias 9 40,9
Vaginal 6 27,3
Muestras respiratorias 2 9,1
Catéter 1 4.5
Coprocultivo 1 4,5
Exudado orofaringeo 1 4,5
Orina 1 4,5
Piel 1 4,5

Total 22 100
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I1.2.2.- DISTRIBUCION DE AISLADOS SEGUN EL SERVICIO.

En la tabla XVI se muestran las levaduras aisladas, expresadas en nlimero y
porcentaje segun el Servicio de origen de las diferentes muestras correspondientes al
HUC. Ginecologia fue el Servicio que remitié un mayor nimero de muestras (21,1
%), siguiéndole el de Dermatologia (17,8 %), U.V.IL. (12,6 %); Medicina Interna (9,5
%); Hematologia (8,1 %); Cirugia general (5,6%). El resto de las levaduras procedio
de otros servicios con una proporcion inferior a 5 %, siendo el de Cirugia Vascular y
Reumatologia los servicios que menor nimero de muestras remitieron al laboratorio
para su posterior procesamiento (Figura 2 y figura 3). Se desconoce el Servicio de
origen en un 3,7 % de los aislados obtenidos, por no remitirse los datos completos

requeridos para el estudio adjunto a la muestra recibida.
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Tabla XVI. Distribucion y frecuencia de las cepas aisladas segun el servicio.

Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Ginecologia 100 21,1
Dermatologia 86 17,8
U.V.L 61 12,6
Medicina Interna 46 9,5
Hematologia 39 8,1
Cirugia general 27 5,6
Nefrologia 22 4,5
Neonatologia 17 3,5
U.C.S.L 13 2,7
Neumologia 7 1,4
Neurocirugia 6 1,2
Pediatria 6 1,2
Oncologia 5 1
COT 4 0,8
Radioterapia 4 0,8
U.C.L. 4 0,8
Digestivo 3 0,6
Laboratorio Bacteriologia 3 0,6
Urologia 3 0,6
Cirugia plastica 2 0,4
Neumologia infantil 2 0,4
ORL 2 0,4
UCI-pediatrico 2 0,4
Cirugia vascular 1 0,2
Reumatologia 1 0,2
Desconocido 18 33

Total 484 100

COT., Cirugia Ortopédica y Traumatologia; U.C.I., Unidad Coronaria Intensiva;
U.C.S.1.,, Unidad de Cuidados Semi Intensivos; U.V.I., Unidad de Vigilancia

Intensiva
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FIGURA 2
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I1.2.3.- DISTRIBUCION Y FRECUENCIA DE AISLADOS SEGUN SU
PROCEDENCIA ORGANICA.

En la tabla XVII figuran los valores absolutos y porcentuales de los aislados
segun la procedencia orgéanica de las muestras remitidas. El porcentaje mas elevado
de muestras clinicas procesadas correspondi6 a las de procedencia vaginal (22,3 %),
seguidas de los urinocultivos (19,4 %), udas (15,7 %), hemocultivo (11,8 %),
exudado de herida (7,8 %), coprocultivo (5,2 %), catéteres (4,5 %) y muestras
respiratorias (4,3 %). Nos encontramos ante porcentajes inferiores al 4,5 % y, por lo
tanto, mas reducidos, de muestras de liquido cefalorraquideo (L.C.R.) (1,9 %), piel
(1,6 %), exudado orofaringeo (1%) y liquido peritoneal (1 %). El resto se presentaron
en una frecuencia inferior al 0,5 % (Figura 4). En el 1,9 % de las muestras se

desconocia su procedencia organica.

Tabla XVII. Distribucion de las muestras clinicas segin la procedencia

organica.
Tipo de muestra Frecuencia (n) Porcentaie (%)
Vaginal 108 223
Orina 94 19,4
Uiias 76 15,7
Hemocultivo 57 11,8
Exudado herida 38 7,8
Coprocultivo 25 5,2
Catéter 22 4.5
Muestras respiratorias 21 43
L.C.R. 9 1,9
Piel 8 1,6
Exudado orofaringeo 5 1
Liquido peritoneal 5 1
Exudado gastrico 2 0,4
Liquido pleural 2 0,4
Otros liquidos corporales 2 0,4
Liquido sinovial 1 0,2
Desconocido 9 1.9

Total 484 100

L.C.R., Liquido Cefalorraquideo
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FIGURA4
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I1.2.4.- OTRAS CEPAS ENSAYADAS EN EL ESTUDIO: C. DUBLINIENSIS
Y C. LUSITANIAE.

Un total de 53 cepas de C. dubliniensis (n=38) y C. lusitaniae (n=15) fueron
cedidas por otros hospitales, con el fin de poder ampliar el espectro de las especies
del género Candida y completarlos con patdogenos emergentes y especies de nueva
descripcion (C. dubliniensis) no aisladas en nuestro medio hospitalario hasta ahora, o
bien, aisladas e una reducida proporcion como es el caso de C. lusitaniae. En la tabla
XVIII se recoge el origen geografico de los hospitales que cedieron las cepas de C.
dubliniensis para ser incluidas en este estudio. La procedencia geografica de las
mismas correspondio a Bilbao (60,5 %), repartiéndose el resto entre Dublin (18,4 %),
Granada (8 %), Santander (5,3 %), Barcelona, Brasil e Italia (2,6 %). Por otro lado,
todas las cepas de C. lusitaniae (n=15) procedian de Bilbao (figura 5).

Asimismo, se desconoce (28,3 %) la procedencia organica de las muestras de
C. lusitaniae, mientras que las de C. dubliniensis se distribuyen entre el 45,3 % de
muestras respiratorias, 22,6 % de muestras vaginales y 3,8 % de exudado

orofaringeo. Tabla XIX y figura 6.
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Tabla XVIII. Procedencia de las cepas de C. dubliniensis.

Procedencia Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Bilbao 23 60,5
Dublin 7 18,4
Granada 3 8
Santander 2 5,3
Barcelona 1 2,6
Brasil 1 2,6
Italia 1 2,6

Total 38 100
Tabla XIX. Procedencia organica.

Origen Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Muestras respiratorias 24 45,3
Vaginal 12 22,6
Exudado orofaringeo 2 3,8
Desconocido 15 28,3

Total 53 100
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11.2.5.- CEPAS DE REFERENCIA ENSAYADAS.

Se han utilizado 11 cepas de referencia procedentes de colecciones
internacionales de cultivos tipo, de la “American Type Culture Collection” (ATCC),
para establecer la reproducibilidad de los métodos de identificacion incluidos en este
trabajo (Tabla XX). Se han realizado identificaciones de estas cepas tres veces

durante tres dias diferentes por las diferentes técnicas utilizadas.

Tabla XX. Cepas de referencia utilizadas en el ensayo.

Referencia Identificacion
ATCC 200950 Candida lusitaniae
ATCC 200952 Candida lusitaniae
ATCC 200953 Candida lusitaniae
ATCC 20959 Candida lusitaniae
ATCC 42720 Candida lusitaniae
ATCC 64125 Candida lusitaniae
ATCC 66035 Candida lusitaniae
ATCC 90028 Candida albicans
ATCC 6258 Candida krusei
ATCC 22019 Candida parapsilosis

ATCC 90018 Candida parapsilosis
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I1.3.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS CLINICAS.

Las muestras clinicas remitidas al servicio de Microbiologia fueron
procesadas por el personal del mismo siguiendo los protocolos estandar de trabajo
establecidos por el propio servicio. Las muestras que, a partir de los cultivos en
medios de Sabouraud, Agar-Sangre o Agar-Corazon-Cerebro, se identificaron por
medio de la tincion de Gram, como formas levaduriformes, nos son remitidas,

iniciando nosotros a partir de los cultivos la identificacion de las levaduras.

I1.4.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LEVADURAS
DEL GENERO CANDIDA.

11.4.1.- MEDIOS DE CULTIVOS UTILIZADOS.

a) Medio solido de SABOURAUD con antibidtico

Es un medio de aislamiento no selectivo utilizado en Micologia compuesto
por glucosa, 20 g; peptona, 10 g; agar, 15 g; cloranfenicol, 0,5 g; agua destilada, 11.
Para su preparacion se prepara la disolucion hasta la fusion del agar completandose
el volumen de agua hasta 1l. y se deja reposar durante varios minutos, antes de

esterilizar en autoclave a 120 °C durante 20 min (Arévalo, 1989).

b) Medio de SABOURAUD liquido 4cido

Medio de caracteristicas resefiadas anteriormente (glucosa; 20 g., peptona; 10
g., agua destilada 11) que se prepara de forma similar para posteriormente repartir en
4 tubos de 10 ml anadiendo de 1 a 4 gotas de HCL 1,0 N, para obtener un gradiente
de pH acido (Haley 1971; Haley, 1978; Larone, 1995; Fisher y Cook, 1998).
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I11.4.2.- DENSITOMETRO EMPLEADO.

Las medidas de turbidez para la preparacion de los distintos indculos se
realizaron por medio de un densitometro Densimat® (bioMérieux, Marcy-IEtoile,

Francia).

I.43.- PROTOCOLO SEGUIDO EN EL AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DEL GENERO CANDIDA.

Efectuado el aislamiento primario de la levadura, se practicaron métodos
rapidos, como el test de filamentaciébn en suero, para poner de manifiesto
propiedades especificas de Candida albicans, al igual que resiembra en el medio de
cultivo de CHROMagar Candida® para comprobar la existencia de posibles mezclas
de levaduras. A continuacion, se utilizaron las distintas técnicas comercializadas para
corroborar o no la identificacion y para determinar la identificacion hasta nivel de

especie en el caso de resultar negativo el test de filamentacion.

En el esquema 1 se ofrece de forma esquematizada la sistematica de trabajo
seguida para la identificacion de las levaduras procedentes de las muestras clinicas

en nuestro estudio.
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Esquema 1.- Sistematica seguida en el aislamiento e identificacion de levaduras.

‘ ESTUDIO CLINICO ‘

TOMA DE MUESTRAS

EXAMEN DIRECTO PRIMER CULTIVO
Fresco y Gram ’ ‘
Siembra en agar de Sabouraud Siembra en CHROMagar Estduio del crecimiento
a distintas temperaturas
¥
tiempos variables
‘ l
I l l 1
Téenicas especificas C. albicans C. tropicalis C. glabrata C. krusei
para
C. albicans
’ l l l l
Filamentacion en suero Técnicas comercializadas Candida spp.
para
C. albicans
’_l_‘ l
I l 1
C. albicans Candida spp. D2 BactiCard Candida| | CHROMalbicans

l | |

—

C. albicans Candida spp.

i
Técnicas
Comercializadas
l
I l l l l 1
APIID 32C | | MicroScan Vitek RapID Auxacolor | | Krusei color
Yeast
Plus System
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I1.4.4.- METODO DE AISLAMIENTO.

Para aislar las distintas especies de levaduras, se utilizd, la version moderna
del medio glucosa-peptona descrito por Sabouraud en 1849, cuya composicion y
preparacion se ha indicado anteriormente. Se incorpora a este medio 0,5 g de
cloranfenicol, antibiotico de amplio espectro para eliminar las contaminaciones
bacterianas. Por su estabilidad a altas temperaturas puede incorporarse al medio de
cultivo antes de su esterilizacion. Esta propiedad permite reemplazar ventajosamente
la mezcla de penicilina y estreptomicina que habria de anadirse en la superficie de
los medios en el momento de su utilizacion. ElI medio se distribuyo en placas de Petri
(15ml/placa). La siembra de las levaduras se realizd en superficie por agotamiento.
Las placas se incubaron durante 24, 48 y 72 horas a 30, 37 y 42 °C, antes de proceder

a la observacion y estudio del crecimiento.

Macroscopicamente, las levaduras del género Candida desarrollan en el
medio de Sabouraud colonias de color blanco o color crema, brillante o mate
(caracteristica tipica de C. krusei) y generalmente en relieve. Usualmente, presentan
una textura lisa, aunque algunas variedades presentan zonas rugosas, asi como un
olor caracteristico de levadura. En algunas especies aparecen también pseudohifas,
dando a la colonia aspecto estrellado o rizoide. Las diferentes especies de Candida
producen colonias similares, variando en forma y tamafio, siendo posible la

diferenciacion de especies sdlo microscopicamente. (Fotografias 2 y 3).
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Fotografia 2. Colonia de Candida en medio de Sabouraud.

Fotografia 3. Colonias de Candida en medio de Sabouraud. Aislamiento.
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I1.4.5.- TEST DE FILAMENTACION EN SUERO.

En 1969 Taschdjian, Burchall y Kozinn (Taschdjian y cols., 1969)
introdujeron la prueba de la filamentacion de C. albicans cuando crece en suero o
sustitutos. Demostraron que con esta técnica puede identificarse rapidamente y con
fiabilidad la especie C. albicans. Desde entonces, se ha generalizado el uso de este

técnica en los laboratorios médicos microbiolégicos.

El suero empleado se obtuvo en nuestro laboratorio a partir de muestras de
sangre disponibles en el mismo. Esta sangre llega al laboratorio en tubos
Vacutainer® con silicona. Se deja reposar 10 min. para que se retraiga el coagulo.
Posteriormente se centrifuga a una velocidad de 250000 r.p.m. durante 6 min.,
aproximadamente. Finalmente, se separa el suero por decantacion o, en el caso de ser

poca la cantidad disponible, por medio de una pipeta Pasteur.

Se tomd con un asa de platino una porcion de la levadura y se inocul6 en 0,5
ml de suero humano sin sustancias inhibidoras. El suero inoculado se incubd en la
estufa a 37 °C, durante un periodo de tres a cuatro horas, al término del cual se tomo
una gota del sedimento formado en el fondo del tubo para su observacion
microscopica. Se observo al microscopio (x400) y se comprobo la presencia de tubos

germinativos, caracteristica diferencial de C. albicans. (Fotografia 4).
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Fotografia 4. Presencia de tubos germinativos
en C. albicans.
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11.4.6.- CHROMAGAR CANDIDA® (PARIS, FRANCIA).

El CHROMagar Candida® es un medio de cultivo diferencial que facilita el
aislamiento y la identificacion presuntiva de algunas especies clinicamente
importantes, como C. albicans, C. krusei, C. tropicalis y C. glabrata, ademas de la
diferenciacion de poblaciones de levaduras por la morfologia por el contraste de los
colores de las colonias producido por la reaccién de enzimas especificas de distintas
especies con un sustrato cromogénico. Este medio facilita el reconocimiento de
mezclas de cultivos de levaduras (Odds y Bernaerts, 1994; Doleans, 1994; Freydiére
y Gille, 1994; Beighton y cols., 1995; Louwagie y cols., 1995; Anson y Allen, 1997;
Bernal y cols., 1996; Baumgartner y cols., 1996; Bouchara y cols., 1996; Freydiére,
1996; Pfaller y cols., 1996; San Millan y cols., 1996; Casal y cols., 1997; Houang y
cols., 1997; Freydiére y cols., 1997; Garcia-Martos y cols., 1997; Ainscough y
Kibbler, 1998; Garcia-Martos y cols., 1998; Giusiano y Mangiaterra, 1998; Merlino
y cols., 1998; Powell y cols., 1998; Hoppe y Frey, 1999; Koehler y cols., 1999;
Willinger y Manafi, 1999).

A.- Composicion del medio.

El medio de CHROMagar Candida® estd compuesto, por litro, de peptona
(10 g); glucosa (20 g), agar (15 g), cloranfenicol (0,5 g) y mezcla cromogénica (2 g).
Se suministra en forma de polvo blanco y se prepara atendiendo a las instrucciones
del fabricante, para lo que se disolvieron 43,5gr de polvo en un litro de agua
destilada, y se llevo hasta ebullicion con agitacion continua, hasta su completa
disolucion. El medio, que no requiere de esterilizacion por autoclave, se dispenso en

placas de Petri una vez se haya dejado enfriar.

B.- Técnica.

Las levaduras son cultivadas en agar de Sabouraud previamente y mantenidas
a 30 6 37 °C, tras 24 / 48 h, dependiendo del tiempo que cada levadura requiera para
crecer, se siembran en CHROMagar Candida® y se incuban a 37 °C, examinandose

pasados entre uno y dos dias de incubacion.
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C.- Lectura e interpretacion.

Después de 24 h de incubacion a 30 6 37 °C, el crecimiento de las levaduras
ensayadas y el color de las colonias desarrollado no son consistentes, por lo cual la

lectura del color se realizo después de las 48 h de incubacion.

C. albicans desarrolla colonias de color verde; C. tropicalis se identifica con
un distintivo color central azul-gris oscuro y un halo puarpura alrededor. Por otro
lado, C. glabrata presenta colonias de color marrén; C. krusei forma colonias rosa-
purpura, con aspecto rugoso. También se puede identificar, aunque de forma no tan
especifica, C. parapsilosis, que se presenta normalmente en forma de colonias
blancas. El color de Trichosporon sp. es distintivo, pero variable, formando colonias
de color verde-gris. El resto de las especies se distinguen con un color variable que
va desde una tonalidad rosa a purpura, cambiando a las 72 h de incubacion.

(Fotografia 5).
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Fotografia 5. Desarrollo de las colonias de las especies del género Candida en

Chromagar Candida®
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11.4.7.- ALBICANS ID2® (MARCY L’ETOILE, FRANCIA)

Albicans 1D2® (BioMérieux®, Marcy ['Etoile, Francia) es un medio
selectivo de aislamiento que soporta el crecimiento de todas las especies de levadura,
incluidas las del Cryptococcus neoformans, Sacharomyces cerevisiae, etc. Contiene
un sustrato cromogénico (5-bromo-4-cloro-3-indolil-N-acetil-3-D-glucosaminida)
que es especifico para una hexosamidasa que permite la identificacion répida y
especifica de las colonias de C. albicans sobre la base de su color azul (Contreras y

cols., 1996).

A.- Composicién del medio.

Formula tedrica en g/l de agua purificada.

Extracto de levadura

Extracto de malta...........coooeiiiiiiiiiiiee 6
DIOCASAR .......uvvieiieiiiee e e 4,5
Sustrato cromogénico (hexosamina) ...........cccceeeeveerieerueenneenen. 5
Gentomicina SUlfato .........ooovvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 0,07
CloranfeniCol........coooviiviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 0,1
YN . | USRS 0,05
PH e e 6,7
B.- Técnica.

Albicans 1D2® esta disefiado para detectar levaduras por inoculacion directa
de muestras patologicas en placas (escobillones de boca, vagina o recto, muestras de
heces, pus, piel, escamas, orina, etc.) con el uso de técnicas de rutina. La temperatura

de incubacion de las placas es de 30 6 37 °C entre 24 y 48 h.

C.- Lectura e interpretacion.

Las placas pueden interpretarse facilmente a simple vista, sin necesidad de

ningun otro reactivo o equipo. Las colonias desarrolladas tienen una forma redonda,
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lisa, ligeramente abovedada, con un borde claramente definido. La coloracion
azulada de una colonia evidencid la presencia C. albicans. Esta pigmentacién no se
difunde dentro del medio y varia de azul palido al oscuro segun el tiempo de

incubacion. Otras especies de levaduras tienen un color blanco-cremoso.
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11.4.8.- CHROMALBICANS® (MILANO, ITALIA)

El CHROMalbicans® (Biolife®, Milano, Italia) es un medio selectivo,
debido a la presencia de cloranfenicol y gentamicina, y cromogénico especifico para

el aislamiento de levaduras y la inmediata identificacion de C. albicans.

A.- Composicién del medio.

Factores de crecimiento 18,50 g/It
Cloranfenicol 0,05 g/lt
Gentamicina 0,10 g/lt
Triptona 20,00 g/1t
Glucosa 1,00 g/It
Agar 13,00 g/lt
Sustrato cromogénico 0,10 g/lt

El medio se preparé suspendiendo 52,75 g en 11 de agua destilada. Se agit6
hasta la completa disolucion y se pone en el autoclave a 115 °C durante 15 minutos.

Se enftrio hasta 50 °C y se distribuye en placas de Petri. El pH final es de 6,0 +/- 0,2.

B.- Técnica.

Las muestras patoldogicas se inocularon directamente el agar
CHROMalbicans®. La presencia de sustrato cromogénico en el medio permite poner

en evidencia la actividad enzimatica de C. albicans.

C.- Lectura e interpretacion.

El crecimiento de C. albicans se visualizd por la apariciéon de colonias de
color azul o azul verdoso después de la incubacion a 37 °C durante 24 a 48 h. Otras
especies del género Candida crecieron desarrollando colonias de color blanco.

(Fotografia 6).
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Fotografia 6. Desarrollo de las colonias de C. albicans en CHROMalbicans Agar®
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11.4.9.- BACTICARD™ CANDIDA® (KANSAS, USA).

El método Bacticard™ Candida® (Remel®, Kansas, USA) es una técnica
utilizada para la identificacion presuntiva de C. albicans por medio de la deteccion
de la actividad de dos enzimas (L-prolina aminopeptidasa y Beta-galactosaminidasa)
(Remel, 1993). Incorpora dos reactivos diferentes como son la L-Prolina-Beta-
naphtilamida (PRO) 'y la  4-Metilumbeliferil-N-acetil-pB-D-galactosaminida
(MUGAL)

A.- Técnica.

El método consistid en rehidratar cada uno de los circulos que compone la
prueba con una gota de fluido rehidratante e inocular con un aplicador una cantidad
de la especie a identificar. Se dejo incubar a temperatura ambiente durante 5 min. y a
continuacion se afiadié una gota de revelador de color al circulo de PRO y se observo
durante 30 seg. el color desarrollado y una gota del reactivo Candida MUGAL al
circulo MUGAL, resultado que se observo en una habitacion a oscuras con una

pantalla de luz ultravioleta.

B.- Lectura e interpretacion.

C. albicans produce una reaccion positiva para PRO y MUGAL, es decir,
desarrolla color rojo y azul brillante fluorescente, respectivamente. Otras especies de
levaduras pueden producir reacciones positivas para PRO 6 para MUGAL, pero no

para ambas. (Fotografia 7).
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Fotografia 7. Bacticard Candida

-

MUGAL

BactiCard™
Candida
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11.4.10.- KRUSEI COLOR® (FRANCIA)

El método de Krusei color® (Fumouze®) es facil y rapido de usar para
identificar las colonias de Candida krusei directamente de los diferentes cultivos
(Bignardi y cols., 1991; Carlotti y cols., 1994; Robert y cols., 1994; Samaranayake y
Samaranayake, 1994; Samaranayake y cols., 1994; Iween y cols., 1995; Freydiére y
cols., 1997; Catalogo Laboratorios Fumouze, 1995).

