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Introduccion

Caracterizacidn de Candida parapsilosis complex en el drea hospitalaria
H.U Virgen del Rocio en el periodo 2003-2009.
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1. INTRODUCCION

1.1. Candidemia: magnitud del problema.

Desde hace unas décadas, las infecciones flngicas invasoras se han
convertido en un importante problema de salud publica debido a sus altas tasas de
mortalidad y morbilidad (1) sobre todo en enfermos con inmunodeficiencias y pacientes

hospitalizados con enfermedades subyacentes.

Segun un estudio reciente de la epidemiologia de la sepsis (2, 3), en Estados
Unidos se ha producido un incremento en el nimero fungemias anuales de un 207%
entre 1979 y 2000.

Aunque globalmente los microorganismos productores de infecciones fungicas
invasoras mas frecuentes son Candida spp y Aspergillus spp, estdn emergiendo
nuevos agentes patdégenos antes considerados como colonizadores, y aumentando la
incidencia de hongos oportunistas infrecuentes como Fusarium spp, Acremonium sp,

Pseudoallescheria boydii, Scedesporium spp, Paecilomyces spp (4).

Actualmente las especies de Candida constituyen la cuarta causa (7,6%) de
aislamientos en hemocultivos en Estados Unidos, con una mortalidad bruta
relacionada del 40% (1). En un estudio multicéntrico (5) realizado en Espafia las

infecciones fangicas representaron el 3,1% de las infecciones hematogenas

2
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diseminadas, siendo el 72% de los casos de origen nosocomial y Candida spp el

octavo agente causal.

En los dltimos afios se ha observado un aumento de incidencia de las
infecciones invasoras por Candida spp debido al mayor niumero de pacientes en

situacion de riesgo para su adquisicion.

Aunque se han descrito mas de 17 especies como agentes causales de
candidiasis invasora, mas del 90% estan causadas soOlo por 5 especies: Candida
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei (6). En el estudio de
vigilancia de sensibilidad antifingica ARTEMIS DISK, donde se determinaron la
sensibilidad antifungica e identificacion de especie de 134.715 aislamientos
productores de candidiasis invasora de 137 hospitales de 39 paises durante un
periodo de 6,5 afios (1997-2