A.- Técnica.

Las colonias para la realizacion del ensayo se obtuvieron directamente de
cultivos primarios de 24 a 48 aparecidos en cualquier método (agar de Sabouraud,
CHROMagar Candida®, Albicans ID®,...), o de las colonias reaisladas a partir del

medio solido de Sabouraud.

Previamente a la realizacion de la identificacion de las colonias se estabilizo
la temperatura del reactivo Krusei-color® a la temperatura ambiente. Posteriormente
se homogeniz6 la suspension de latex. Se dispensd, a continuacién, una gota del
reactivo en un circulo de la cartulina y con una pipeta Pasteur se extrajeron 2 ¢ 3
colonias. Estas colonias se disociaron en una gota de reactivo y se extendieron
completamente por toda la superficie del circulo, hasta que la suspension fue
homogénea. Se balance6 la cartulina con un movimiento rotatorio y se observa la

existencia de aglutinamientos de color rojo en un tiempo de 5 min.

B.- Lectura e interpretacion.

La reaccion se considerd positiva cuando aparecid aglutinacion roja,
identificandose la especie desconocida como C. krusei. La reaccion fue negativa
cuando no se produce aglutinacion. La suspension mantiene su original aspecto

homogéneo.
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11.4.11.- API ID 32 C® (MARCY-I'ETOILE, FRANCIA)

La galeria ID 32 C® es un sistema de identificaciéon que se compone de 32

cupulas que contienen cada una un sustrato carbonado deshidratado (bioM¢érieux,

1998). (Fotografia 8).

Sustratos carbonados:

Sorbitol (SOR)
D-xylosa (XYL)
Ribosa (RIB)
Glicerol (GLY)
Ramnosa (RHA)
Palatinosa (PLE)
Eritritol (ERY)
Melibiosa (MEL)
Glucuronato (GRT)
Melezitosa (MEL)
Gluconato (GNT)
Levulinato (LVT)
Glucosa (GLU)
Sorbosa (SBE)
Glucosamina (GLN)
Esculina (ESC)

A.- Composicién del medio.

Sulfato de amonio
Fosfato monopotasico
Fosfato dipotasico
Fostfato disodico
Cloruro de sodio
Cloruro de calcio

Sulfato de magnesio

Galactosa (GAL)

Actidiona (ACT)

Sacarosa (SAC)
N-acetil-D-glucosamina (NAG)
DL-Lactato (LAT)
L-Arabinosa (ARA)
Celobiosa (CEL)

Rafinosa (RAF)

Maltosa (MAL)

Trehalosa (TRE)
2-ceto-D-gluconato (2KG)
a-metil-D-glucosido (MDG)
Manitol (MAN)

Lactosa (LAC)

Inositol (INO)

Control (O)

g
0,31 g
045 ¢
092 ¢
0,1 g
0,05 g
02 g
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Histidina 0,005 g
Triptéfano 0,02 g
Metionina 0,02 g
Agar 0,5 g
Solucion de vitaminas 1 ml
Solucion de oligoelementos 10 ml
Agua desmineralizada 1 1
pH final 6,5-6,7

B.-Técnica.

Se prepar6 a partir de colonias idénticas del medio de aislamiento una
suspension en un tubo con 2 ml de agua destilada sin aditivo, con una turbidez igual
al patron 2 de McFarland. Se transfirieron 250 pl (5 gotas de pipeta de Pasteur) de la
suspension al medio base o ampolla de “C Medium”. Se homogenizé evitando la
formacion de burbujas. Se procedi6 a la inoculacion de la galeria dispensando 135 pl
de “C Medium” a cada cupula. Se tapd la galeria y se incub6 a 30 °C durante 24-48
h.

C.- Lectura e interpretacion.

o Automatica por medio del sistema ATB.

o Visual, comparando con el control O y sumando los valores
correspondientes a los resultados positivos obteniéndose un perfil numérico en cada

grupo. La identificacion de la levadura se llevo a cabo utilizando el ID 32 C Index.
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Fotografia 8. API ID 32C
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11.4.12.- VITEK YEAST BIOCHEMICAL CARD® (HAZELWOOD, MO,
USA)

El Vitek Yeast Biochemical Card ® (YBC) (bioMerieux Vitek, Inc.,
Hazelwood, Mo) es un sistema automatizado util en la rapida identificacion de
levaduras (48 h) clinicamente importantes. Consiste en una tarjeta de plastico con 30
pocillos, 26 de los cuales son pruebas bioquimicas convencionales y 4 controles
negativos. Se usa en conjunciéon con un sistema automatizado, que incluye un
ordenador programado, incubador lector, modulo envase, modulo sellador y la
impresora (El-Zaatari y cols., 1990; Liao y cols., 1992; Dooley y cols., 1994; Fenn y
cols., 1994; Latouche y cols., 1997; Schulz y cols., 1997; Verweij y cols., 1999;
Wadlin y cols., 1999).

A.- Técnica.

Se tomaron colonias procedentes de un aislamiento primario de 24 o 48 h en
medio solido de Sabouraud. Las suspensiones se obtuvieron en 1,8 ml de solucion
estéril de 0,45 % de NaCl y con una turbidez equivalente al patron 2 de la escala de
McFarland. Cada in6culo se regulariz6 con un colorimetro Vitek (450 nm y 46-56 %
de transmitancia, correspondiente al grado 2 de la escala de McFarland). Las
suspensiones se inocularon en las tarjetas a través del modulo de envase y selladas a

continuacion, incubandose a 30 °C durante 24 o 48 h, dependiendo de las lecturas.

B.- Lectura e interpretacion.

Las tarjetas fueron leidas por el mddulo incubador lector. La identificacion se
baso en la conversion de los resultados del método bioquimico en bicddigos de nueve
digitos, analizados por el ordenador de Vitek. Una identificacion aceptable resulta

cuando se obtiene probabilidad superior o igual al 85%.
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11.4.13.- AUXACOLOR® (MARNE-LA-COQUETTE, FRANCIA)

El Auxacolor ® (Sanofi Diagnostics Pasteur, Marne-la-Coquette) es un
sistema de identificacion basado en el principio de asimilacion de azicares. El
crecimiento de las levaduras se visualiza por el cambio de color de un indicador de
pH (Korth y Pulverer, 1971; Huppert y cols., 1975; Cooper y Silva-Hunter, 1985;
Lavarde y cols., 1990; Dupont y cols., 1991; Davey y cols., 1995; Fricker-Hidalgo y
cols., 1995; Hantschnke, 1996; Willemsen y cols., 1997; Buchaille y cols., 1998;
Sheppard y cols., 1998; Campbell y cols., 1999; Paugam y cols., 1999; Sheppard y
cols., 1999; Verweij y cols., 1999; Sanofi Pasteur).

A.- Técnica.

El indculo se preparé a partir de levaduras crecidas en un medio de
Sabouraud de 24 o 48 h, con una opacidad equivalente al control de turbidez
suministrado por el fabricante. Se homogenizé la suspension utilizando la
micropipeta (o vortex), aspirando y expulsando el contenido del vial varias veces. Se
distribuyeron 100 pl en cada pocillo de la microplaca. La galeria se cubrio

posteriormente con una hoja adhesiva y se incuba durante 24 6 48 h en estufa 30 °C.

B.- Lectura e interpretacion.

Se utilizaron 15 sustratos de caracteristicas bioquimicas para la identificacion

que estan agrupadas en tripletas para obtener una puntuacién numérica.

Glucosa Galactosa Inositol Adonitol Arabinosa
Maltosa  Lactosa Celobiosa Melezitosa Actidiona

Sacarosa Rafinosa  Trehalosa Xilosa Fenoloxidasa
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La lectura de los resultados se realizo aplicando un baremo de puntos de cero
para cada reaccion negativa y a la reaccién positiva se le asigna una puntuacion
relacionada con su posicion en la tripleta. Asi “1” para la posicion 1; “2” para la
posicion 2 y “4” para la posicion 3. De la suma de las tres puntuaciones se obtiene
una cifra de perfil numérico de 5 digitos, que se interpretd en el cédigo suministrado

por el fabricante (Sanofi Pasteur). (Fotografia 9).
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Fotografia 9. Auxacolor
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11.4.14.- RAPID YEAST PLUS SYSTEM® (NORCROSS, GA., USA)

El RapID Yeast Plus System es un sistema consistente en 18 sustratos
convencionales y cromogénicos para la identificacion de levaduras: glucosa (GLU),
maltosa (MAL), sucrosa (SUC), trehalosa (TRE), rafinosa (RAF), hidrélisis del ester
de 4cido graso (LIP), p-nitrofenil-N-acetil-3-D-galactosaminida (NAGA), p-
nitrofenil--D-glucosido (aGLU), p-nitrofenil- 3-D-glucosido (BGLU), o-nitro-fenil-
3-D-galactosido (ONPG), p-nitrofenil-&-D-galactosido (aGAL), p-nitrofenil- B-D-
fucosido (BFUC), p-nitrofenil-fosfato (PHS), p-nitrofenil-fosforilcolina (PCHO),
urea (URE), prolina B-naphthilamida (PRO), histidina B-naphthilamida (HIS),
leucilglicil B-naphthilamida (LGY) (Marler y Eriquez, 1995; Kitch y cols., 1996;
Buchaille y cols., 1998; Espinel-Ingroff y cols., 1998; Heelan y cols., 1998; Smith y
cols., 1999; Verweij y cols., 1999; Wadlin y cols., 1999; Innovative Diagnostic
Systems, Catalog #1-1007).

Reactivos necesarios:

1.- Reactivo A

Buffer 2 %
Hidroxido de potasio 0,5 %

2.- Reactivo B

3-fenil-4-metilaminoacroleina 0,06 %

Acido hidroclérico 0,08 %

Acido acético 1,60 %

Detergente 1 %
A.- Técnica.

Se procedié a la preparacion de un indculo de 2ml a partir de levaduras con
suficiente crecimiento sembradas en agar de Sabouraud 48 h antes e incubadas a 30
°C, que se suspendieron en el fluido de inoculacion de RapID con una turbidez visual
equivalente al patron 3 de la escala de McFarland. Se homogenizé con la ayuda del

vortex. Cada inoculo se dispens6 con la ayuda de una pipeta Pasteur en la esquina
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superior derecha de los diferentes paneles. Cada panel se mantuvo inclinado hacia
atras de las celdillas de las pruebas bioquimicas en un angulo aproximado de 45°. En
esta posicion, se va moviendo el panel de lado a lado para distribuir el in6culo por
toda la parte trasera. Finalmente, se inclin6 el panel hacia los pocillos de las
diferentes pruebas y se fueron llenando lentamente con el indculo. Los paneles se

incubaron a 30 °C durante 4 h.

B.- Lectura e interpretacion

Inmediatamente después de la incubacién se afiadio el reactivo A, desde las
cupulas 7 (NAGA) a la 14 (PCHO), y el reactivo B, desde la ciipula 16 (PRO) a la 18
(LGY), evaluandose el color de las reacciones obtenidas siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las reacciones de los pocillos del 1 (GLU) al 6 (LIP) y 15 (URE) se
observaron sin la adicion de reactivo. La reaccion se considerd positiva segun el
color que aparecio en los diferentes pocillos, de modo que entre los pocillos 1 al 6,
color amarillo; de los pocillos 7 (NAGA) al 14 (PCHO), débilmente amarillo; pocillo
15 (URE), rojo o naranja rojo oscuro; de los pocillos 16 (PRO) al 18 (LGY),
purpura, rojo o rosa oscuro. Se obtuvo un microcodigo de seis digitos que se
compard con el Compendio de Codigos del RapID Yeast Plus para obtener la

identificacion de la levadura. (Fotografia 10).

Localizacion de las cavidades del panel del RapID Yeast Plus System:

GLU MAL SUC TRE RAF LIP NAGA aGLU BGLU ONPG AGA PBFUC PHS PCHO URE PRO HIST LGY
L
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Fotografia 10. Paneles del RapID Yeast Plus System®
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11.4.15.- MICROSCAN RAPID YEAST IDENTIFICATION PANEL ®
(CALIF., USA)

El MicroScan® (Baxter Healthcare Corporation, West Sacramento, Calif.,
USA) es un sistema enzimatico automatizado de identificacion de levaduras aisladas
en muestras clinicas. Este sistema tasa actividades enzimaticas mas que de
crecimiento, usando en su mayor parte sustratos cromogénicos ¢ identificando las
levaduras en un periodo de 4 h (Land y cols., 1991; St-Germain y Beauchesne, 1991;
Riddle D y cols., 1994).

A.- Composicién del medio.

MicroScan se compone de una placa de 96 pocillos de microdilucién con 27
sustratos deshidratados, conteniendo 13 aminoacidos B-naftilamidas (HPR
(hidroxiprolina- B-naftilamida), ILE (L-isoleucina-B-naftilamida), PRO (L-prolina- 3
-naftilamida), TYR (L-tirosina- B-naftilamida), GLY (Glicina- B-naftilamida), GGLY
(Glicilglicina- B-naftilamida), GLAR (Glicil-L-arginina 4-metoxi- B-naftilamida),
GLPR (Glicil-L-prolina-4-metoxi- B-naftilamida), AARG (L-arginil-L-arginina- B-
naftilamida), LYAL (L-lisil-L-alanina-4-metoxi- B-naftilamida), ALA (L-alanina-4-
metoxi- B-naftilamida), STY (L-seril-L-Tirosina- B-naftilamida), HIS (L-histidina- B
-naftilamida)); 3 carbohidratos (SUC1 (Sacarosa), SUC2 (Sacarosa), TRE
(Trehalosa)); 9 sustratos nitrofenilos (AGL1 (p-nitrofenil-&-D-glucopiranésido),
BGL (p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido), BGAL (o-nitrofenil-3-D-
galactopirano6sido), AGL2 (p -nitrofenil-& -D-glucopiranésido), BDF (p -nitrofenil-
B-fucopiranodsido), AGAL (p-nitrofenil--D-galactopirandsido), NAG (p -nitrofenil-
N-acetil-B-D-glucosamina), CELL (p-nitrofenil-®-D-celobiosa), NGAL (p-
nitrofenil-N-acetil- B -D-galactosaminida)); 3-indoxil fosfato (IDX) y urea (URE).
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B.- Técnica.

Se utilizaron colonias procedentes de un aislamiento primario de 24 h en
medio s6lido de Sabouraud a 30 °C. A continuacion se prepararon las suspensiones
emulsionando una muestra de la placa de agar en 3 ml de agua destilada, calibradas
frente al patron de turbidez de levaduras de MicroScan. La suspension del in6culo de
ensayo y los tubos se compararon frente a una superficie blanca con rayas negras de
contraste. Las suspensiones se mezclaron hasta que fueron homogéneas. Los pocillos
que contienen los sustratos y los pocillos control BNAC (B-naftilamida) y NPC
(nitrofenilo) fueron inoculados con 50 pl de la suspension. Se apilaron los paneles en
grupos de 3 a 5 con una bandeja cubridora encima para evitar la evaporacion y se
incubaron a 37 °C durante 4 h en un incubador sin CO,. Las actividades enzimaticas
de cada aislamiento se determinaron considerando el cambio de color de los sustratos
cromogénicos. Después de la incubacion de la placa de microdilucion se afiadié una
gota de 0,05 N de NaOH a los pocillos AGL2, BDF, AGAL, NPC, NAG, CELL y
NGAL. Se interpretd6 como positivo cualquier tono amarillo y el control NPC debe

ser incoloro.

C.- Lectura e interpretacion.

Se afiadi6 una gota de peptidasa a los pocillos BNAC, HPR, ILE, PRO, TYR,
GLY, GGLY, GLAR, GLPR, AARG, LYAL, ALA, STY y HIS, interpretandose
como positivo la presencia de cualquier tono rosa o rojo en todo el pocillo o parte del

mismo, pero el control BNAC debe ser de color amarillo.

Tras esperar 30 seg para que se desarrollase el color, el panel se introdujo en
el AutoScan-4 para su analisis automatizado, o bien, de forma visual. Los resultados
bioquimicos son convertidos en un cédigo de nueve digitos y comparados con los
del libro de codigos de levaduras, generado con la base de datos de MicroScan

correspondiente a las pruebas indicadas en el panel.
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11.4.16.- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Reactivos:

Tampdn fosfato Salino (PBS)

NAHZPOS ettt 0386 g
NazHPO4 .............................................................................................................. 1.02 g
INACT ettt e s e et e e et e e e st eeetaaeessaeeenseeeesbeeenssaeennaeeenns 85¢g
AUA destilada.......ccueeiiiiiieiieeee e et s 11

Ajustado apH 7.2

PBS-Azul de Evans-Tween 20 (PBS-ET)

TWEEIN 20 ..ottt ettt e e e e e e st e e e e s e et e e e e e e e e e e enanaaes 0.5ml
AZULAE EVANS L..oviiiiiiiiecieeeee ettt ettt e be e ens 05¢g
P S et e ettt e e et e e e et e e e eaaaeeeean 11

INAYCO3 et 53¢g
INGHCOO3 .. 42g
AUA dEStHAA. ... .ccviiieiiiiieie e eaae s 11
Ajustado a pH 9.0

Glicerina tamponada

GLICETINA ...ttt ettt ettt ettt e bt et e it e st et e st esbe e s e eneesaeenee 90 ml
Tampon Carbonato-Bicarbonato............coeevueriiniiiiiiiiniiniiiicnieecececene 10 ml

A.- Técnica.

1. Crecimiento de las células.

Las cepas se sembraron en medio solido de Sabouraud (Difco, Detroit, Mich)
y se incubaron a 37°C durante 24 a 48 h. Utilizamos cepas como controles positivos

y negativos (Barturen y cols., 1995; Bikandi y cols., 1998).
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Para el serotipado de C. albicans:

- NCPF 3153 C. albicans A (control positivo)

- NCPF 3156 C. albicans B (control negativo)

Para la prueba anti-dubliniensis:

- NCPF 3949 C. dubliniensis (control positivo)

- NCPF 3153 C. albicans A (control negativo)

2. Fijacién de las células

Se prepar6 una suspension de células vivas en PBS (10° células/ml por
recuento hemocitométrico) y se inocularon 10 ml del aislamiento por cada pocillo
(en portas de inmunofluorescencia cubiertas de teflon) y se dejaron las células

fijando toda la noche a temperatura ambiente.

3. Primera incubacidén

Se inocularon 10 ml del anticuerpo monoclonal B9E de una dilucién 1/10
(para realizar el serotipado de Candida albicans) y 10 ml del anticuerpo policlonal
anti-Candida dubliniensis de una dilucion 1/5 (para la identificacion de Candida

dubliniensis).

Se incubaron las células fijadas con 10 ml del anticuerpo diluido en PBS-ET

en camara humeda a 37°C durante 30 min.

4. Lavado

Lavado doble de 5-10 min con PBS en agitacion suave, con posterior secado

de los portaobjetos.
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5. Segunda incubacion.

Inoculacion de 10 ml del anticuerpo anti-IgM de ratén conjugada a FITC
(fluoresceina isotiocianatada) de una dilucién 1/80 (para realizar el serotipado de
Candida albicans) y 10 ml del anticuerpo anti-IgG (Sigma®) de conejo de una

dilucion 1/80 con biotina conjugada (para la identificacion de Candida dubliniensis).

Incubacion de las células fijadas con 10 ml del anticuerpo diluido en PBS-ET

en camara humeda a 37 °C durante 30 min.

6. Lavado.

Lavado doble de 5-10 min con PBS en agitacion suave. Secdndose, a

continuacion los portaobjetos.

B.- Lectura e interpretacion

Se montaron los portaobjetos en liquido de glicerol-carbonato tamponado y se
examinaron con un microscopio de epifluorescencia con el objetivo de 40X. La
obtencion o no de fluorescencia sirvi6 para la identificacion de C. dubliniensis de la

forma siguiente:

Verde = positivo (para el serotipado de C. albicans significa serotipo A y

para la prueba anti-dubliniensis significa que es C. dubliniensis).

Rojo = negativo (para el serotipado de C. albicans significa serotipo B y

para la prueba anti-dubliniensis significa que es C. albicans).
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11.4.17.- PURIFICACION DE LEVADURAS.

Con relativa frecuencia, las colonias de levaduras pueden estar contaminadas
con bacterias, y es posible la aparicion de dos levaduras distintas. Por ello es
necesario, purificar las cepas antes de iniciar los estudios de identificacion
bioquimica. Los métodos de purificacion se basan en la utilizacion del caldo 4cido de

Sabouraud, debido a que las bacterias no se desarrollan a pH 4cido.

En nuestro estudio, las levaduras se purificaron siguiendo el proceso
propuesto por Haley (1971) (Haley, 1971; Larone, 1995; Fisher y Cook, 1998),
consistente en utilizar cuatro tubos conteniendo 10 ml de caldo de Sabouraud, a los
que se anadieron, respectivamente, una, dos, tres y cuatro gotas de HCI 1,0 N,
consiguiendo de esta manera un gradiente de pH. Estos tubos se sembraron luego con
una gota de suspension de la levadura a purificar. La suspension se prepard tomando
una porcion de la colonia de levadura, crecida en medio s6lido de Sabouraud y
haciendo una emulsiéon con 1 ml de agua destilada estéril. Los caldos de acido
sembrados se dejaron incubar durante 24 h a la temperatura ambiente, procediéndose
a continuacion a una resiembra de estos caldos en placas de agar sangre, las cuales se
incubaron durante 48 h a 37 °C. Si tras las primeras 24 h de incubacion todas las
colonias crecidas en la placa eran macro y microscopicamente idénticas, la levadura
se consider6 pura. Entonces, se resembro6 en una placa con medio de Sabouraud para

proceder a su estudio fisiologico.



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.




LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

II.5.- PRUEBAS DE CRECIMIENTO A TEMPERATURAS Y
TIEMPOS VARIABLES.

El estudio de la influencia de la temperatura y el tiempo de incubacion en el
crecimiento de las levaduras se realizd sembrando cada una de las cepas a estudiar en
tres placas diferentes de medio solido de Sabouraud e incubando una a 30 °C, otra a
37 °C y otra a 42 °C durante 72 h. Transcurridas las primeras 24 h se observaba si

hay crecimiento en las placas y se procedia de la misma forma a las 48 y 72 h.
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I1.6.- ANALISIS ESTADISTICO.

El tratamiento estadistico de los datos se realizO mediante el paquete
estadistico SPSS/PC+" versién 9 (Statistical Package for Social Sciences) para

IBM". El nivel de riesgo aceptado para todos los contrastes de hipotesis fue <0,05.
I1.6.1.- CONCORDANCIA.

Estadistico utilizado para variables cualitativas y la confeccion de tablas de
contingencia, de las cuales se puede obtener el grado de concordancia entre dos
pruebas diferentes sobre una misma poblacion (indice de Kappa). Este indice
estadistico indica la proporcion de acuerdo potencial por encima del azar que
obtienen distintas mediciones de un mismo hecho. Su valor oscila entre +1, si el
grado de acuerdo es total, y —1, si no existe acuerdo en absoluto (Kramer, 1981;

Carrillo-Mufioz, 1994).
>0,8<1 Concordancia casi perfecta
> 0,6 <0,8 Concordancia excelente
> 0,4 <0,6 Concordancia moderada
> 0,2 <0,4 Concordancia intermedia

>0,0 <0,2 Concordancia baja

>-1<0,0 Concordancia pobre
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I1.6.2.- COMPARACION ENTRE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD.

Estudio de una técnica dada en una poblacién diferente empleandose el X*
(corregido) y la confeccion de tablas de contingencia para el contraste de la hipotesis

de independencia entre dos variables (Kozinn, 1978).

Sensibilidad es el porcentaje de cepas correctamente discriminadas en la
prueba por medio de resultados positivos (positivos verdaderos). Sensibilidad: n° de

positivos verdaderos x 100/(n° de positivo verdaderos + n° de falsos negativos).

PV x 100
PV+FN

Especificidad es el porcentaje de cepas correctamente discriminadas con
resultados negativos en la prueba. Especificidad: n°® de verdaderos negativos x

100/(n°® de verdaderos negativos + n° de falsos positivos).

NV x 100
NV+ FP

11.6.3.- COMPARACION ENTRE EFICIENCIA Y VALOR PREDICTIVO

Eficiencia es el porcentaje de cepas correctamente discriminadas o, en su

caso, identificadas.

Eficiencia: (n° de positivos verdadero + n°® de negativos verdaderos) x

100/total
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(PV+NV)x 100
PV + NV+ FP + FN

Valor predictivo positivo es el porcentaje de cepas con la prueba positiva.

Valor predictivo positivo: n° de positivos verdadero x 100/(n° de positivo verdaderos

+ n° de falsos positivos).

PV x 100
PV+ FP

Valor predictivo negativo es el porcentaje de cepas con la prueba negativa.

Valor predictivo negativo: n° de negativos verdaderos x 100/(n°® de negativo

verdaderos + n° de falsos negativos).

NV x 100
NV+FN

(Kozinn, 1978; Baumgartner y cols., 1996; San-Millan y cols., 1996).

11.6.4.- P <0,05.

El nivel de riesgo aceptado para todos los contrastes de hipotesis es de 0,05.
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II1.- RESULTADOS.

II1.1.- TOTAL DE LEVADURAS ENSAYADAS.

El total de los aislados estudiados fue de 537, de los cuales 484 procedian del
Hospital Universitario de Canarias (Tenerife) y 53 fueron remitidos desde otros
hospitales con el fin de abarcar las principales especies del género Candida en

nuestro estudio.

I11.2.- LEVADURAS IDENTIFICADAS CON EL API ID 32C®.

Se han identificado por el método API ID 32C® un total de 534 (99,4 %)
levaduras aisladas de las muestras procesadas, procedentes tanto del Hospital
Universitario de Canarias como de los distintos centros hospitalarios que formaron
parte de nuestro estudio (Tabla XXI). Los resultados obtenidos muestran un claro
predominio de la especie C. albicans (46,6 %), seguido por C. parapsilosis (14,6 %),
C. tropicalis (13,3 %), C. glabrata (9,2 %) y C. lusitaniae (3,7 %). El resto de
especies del género Candida de importancia clinica se han identificado en menor
proporcion, como es el caso de C. famata (1,7 %), C. guilliermondii y C. krusei (1,5
%). Y porcentajes muy inferiores de aislamiento e identificacion correspondieron a
C. inconspicua, C. intermedia y C. meliobiosica con un 0,4 y C. globosa, C.

humicola'y C. norvengensis con un 0,2.

También han sido identificadas otras levaduras pertenecientes a otros géneros
distintos del género Candida, como es el caso del género Rhodotorula, con R. rubra
(1,5 %), R. glutinis (0,6 %) y R. minuta (0,4 %); el género Cryptococcus, con Cr.
neoformans 'y Cr. laurentii (0,7 %) y Cr. unigutulatus (0,4 %); el género
Trichosporon, con T. cutaneum en una proporcion del 0,6 % y T. capitatum con el
0,2 %. El resto de las especies aisladas correspondieron a P. etchell/carsonii (0,6 %),

S. cerevisiae (0,4 %) y Zigosaccharomyces spp. (0,2 %).



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

En la figura 7 se muestran los porcentajes de identificacion obtenidos de C.
albicans y Candida no albicans por medio de esta técnica. Destaca un 46,6 % de
especies C. albicans frente al 53,4 % de especies distintas a ésta. En la figura 8
aparecen graficamente los valores porcentuales de las especies del género Candida
identificadas en mayor frecuencia, mientras que en la figura 9 se representan aquellas
especies identificadas en menor porcentaje. En la figura 10 se observan los géneros y

especies de otras levaduras identificadas con el API ID 32C®.

Al realizarse la reproducibilidad del API ID 32C® se observd que todas las
cepas de referencia ensayadas reprodujeron en las tres ocasiones el mismo resultado,

confirmando su identificacion.
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Tabla XXI. Identificacion de levaduras con el sistema API ID 32C.

Frecuencia Porcentaje
Candida albicans 249 46,6
C. parapsilosis 78 14,6
C. tropicalis 71 13,3
C. glabrata 49 9,2
C. lusitaniae 20 3,7
C. famata 9 1,7
C. guilliermondii 8 1,5
C. krusei 8 1,5
C. inconspicua 2 0,4
C. intermedia 2 0,4
C. meliobiosica 2 0.4
C. globosa 1 0,2
C. humicola 1 0,2
C. norvengensis 1 0,2
Rhodotorula rubra 8 1,5
R. glutinis 3 0,6
R. minuta 2 0,4
Cryptococcus laurentii 4 0,7
Cr. neoformans 4 0,7
Cr. unigutulatus 2 0,4
Trichosporon cutaneum 3 0,6
T. capitatum 1 0,2
Prototheca etchell/carsonii 3 0,6
Saccharomyces cerevisiae 2 0,4
Zygosaccharomyces 1 0,2

Total 534 100
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FIGURA 7
ESPECIES DE C. ALBICANS Y NO ALBICANS
IDENTIFICADAS CON EL APIID 32C
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FIGURA 8

ESPECIES DE CANDIDA IDENTIFICADAS
CON MAS FRECUENCIA CON EL API ID 32C
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FIGURA 9
OTRAS ESPECIES DE CANDIDA IDENTIFICADAS
CON EL APIID 32C
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FIGURA 10
OTROS GENEROS DE LEVADURAS
IDENTIFICADAS CON EL API ID 32C
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I11.3.- FRECUENCIA DE CULTIVOS MIXTOS.

En el analisis de los resultados obtenidos en el laboratorio a partir de las
muestras recibidas del H.U.C., se observo la existencia de crecimiento de dos o mas
especies en 22 de ellas, aislandose un total de 45 levaduras distintas que han sido
identificadas. La identificacion de estas especies, procedencia organica y Servicio se

resumen en la tabla XXII.

Tabla XXII. Especies aisladas en los diferentes cultivos mixtos.

Servicio Procedencia organica Especies aisladas
Cirugia general Catéter C. albicans + C. tropicalis
Dermatologia  Piel R. minuta + C. inconspicua

Unias C. humicola + P. etchell/carsonii

Unias C. globosa + C. parapsilosis

Unias Cr. unigutulatus + R. glutinis

+ C. albicans

Unias Cr. laurentii + T. cutaneum

Uiias C. albicans + C. parapsilosis

Uiias R. glutinis + C. guilliermondii

Uiias C. albicans + C. parapsilosis

Uiias C. tropicalis + P. etchell/carsonii

Uiias C. famata + C. guilliermondii
Ginecologia Vagina C. albicans + C. parapsilosis

Vagina C. albicans + C. parapsilosis

Vagina C. albicans + C. famata

Vagina C. albicans + C. parapsilosis

Vagina C. albicans + C. parapsilosis
Hematologia Coprocultivo S. cerevisiae + R. rubra

Vagina C. albicans + C. parapsilosis
Neumologia Muestras respiratorias R. rubra + C. albicans

Muestras respiratorias C. albicans + C. meliobiosica

U.V. Orina C. lusitaniae + C. glabrata
Orofaringe C. famata + R. glutinis
45

Total
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I11.4.- DISTRIBUCION DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE
LEVADURAS SEGUN PROCEDENCIA ORGANICA.

En este apartado se presentan los resultados de las distintas levaduras
identificadas por medio del método de referencia, atendiendo a la procedencia

orgénica de las mismas.
I11.4.1.- Aislados de levaduras en muestras vaginales.

En las muestras vaginales la especie predominante resultd ser C. albicans
(61,1 %), seguido de C. glabrata (16,7 %), C. parapsilosis (12 %), C. krusei (3,7 %),
R. rubra (2,8 %) y en un porcentaje de 0,9 % las especies de C. famata, C.
guilliermondii, C. tropicalis y Cryptococcus laurentii. Tabla XXIII y figura 11.

Tabla XXIII. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en

muestras vaginales.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 66 61,1
C. glabrata 18 16,7
C. parapsilosis 13 12
C. krusei 4 3,7
Rhodotorula rubra 3 2,8
C. famata 1 0,9
C. guilliermondii 1 0,9
C. tropicalis 1 0,9
Cryptococcus laurentii 1 0,9

Total 108 100
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I11.4.2.- Aislados de levaduras en orinas.
En orina las especies aisladas fueron en orden decreciente C. albicans (53,2

%), C. tropicalis (22,3 %), C. parapsilosis (10,6 %), C. glabrata (10,6 %) y C.
lusitaniae (3,2 %). Tabla XXIV y figura 12.

Tabla XXIV. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en orina.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 50 53,2
C. tropicalis 21 22,3
C. glabrata 10 10,6
C. parapsilosis 10 10,6
C. lusitaniae 3 3,2
Total 94 100

111.4.3.- Aislados de levaduras en uiias.

En las muestras de ufias aislamos con mayor frecuencia C. parapsilosis (40,8
%), seguido por C. albicans (10,5 %), C. guilliermondii (7,9 %), C. famata (6,6 %),
C. tropicalis (6,6 %), P. etchell/carsonii (3,9 %) y en un porcentaje de 2,6 % las
especies C. intermedia, Cr. laurentii, Cr. unigutulatus, R. glutinis, R. rubra y T.
cutaneum. En un 1,3 % las especies C. glabrata, C. globosa, C. humicola, C.

lusitaniae, R. minuta 'y Zygosaccharomyces. Tabla XXV vy figura 13.
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Tabla XXV. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en uiias.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Candida parapsilosis 31 40,8
C. albicans 8 10,5
C. guilliermondii 6 7,9
C. famata 5 6,6
C. tropicalis 5 6,6
Prototheca etchell/carsonii 3 39
C. intermedia 2 2,6
Cryptococcus laurentii 2 2,6
Cr. unigutulatus 2 2,6
Rhodotorula glutinis 2 2,6
R. rubra 2 2,6
Trichosporon cutaneum 2 2,6
C. glabrata 1 1,3
C. globosa 1 1,3
C. humicola 1 1,3
C. lusitaniae 1 1,3
R. minuta 1 1,3
Zygosaccharomyces 1 1,3

Total 76 100

111.4.4.- Aislados de levaduras en hemocultivos.

En la tabla XXVI y figura 14 se observa que la especie mas aislada en
hemocultivo resulté ser C. albicans (40,4 %), seguida de C. glabrata (22,8 %), C.
tropicalis (17,5 %), C. parapsilosis (10,5 %), C. inconspicua (3,5 %) y en 1,7 % C.

famata, C. krusei'y Cr. laurentii.
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Tabla XXVI. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en

muestras de hemocultivo.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 23 40,4
C. glabrata 13 22,8
C. tropicalis 10 17,5
C. parapsilosis 6 10,5
C. inconspicua 2 3,5
C. krusei 2 1,7
C. famata 1 1,7
Cryptococcus laurentii 1 1,7
Total 57 100

II1.4.5.- Aislados de levaduras en muestras de exudado de herida.

En la tabla XXVII y figura 15 se muestran los aislados obtenidos en las
muestras de exudado de herida, donde se aislé con un niumero mayor C. albicans
(36,8 %), seguida en una proporcion muy similar de C. tropicalis (34,2 %), C.
parapsilosis (18,4 %), C. glabrata (5,3 %) y ya en porcentajes mas bajos se aislaron

con un 2,6 % las especies C. krusei y T. capitatum.
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Tabla XXVII. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en

muestras de exudado de herida.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)

14 36,8
Caondida alhicanc

13 34,2
C. trovicalis

7 18,4
C. narabsilosis

2 5,3
C. olabrata

1 2,6
C. krusei

1 2,6
Trichosporon capitatum

Total 38 100

I11.4.6.- Aislados de levaduras en coprocultivos.

C. albicans (56 %) sigue siendo la especie aislada en mayor porcentaje en
coprocultivos, frente a C. glabrata y C. tropicalis ambos aislados con el 12 %. En
una proporcion menor (4 %) se aislaron C. [lusitaniae, C. meliobiosica, C.

parapsilosis, R. rubra y S. cerevisiae. Tabla XXVIII y figura 16.

Tabla XXVIII. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en

coprocultivo.
Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 14 56
C. glabrata 3 12
C. tropicalis 3 12
C. lusitaniae 1 4
C. meliobiosica 1 4
C. parapsilosis 1 4
Rhodotorula rubra 1 4
Saccharomyces cerevisiae 1 4

Total 25 100
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111.4.7.- Aislados de levaduras en catéter.

En las muestras de catéter ha sido C. tropicalis con un 40,9 % la especie
aislada con mas frecuencia, le sigue C. albicans (36,4 %), C. parapsilosis (13,6 %)y
solamente en un 4,5 % se identifico C. glabrata y C. norvengensis. Tabla XXIX y
figura 17.

Tabla XXIX. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en

catéteres.
Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Candida tropicalis 9 40,9
C. albicans 8 36,4
C. parapsilosis 3 13,6
C. glabrata 1 4,5
C. norvengensis 1 4,5

Total 22 100

I11.4.8.- Aislados de levaduras en muestras respiratorias.

C. albicans (61,9 %) fue la especie mas prevalente en muestras
respiratorias. Con porcentajes netamente inferiores también se aislaron C. tropicalis
(14, 3 %), C. parapsilosis (9,5 %), C. glabrata y C. meliobiosica (4,8 %), ambas.
Tabla XXXy figura 18.



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

Tabla XXX. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en muestras

respiratorias.
Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Candida albicans 13 61,9
C. tropicalis 3 14,3
C. parapsilosis 2 9,5
C. glabrata 1 4,8
C. meliobiosica 1 4.8
Rhodotorula rubra 1 4.8

Total 21 100

111.4.9.- Aislados de levaduras en otras muestras.

Los resultados de los aislados obtenidos de muestras de L.C.R., un total de 9,
quedan reflejados en la figura 19 y tabla XXXI. Cryptococcus neoformans (44,4 %)
fue la especie predominante, C. albicans y C. tropicalis en un 22,2 % y C.

parapsilosis en un 11,1 %).

Tabla XXXI. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en L.C.R.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Cryptococcus neoformans 4 44,4
Candida albicans 2 22,2
C. tropicalis 2 22,2
C. parapsilosis 1 11,1

Total 9 100
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En piel, un total de 7 muestras, se aislaron C. parapsilosis (37,5 %), C.

albicans (25 %), C. krusei y R. minuta en un 12,5 %, como se muestra en la figura 20

y en la tabla XXXII.

Tabla XXXII.- Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en piel.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida parapsilosis 3 37,5
C. albicans 2 25
C. krusei 1 12,5
Rhodotorula minuta 1 12,5
Total 7 100

En muestras de exudado orofaringeo se aislaron C. albicans (40 %), C.
famata, C. tropicalis y R. glutinis en un 20 % (tabla XXXIII). Mientras que en otros
liquidos organicos se encontraron como las especies mayormente aisladas C.
albicans 'y C. tropicalis con un 66,7 % y 16,7 %, respectivamente. Y en una
proporcion inferior C. parapsilosis y T. capitatum con un 8,3 % (tabla XXXIV). En

las figuras 21 y 22 se representan estos resultados.

Tabla XXXIII. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en

muestras de exudado orofaringeo.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 2 40
C. famata 1 20
C. tropicalis 1 20
Rhodotorula glutinis 1 20
Total 5 100
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Tabla XXXIV. Especies del género Candida y otras levaduras aisladas en

muestras de otros liquidos.

Especies Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 8 66,7
C. tropicalis 2 16,7
C. parapsilosis 1 8,3
Trichosporon capitatum 1 8,3

Total 5 100
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FIGURA 11
AISLADOS EN MUESTRAS VAGINALES
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FIGURA 13
AISLADOS EN MUESTRAS DE UNAS
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FIGURA 14
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FIGURA 15
AISLADOS EN MUESTRAS DE EXUDADO DE HERIDA
OA’ 40 B C. albicans
35
B C. tropicalis
30
25 OC. glabrata
20
15 OC. krusei
10
B T. capitatum
5
0 OC. parapsilosis
FIGURA 16
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FIGURA 17
AISLADOS EN MUESTRAS DE CATETER
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FIGURA 18
AISLADOS EN MUESTRAS DE MUESTRAS RESPIRATORIAS
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FIGURA 19
AISLADOS EN MUESTRAS DE L.C.R.
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FIGURA 21
AISLADOS EN MUESTRAS DE EXUDADO OROFARINGEO
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II1.5 IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS DE LEVADURAS
POR OTRAS TECNICAS.

IIL5.1.- TEST DE FILAMENTACION EN SUERO.

La prueba de formacién del tubo germinativo, test de filamentacioén en suero,
ha sido realizada para 527 aislados. El resultado ha sido positivo para el 44,6 % de
los mismos, lo que permite la identificacion presuntiva de 235 levaduras como C.
albicans. Por el contrario, ha resultado negativa para el 55,4 % de aislados como se
muestra en la figura 23, que son identificados como pertenecientes a otras especies
del género Candida, o bien, a levaduras pertenecientes a otros géneros. Estos
resultados obtenidos al realizar el test de filamentacion en suero a los diferentes

aislados se recogen en la tabla XXXV.

Por otro lado, con el test de filamentacion en suero no se ha observado el

desarrollo de tubo germinativo en ninguno de los ensayos para las cepas de

referencia.
Tabla XXXYV. Test de filamentacion.
Resultado Identificacion Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Negativo C. no albicans 292 55,4
Positivo C. albicans 235 44,6

Total 527 100
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I11.5.2.- ALBICANS 1D 2®.

Se han identificado 426 cepas con el método Albicans ID2®. Los resultados
obtenidos indican un porcentaje de identificacion de C. albicans del 39,9 %, frente a
un 60,1 % que son identificadas como otras especies, como se muestra en la tabla

XXXVI y en la figura 24.

Tabla XXXVI. Distribucion de aislados de levaduras identificados con el

Albicans ID2®.
Frecuencia (n=426) Porcentaje (%)
Candida albicans 170 39,9
No albicans 256 60,1
Total 426 100

Se observo una correcta reproducibilidad de la técnica, verificdndose en todos
los ensayos los mismos resultados; de forma que, a excepcion de la cepa C.

albicans ATCC90028, todas las restantes no desarrollaron colonias de color verde.

I11.5.3.- CHROMALBICANS®

Se ha procesado un total de 353 aislados. De ellos, el 53 % desarrolla en este
medio de cultivo colonias de color azul, caracteristicas de C. albicans, mientras que
el resto de las especies lo hacen en forma de colonias de color blanco (41,1 %). No
obstante, un pequefio porcentaje de levaduras desarrollaron colonias de color blanco-
azul (5,9 %), que no permite una clara definicién en el momento de la identificacion.

(Tabla XXXVII y figura 25).

Al realizarse los ensayos de reproducibilidad del CHROMalbicans® se ha

comprobado que todas las cepas han coincido en sus resultados.
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FIGURA 24
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Tabla XXXVII. Resultados obtenidos con el CHROMAIlbicans® agar.

Resultados Identificacion Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Azul 187 53
C. albicans
Blanco 145 41,1
C. no albicans
Blanco/Azul  C. no albicans 21 5,9
Total 353 100

I11.5.4.- BACTICARD-CANDIDA®

De las 351 identificaciones realizadas con la técnica BactiCard-Candida®, el
55,6 % de aislados presentaron reaccion positiva a PRO (circulo de color rojo) y a
MUGAL (circulo con fluorescencia azul), siendo interpretados como albicans. Y las
especies identificadas como Candida no albicans (44,4 %) en el circulo PRO no
desarrollan color y/o en el circulo MUGAL no presenta fluorescencia. Los resultados

obtenidos con esta técnica figuran en la tabla XXXVIII y en la figura 26.

Tabla XXXVIII. Distribucion de los aislados de levaduras identificadas con el

Bacticard-Candida®.

Identificacion Frecuencia (n) Porcentaje (%)
195 55,6
Candida albicans
No albicans 156 44.4
Total 351 100

La reproducibilidad de esta técnica ha resultado correcta, mostrando

resultados idénticos en todas las ocasiones.
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FIGURA 26
FRECUENCIA DE LEVADURAS IDENTIFICADAS
CON BACTICARD CANDIDA
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ITL1.5.5.- CHROMAGAR CANDIDA®

En la tabla XXXIX y en la figura 27 se observan los resultados obtenidos al
final del procesamiento de todos los aislados de levaduras en el medio de cultivo
CHROMagar-Candida®. Las 524 cepas identificadas se han distribuido de la
siguiente forma: El 46,7 % desarrolla colonias de color verde en la superficie del
CHROMagar Candida®, por lo que fueron identificadas como C. albicans. Esto
permite diferenciarlas de otras especies con otras pigmentaciones obtenidas, como es
el caso de C. tropicalis (15,3 %) con colonias de color azul oscuro con un halo
purpura oscuro. C. glabrata (8,2 %) se desarrolla en este medio con un color rosa-
marrén oscuro brillante. Asimismo, las especies del género Rhodotorula (2,5 %)
forman colonias de color naranja. Un 1,7 % de los aislados produjo colonias blancas
con esferas centrales rosadas, identificadas como C. krusei. Las colonias de las
distintas especies del género Trichosporon (0,8%) aparecen con una coloracion azul

verdoso.

El resto de las especies ensayadas (24,8 %), entre las que se incluyen especies
como C. parapsilosis, no se han podido identificar de manera concluyente al

desarrollar colonias con un espectro de tonalidades que van desde blanco a rosa

purpura.

En la figura 28 se representa la distribucion de las especies de C. albicans y
C. no albicans identificadas en nuestro estudio en un porcentaje de 46,7 %y 53,3 %,

respectivamente, por medio del método CHROMagar-Candida®.

Los resultados de identificacion, por medio del método CHROMagar-
Candida®, han sido uniformes para todas las cepas de referencia durante los
distintos ensayos de reproducibilidad. Sélo la cepa ATCC 90028 ha producido
colonias de color verde, tipicas de C. albicans, en una de las ocasiones. En el resto de

los ensayos la pigmentacion obtenida ha sido blanca.
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Tabla XXXIX. Distribucion de los aislados de levaduras identificadas con el
CHROMagar Candida®.

Color

Género/Especie

Frecuencia (n)

Porcentaje (%)

Verde

Azul

Marron

Naranja
Blanco-Rosado

Azul verdoso-blanco

Blanco a rosa purpura

C. albicans

C. tropicalis

C. glabrata
Rhodotorula spp.
C. krusei
Trichosporon spp.
Otras especies

Total

245

80

43
13
9
4

130
524

46,7
15,3
8,2
2,5
1,7
0,8
24,8
100
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HL5.6.- MICROSCAN RAPID YEAST IDENTIFICATION®.

En la tabla XL se recogen los resultados de la identificacion obtenidos por
medio de la técnica de MicroScan Rapid Yeast Identification® para las 183 cepas de
levaduras estudiadas, correspondiendo un 35 % de las especies a C. albicans, un 20,8
% a C. parapsilosis, un 19,7 % a C. tropicalis, un 7,1 % a C. glabrata, un 4,9 % a C.
lusitaniae, un 2,7 % a C. krusei y el resto de las especies identificadas se encuentran

en una proporcion inferior a 1,5 %.

En la figura 29 se observa la distribucion de todos los aislados atendiendo a
los diferentes géneros encontrados. Destacando el género Candida, con una
proporcion del 93,8 %; le sigue las especies del género Rhodotorula, en un 2,1 %,
con un 1,6 % esta Prototheca spp. y los géneros Cryptococcus spp. y Trichosporon

spp. con un 1,1 %.

En la figura 30 se muestra la distribucion de C. albicans (35 %) y C. no

albicans (65 %) identificadas por este método.

En la figura 31 pueden observarse las distintas especies de Candida y los

porcentajes en que han sido identificadas.

En la figura 32 aparecen las diferentes especies de los restantes géneros. R.
rubra estad en una proporcion de 1,6 %, en un 1,1 % T. beigelii, Cr. neoformans, P.
wickerhamii y en una proporcion de 0,5 % destacamos a Prototheca spp., R. glutinis

y S. cerevisiae.

En todos los ensayos, los resultados obtenidos al realizar la reproducibilidad

del MicroScan Rapid Yeast Identification® coincidieron.
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Tabla XL. Distribucion de los aislados de levaduras identificadas por medio del

MicroScan Rapid Yeast Identification®.

Género y especie. Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 64 35
C. parapsilosis 38 20,8
C. tropicalis 36 19,7
C. glabrata 13 7,1
C. lusitaniae 9 4.9
C. krusei 5 2,7
C. ater 3 1,6
C. catenulata 1 0,5
C. guilliermondii 1 0,5
C. rugosa 1 0,5
C. zeylanoides 1 0,5
Rhodotorula rubra 3 1,6
R. glutinis 1 0,5
Cryptococcus neoformans 2 1,1
Prototheca wickerhamii 2 1,1
Prototheca sp. 1 0,5
Trichosporon beigelii 2 1,1
Saccharomyces cerevisiae 1 0,5

Total 183 100
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ITL.5.7.- VITEK YEAST BIOCHEMICAL CARD®

Se han identificado 158 aislados por medio de la técnica Vitek Yeast
Biochemical Card®, de los cuales en mayor proporcion se ha encontrado C. albicans
en un 27,9 %; C. parapsilosis en un 21,5%; C. tropicalis en un 16,5 %; C. lusitaniae
en un 12 %; C. glabrata en un 7,6 % y P. ohmeri en un 3,8 %. C. humicola y C.
krusei con un 1,9 % y C. famata y C. guilliermondii con un 1,3 %, cada una. C.
zeylanoides aparece con una proporcion del 0,6 %. Estos resultados figuran en la

tabla XLI.

En la figura 33 se representa la distribuciéon de los diferentes géneros
identificados, correspondiendo el mayor porcentaje al género Candida, con un 92,5
%, le siguen los géneros Pichia con un 3,8 %, Cryptococcus en un 1,2 % y
Blastomyces, Saccharomyces, Prototheca 'y Trichosporon con un 0,6 %,

respectivamente.

En la figura 34 puede observarse la distribucion de las especies de C. albicans

y C. no albicans, en las proporciones de 27,9 % y 72,1 %, respectivamente.

En la figura 35 aparecen las distintas especies del género Candida, siendo la
especie mas prevalente C. albicans; le siguen en orden decreciente C. parapsilosis,
C. tropicalis y C. lusitaniae y en menor proporcion, C. humicola, C. krusei, C.

famata, C. guilliermondii 'y C. zeylanoides.

Al realizar las identificaciones de las cepas de referencia con el Vitek® los
resultados no han sido concordantes en todos los ensayos. Las cepas ATCC 200952,
ATCC 200959, ATCC 42720, ATCC 64125, ATCC 90018, ATCC 90028 y ATCC
22019, han coincidido en todos los casos en la identificacion. En el resto de las cepas
de referencia las identificaciones no han sido reproducibles. La cepa C. lusitaniae
ATCC 200950 en una ocasion se identifico como C. parapsilosis. La cepa C.
lusitaniae ATCC 200953 no ha podido ser identificada correctamente en ninglin

caso. La cepa C. lusitaniae ATCC 66035 no pudo ser identificada en una ocasioén. En
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el caso de C krusei ATCC 6258, se identifico como Geotrichum capitatum en un

ensayo y como C. krusei en el resto.

Tabla XLI. Distribucion de los aislados de levaduras con el Vitek Yeast

Biochemical Card®.
Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 44 27,9
C. parapsilosis 34 21,5
C. tropicalis 26 16,5
C. lusitaniae 19 12
C. glabrata 12 7,6
C. humicola 3 1.9
C. krusei 3 1,9
C. famata 2 1,3
C. guilliermondii 2 1,3
C. zeylanoides 1 0,6
Pichia ohmeri 6 3,8
Blastomyces capitatus 1 0,6
Cryptococcus laurentii 1 0,6
Cr. neoformans 1 0,6
Prototheca sp. 1 0,6
Saccharomyces cerevisiae 1 0,6
Trichosporon beigelii 1 0,6

Total 158 100
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FIGURA 33
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I11.5.8.- RAPID YEAST PLUS SYSTEM®

Las especies identificadas con el RapID Yeast Plus System en un total de 107
siguen la distribucion que se recoge en la tabla XLII. De ellas un 50,5 % se han
identificado como C. albicans; 13,1 % C. tropicalis; 12,2 % C. parapsilosis; 3,7 %
R. glutinis; 2,8 % C. lusitaniae; 1,9 % C. krusei, C. zeylanoides y C. stellatoidea.
En proporciones inferiores se encuentran el resto de las especies (0,9 %). Un 3,7 %

de aislados procesados por esta técnica, no ha podido ser finalmente identificados.

En la figura 36 se representa la distribucion de las distintas especies de C.

albicans y C. no albicans en la proporcion de 50,5 % y 49,5 %, respectivamente.

Las diferentes especies del género Candida se muestran en la figura 37. La
frecuencia de las especies correspondientes a otros géneros aislados se presenta en la

figura 38.
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Tabla XLII. Distribucion de los aislados de levaduras identificados por medio

de la técnica RapID Yeast Plus System®.

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 54 50,5
C. tropicalis 14 13,1
C. parapsilosis 13 12,2
C. lusitaniae 3 2,8
C. krusei 2 1,9
C. stellatoidea 2 1,9
C. zeylanoides 2 1,9
Candida spp. 1 0,9
C. glabrata 1 0,9
C. humicola 1 0,9
C. rugosa 1 0,9
Rhodotorula glutinis 4 3,7
Cryptococcus laurentii 1 0,9
Geotrichum sp. | 0,9
Saccharomyces cerevisiae 1 0,9
Torulopsis candida 1 0,9
Yarrowia lipolytica 1 0,9
No identificable 4 3,7

Total 109 100
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FIGURA 36
ESPECIES DE C. ALBICANS Y NO ALBICANS
IDENTIFICADAS CON RAPID YEAST PLUS SYSTEM

%

50,6
50,4
50,2

50
49,8~

49,6

49,4+

49,2

49

B C. albicans O No albicans




LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

FIGURA 37
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I11.5.9.- AUXACOLOR®

Se han estudiado solamente 30 aislados con la técnica del Auxacolor®. La
distribucion de las especies identificadas se muestra en la tabla XLIII y en la figura
39. La identificacion se distribuye en la proporcion de 50 % C. albicans; 23,3 % C.
parapsilosis; 20 % C. tropicalis 'y 6,7 % C. lusitaniae.

Tabla XLIII. Distribucion de los aislados de levaduras con el Auxacolor®.

Identificacion Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Candida albicans 15 50

C. parapsilosis 7 23,3

C tropicalis 6 20

C. lusitaniae 2 6.7

Total 30 100
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FIGURA 39
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I11.5.10.- KRUSEI-COLOR®.

La identificacién de levaduras mediante la técnica del Krusei-color® se
realiz6 en sélo 12 cepas, de las cuales en 9 (75 %), que fueron anteriormente
identificadas como C. krusei por la técnica de referencia API ID 32C, se confirmo6
este resultado nuevamente y las otras 3 (25 %), que no eran C. krusei, no aglutinaron

con esta técnica (Tabla XLIV).

Tabla XLIV. Resultados de la aglutinacion de la técnica de Krusei-color® .

Resultados Frecuencia (n) Porcentaje (%)
Positivo 9 75 %
Negativo 3 25%

Total 12 100
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I11.5.11.- SEROTIPADO DE C. ALBICANS.

La técnica de inmunofluorescencia se ha empleado para determinar el
serotipo de los aislados de C. albicans. Se realizd en 95 aislados identificados
previamente por el sistema API ID 32C® como C. albicans, de los que 84 cepas
pertenecen al serotipo A (88,4 %) A y 11 cepas al tipo B (11,6 %) (Tabla XLV y
figura 40).

Tabla XLV. Distribucion de los serotipos de C. albicans.

Frecuencia (n) Porcentaje (%)
C. albicans tipo A 84 88,4
C. albicans tipo B 11 11,6
Total 95 100

I11.5.12.- DIFERENCIACION DE C. ALBICANS Y C. DUBLINIENSIS.

La identificacion de C. dubliniensis se realizdé por medio de una técnica de
inmunofluorescencia que permite diferenciar esta especie de C. albicans frente a
otras técnicas incapaces de discriminar a ambas especies. De un total de 95 aislados
de C. albicans, segun el APl ID 32C®, no se identifico ninguno como C.

dubliniensis.
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FIGURA 40
SEROTIPOS DE C. ALBICANS

80

704

60

50

40

30+

20+

10+

B Tipo A OTipo B ENo procede




LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

I11.6.- COMPARACION ENTRE LAS DISTINTAS TECNICAS DE
IDENTIFICACION Y EL API ID32C®.

I1L.6.1.- AP ID 32C® - TEST DE FILAMENTACION EN SUERO.

111.6.1.1.- Concordancia entre API ID 32C®-test de filamentacion en suero.

El nimero de aislados identificados por la técnica comercializada API ID
32C® vy el test de filamentacion resultd ser de 525, de los cuales 226 han sido
identificados como C. albicans y 274 C. no albicans por ambos métodos, mientras
que nos encontramos con 16 C. albicans cuya filamentacion resultd ser negativa 'y 9

C. no albicans con resultado positivo en el test de filamentacion (Tabla XLVI).

Tabla XLVI. Concordancia entre API ID 32C® y el test de

filamentacion.

Test de Filamentacion

C. no albicans C. albicans  Total API

ID 32C®
C. albicans 16 226 242
API ID 32C® No albicans 274 9 283

Total Filamentacion 290 235 525
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I11.6.1.2.- Concordancia en la discriminacion de otras especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida tropicalis.

De un total de 69 C. tropicalis identificadas, un 2,9 % dio una filamentacién

positiva, proporcién no concordante con el API ID 32C® (Tabla XLVII).

Tabla XLVILI. C. tropicalis identificadas con API ID 32C®-test de filamentacion
en suero.

Test de filamentacion

C. no albicans C. albicans Total

APIID 32C® 67 (97,1%) 2(29%) 69 (100 %)

B.- Candida parapsilosis.

De un total de 81 C. parapsilosis identificadas, un 4,9 % dio una
filamentacion positiva, proporcion no concordante con el API ID 32C® (Tabla

XLVIII).



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

Tabla XLVIII. C. parapsilosis identificadas con API ID 32C®-test de

filamentacion en suero.

Test de filamentacion

C. no albicans C. albicans Total

APIID 32C® 77 (95,1 %) 44,9 %) 81 (100 %)

C.- Candida glabrata.

De un total de 47 C. glabrata identificadas, un 4,3 % dio una filamentacioén

positiva, proporcioén no concordante con el API ID 32C® (Tabla XLIX).

Tabla XLIX. C. glabrata identificadas con API ID 32C®-test de filamentacion

€n suero.

Test de filamentacion

Total

C. no albicans C. albicans

APIID 32C® 45 (95,7 %) 2(4,3%) 47 (100 %)
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I11.6.2.- APIID 32C® - ALBICANS ID2®.

II1.6.2.1.- Concordancia entre API ID 32C®-ID2®.

De un total de 424 aislados identificados por la técnica comercializada API
ID 32C® y el ID2® han sido identificados como C. albicans 160 y 251 C. no
albicans por ambos métodos. 3 aislados de C. albicans segin el API ID 32C®, no
desarrollaron en ID2® la pigmentacion de color verde caracteristica de C. albicans y

9 C. no albicans si lo hicieron (Tabla L).

Tabla L. Concordancia entre API ID 32C® y ID2® .

ID2®
C. albicans C. no albicans Total
C. albicans 160 3 163
API ID 32C® C. no albicans 9 251 260
Total 169 254 424

I11.6.2.2.- Concordancia en la discriminacion de otras especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida tropicalis

67 aislados identificados como C. tropicalis con el API ID32C® se han
procesado con la técnica ID2®. El 3 % de estas C. tropicalis fueron identificadas

como C. albicans con el ID2® (Tabla LI).
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Tabla LI. Aislados de C. tropicalis identificados con el API ID32C®-Albicans

ID2®.
ID2®
C. albicans C. no albicans Total
APIID 32C® 2 (3 %) 65 (97 %) 67 (100 %)

B.- Candida parapsilosis.

De 76 aislados como C. parapsilosis con el API ID32C®, el 3,9 % fueron
identificadas como C. albicans con el ID2® (Tabla LII).

Tabla LII. Aislados de C. parapsilosis identificados con el API ID32C®-
Albicans ID2®.

ID2®

C. albicans C. no albicans Total

APIID 32C® 3 (3,9 %) 73 (96,1 %) 76 (100 %)
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C.- Candida glabrata

De 46 aislados identificados como C. glabrata con el API ID32C®, el 4,4 %
fueron identificadas como C. albicans con el ID2® (Tabla LIII).

Tabla LIII. Aislados de C. glabrata identificados con el API ID32C®-Albicans
ID2®.

ID2®

C. albicans C. no albicans Total

APIID 32C® 2 (4,4 %) 44 (95,6 %) 46 (100 %)
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I11.6.3.- APIID 32C® - BACTICARD-CANDIDA®

II1.6.3.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Bacticard Candida®.

Por las técnicas API ID 32C® y Bacticard Candida® han sido ensayados 350
aislados, de los cuales 177 han correspondido a C. albicans y 146 a C. no albicans en
las dos técnicas empleadas. No obstante, se han observado resultados dispares en 9
aislados identificados como C. albicans segun el API ID 32C®, cuya identificacion
en el Bacticard Candida® fue de C. no albicans y 18 C. no albicans que fueron

identificadas en el Bacticard Candida® como C. albicans (Tabla LIV).

Tabla LIV. Concordancia entre API ID 32C® y Bacticard Candida® .

BACTICARD CANDIDA®
C. albicans C. no albicans Total
C. albicans 177 9 186
API ID 32C® C. no albicans 18 146 164
Total 195 155 350

I11.6.3.2.- Concordancia en la discriminacion de otras especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida tropicalis.

Un total de 40 C. tropicalis identificadas con el API ID 32C® fueron
ensayadas con el Bacticard Candida® y resultd un 5 % como C. albicans,

confirméndose que el 95 % no corresponde a C. albicans (Tabla LV).
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Tabla LV. Aislados de C. tropicalis identificados con el API ID32C®-Bacticard

Candida®.
BACTICARD®
C. albicans C. no albicans Total
APIID 32C® 2 (5 %) 38 (95 %) 40 (100 %)

B.- Candida parapsilosis.

Se han ensayado 45 aislados de C. parapsilosis y el 28,9 % desarrolld
colonias caracteristicas de C. albicans, el 71,1 % restante se comporté como C. no

albicans (Tabla LVI).

Tabla LVI. Aislados de C. parapsilosis identificados con el API ID32C®-
Bacticard Candida®.

BACTICARD®

C. albicans C. no albicans Total

APIID 32C® 13 (28,9 %) 32(7,1 %) 45 (100 %)
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C.- Candida glabrata

De los 21 aislados de C. glabrata, el 14,3 % desarrolld colonias
caracteristicas de C. albicans, el 85,7 % restante se comporté como C. no albicans

(Tabla LVII).

Tabla LVII. Aislados de C. glabrata identificados con el API ID32C®-Bacticard
Candida®.

BACTICARD®

C. albicans C. no albicans Total

APIID 32C® 3 (14,3 %) 18 (85,7 %) 21 (100 %)
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111.6.4.- APIID 32C® - CHROMALBICANS®.

II1.6.4.1.- Concordancia entre API ID 32C®-CHROMalbicans®.

Los aislados ensayados por el método API ID 32C® y CHROMalbicans®
han sido de 346, de los cuales 159 correspondieron a C. albicans y 129 a C. no
albicans por ambos métodos. Las diferencias se presentaron en 13 aislados
identificados como C. albicans segin el API ID 32C®, que no desarrollaron
coloracion azul en CHROMalbicans®, y 27 C. no albicans con desarrollo de
colonias de pigmentacién caracteristica de C. albicans en el CHROMalbicans®. Por
otro lado, no pudieron ser identificadas con precision 18 especies en el

CHROMalbicans por desarrollar colonias de pigmentacion entremezclada (Tabla

LVIII).

Tabla LVIIIL Concordancia entre API ID 32C® y CHROMalbicans® .

CHROMALBICANS®

C. albicans C. no albicans No albicans/C. albicans Total

C. albicans 159 13 2 174
API ID 32C® C. no albicans 27 129 16 172
Total 186 142 18 346

I11.6.4.2.- Concordancia en la discriminacion de otras especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida tropicalis

De 51 C. tropicalis identificadas con el API ID32C® y el CHROMalbicans®,
el 9,8 % fue identificado como C. albicans, frente al 90,2 % que las identificé como

C. no albicans (Tabla LIX).
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Tabla LIX. Aislados de C. tropicalis identificados con el API ID32C®-
CHROMalbicans®.

CHROMALBICANS®

C. albicans C. no albicans Total

APIID 32C® 5 (9,8 %) 46 (90,2 %) 51 (100 %)

B.- Candida parapsilosis.

De 45 C. parapsilosis identificadas con el APl ID32C® y el
CHROMalbicans®, el 11,1 % fue identificado como C. albicans, frente al 88,9 %

que las identifico como C. no albicans (Tabla LX).

Tabla LX. Aislados de C. parapsilosis identificados con el API ID32C®-
CHROMalbicans®.

CHROMALBICANS®

C. albicans C. no albicans Total

APIID 32C® 5 (11,1 %) 40 (88,9 %) 45 (100 %)
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C.- Candida glabrata

De 24 C. glabrata identificadas con el API ID32C® y el CHROMalbicans®,
el 16,7 % fue identificado como C. albicans, frente al 83,3 % que las identificé como

C. no albicans (Tabla LXI).

Tabla LXI. Aislados de C. glabrata identificados con el API ID32C®-
CHROMalbicans®.

CHROMALBICANS®

C. albicans C. no albicans Total

APIID 32C® 4 (16,7 %) 20(83,3%) 24 (100 %)
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I11.6.5.- APIID 32C® - CHROMAGAR-CANDIDA®.

I11.6.5.1.- Concordancia entre API ID 32C®-CHROMagar Candida®.

De un total de 522 aislados identificados por la técnica comercializada API
ID 32C® y el CHROMagar Candida® han sido identificados como C. albicans 236
y 271 C. no albicans por ambos métodos (Tabla LXII). De estos 271 aislados se
identificaron correctamente por ambos métodos 69 C. tropicalis, 40 C. glabrata, 6 C.

krusei 'y 74 C. parapsilosis.

Tabla LXII. Concordancia entre API ID 32C® y CHROMagar

Candida® .
CHROMAGAR
CANDIDA®
C. albicans C. no albicans Total
C. albicans 236 6 242
API ID 32C® C. no albicans 9 271 280
Total 245 277 522

Tabla LXIII. Total de aislados identificados con el API ID 32C®-CHROMagar
Candida®.
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I11.6.5.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Han sido ensayadas 242 C. albicans identificadas con el API ID32C®, de las
cuales 236 (97,5 %) coincidieron en la identificacion con el CHROMagar Candida®,
mientras que hubo discrepancias en 6 (2,5 %). De estas, 3 desarrollaron una
coloracion azul, tipica de C. tropicalis; 1 present6d coloracion blanca, otra un color

blanco-gris y otra una tonalidad marrén (Tabla LXIV).

Tabla LXIV. Aislados de C. albicans.

CHROMagar Candida®
C. albicans C. no albicans Total
APIID 32C® 236 (97,5 6 (2,5 %) 242 (100 %)
%)

B.- Candida tropicalis.

Han sido ensayadas 71 C. tropicalis, identificadas con el API ID32C®, con
el CHROMagar Candida®, coincidiendo en la identificacion en el 97,2 % (69
aislados). Hubo discrepancias en el 2,8 % (2 aislados), que desarrollaron colonias

caracteristicas de C. albicans (Tabla LXV).
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Tabla LXV. Aislados de C. tropicalis

CHROMagar Candida®
C. tropicalis  C. no tropicalis Total
API ID 32C® 69 (97,2 %) 2 (2,8 %) 71 (100 %)

C.- Candida parapsilosis.

De los 78 aislados identificados como C. parapsilosis con el API ID32C® y
ensayados con el CHROMagar Candida®, coincidieron en ambas técnicas en el 94,9
% en la identificacion de C. parapsilosis. Se detectaron discrepancias en 4 aislados
(5,1 %). En 3 casos se observo la coloracion verde caracteristica de C. albicans y
otro caso desarrolld un color blanco-violeta en el CHROMagar Candida® (Tabla

LXVI).

Tabla LXVI. Aislados de C. parapsilosis
CHROMagar Candida®

C. parapsilosis C. no parapsilosis Total

APIID 32C® 74 (94,9 %) 4 (5,1 %) 71 (100 %)
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D.- Candida glabrata.

Han sido ensayadas 48 C. glabrata identificadas con el API ID32C®, de las
cuales 40 (83,3 %) coincidieron en la identificaciéon con el CHROMagar Candida®,
mientras que hubo discrepancias en 8 (16,7 %). De estas, 3 desarrollaron colonias de
color azul (caracteristicas de C. tropicalis), 1 presento colonias de color blanco, otra

colonias de color rosa y otra colonias de color verde (caracteristicas de C. albicans)

(Tabla LXVII).

Tabla LXVII. Aislados de C. glabrata.

CHROMagar Candida®
C. glabrata C. no glabrata Total
API ID 32C® 40 (93,3 %) 8 (16,7 %) 48 (100 %)

E.- Candida krusei.

Han sido identificadas 7 aislados con el API ID32C® y el CHROMagar
Candida®, existiendo una concordancia del 85,7 % entre ellas. Uno de los aislados

desarroll6 colonias con pigmentacion correspondiente a C. tropicalis (tabla LXVIII).

Tabla LXVIII. Aislados de C. krusei

CHROMagar Candida®
C. tropicalis C. krusei Total

APIID 32C® 1 (14,3 %) 6 (85,7 %) 7 (100 %)
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I11.6.6.- API ID 32C® - MICROSCAN RAPID YEAST IDENTIFICATION®.

I11.6.6.1.- Concordancia entre API ID 32C®-MicroScan Rapid Yeast
Identification®.

De un total de 181 aislados identificados por la técnica comercializada API
ID 32C® y el MicroScan® han sido identificados como C. albicans 55y 112 C. no
albicans por ambos métodos. En la identificacion no han coincido 4 C. albicans
segin el API ID 32C®, cuya identificacion en el MicroScan® result6 ser C. no
albicans y 9 C. no albicans que fueron identificadas en el MicroScan® como C.

albicans (Tabla LXIX).

Tabla LXIX. Concordancia entre API ID 32C® y MicroScan® .

MICROSCAN®
C. albicans C. no albicans Total
C. albicans 55 4 59
API ID 32C® C. no albicans 9 112 121
Total 64 116 181
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I11.6.6.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Con el API ID32C® han sido identificadas 59 C. albicans, de las cuales el
93,2 % fueron coincidentes en la identificacion obtenida con el MicroScan®. El 6,8

% restante (4 aislados) fueron identificados como C. tropicalis (Tabla LXXI).

Tabla LXXI. Aislados de C. albicans

MicroScan®
C. tropicalis C. albicans Total
APIID 32C® 4 (6,8 %) 55 (93,2 %) 59 (100 %)

B.- Candida tropicalis

De 28 C. tropicalis identificados con el API ID32C® y ensayados por esta
técnica el 96,4 % fueron coincidentes en el resultado. Solo un caso se identificd

como C. albicans por el MicroScan® (Tabla LXXII).

Tabla LXXII. Aislados de C. tropicalis

MicroScan®
C. tropicalis C. albicans Total

APIID 32C® 27 (96,4 %) 1 (3,6 %) 28 (100 %)
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C.- Candida parapsilosis.

34 C. parapsilosis identificadas por el API ID32C® y ensayadas por el
MicroScan®, el 85,3 % fueron identificadas correctamente. En 5 aislados (14,7 %) se
obtuvieron discrepancias, identificindose 3 como C. albicans, uno como C.

catenulata y otro como C. krusei. (Tabla LXXIII).

Tabla LXXIII. Aislados de C. parapsilosis

MicroScan®
C. no parapsilosis  C. parapsilosis Total
APIID 32C® 5 (14,7 %) 29 (85,3 %) 34 (100 %)

D.- Candida glabrata

Con el API ID32C® han sido identificadas 17 C. glabrata, que fueron
procesadas con el MicroScan®, apreciandose que un 76,5 % de las mismas han
coincidido en el resultado. Un 23,5 % fueron identificados como otras especies

diferentes a C. glabrata por el MicroScan®, encontrando 2 C. albicans, 1 C. ater y

una C. tropicalis (Tabla LXXIV).

Tabla LXXIV. Aislados de C. glabrata

MicroScan®
C. no glabrata _ C. glabrata Total

APIID 32C® 4(23,5%)  13(76,5%) 7 (100 %)
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I11.6.7.- APIID 32C® - VITEK YEAST BIOCHEMICAL CARD®.

II1.6.7.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Vitek Yeast Biochemical Card®.

Los aislados identificados por API ID 32C® y testados con el Vitek® han
sido un total de 158, de los cuales 41 (93,2 %) han coincidido en la identificacion por
ambos métodos como C. albicans y 110 C. no albicans. Las diferencias se han
encontrado en 3 aislados identificados como C. albicans segun el API ID 32C®,

cuya identificacion en el Vitek® fue de C. no albicans y 4 C. no albicans que fueron

identificadas en el Vitek® como C. albicans (Tabla LXXV).

Tabla LXXYV.- Concordancia entre API ID 32C® y Vitek® .

VITEK®
C. albicans C. no albicans Total
C. albicans 41 3 44
API ID 32C® C. no albicans 4 110 114
Total 45 113 158
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LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

I11.6.7.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Del total de 44 C. albicans identificadas con el API ID 32C® concordaron en

un 90,9 % cuando se identificaron también con el Vitek®. 4 aislados fueron

identificados por este método como C. tropicalis (Tabla LXXVII).

Tabla LXXVII. Aislados de C. albicans.

Vitek®
C. tropicalis C. albicans Total
APIID 32C® 4 (9,1 %) 40 (90,9 %) 44 (100 %)

B.- Candida tropicalis

De 19 aislados identificados como C. tropicalis con el API ID 32C®, el 88,5

% fueron igualmente identificados con el Vitek®, habiendo discrepancias en un 10,5

% (2 aislados), correspondiendo uno a C. parapsilosis y otro a Prothoteca spp.

(Tabla LXXVIII).
Tabla LXXVIII. Aislados de C. tropicalis
Vitek®
C. tropicalis  C. no tropicalis Total
API ID 32C® 17 (88,5 %) 2 (10,5 %) 19 (100 %)
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C.- Candida parapsilosis.

De 28 aislados identificados como C. parapsilosis con el API ID 32C®, el
82,1 % fueron correctamente identificados con el Vitek®. Hubo discrepancias en 5
aislados (17,9 %), 2 identificados como C. lusitaniae, otros 2 como P. ohmeri y otro

como C. albicans (Tabla LXXIX).

Tabla LXXIX. Aislados de C. parapsilosis.

Vitek®
C. parapsilosis C. no parapsilosis Total

APIID 32C® 23 (82,1 %) 5(17,9 %) 28 (100 %)

D.- Candida glabrata

De 14 aislados identificados como C. glabrata con el API ID 32C®, el 85,7
% fueron también identificados correctamente con el Vitek®. Solo 2 aislados (14,3

%) discreparon en la identificacion, que correspondié a 1 C. albicansy a1 C.

tropicalis (Tabla LXXX).

Tabla LXXX. Aislados de C. glabrata.

Vitek®
C. glabrata C. no glabrata Total

API ID 32C® 12 (85,7 %) 2 (14,3 %) 14 (100 %)
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111.6.8.- APIID 32C® - RAPID YEAST PLUS SYSTEM®.

I11.6.8.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Rapid Yeast Plus System®.

Un total de 107 aislados han sido identificados por el método API ID 32C® y
por el RapID Yeast Plus System®, coincidiendo en el resultado de la identificacion
50 aislados de C. albicans y 49 de C. no albicans por ambos métodos. Existiendo
discrepancias en el resultado de 5 aislados identificados como C. albicans segun el
API ID 32C® y C. no albicans con el método RapID Yeast Plus System y 3 C. no
albicans que fueron identificadas con el RapID Yeast Plus System® como C.

albicans (Tabla LXXXI).

Tabla LXXXI. Concordancia entre API ID 32C® y RapID Yeast Plus System® .

RAPID YEAST PLUS
SYSTEM®
C. albicans C. no albicans Total
C. albicans 50 5 55
API ID 32C® C. no albicans 3 49 52
Total 53 54 107
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I11.6.8.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Del total de 55 C. albicans identificadas con el API ID 32C® concordaron en
un 90,9 % al identificarse con el RapID Yeast Plus System®. Los restantes 5
aislados (9,1 %) fueron identificadas uno como C. ftropicalis, otro como C.

parapsilosis, otro como Yar. lipolytica y dos como no identificados (Tabla

LXXXTID).

Tabla LXXXIII. Aislados de C. albicans.

RapID Yeast Plus System®
C. albicans C. no albicans

Total

APIID 32C® 50 (90,9 %) 59,1 %) 55 (100 %)

B.- Candida tropicalis

El 100 % de las identificaciones de C. tropicalis coincidieron al realizar el

API ID 32C® y el RapID Yeast Plus System® (Tabla LXXXIV).
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Tabla LXXXIV. Aislados de C. tropicalis.

RapID Yeast Plus System®

C. tropicalis Total

APIID 32C® 11 (100 %) 11 (100 %)

C.- Candida parapsilosis.

Identificados 11 aislados de C. parapsilosis con la técnica del RapID Yeast
Plus System® nos encontramos un grado de concordancia entre esta técnica y el API

ID 32C® del 81,8 %, identificandose el resto como C. albicans (Tabla LXXXV).

Tabla LXXXV. Aislados de C. parapsilosis.

RapID Yeast Plus System®
C. albicans C. parapsilosis Total

APIID 32C® 2 (18,2 %) 9 (81,8 %) 11 (100 %)
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D.- Candida glabrata.

La identificacion de un solo aislado de C. glabrata fue coincidente con el
resultado de la identificacion realizada con el RapID Yeast Plus System® (Tabla

LXXXVI).

Tabla LXXXVI. Aislados de C. glabrata.

RapID Yeast Plus System®
C. glabrata Total

API ID 32C® 1 (100 %) 1 (100 %)
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I11.6.9.- APIID 32C® - AUXACOLOR®.

I11.6.9.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Auxacolor®.

De un total de 30 aislados identificados por API ID 32C® y el Auxacolor®,
15 han coincidido en la identificacion por ambos métodos como C. albicans y 14 C.
no albicans, existiendo tan solo un aislado cuya identificacion diferia,
identificindose como C. albicans segin el API ID 32C® y por el Auxacolor® se
identificd como C. no albicans (Tabla LXXXVII).

Tabla LXXXVII.- Concordancia entre API ID 32C® y Auxacolor®.

AUXACOLOR®
C. albicans C. no albicans Total
C. albicans 15 1 16
API ID 32C® C. no albicans 14 14
Total 15 15 30

En la tabla LXXXVIII se recoge la distribucion de las especies identificadas
con el API ID 32C® y el Auxacolor®.
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Tabla LXXXVIII. Total de aislados identificados

con el API ID 32C® y el Auxacolor®.

AUXACOLOR®
C. albicans | C. lusitaniae | C. parapsilosis | C. tropicalis | Total

C. albicans 15 1 16

C. lusitaniae 2 2

C.parapsilosis 6 6

APLID | C.tropicalis 1 4 5
32C®

Cr. laurentii 1 1

Total 15 2 7 6 30
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I11.6.9.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

De los 16 aislados identificados, el grado de concordancia entre ambas
técnicas fue del 93,7 %. So6lo un aislado fue identificado como C. fropicalis (Tabla

LXXXIX).

Tabla LXXXIX. Aislados de C. albicans.

Auxacolor®
C. albicans C. tropicalis Total
APLID 32C® 15 (93,7 %) 1 (6,3 %) 16 (100 %)

B.- Candida tropicalis

De los 5 aislados identificados, el grado de concordancia entre ambas técnicas

fue del 80 %. Un aislado fue identificado como C. parapsilosis (Tabla XC).

Tabla XC. Aislados de C. tropicalis.

Auxacolor®

C. tropicalis C. parapsilosis Total

APIID 32C® 4 (80 %) 1 (20 %) 5 (100 %)
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C.- Candida parapsilosis.

Los 6 aislados de C. parapsilosis fueron correctamente identificados por el

Auxacolor® (Tabla XCI).

Tabla XCI. Aislados de C. parapsilosis.

Auxacolor®
C. parapsilosis Total

API ID 32C® 6 (100 %) 6 (100 %)
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II1.7.- PRUEBAS DE CRECIMIENTO A TEMPERATURAS Y
TIEMPOS VARIABLES.

En la figura 41 se muestra el crecimiento de 516 aislados de levaduras a 30 °C
a intervalos de 24 horas. El 89,5 % de los aislados se han desarrollado a una
temperatura de incubacion de 30 °C tras un periodo de 24 horas, frente al 10,5 % que
necesitaron un periodo de incubacion mayor. A las 48 horas de incubacion se aprecia
un crecimiento del 97,3 % y efectuada la lectura a las 72 h. se observa un

crecimiento del 97,7 % (Tabla XCII).

En la figura 42 se representa el porcentaje de crecimiento de los aislados
(91,1 %) a 37 °C tras las primeras 24 horas de incubacion, frente al 8,9 % de aislados
que necesitaron mas tiempo de incubacion. A las 48 horas se produjo un incremento
del 5,6 en el porcentaje de crecimiento y s6lo un 3,3 % no crecieron en este periodo.
A las 72 h. el porcentaje de crecimiento no varia notablemente (97,3 %), s6lo un 2,7

% de las cepas sembradas no crecieron (Tabla XCIII).

En la figura 43 se observan los porcentajes de crecimiento a 42 °C en los
diferentes intervalos de tiempo (24, 48 y 72 h.). El porcentaje de especies que
crecieron fue del 69,8 % a las 24 h., del 78,5 % a las 48 h. y del 81,6 % a las 72
horas (Tabla XCIV).

En las figuras 44, 45 y 46 se muestran el crecimiento de los aislados teniendo

en cuenta los intervalos de tiempo a temperatura variable.
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Tabla XCII. Crecimiento a 30°C y tiempos variables.

Tiempos
24H 48H 72H
Crece 89,5 % 97,3 % 97,7 %
No crece 10,5 % 2,7 % 2,3 %

Tabla XCIII. Crecimiento a 37°C y tiempos variables.

Tiempos
24H 48H 72H
Crece 91,1 % 96,7 % 97,3 %
No crece 8,9 % 3,3% 2,7%

Tabla XCIV. Crecimiento a 42 °C y tiempos variables.

Tiempos
24H 48H 72H
Crece 69,8 % 78,5 % 81,6 %
No crece 30,2 % 21,5 % 18,4 %
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FIGURA 41
CRECIMIENTO DE LOS AISLADOS DE LEVADURA
A 30 °C A TIEMPO VARIABLE
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FIGURA 42
CRECIMIENTO DE LOS AISLADOS DE LEVADURA
A 37 °C A TIEMPO VARIABLE
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FIGURA 43
CRECIMIENTO DE LOS AISLADOS DE LEVADURA
A 42 °C A TIEMPO VARIABLE
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FIGURA 45
CRECIMIENTO DE LOS AISLADOS DE LEVADURA
A 48 H A TEMPERATURA VARIABLE
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FIGURA 46
CRECIMIENTO DE LOS AISLADOS DE LEVADURA
A 72 HA TEMPERATURA VARIABLE

100

90

80

704

——

60

—

——
=

=

50

|
|
\

:

CRECE
E NO CRECE

40

30

20

10-

30°C-72H 37°C-72H  42°C-72H



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

IV.- DISCUSION.

En los recientes afios, la incidencia de infecciones serias causadas por
levaduras ha incrementado significativamente, particularmente en pacientes
inmunocomprometidos (Horn y cols., 1985; Walsh y Pizzo, 1988; Banerjee y cols.,
1991). Esto ha dado lugar a fuertes presiones de los laboratorios clinicos para
asegurar la identificacion a nivel de especie de una gran variedad de levaduras
médicamente importantes (McGowan y Mortensen, 1993). Por ello se ha hecho
necesario el desarrollo de métodos rapidos y seguros designados para el uso en
laboratorios de diagnostico para la identificacion de levaduras, no solo para conocer
el agente etiologico de la infeccion, sino la necesidad de instaurar el tratamiento

antifingico mas adecuado.

El uso de los sistemas de identificacién rapidos requiere entrenamiento y
familiarizacion suficiente con cada una de las pruebas realizadas para posibilitar
interpretaciones. Antes de decidir el empleo de cada uno de estos sistemas en un
laboratorio, deben tomarse en cuenta factores como el coste, estabilidad y
adaptabilidad a las necesidades individuales de cada laboratorio (Koneman y cols.,
1999). La introduccion de los sistemas comerciales para la identificacion de las
levaduras patogenas ha favorecido mucho la rapidez y la facilidad de identificacion
en los laboratorios clinicos de rutina. Estas pruebas comerciales estan estandarizadas
y tecnoldgicamente son adaptables a los laboratorios mas pequefios, pudiendo
conseguirse excelentes resultados empleando algunos de estos sistemas. Ademas, la
disponibilidad de la base de datos permite el examen de cientos de variantes y
biotipos (Gray y Roberts, 1988). Algunos métodos comerciales ofrecen una alta
exactitud de identificacion en comparacion con los métodos tradicionales de

identificacion.
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IV.1.- LEVADURAS ENSAYADAS.

Un total de 537 levaduras aisladas de muestras clinicas fueron ensayadas en
nuestro estudio. En general, se observa que, independientemente de la procedencia
organica de la muestra estudiada, C. albicans (46,6 %) ocupa la primera posicion, a
gran distancia de las demas especies, en cuanto a frecuencia de aislamientos. Asi le
siguen C. parapsilosis (14,6 %), C. tropicalis (13,3 %), C. glabrata (9,2 %)y C.
lusitaniae (3,7 %). El resto de especies del género Candida de importancia clinica se
han identificado en una proporcion bastante inferior, asi C. famata (1,7 %), con un
1,5 % C. guilliermondii 'y C. krusei; C. inconspicua, C. intermedia y C. meliobiosica

conun 0,4 % y C. globosa, C. humicola'y C. norvengensis con un 0,2.

Estos resultados han sido comparados con los obtenidos en nuestro propio
laboratorio por Arévalo, en 1989, que en su trabajo encuentra que es también C.
albicans (78,7 %) la especie mas aislada, pero le siguen segliin la frecuencia de
aislamiento C. tropicalis (8,1 %), C. parapsilosis (5,4 %) y C. glabrata (5,3 %).
Puede observarse que en un periodo de 10 afios se ha visto disminuida la frecuencia
en el aislamiento de C. albicans, frente al progresivo aumento de las restantes

especies, asi como un cambio en la distribucion de las especies aisladas.

Ng y cols., (1998-1999), coincidentes con nuestra serie, en su estudio de
varias muestras clinicas encontraron como las especies mas prevalentes a C. albicans

(44,2%), C. parapsilosis (26,0%), C. tropicalis (17,7%)y C. glabrata (9,6 %).

El estudio realizado por Pereiro y cols., (1994) sobre candidiasis en el
Servicio de Dermatologia del Hospital General de Galicia-Gil Casares muestra como
entre las especies mas predominantes a C. albicans (35,6 %), C. parapsilosis (6 %),
C. guilliermondii (5,9 %) y C. famata (4,5 %), diferencidndose en la distribucion
obtenida en nuestro estudio y que concuerdan con un estudio de micosis realizado en
el area sanitaria de Asturias por Alvarez y cols., (1994), donde también encontraron
como especies aisladas con mas frecuencia a C. albicans, C. parapsilosis y C.

guilliermondii.
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IV.2.- ORIGEN ORGANICO DE LAS ESPECIES DEL GENERO
CANDIDAY OTRAS LEVADURAS.

Las muestras estudiadas correspondieron en su mayor parte muestras tipo
vaginal (22,3 %), seguidas de los urinocultivos (19,4 %), ufas (15,7 %), hemocultivo
(11,8 %), exudado de herida (7,8 %), coprocultivo (5,2 %), catéteres (4,5 %) y
muestras respiratorias (4,3 %). El resto, 8,8 %, engloba a otras muestras de diferentes
procedencias organicas. También, Arévalo, en su estudio de 1989, recoge los
exudados vaginales en primera posicion (50 %), siguiéndole las muestras
broncopulmonares (14,3 %), muestras de piel y anejos, casi exclusivamente ufias,

(13,3 %); orinas (11,2 %), muestras orofaringeas (5,7 %) y hemocultivos (1,7 %).

En este apartado comentaremos las muestras de las que procedian un mayor

numero de aislados, asi como aquellas de origen organico mas relevante.

IV.2.1.- AISLADOS DE LEVADURAS DE LOCALIZACION VAGINAL.

Observamos que las especies aisladas con mayor frecuencia en las muestras
vaginales fueron C. albicans (61,1 %), C. glabrata (16,7 %), C. parapsilosis (12 %),
y C. krusei (3,7 %), aislandose otras especies en proporciones inferiores al 3,5 %.
Estos datos se aproximan a los de Sobel y Chaim (1996), quienes en un estudio de 24
pacientes con candidiasis vaginal encontraron a C. albicans como la especie
mayoritaria (92 %), siguiéndole C. parapsilosis (8 %). Los trabajos de Odds (1988),
Arévalo (1989), Goldstein (1993), Sobel (1993), Tietz y cols., (1995), Houang y
cols., (1997) y Kwok y cols., (1998), presentan resultados que concuerdan con los
obtenidos por nosotros, siendo C. albicans la especie mas aislada, C. glabrata y C.
tropicalis las que ocupan el segundo y tercer lugar, respectivamente. Esta ultima no

se aislo en ninguna de nuestras muestras, como se refleja en la tabla XCV.
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Un estudio sobre candidiasis vaginal en prostitutas, de Otero y cols., (1998),
muestra como C. albicans sigue siendo la especie mas aislada (89,3 %), porcentaje
mucho mas alto que el encontrado por nosotros, siguiéndole C. glabrata (2,7 %), C.
parapsilosis (1,2 %), S. cerevisiae (0,4 %), siendo estas proporciones mucho
menores que las halladas en nuestro medio, cabe destacar, el aislamiento de S.

cerevisiae (Tabla XCV).

Ng y cols., (1998-1999) presentan en su trabajo una distribucion diferente de
las especies mas importantes aisladas en muestras vaginales: C. albicans (44.2%), C.
parapsilosis (26.0%), C. tropicalis (17.7%), C. glabrata (9.6%). Como también
ocurre con el trabajo de Giudice y cols., (1994), que encuentran como las especies
predominantes en muestras de secrecion vaginal a C. albicans (85,5 %), C. tropicalis

(7,8 %), C. guilliermondii (5,5 %)y C. krusei (1,2 %).
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Tabla XCV. Comparacion de aislados en muestras vaginales con otros autores.

Autores C. albicans C. glabrata C. tropicalis C. parapsilosis

Odds (1988) 84,2 5,5 53 1,2
Arévalo (1989) 89,3 6 2,3 1,6
Giudice y cols., (1994) 85,5 - 7,8 -

Tietz y cols., (1995) 62,4 10,6 - 3,5
Kwok y cols., (1998) 58 32 6 4

Otero y cols., (1998) 89,3 2,7 - 1,2
Ng y cols., (1998-1999) 442 9,6 17,7 26
Al-Rawi y Kavanagh (1999) 92.9 3,6 3,5 -

Nuestros datos (2000) 61,1 16,7 - 12
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IV.2.2.- AISLADOS DE LEVADURAS EN ORINA.

En las muestras de orina se aislaron como especies predominantes C. albicans
(53,2 %), C. tropicalis (22,3 %), C. parapsilosis (10,6 %) y C. glabrata (10,6 %),
entre otras; muy semejante a la relacion encontrada por Arévalo (1989) y Chen y
cols., (1997), frente a otros trabajos donde las levaduras mds comunmente
encontradas fueron C. albicans y C. glabrata (Odds, 1988; Jacobs, 1996; Jacobs y
cols., 1996; Hazen y cols., 1999) (Tabla XCVI).

Mirdha y cols., (1998) encontraron también en su trabajo como las especies

mas aisladas C. albicans 'y C. tropicalis, siguiéndole en tercer lugar C. krusei.

Pero no siempre es C. albicans el agente patogeno mas aislado, como asi hace
referencia en sus resultados Chakrabarti y cols., (1997) y al-Hedaithy y Fotedar

(1997), donde es C. tropicalis la especie encontrada con mas frecuencia.

Tabla XCVI. Comparacion de aislados en orina con otros autores.

Autores C. albicans C. glabrata  C. tropicalis C. parapsilosis
Odds (1988) 55,4 20,2 8,9 4,1
Arévalo (1989) 54 12,6 20,7 6,9
Chen y cols., (1997) 50,8 11,7 17,6 8,2

Nuestros datos (2000) 53,2 10,6 22,3 10,6
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IV.2.3.- AISLADOS DE LEVADURAS EN UNAS.

En las muestras de ufas los aislados encontrados con mayor frecuencia fueron
C. parapsilosis (40,8 %), seguido de las especies C. albicans (10,5 %), C.
guilliermondii (7,9 %), C. famata (6,6 %)y C. tropicalis (6,6 %). Esto concuerda con
los resultados mostrados por Segal y cols., (1996) y San Millan y cols., (1993), que
también encuentran como el patdgeno mas frecuente causante de onicomicosis a C.
parapsilosis, seguido de C. albicans. Estudios de Crespo-Erchiga y cols., (1994)
concuerdan también con estos resultados, aislandose con mas frecuencia C.
parapsilosis (46,42 %), C. albicans (5,95 %), C. tropicalis (3,57 %) y C.
guilliermondii (2,38 %). Otros autores, sin embargo, presentan a C. albicans como la
especic mas patdégena en la ufa, seguida de C. parapsilosis (Arenas, 1990;

Faergemann, 1996).

Arévalo, en 1989, aislo a nivel ungueal 7 especies diferentes: C. albicans (62
%), C. parapsilosis (18 %), C. tropicalis (12 %), C. guilliermondii (4 %), C. glabrata
(2 %), C. krusei (1 %)y C. kefyr (1 %). Podemos destacar la gran disminucion en el
aislamiento de C. albicans frente al considerable aumento de C. parapsilosis,
siguiéndoles en proporciones inferiores y muy proximas entre si especies como C.

guilliermondii 'y C. tropicalis (Tabla XCVII).

Tabla XCVII. Comparacion de aislados de ufias con otros autores.

Autores C. albicans C. parapsilosis C. guilliermondii C. tropicalis
Arévalo (1989) 62 18 4 12
Crespo-Erchiga y 29,8 46,4 2,38 3,57
cols., (1994)

Nuestros datos (2000) 10,5 40,8 7.9 6,6




LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

1V.2.4.- AISLADOS DE LEVADURAS A PARTIR DE HEMOCULTIVOS.

Al analizar los resultados obtenidos a partir de los hemocultivos, puede
observarse que la especie que se aislo en mayor proporcion fue C. albicans (40,4 %),
seguida de C. glabrata (22,8 %), C. tropicalis (17,5 %), C. parapsilosis (10,5 %) y
C. inconspicua (3,5 %). Nuestros datos son muy similares a los que presentan Pfaller
y cols., (1998), tanto en las especies aisladas como en el porcentaje de aislamiento de
las mismas. Se aproximan a las series de Odds (1988) y Arévalo (1989) en cuanto a

las especies mas frecuentemente aisladas (Tabla XCVIII).

Los resultados de Shin y cols., (1997) muestran en orden decreciente las
especies de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei.
Relacion semejante a la obtenida por Sheppard y cols., (1999), a excepcion de C.
krusei. Mientras que Stratov y cols., (1998) aislan en primer lugar C. albicans (63

%), luego C. parapsilosis (21 %), C. glabrata (10 %) y C. krusei (2 %).

Pfaller y cols., (1999), Kao y cols., (1999) y Yamamura y cols., (1999)
encuentran una distribucion muy similar a las anteriores, con C. albicans (53 %)
como la especie mayoritaria, seguida de C. parapsilosis (21 %), C. glabrata (12 %) y

C. tropicalis (6 %). Tabla XCVIII.

El trabajo de Colombo y cols., (1999) recoge la siguiente serie: C. albicans
(37 %), C. parapsilosis (25 %), C. tropicalis (24 %), C. rugosa (5 %)y C. glabrata
(4 %). Pavese y cols., (1999) y Hung y cols., (1996) también encontraron C. albicans
como la especie mas prevalente (50 %), C. tropicalis (18,2 %), C. glabrata (13,6 %)
y C. parapsilosis (9,1 %). Tabla XCVIII.

Por otro lado, existen otros trabajos como los de Narang y cols., (1996) donde
después de C. albicans (43,5 %) y C. tropicalis (21,7 %), encontramos a C.
guilliermondii (13 %), especie aislada con poca frecuencia en la mayoria de los

trabajos, siguiéndole C .parapsilosis (13 %)y C. krusei (8,7 %) (Tabla XCVIII).
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Goldschmied-Reouven y Block (1991) en un estudio sobre 129 episodios de

fungemia encuentran entre las especies mayoritarias a C. albicans (49 %), C.

tropicalis (31 %) y C. parapasilosis (7 %). Tabla XCVIII.

Tabla XCVIII. Comparacion de aislados en hemocultivos con otros autores.

Autores C. albicans C. glabrata C. tropicalis  C. parapsilosis
Odds (1988) 50,4 9,7 18,5 12,1
Arévalo (1989) 46,1 15,4 - 38,5
Goldschmied-Reouven y 49 - 31 7
Block (1991)
Hung y cols., (1996) 50 14 20 9,2
Stratov y cols., (1998) 63 10 - 21
Pfaller y cols., (1998) 48 20 11 8
Pfaller y cols., (1999) 53 12 6 21
Colombo y cols., (1999) 37 4 24 25
Pavese y cols., (1999) 50 13,6 18,2 9,1
Yamamura y cols., (1999) 68.9 8,2 6.5 10,4
Nuestros datos (2000) 404 22,8 17,5 10,5
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IV.2.5.- AISLADOS DE LEVADURAS DE CATETER.

C. tropicalis, con un 40,9 %, ha sido la especie aislada con més frecuencia,
seguida por C. albicans (36,4 %), C. parapsilosis (13,6 %) y s6lo en un 4,5 % se

aislo C. glabrata 'y C. norvengensis.

Krecmery y cols., (1999) encontraron en infecciones flingicas del tracto
urinario a C. albicans como la especie mas aislada (72 %), repartiéndose la
proporcion restante entre C. tropicalis y C. krusei. Bren (1998) cita entre las
diferentes especies aisladas de pacientes de didlisis peritoneal ambulatoria un 15,4 %
de C. tropicalis y de C. parapsilosis, un 7,7 % de C. albicans y C. lusitaniae,

correspondiendo el resto a diferentes especies fungicas (Tabla XCIX).

Tabla XCIX. Comparacion de los aislados de catéter con otros autores.

Autores C. tropicalis C. albicans C. parapsilosis C. glabrata

Bren (1998) 15,4 7,7 15,4 -

Nuestros datos (2000) 40,9 36,4 13,6 4.5
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IV.2.6.- AISLADOS DE LEVADURAS DE MUESTRAS RESPIRATORIAS.

C. albicans (61,9 %) fue la especie aislada en mayor frecuencia y en
porcentajes netamente inferiores C. tropicalis (14, 3 %), C. parapsilosis (9,5 %)y C.

glabrata 'y C. meliobiosica con un 4,8 % cada una.

Rello y cols., (1998) muestran en su trabajo que también fue C. albicans la
especie mas aislada, coincidiendo con nuestros resultados en el bajo aislamiento de

C. tropicalis y C. parapsilosis.
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IV.3.- CULTIVOS MIXTOS.

En nuestro estudio obtuvimos 22 cultivos mixtos, de los que se aislaron 45
especies. Estos cultivos procedian en su mayor parte de tomas de ufias (36,4 %),
seguidas de muestras de origen vaginal (27,3 %), muestras respiratorias (9,1 %) y en
una proporcion muy inferior (4,5 %) muestras procedentes de catéter, piel,

coprocultivo, orina y orofaringe.

En cuanto a las especies aisladas en cada cultivo, pudimos comprobar que las
especies que mayoritariamente aparecian mezcladas correspondian a C. albicans'y C.
parapsilosis, sobre todo en muestras vaginales, esta mezcla también se observa en un
cultivo de unas. El resto de las combinaciones de especies fue muy variado, no

pudiendo establecer un patron a destacar.

Contreras y cols., (1996) encontraron una prevalencia de cultivos mixtos en
muestras clinicas frescas del 11,7 %, frente al 4,7 % de cultivos mixtos encontrados
en las muestras recibidas en nuestro laboratorio. Una mayor incidencia de cultivos
mixtos fue detectada por Powell y cols., (1998) con un 22,4 %, Baumgartner y cols.,
(1996) un 27,4 % y por San-Millan y cols., (1996) un 38,7 %, con dos 0 mas especies
por cultivo. Al-Rawi y Kavanagh (1999) obtuvieron un 7,1 % de cultivos mixtos en

muestras vaginales.
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IV.4.- METODO DE REFERENCIA: API ID 32C®.

De las pruebas de identificacion comercializadas, el sistema API ID 32C, ha
sido el utilizado en mas ocasiones como el método de referencia (Contreras y cols.,
1996; Heelan y cols., 1996; San-Millan y cols., 1996); Quindods y cols., 1997; Heelan
y cols., 1998; Campbell y cols., 1999; Hoppe y Frey, 1999; Koehler y cols., 1999;
Sheppard y cols., 1999; Smith y cols., 1999; Wadlin y cols., 1999). A partir de los
resultados obtenidos por este método se han realizado las comparaciones entre los
diferentes métodos utilizados. Se han calculado distintos parametros, como son la
especificidad y sensibilidad de cada técnica, asi como su eficiencia, con el fin de

poder establecer la validez de las técnicas.

Hay que indicar que el numero de especies identificadas con los distintos
métodos no coincide, por lo que no se ha podido comparar la identificacion realizada
por API ID 32C® del niamero total de especies con el resto de los diferentes métodos

de nuestro estudio.
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IV.5.- COMPARACION ENTRE LAS DISTINTAS TECNICAS DE
IDENTIFICACION Y EL API ID32C®.

IV.5.1.- APLID 32C® - TEST DE FILAMENTACION EN SUERO.

Esta prueba consiste en la capacidad de C. albicans de crecer en forma de hifa
a partir de blastoporas que se incuban en suero a 37 °C durante 3 6 4 horas. Algunos
autores han recomendado otros medios diferentes al suero para la formacion de tubos
germinativos como el caldo de tripticasa soja (Joshi y cols., 1973) y también medios
sintéticos que estan mas estandarizados que el suero: diferentes medios de peptona
como el medio Bacto-peptona 1 % (Auger y Joly, 1977), medios quimicamente
definidos y medios de cultivo de tejidos como el TC 199 (Hasenclever, 1977) y un
medio mineral aireado enriquecido con vitaminas y una baja concentraciéon de
glucosa, 5 mmol/l (Hrmova y Drobnica, 1981). Para inducir la conversiéon de la
forma blastopora (levadura) a la forma micelial basta con la presencia de
aminoacidos que son la fuente de nitrdgeno necesaria para esta actividad
morfoldgica. Ahora bien, seglin los sueros existen gran variaciéon en cuales son los
aminoacidos necesarios para la filamentacion y por esta razon los medios sintéticos
quimicamente definidos compuestos por diferentes aminoacidos, sales inorganicas,
biotina y glucosa no son tan seguros como el suero o el medio de cultivo de tejidos
(Gallach, 1989). Esta conversion morfoldgica es compleja y no todos los sueros
comparten los requerimientos materiales (Shepherd y cols., 1985; Hasenclever,
1977). Nosotros optamos por emplear el suero humano por su facilidad de obtencion
en el propio laboratorio y por sus buenas caracteristicas para la formacion del tubo

germinativo de C. albicans.
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IV.5.1.1.- Concordancia entre API ID 32C®-test de filamentacion en suero.

El ntimero de aislados identificados por la técnica comercializada API ID
32C® vy el test de filamentacion resulté ser de 525, de los cuales 226 han sido
identificados como C. albicans y 274 C. no albicans por ambos métodos, mientras
que nos encontramos con discrepancias en 16 C. albicans, cuya filamentacion resultd

ser negativa 'y 9 C. no albicans con resultado positivo en el test de filamentacion.

La correlacion entre ambas pruebas resultd tener un indice Kappa (0,889),
indice que nos mide la concordancia entre dos técnicas diferentes, valorandose la

concordancia como casi perfecta.

Como ha sido documentado, la prueba del tubo germinativo puede dar
resultados inexactos. Hay aislamientos de C. albicans que no forman tubos
germinativos, pero se ajustan a todos los otros aspectos de la descripcion estandar de
C. albicans. Dealler, en 1991, encontr6 falsos negativos en un 3,7 % de los sueros;
coincidiendo la mayoria de los autores en decir que sobre el 5 % de las especies C.
albicans no presentan tubos germinativos (Salkin y cols., 1987; Perry y Miller, 1987,
Odds, 1988; Crist y cols., 1996; Campbell y cols., 1998). Este hecho se observa
también en nuestros resultados, donde se produjeron discrepancias entre este método
de identificacion y el API ID 32C®, al existir un 6,6 % de falsos negativos frente al
93,4 % de concordancia entre ambos métodos. A la inversa, algunos aislamientos de
levaduras con las propiedades fisiologicas de C. tropicalis forman, segun Tierno y
Milstoc (1978 y 1979) y Martin y White (1981; Martin, 1979), tubos germinativos en
suero. Hecho que subrayan en su trabajo Perry y Miller (1987). Ahora bien, cabe
remarcar que los tubos germinativos de otras especies diferentes de C. albicans son
pseudohifas y, por tanto, generalmente, tienen constricciones marcadas a nivel de la
union entre el tubo germinativo y la blastopora (Hedden y Buck, 1980). Nosotros
obtuvimos un 3,7 % de especies C. no albicans con resultados positivos a la
filamentacion, de las que el 1,7 % corresponde a C. parapsilosis, un 0,8 % a C.

glabrata 'y C. tropicalis, y el 0,4 % a C. lusitaniae (Figuras 47 y 48 y tabla C).
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Nosotros encontramos valores de sensibilidad y especificidad del orden del
93,8 % y 96,8 %, respectivamente. Datos que se acercan bastante a los obtenidos por
otros autores, como Dealler (1991), que obtuvo un 98 % de sensibilidad y un 95 %
de especificidad. Una sensibilidad un poco menor a la de Dealler y mas cercana a la
obtenida en nuestro trabajo fue la que obtuvieron Crist y cols., (1996), del orden del
94,7 % y una especificidad mucho mas alta del 99,3 %. Para Perry y cols., (1990) la
sensibilidad y especificidad para el test de la filamentacion en suero exceden del 99
%. Los resultados de Heelan y cols., (1996) presentan una correlacion perfecta entre

ambos métodos y con una sensibilidad y especificidad del 100 %.

El test de filamentacion en suero es un método popularmente empleado en la
identificacion de C. albicans por su rapidez y su bajo coste, pudiéndose ver reducido
la pequenia proporcion de falsos negativos y falsos positivos resultantes con un

apropiado entrenamiento del personal.
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Tabla C. Distribucion de levaduras segin la formacion del tubo germinativo.

Frecuencia (n=527) Porcentaje

Negativo 292 55,4
Candida parapsilosis 74 25,3
C. tropicalis 69 23,6
C. glabrata 46 15,7

C. lusitaniae 19 6,5

C. albicans 16 5,5

C. famata 9 3,1

C. guilliermondii 8 2,7
Rhodotorula rubra 8 2,7

C. krusei 7 2,4

Cryptococcus neoformans 4 1,4
Cr. laurentii 4 1,4
Prototheca etchell/carsonii 3 1,0
R. glutinis 3 1,0
Trichosporon cutaneum 3 1,0
C. inconspicua 2 0,7

C. intermedia 2 0,7

C. meliobiosica 2 0,7
Candida spp. 2 0,7

Cr. unigutulatus 2 0,7

R. minuta 2 0,7
Saccharomyces cerevisiae 2 0,7
C. globosa 1 0,3

C. humicola 1 0,3

C. norvengensis 1 0,3

T. capitatum 1 0,3
Zygosaccharomyces 1 0,3
Positivo 235 44,6

C. albicans 226 96,2

C. parapsilosis 4 1,7

C. glabrata 2 0,8

C. tropicalis 2 0,8

C. lusitaniae 1 0,4

C., Candida; Cr., Cryptococcus, R., Rhodotorula; T., Trichosporon
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FIGURA 47
FILAMENTACION NEGATIVA
POR ESPECIES

% 30~ OC. parapsilosis

C. tropicalis

C. glabrata

OC. lusitaniae

C. albicans

OC. famata

O C. guilliermondii
BR. rubra

BC. krusei

O Crypt. neoformans
Crypt. laurentii

O P. etchell/carsonii
ER. glutinis

BT. cutaneum

B Otros

FIGUR’A 48
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IV.5.1.2.- Comportamiento de otras especies clinicas mas relevantes.

De acuerdo a la bibliografia, en nuestro estudio observamos un total de 2,9 %
de C. tropicalis que dieron filamentacion positiva, proporcion no concordante con el
API ID 32C®. A este respecto, Perry y Miller (1987) han encontrado una proporciéon
del 4 % de especies C. tropicalis que dieron positivo en el test de filamentacion en

Sucro.

También, aunque en la bibliografia revisada no encontramos casos de otras
especies que resultasen positivas al test de filamentacion en suero, en nuestro trabajo
encontramos un total de 4,9 % de C. parapsilosis 'y 4,3 % de C. glabrata que dieron

filamentacién positiva.
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IV.5.2.- APLID 32C® - ALBICANS 1D2®.

La técnica Albicans ID2® se caracteriza por presentar mejores resultados que
los restante métodos que usan sustrato de hexosaminidasa para la deteccion y rapida
identificacion de C. albicans (Perry y Miller, 1987; Manafi y Willinger, 1991;
Rousselle y cols., 1994; Willinger y cols., 1994; Contreras y cols., 1996). El tiempo
de trabajo del técnico se ve disminuido porque se trata de un medio de identificacion
directa de C. albicans por la lectura de los resultados de las colonias en el cultivo
primario. Esta propiedad es especialmente ttil cuando C. albicans esta asociada con
otras levaduras en muestras clinicas. El color distintivo y unico de los aislados de C.
albicans  permite una presuntiva identificacion segura de esta especie sin
manipulaciones de laboratorio. Este hecho so6lo hace que la técnica Albicans 1D2®
tenga notable consideracion para el aislamiento rutinario de levaduras. Ademas, la
presencia de gentamicina y cloranfenicol en el medio previene el crecimiento de

bacterias y facilita el desarrollo fngico.

IV.5.2.1.- Concordancia entre API ID 32C®-1D2®.

En la identificacion mediante A/bicans ID2 de los aislados de C. albicans
segun resultados del API ID 32C® nos encontramos con una proporcion del 98,2 %
identificada correctamente, mientras que hubo discrepancia en el 1,8 %. Los trabajos
de Contreras y cols., (1996) también muestran una concordancia del 97,6 % en la

identificacidon de C. albicans.

Analizado el indice Kappa (0,941) muestra una concordancia casi perfecta
entre ambas técnicas. Hecho que se corrobora con los resultados obtenidos en
sensibilidad y especificidad. Estos fueron del orden del 98,2 % para la sensibilidad y
del 96,6 % para la especificidad, valores bastante altos y que estdn en correlacion con
los obtenidos por la mayoria de los autores. Los valores recogidos en la bibliografia
(Lipperheide y cols., 1993; Odds y Bernaerts., 1994; De Champs y cols., 1995;

Baumgartner y cols., 1996; Contreras y cols., 1996) muestran una sensibilidad entre



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

el 93,8 % al 100 %, asi como especificidades que van desde el 90,3 % al 100 %.
Freydiére y cols., (1997) obtuvieron una sensibilidad del crecimiento en Albicans
ID2® del 92,75 % después de 72 h de incubacion. Autores como Rousselle y cols.,
(1994) encontraron también pocas discrepancias en la deteccion de C. albicans por

ambos métodos.

Hoppe y Frey (1999) encontraron, por otro lado, una sensibilidad del 100 % y

una especificidad superior al 97 % en la identificacion de C. albicans (Tabla CI).

Tabla CI. Resultados comparativos entre nuestro trabajo y otros estudios.

Autores Sensibilidad Especificidad
Lipperheide y cols., (1993) 100 90,3
Rousselle y cols., (1994) 93,8 98,6
Willinger y Manafi (1994) 99,6 98.9
De Champs y cols., (1995) 96 97,9
Contreras y cols., (1996) 99,2 100
Freydiére y cols., (1997) 92,75 92,75
Hope y Frey (1999) 99,7 99,3

Nuestros datos (2000) 98,2 96,6
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IV.5.2.2.- Comportamiento de otras especies clinicas mas relevantes.

A pesar que el Albicans ID2® es un método especifico para el aislamiento de
las especies de C. albicans, se conoce la existencia de falsos positivos. En nuestro
estudio, al comparar con el método de referencia, observamos que un 3 % de C.
tropicalis fueron identificadas como C. albicans con el ID2®. Valor un poco mas
alto es la proporcion encontrada en los resultados de Baumgartner y cols., (1996) al

aislar C. tropicalis, del orden del 7,1 %.

Nosotros encontramos también otras especies, como C. parapsilosis y C.
glabrata, en un 3,9 % y 4,4 %, respectivamente, que desarrollaron colonias
caracteristicas de C. albicans con el ID2® y no hemos encontrado otros trabajos que

refirieran resultados parecidos.
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IV.5.3.- APLID 32C® - BACTICARD-CANDIDA®

IV.5.3.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Bacticard Candida®.

El 95,2 % de los aislados identificados como C. albicans por el API ID 32C®
coincidio con la identificacidn realizada con el Bacticard Candida®, habiendo una

discrepancia del 4,8 %, que fue identificado como C. no albicans con este método.

El indice Kappa (0,845) analizado muestra una concordancia casi perfecta

entre ambas técnicas.

El Bacticard Candida® presento, en el trabajo de Crist y cols., (1996), una
sensibilidad del 99,3 % y una especificidad del 99,6 %, frente a nuestros resultados
en los que encontramos una sensibilidad del orden del 95,2 %, pero una especificidad
mucho menor, del 89 %. Sin embargo, Heelan y cols., (1996) encontraron una
correlacion completa con el método de referencia, con sensibilidades y

especificidades del 100 % para la discriminacion de C. albicans (Tabla CII).

Tabla CII. Resultados comparativos entre nuestro trabajo y otros estudios.

Autores Sensibilidad Especificidad
Crist y cols., (1996) 99,3 99,6
Heelan y cols., (1996) 100 100

Nuestros datos (2000) 95,2 89
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IV.5.3.2.- Comportamiento de otras especies clinicas mas relevantes.

Al analizar los resultados que obtuvimos con el Bacticard Candida® y
compararlos con los trabajos realizados por otros autores, no encontramos referencias
sobre los falsos positivos resultantes del Bacticard Candida®, en nuestro caso
obtuvimos un 5 % de C. tropicalis identificadas como C. albicans, confirmandose

que el 95 % no corresponde a C. albicans.

También obtuvimos un 28,9 % de C. parapsilosis que desarrollaron colonias
caracteristicas de C. albicans. Igual ocurre con un 14,3 % de C. glabrata

identificadas como C. albicans.
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IV.5.4.- APIID 32C® - CHROMALBICANS®.

IV.5.4.1.- Concordancia entre API ID 32C®-CHROMalbicans®.

Los aislados identificados por el método API ID 32C® y CHROMalbicans®
han sido de 346, de los cuales 159 correspondieron a C. albicans y 129 a C. no
albicans por ambos métodos. Las diferencias se presentaron en 13 aislados
identificados como C. albicans segin el API ID 32C®, que no desarrollaron
coloracion azul en CHROMalbicans®, y 27 C. no albicans con desarrollo de
colonias de pigmentacion caracteristica de C. albicans en el CHROMalbicans®.
Cabe asimismo destacar que no pudieron ser identificadas con precision 18 especies

en el CHROMalbicans por desarrollar colonias de pigmentacion entremezclada.

Del total de 176 C. albicans identificadas con el APl ID32C® vy el
CHROMalbicans®, el 91,5 % coincidié en la identificacion.

El indice Kappa (0,672) analizado indica que existe una concordancia

excelente entre las dos técnicas.

Los valores de sensibilidad y especificidad del CHROMalbicans® son del
orden del 93,1 % y 85.4 %, respectivamente.

No se ha podido establecer comparaciones de nuestros datos con los de otros
autores al no haber encontrado ninguna publicacién sobre esta técnica cuando se

realizd la busqueda bibliografica.

IV.5.4.2.- Comportamiento de otras especies clinicas mas relevantes.

C. tropicalis, en un total de 9,8 %, dio caracteristicas propias de C. albicans
al desarrollarse en el agar , asi como un 11,1 % de C. parapsilosis y un 16,7 % de C.
glabrata identificadas con el API ID32C® y que el CHROMalbicans® las

discriminé como C. albicans.
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IV.5.5.- APLID 32C® - CHROMAGAR-CANDIDA®.

Los medios de cultivos diferenciales, basados en las distintas tonalidades de
color que adquieren las colonias de muchos microorganismos al actuar sobre
determinados componentes del medio, estdn cada vez mas en auge. Las principales
ventajas de estos medios son la deteccion de un patdégeno determinado en una
muestra y el reconocimiento de mezclas de microorganismos con caracteristicas
coloniales muy similares (Baumgartner y cols., 1996; Garcia-Martos y cols., 1998).
El CHROMagar Candida® soporta el crecimiento de levaduras aisladas

clinicamente, pero retarda el crecimiento de las bacterias.

IV.5.5.1.- Concordancia entre API ID 32C®-CHROMagar Candida®.

De un total de 522 aislados identificados por la técnica comercializada API
ID 32C® y el CHROMagar Candida® han sido identificados como C. albicans 236
y 271 C. no albicans por ambos métodos, mientras que nos encontramos con
discrepancias en 6 C. albicans, cuyo desarrollo en CHROMagar Candida® no
coincidié con la pigmentacion esperada de C. albicans y 9 C. no albicans con

desarrollo tipico de C. albicans en el CHROMagar Candida®.

Analizado el indice Kappa (0,942), se observa que existe una concordancia

casi perfecta entre las dos técnicas.

De acuerdo con muchos autores, encontramos que el medio CHROMagar
Candida® es de gran utilidad para la identificacion de las especies de Candida mas
habituales en muestras clinicas: C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata
(Beighton y cols., 1995; Bernal y cols., 1996; Pfaller y cols., 1996; Freydiére y cols.,
1997; Garcia-Martos y cols., 1998; Willinger y Manafi, 1999); otros autores
cuestionan su eficacia en la identificacion de C. glabrata (Odds y Bernaerts, 1994;
Freydiére, 1996; San Millan y cols., 1996; Koehler y cols., 1999). El color de las

colonias de algunas levaduras puede variar ligeramente de un dia a otro, por lo que es
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importante fijar el tiempo de observacion. Nosotros efectuamos la lectura de las
placas a las 48 h para apreciar el color. Las coloraciones rosa, lila y blanca, son las
compartidas por un mayor niumero de especies y las que ofrecen mayor dificultad

interpretativa, siendo necesario recurrir a otros métodos de identificacion.

Estos resultados que se ven confirmados por otros trabajos en los que también
se observa el buen crecimiento e identificaciéon de estas especies en este medio
cromogénico (Odds y Bernaerts, 1994; Freydiére y Gille, 1994; Bernal y cols., 1996;
Freydiére y cols.,, 1997), con sensibilidades y especificidades que pueden ser
superiores al 100 %. Este crecimiento que se ve reflejado también en los resultados
obtenidos en nuestro estudio de la sensibilidad (97,5%) y la especificidad (96,8%) de

este medio.

IV.5.5.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Han sido identificadas 242 C. albicans con el API ID32C® y el CHROMagar
Candida®, de las cuales el 97,5 % coincidieron en la identificaciéon con ambos
métodos, mientras que hubo discrepancias en el 2,5 %. Estos resultados fueron
similares a los descritos por otros autores, como Odds y Bernaerts (1994),
Ainscough y Kibbler (1998) y Anson Allen (1997) con un 100 % de especificidad
para Candida albicans. Esto permite la confirmacion directa de la presencia de esta
especie en el medio sin la necesidad de realizar pruebas adicionales como el test de

filamentacion en suero.

Otros estudios como el de Freydiére y cols., (1997) confirman la elevada
sensibilidad del medio, obteniendo un valor del 88,57 % tras 72 h de incubacion,

rango un poco inferior a la sensibilidad obtenida en nuestro estudio.



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

Nuestros datos estdn mas en consonancia con los resultados referidos en los
trabajos de autores como Willinger y cols., 1994; De Champs y cols., 1995;
Baumgartner y cols., 1996; Bernal y cols., 1996; Pfaller y cols., 1996; San Millan y
cols., 1996; Giusiano y Mangiaterra, 1998; Powell y cols., 1998, con sensibilidades

superiores al 90 %.

B.- Candida tropicalis

Han sido identificadas 69 C. tropicalis con el AP1 ID32C® y el CHROMagar
Candida®, de las cuales el 97,1 % coincidieron en la identificaciéon con ambos
métodos, mientras que hubo discrepancias en el 2,9 %, que desarrollaron color

caracteristico de C. albicans.

Estos resultados estdn de acuerdo con los obtenidos por otros autores
(Baumgartner y cols., 1996; San-Millan y cols., 1996; Giusiano y Mangiaterra,
1998), que ponen de manifiesto las excelentes propiedades de este medio en la

identificacion de C. tropicalis.

C.- Candida parapsilosis.

Han sido identificadas 81 aislados con el API ID32C® y el CHROMagar
Candida®, de las cuales el 96,3 % coincidieron en la identificacion como C.

parapsilosis en ambas técnicas, mientras que el 3,7 % fueron identificadas como C.

albicans en el CHROMagar Candida®.
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D.- Candida glabrata.

Han sido identificadas 47 aislados con el API ID32C® y el CHROMagar
Candida®, existiendo una concordancia del 85,1 % entre ellas, desarrollando un 14,9

% otro tipo de colonias propias de otras especies de levaduras.

En la mayoria de los estudios efectuados se resalta que el CHROMagar
presenta una menor sensibilidad para identificar C. glabrata (Odds y Bernaerts,
1994; Freydiére, 1996; Pfaller y cols., 1996; San Millan y cols., 1996; Freydiére y
cols., 1997); por el contrario, Pfaller y cols., (1996) y Bernal y cols., (1996)
encontraron una clevada sensibilidad, del 94 al 98,9 %, en la identificacion de C.

glabrata .

E.- Candida krusei.

Han sido identificadas 7 aislados con el API ID32C® y el CHROMagar
Candida®, existiendo una concordancia del 87,5 % entre ellas, un 14,3 % desarrollo

colonias correspondientes a C. tropicalis.

Estos datos que se aproximan a los resultados obtenidos por Bernal y cols.,
(1996) y San Millan y cols., (1996), quienes identificaron correctamente todas las
colonias de C. krusei. Mientras que Baumgartner y cols., (1996) encontraron un 75 %

de concordancia al identificar esta especie.
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IV.5.6.- APLID 32C® - MICROSCAN RAPID YEAST IDENTIFICATION®.

El MicroScan® es uno de los dos sistemas enzimaticos comercialmente 1til
para la identificacion de organismos tipo levaduras importantes médicamente. Estos
sistemas son relativamente nuevos en el mercado (St.-Germain y Beauchesne, 1991),

donde la primera version de este sistema ha sido evaluada por Land y cols., (1991).

IV.5.6.1.- Concordancia entre API ID 32C®-MicroScan Rapid Yeast
Identification®.

De un total de 181 aislados identificados por la técnica comercializada API
ID 32C® y el MicroScan® han sido identificados como C. albicans 55y 112 como
C. no albicans por ambos métodos. No coincide la identificacion de 4 C. albicans
segun el API ID 32C®, que en el MicroScan® resultaron ser C. no albicans 'y 9 C.

no albicans que fueron identificadas en el MicroScan® como C. albicans.

La sensibilidad encontrada en nuestro trabajo ha sido del 93,3 % y una

especificidad del 93,6 % para esta técnica.

El indice Kappa (0,843) muestra una concordancia casi perfecta entre ambas

técnicas.

Muchos trabajos hablan de la seguridad en la identificacion de levaduras del
MicroScan® mucho mas baja que el APl y el Vitek® (El-Zaatari y cols., 1990;
Dooley y cols., 1994; Fenn y cols., 1994; Riddle y cols., 1994). Land y cols., (1991)
han sefialado una correlacion del 92 % entre ambos métodos para las especies
incluidas en sus bases de datos y una correlacion del 85 % para todas las levaduras
testadas. St-Germain y Beauchesne (1991) han descrito un rango de identificacion
del 78 % sin pruebas adicionales y una proporcién del 96,6 % cuando se usan
pruebas adicionales. Por otro lado, Riddles y cols., (1994) han resefiado una correcta

identificacion del 82 % de los casos.
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IV.5.6.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Con las técnicas API ID32C® y MicroScan® han sido identificados 59
aislados, de estos el 93,2 % coincidieron en el resultado, pero un 6,8 % de los

mismos fueron identificados como C. tropicalis por el MicroScan®.

El trabajo de Land y cols., (1991) refiere que el 100 % de C. albicans fueron
correctamente identificadas, resultados que coinciden con los obtenidos por St-

Germain y Beauchesne (1991).

B.- Candida tropicalis

Con las técnicas API ID32C® y MicroScan® han sido identificados 27
aislados, de estos el 96,3 % coincidieron en el resultado, un 3,7 % de los mismos

fueron identificados como C. albicans por el MicroScan®.

También obtuvieron muy buenos resultados con el MicroScan® otros autores,
como Land y cols., (1991) y St-Germain y Beauchesne (1991), con un 100 % de los

aislados identificados correctamente.

C.- Candida parapsilosis.

Con las técnicas API ID32C® y MicroScan® han sido identificados 34
aislados, de estos el 85,3 % coincidieron en el resultado y el 14,7 % restante fueron

identificados como otras especies diferentes a C. parapsilosis por el MicroScan®.
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C. parapsilosis fue identificada con un 96 % de concordancia con el API ID
32C® en los trabajos de Land y cols., (1991) y un 100 % por St-Germain y
Beauchesne (1991).

D.- Candida glabrata

Con las técnicas APl ID32C® y MicroScan® han sido identificados 17
aislados, aprecidandose que un 76,5 % de los mismos han coincidido en el resultado,
pero que un 23,5 % fueron identificados como otras especies diferentes a C. glabrata

por el MicroScan®.

Al comparar con otros autores observamos que las proporciones son
superiores a los nuestros, un 100 % en los trabajos de Land y cols., (1991) y un 97,5

% en los de St-Germain y Beauchesne (1991) al identificar sus cepas de C. glabrata.
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IV.S.7.- APLID 32C® - VITEK YEAST BIOCHEMICAL CARD®.

El Vitek® es un sistema disefiado para dotar al laboratorio clinico de la
capacidad para una identificacion de levaduras rapida y segura. Estudios de este
método de identificacion en los afios 80 demostraron que presentaba del 85 al 96 %
de seguridad, con algunos problemas, como la dificultad en la identificacion de
levaduras poco comunes, la necesidad por pruebas morfologicas que ayudaran en la
identificacion y en la necesidad de un tiempo adicional de incubacion (Oblack y
cols., 1981; Hasyn y Buckley, 1982; Land y cols., 1984), que se han ido subsanando
con el paso del tiempo (El-Zaatari y cols., 1990; Forsythe y cols., 1990; Quinn y
Horstmeier, 1990; Rohm y cols., 1990; Simmonds y cols., 1990; Yamane y cols.,
1990; Fenn y cols., 1994).

IV.5.7.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Vitek Yeast Biochemical Card®.

Los aislados identificados por API ID 32C® y el Vitek® han sido un total de
158, de los cuales 41 (93,2 %) han coincidido en la identificacion por ambos
métodos como C. albicans y 110 C. no albicans. Mientras que las diferencias se han
encontrado en 3 aislados identificados como C. albicans segin el API ID 32C®,
cuya identificacion en el Vitek® fue de C. no albicans y 4 C. no albicans que fueron
identificadas en el MicroScan® como C. albicans. Datos que concuerdan con los

resultados obtenidos por Dooley y cols., (1994) y Fenn y cols., (1994).

El indice Kappa (0,891) muestra una concordancia casi perfecta entre ambas

técnicas.

Otros autores (Wadlin y cols., 1999) obtuvieron aislados correctamente
identificados del orden del 86 %, valor un poco mas bajo, pero proximo a los
obtenidos por nosotros. Mientras que El-Zaatari y cols., (1990) obtuvieron un 99,2 %

de aislados correctamente identificados con el Vitek®.
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IV.5.7.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Un total de 44 C. albicans identificadas con el API ID 32C® concordaron en
un 90,9 % cuando se identificaron también con el Vitek®, frente al 9,1 % que

resultaron ser C. tropicalis en el Vitek®.

C. albicans fue identificada correctamente en el 100 % de las veces por
Wadlin y cols., (1999); El-Zaatari y cols., (1990), refieren un 98,4 % de

concordancia en sus resultados.

B.- Candida tropicalis

De 18 aislados identificados como C. tropicalis con el API ID 32C®, el 88,9
% fueron igualmente identificados con el Vitek®, se presentaron discrepancias en un

11,1 %, que fueron identificadas como C. parapsilosis y Prothoteca spp..

Fenn y cols., (1994) hallaron un porcentaje de identificacion correcta un poco
menor que el obtenido en nuestro trabajo, alrededor del 76%. Wadlin y cols., (1999)
coincidieron en la identificacion de un 87,2 % de esta especie, datos que
practicamente son similares a los nuestros. El-Zaatari y cols., (1990) identificaron

correctamente el 100 % de los aislados de C. tropicalis.

C.- Candida parapsilosis.

De 28 aislados identificados como C. parapsilosis con el API ID 32C®, el
82,1 % fueron igualmente identificados con el Vitek®, hubo discrepancias en un

17,9 %, que se identificaron como C. lusitaniae, C. albicans y P. ohmeri.
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En cambio, Wadlin y cols.,, (1999) sélo obtuvieron un 70,4 % de
concordancia entre ambos métodos para esta especie en concreto; El-Zaatari y cols.,
(1990) obtuvieron un porcentaje de identificacion correcta del 98,3 % y Fenn y cols.,

(1994) un 95,7 %.

D.- Candida glabrata

De 14 aislados identificados como C. glabrata con el API ID 32C®, el 85,7
% fueron igualmente identificados con el Vitek®, se observaron discrepancias en un

14,3 %, correspondiendo a especies de C. albicans 'y C. tropicalis.

En este caso, la concordancia obtenida por Wadlin y cols., (1999) fue del 97,1
%, asi porcentajes mas elevados que los nuestros recogen en sus trabajos Fenn y
cols., (1994) y El-Zaatari y cols., (1990), del orden del 99 % y 100 %,

respectivamente.
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IV.5.8.- APLID 32C® - RAPID YEAST PLUS SYSTEM®.

El RapID Yeast Plus System® es un sistema muy fécil de inocular y en su
lectura emplea un indicador de pH. Siendo esta caracteristica la razén por la que, en
ocasiones, la lectura puede resultar dificultosa, pues el cambio de color de un verde a
un amarillo puede ser engorroso de determinar. Pero, de todas formas, este sistema
de identificacion es el mas rapido y puede tenerse la identificacion de una levadura el

mismo dia.

IV.5.8.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Rapid Yeast Plus System®.

Un total de 107 aislados han sido identificados por el método API ID 32C® y
el RapID Yeast Plus System®, coincidiendo en el resultado de la identificacion 50 C.
albicans y 49 C. no albicans por ambos métodos. Existen discrepancias en el
resultado de 5 aislados identificados como C. albicans segin el API ID 32C® y C.
no albicans con el método RapID Yeast Plus System y 3 C. no albicans que fueron

identificadas con el RapID Yeast Plus System® como C. albicans.

El indice Kappa (0,883) indica una concordancia casi perfecta entre ambas

técnicas.

Nuestros estudios muestran una concordancia del RapID Yeast Plus System®
del orden del 90,9 %, datos que se asemejan bastante a los obtenidos por autores
como Kitch y cols., (1996), quienes encontraron un valor del 94,1 % en la
identificacion de los aislados testados, requiriendo un 3,9 % pruebas extras para
asegurar su correcta identificacion. También Espinel-Ingroff y cols., (1998)
encontraron una elevada concordancia (97 %) entre ambos métodos de
identificacion, al igual que Wadlin y cols., (1999) del 96 % o Heelan y cols., (1998)
del 99 %.
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IV.5.8.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

El 90,9 % de un total de 55 aislados correspondi6 a C. albicans en ambas
técnicas, mientras que el 9,1 % fueron identificadas como C. no albicans con el

RapID Yeast Plus System®.

Como ya hemos comentado anteriormente, estos resultados son un poco
inferior a los referidos por otros autores (Kitch y cols., 1996; Espinel-Ingroff y cols.,
1998; Heelan y cols., 1998; Smith y cols., 1999; Wadlin y cols., 1999), cuya
concordancia entre el RapID Yeast Plus System® y el API ID 32C® esté entre 94,1
%'y 99 %.

B.- Candida tropicalis

El 100 % de los aislados identificados como C. tropicalis con AP1ID 32C® y

con el RapID Yeast Plus System® coincidieron en ambas técnicas.

Wadlin y cols., (1999) también obtuvieron un 100 % de aislados identificados
correctamente por medio de este método. Resultados equivalentes a los obtenidos por

Smith y cols., (1999).

C.- Candida parapsilosis.

Identificados 11 aislados de C. parapsilosis con la técnica del RapID Yeast
Plus System® nos encontramos un grado de concordancia entre esta técnica y el API

ID 32C® del 81,8 %, identificandose el resto como C. albicans.



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

92,6 % fue la concordancia encontrada por Wadlin y cols.,(1999) al realizar
esta técnica para la identificacion de C. parapsilosis 'y del 95 % para Smith y cols.,

(1999).

D.- Candida glabrata

Solamente un aislado de C. glabrata se identifico con el RapID Yeast Plus

System®, coincidiendo en la identificacion.

Consideramos que un solo aislado no es suficiente para poder comparar dos
técnicas. No obstante, Wadlin y cols., (1999) encontraron un 91,4 % de concordancia

para esta especie en concreto y Smith y cols., (1999) un 95 % de semejanza.
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IV.5.9.- API ID 32C® - AUXACOLOR®.

La habilidad de este sistema en identificar levaduras médicamente
importantes radica en tener en cuenta, ademds del propio ensayo, aspectos
morfologicos y fisiologicos, tales como la temperatura (37 °C), pigmentacion de
colonias aisladas, tincién de la capsula por medio de la tinta de India y morfologia
microscopica. Con esta modificacion, la mayoria de los organismos identificados con
los mismos perfiles podrian ser distinguidos en la base de tales suplementos

(Schuffenecker y cols., 1993; Fricker-Hidalgo y cols., 1995).

IV.5.9.1.- Concordancia entre API ID 32C®-Auxacolor®.

De un total de 30 aislados identificados por API ID 32C® y el Auxacolor®,
15 han coincidido en la identificacion por ambos métodos como C. albicans y 14 C.
no albicans, existiendo tan solo un aislado cuya identificacion diferia,
identificindose como C. albicans segin el API ID 32C® y por el Auxacolor® se

identifico como C. no albicans.

El Auxacolor® es un sistema de identificacion de levaduras con una
seguridad del 82 al 91 % segin datos de Pipolo Milan y cols., (1997), que se ven
corroborados con otros trabajos de diferentes autores (Schuffenecker y cols., 1993;
Davey y cols., 1995; Fricker-Hidalgo y cols., 1995; Campbell y cols., 1999;
Sheppard y cols.,, 1999). Nosotros encontramos, valores de sensibilidad y

especificidad para el Auxacolor® de 93,7 % y 100 %, respectivamente.
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IV.5.9.2.- Concordancia en la identificacion de las especies clinicas mas

relevantes.

A.- Candida albicans.

Para los 16 aislados identificados, el grado de concordancia entre ambas
técnicas fue del 93,7 %.

Sheppard y cols., (1999) encontraron un 100 % de concordancia entre ambas
técnicas al identificar C. albicans. Por otro lado, Campbell y cols., (1999) al
identificar aislados de C. albicans, encontraron que en un 9,1 % las identificaciones
no coincidieron con el resultado del método de referencia, valor mas elevado que el

encontrado por nosotros (6,3 %).

La proporcion de aislados de C. albicans correctamente identificados por
Auxacolor® es un poco mas baja (86,7 %) en el trabajo de Fricker-Hidalgo y cols.,

(1995).

B.- Candida tropicalis

De los 5 aislados identificados, el grado de concordancia entre ambas técnicas

fue del 80 %, siendo identificado un 20 % como C. parapsilosis.

Los resultados de Fricker-Hidalgo y cols., (1995) muestran un 100 % de
concordancia en los aislados de esta especie identificados. Sheppard y cols., (1999)
encontraron también un 100 % de concordancia entre estas técnicas con esta especie.
Existiendo una pequefia discrepancia en los resultados de Campbell y cols., (1999)

del orden de 5 %.
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C.- Candida parapsilosis.

De los 6 aislados identificados, el grado de concordancia entre ambas técnicas
fue del 100 %.

El Auxacolor® es un método de identificacion excelente para muchos autores
(Campbell y cols., 1999; Sheppard y cols., 1999) en la identificacion de C.
parapsilosis, que también obtuvieron para esta especie un 100 % de concordancia.
Asimismo, Fricker-Hidalgo y cols., (1995) logran una coincidencia del 91,7 % entre

esta técnica 'y el APIID 32C ®.
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IV.5.10.- AP1 ID 32C® - KRUSEI-COLOR®.

Esta técnica tan solo se realiz6 en 12 cepas por no disponer de suficiente
material. Limitamos el ensayo a las especies identificadas como C. krusei por la
técnica de referencia API ID 32C®, siendo en todos los casos ambas técnicas

coincidentes en el resultado.



LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.




LEVADURAS DEL GENERO CANDIDA DE PROCEDENCIA CLINICA. EVALUACION DE METODOS DE
IDENTIFICACION.

IV.6.- VALIDACION DE LAS DIFERENTES TECNICAS DE
IDENTIFICACION.

El1 API ID 32C® fue la técnica elegida como de referencia en nuestro estudio,
y a partir de esta se ha realizado las distintas comparaciones entre los resultados
obtenidos para el resto de métodos utilizados. Se han calculado distintos pardmetros,
como son la especificidad y sensibilidad de cada técnica, asi como su eficiencia, con

el fin de poder establecer la validez de las técnicas.

En la tabla CIII se muestra los valores obtenidos entre las diferentes técnicas

empleadas en la identificacion de C. albicans.

Tabla CIII. Validacion de las diferentes técnicas para la identificacion de

C. albicans.
Técnica Sensib. Especif. Eficien. VPP VPN
Test de filamentacion 93,8% | 96,8 % 95,5 % 96,2 % 94,8 %
Albicans 1D2® 98.2% 96,6 % 97,2 % 94,7 % 98.8 %
CHROMalbicans® 93,1% 85,4 % 89,3 % 86,7 % 92,4 %
BactiCard Candida® 952 % 89 % 92,3 % 90,8 % 94,2 %

Sensib., sensibilidad; Especif., especificidad; Eficien., eficiencia; VPP, valor

predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo
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Al comparar los métodos rapidos de identificacion de C. albicans con el
método de referencia se puede observar que Albicans ID2® es la técnica con mayor
sensibilidad (98,2 %) frente al CHROMalbicans® que tiene indices de sensibilidad
inferiores (93,1 %). Asimismo, la técnica mas especifica resultdo ser el test de
filamentacion (96,8 %), seguida muy de cerca del A/bicans ID2® (96,6 %), teniendo
valores de especificidad mucho mas bajos el BactiCard Candida® (89 %) y el
CHROMalbicans® (85,4 %). Albicans ID2® es la técnica de mayor eficiencia (97,2
%) y siendo CHROMalbicans® (89,3 %) el método de menor eficiencia. Los valores
predictivos positivos mas altos lo presenta el test de filamentacion en suero (96,2 %),
seguido de Albicans ID2® (94,7 %), BactiCard Candida® (90,8 %) y en tltimo lugar
CHROMalbicans® (86,7 %). Los valores predictivos negativos resultaron mas
elevados para el Albicans ID2® (98,8 %), seguido del test de filamentacion (94,8 %),
BactiCard Candida® (94,2 %) y el CHROMalbicans® (92,4 %).

A la vista de los resultados obtenidos puede decirse que Albicans ID2® es la
técnica mas sensible, es decir, la que mejor detecta todos los resultados positivos,
frente al CHROMalbicans® que resultd ser la técnica con menor sensibilidad.
Contreras y cols., (1996) estudiando el medio Albicans 1ID2® encontraron una
sensibilidad del 99,2 % y una especificidad del 100 %, datos que concuerdan con
nuestra afirmacion en que es el A/bicans ID2® la técnica con mejores resultados a la
hora de identificar C. albicans. Por otro lado, el test de filamentacion es el método

mas especifico, al contrario que el CHROMalbicans®.

En la tabla CIV se recogen los valores obtenidos de los parametros
estudiados, al comparar las restantes técnicas comerciales empleadas en la
identificacion de las distintas especies del género Candida, con el método de

referencia.
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Tabla CIV. Comparacion de las diferentes técnicas de identificacion de

levaduras.
Técnica Sensib. Especif. Eficien. VPP VPN
CHROMagar Candida® 975%  96,8% 97,1% | 96,3% 97,8 %
MicroScan® 93,1% 93,6% 934% 87,1% 96,7%
Vitek® 90,9 % 96,5 % 95% 90,9% 96,5 %
Auxacolor® 93,7%  100%  96,7%  100% 93,3 %
RaplID Yeast Plus System® 943% 91.8% 93,1% 926% 93,7%

Sensib., sensibilidad; Especif., especificidad; Eficien., eficiencia; VPP, valor

predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo

Se observa que la técnica mas sensible es CHROMagar Candida® (97,5 %),
seguida del RapID Yeast Plus System® (94,3 %), Auxacolor® (93,7 %),
MicroScan® (93,1 %) y Vitek® (90,9 %). Aunque debemos puntualizar que
CHROMagar Candida® no es un método util en la identificacion de todas las

especies, pero si para su primer aislamiento.

El valor de la sensibilidad del CHROMagar Candida® es inferior al descrito
por Odds y Bernaerts (1994), quienes no encontraron resultados falsos negativos para
Candida albicans, pero coincide con el obtenido por otros autores (Pfaller y cols.,

1996; San Millan y cols., 1996).

En cuanto a la especificidad, el Auxacolor® (100 %) es la técnica con la que
obtuvimos mejores resultados, ocupando el segundo lugar CHROMagar Candida®
(96,8 %), seguida del Vitek® (96,5 %), MicroScan® (93,6 %) y RapID Yeast Plus
System® (91,8 %). El CHROMagar Candida® (97,1 %) presenta valores de
eficiencia mas altos, encontrandose después el Auxacolor® (96,7 %), Vitek® (95
%), MicroScan® (93,4 %) y RapID Yeast Plus System® (93,1 %). Los valores
predictivos positivos mas altos lo presenta el Auxacolor® (100 %), seguido de
CHROMagar Candida® (96,3 %), RapID Yeast Plus System® (92,6 %), Vitek®
(90,9 %) y en ultimo lugar MicroScan® (87,1 %). Los valores predictivos negativos

resultaron mas elevados para el CHROMagar Candida® (97,8 %), seguido del
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MicroScan® (96,7 %), Vitek® (96,5 %), RapID Yeast Plus System® (93,7 %) y el
Auxacolor® (93,3 %).
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IV.7.- SEROTIPADO DE C. ALBICANS.

Segun Pfaller (1992), una comparacion valida entre dos o mas aislados no se
puede realizar, a menos que, los procedimientos de tipado se hagan bajo condiciones
idénticas y en un sistema de tipado epidemioldgico ideal que fuera estandarizado,
teniendo establecido precision y reproducibilidad, ser estable en el tiempo, ser lo
suficiente sensible para distinguir organismos que son similares, pero no idénticos,
ser extensamente aplicable, 0til, barato y tener un valor justificado basado en la

investigacion epidemioldgica.

La prevalencia relativa de los dos principales grupos serolégicos de C.
albicans, A y B, en poblaciones de pacientes seleccionados ha estado determinada en
muchas ocasiones. La mayoria de los estudios epidemioldgicos hechos en Europa,
Africa y Norte América han revelado una prevalencia més alta del serotipo A sobre
el serotipo B en el hombre, frente a Stiller y cols., (1982) que refieren un 49 % del
serotipo B en Estados Unidos. Gallach (1989) observo una prevalencia del 69,3 %
del serotipo A, similar al estudio de candidiasis sistémica realizado en Barcelona a
43 adictos de heroina, donde el 60 % de los sueros de C. albicans aisladas eran del
serotipo A (Mir6 y cols., 1987). De los 95 aislados incluidos en nuestro estudio, el
serotipo A fue encontrado en mayor proporcion (88,4 %) que el serotipo B,

resultados que concuerdan con los recogidos por los otros autores.
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IV.8.- CANDIDA DUBLINIENSIS.

El incremento de la incidencia de las infecciones producidas por hongos, a
raiz de la aparicion del SIDA y de otras enfermedades debilitantes, ha sido
completado en su impacto con la aparicion de especies flngicas que previamente han
sido raramente asociadas con enfermedades humanas e incluso con la aparicion de
fenomenos de resistencia a los antifingicos. La principal es C. albicans, uno de los
principales patdégenos oportunistas de los pacientes infectados por VIH. No obstante
se ha visto que con una relativa frecuencia se producian cambios en la epidemiologia
de la candidiasis de este grupo de pacientes, particularmente entre los que reciben
terapia antifungica, con incremento de la frecuencia de las infecciones causadas por
especies distintas a C. albicans. Aunque la inherente disminucion de la sensibilidad
al uso de drogas antiflingicas pueden ser un importante factor en la emergencia de
algunas de estas especies de Candida como patdgenos oportunistas, la mejora de los
métodos de deteccion, diagnostico y clasificacion también podrian haber contribuido

(Coleman y cols., 1993; Sullivan y cols., 1996; Coleman y cols., 1998).

C. dubliniensis ha sido aislada principalmente en cavidades orales de
individuos infectados por VIH con candidiasis oral (Kirkpatrick y cols., 1998). Se
encuentra también asociada con infeccion oral en individuos no infectados por VIH
con senales clinicas de candidiasis oral y se han hallado también en vagina de una
pequeiia proporcion de mujeres, tanto VIH negativas como VIH positivas, que
padecen candidiasis vaginal (Coleman y cols., 1997; Odds y cols., 1998; Sullivan y
Coleman, 1998; Polacheck y cols., 2000).

En nuestro estudio, realizamos inmunofluorescencia indirecta a 95 muestras
de C. albicans, no encontrando ningtn aislado de C. dubliniensis, por esta razon se
utilizaron 38 cepas de esta especie procedentes de otros centros hospitalarios con el
fin de ampliar el estudio de las diferentes especies del género Candida y establecer la
capacidad discriminatoria del resto de métodos estudiados frente a esta especie de

nueva descripcion.
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Pudimos observar que la especie C. dubliniensis desarrolla colonias verdes
mas oscuras que C. albicans en el medio CHROMagar Candida®, lo que esta de
acuerdo con los resultados de Koehler y cols., (1999). Ademas, no hay diferencias
significativas con respecto a C. albicans en las caracteristicas de las colonias
desarrolladas en el medio de Albicans ID2®, aunque 5 (13,2 %) no presentaron el

color azul caracteristico de C. albicans.

Segun Pincus y cols., (1999) el crecimiento comparativo a 42 °C para la
diferenciacion de C. albicans y C. dubliniensis dan resultados equivocos y sélo se
podria usar para obtener una evidencia presuntiva en la identificacion de C.
dubliniensis. Asi Koehler y cols., (1999) senalan que el crecimiento es pobre a 42 °C.
Nuestros resultados muestran que la temperatura tampoco es una caracteristica que
pueda ayudar a la discriminacion de esta especie, pues todas crecieron sin problema a

42 °C.

Los métodos moleculares son los que pueden discriminar con exactitud una
especie de la otra, pudiendo considerarlos como los definitivos; pero el tiempo que
requieren, su alto coste y el equipo especial que se necesita, hacen que no sea un

método a menudo util para algunos laboratorios clinicos.
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IV.9.- REPRODUCIBILIDAD DE LAS DIFERENTES TECNICAS.

En general, los buenos resultados obtenidos al reproducir con cepas patrén las
diferentes técnicas estudiadas muestran la utilidad de las mismas en la identificacioén

de las levaduras para un laboratorio microbiolégico.

El API ID 32C®, al igual que el test de filamentacion en suero, CHROMagar
Candida®, CHROMalbicans®, Albicans ID2®, Bacticard Candida® y MicroScan®,
fueron técnicas en las que no se encontraron discrepancias al coincidir siempre los
resultados en cada una de ellas. No ocurri6 lo mismo en las identificaciones
realizadas por el Vitek®, tan solo en el 63,7 % se obtuvo una buena reproducibilidad,

en el 36,3 % restante hubo discordancia en los distintos ensayos realizados.
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IV.10.- PRUEBAS DE CRECIMIENTO A TEMPERATURAS Y
TIEMPOS VARIABLES.

La influencia de la temperatura y el tiempo de incubacion de las levaduras en
el crecimiento de las mismas es un factor importante a estudiar. Si tenemos en cuenta
una temperatura y un intervalo de tiempo variable, entre 24 y 48 h, se pudo observar
que a 30 °C y a 37 °C se produce un buen desarrollo de la mayoria de las especies,
alrededor de un 90 y 97 %. Sin embargo, el crecimiento que se ve ralentizado a 42 °C
(alas 48 h un 21,5 % no crece). El incremento en el crecimiento entre 24 y 48 h de
incubacidn es mayor en el caso de la temperatura de 30 °C. Parece ser que a partir de

37 °C se dificulta el crecimiento de las levaduras ensayadas.

Hubo un pequefio porcentaje de especies que no crecian transcurridas las 72
h, este hecho pudo deberse a que se trate de especies que requieran mas tiempo de

incubacion.
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V.- CONCLUSIONES.

l.- Las levaduras aisladas de muestras clinicas, de distintas procedencias
organicas, procesadas en el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de
Canarias pertenecen en su mayoria, al género Candida, y en proporciones inferiores

los géneros Rhodotorula, Cryptococcus, Saccharomyces y Trichosporon.

2.- Candida albicans es la especie aislada con mas frecuencia,
independientemente de la procedencia orgédnica de las muestras, seguida de C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata y C. lusitaniae. El resto de especies del
género Candida de importancia clinica se han identificado en una proporcion muy

inferior.

3.- El serotipo de Candida albicans que predomina en nuestro medio es

el serotipo A sobre el tipo B con una diferencia estadisticamente significativa.

4.- Se obtuvo un numero importante de cultivos mixtos, procedentes en

su mayor parte de ufias, destacando la asociacion Candida albicans-Candida

parapsilopsis.
5.- E1 API ID 32C® ha sido seleccionado como método de referencia.
6.- El test de filamentacion en suero, se mostré como un buen método

para la discriminacion de Candida albicans. Su dificultad radica en precisar técnicos
experimentados en microscopia. Por su rapidez y sencillez puede seguir siendo el

método de eleccidn en la discriminacion de C. albicans.

7.- Los medios cromogénicos pueden ser usados como medios primarios
de aislamiento y diferenciacion de Candida spp. en muestras clinicas, lo que
disminuye la necesidad de realizar pruebas bioquimicas secundarias y son de gran

utilidad en la deteccion de cultivos mixtos.
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8.- El medio cromogénico Albicans ID2® se muestra como una excelente
técnica para la identificacion de C. albicans , con una elevada concordancia con el

método de referencia API ID 32C®.

9.- CHROMalbicans Agar®, si bien presenta indices de sensibilidad y
especificidad mas bajos que los otros métodos de discriminacion de C. albicans,
muestra una buena concordancia con el método de referencia, lo que permite una

adecuada deteccion y rapida identificacion macroscopica de C. albicans.

10.- CHROMagar Candida® es un método para la identificacion de
levaduras, con alta sensibilidad y especificidad, teniendo la ventaja de ser un medio
selectivo con capacidad de detectar cultivos mixtos de levaduras. Su utilizacion, en
sustitucion del agar de Sabouraud, facilita en mayor medida el estudio de la
morfologia de las colonias y permite diferenciar con mas precision, e incluso
identificar, distintas especies de algunos géneros de levaduras presentes en muestras

clinicas, prescindiendo, en muchas ocasiones, de pruebas adicionales.

11.-  El Bacticard-Candida® muestra un elevado indice de sensibilidad y
especificidad para la discriminacion de aislados de C. albicans. Presenta la ventaja

del corto periodo de incubacion requerido y la dificultad de su lectura.

12.- El sistema MicroScan Rapid Yeast Identification® presenta una
elevada correlacion con el sistema de referencia para todas las especies de levaduras
ensayadas. Presenta la ventaja de su facil inoculacion y lectura y un corto periodo de
incubacion. La expansion de su base de datos puede hacer de este método una

excelente alternativa en la identificacion de levaduras con importancia médica.

13.- El Vitek Yeast Biochemical Card® es un método eficaz para la
identificacion rapida y automatizada de aislados clinicos de levaduras presentes en su

base de datos. Muestra una buena correlacion con el método de referencia.

14.- Auxacolor® es un sistema excelente en la identificacion correcta de

un elevado porcentaje de especies del género Candida, pero se hace necesario
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expandir su base de datos. Muestra una buena correlacion con el método de
referencia y presenta como ventaja la rapidez de la técnica, que combinandose con el
test de filamentacion en suero, puede ser una opcién valida para la identificacion de

la mayoria de las especies del género Candida.

15.-  Enlaidentificacion de C. dubliniensis 1os métodos moleculares son
los definitivos, pero por el tiempo, su alto coste y el equipo especial que se requiere

no es a menudo util en la mayoria de los laboratorios clinicos.

16.- Las pruebas de crecimiento de Candida spp. realizadas a temperaturas
y tiempos variables muestran que el rango idoneo de temperatura de incubacion es de

30 037 °Cy el tiempo de lectura 6ptimo puede fijarse a las 48 horas.
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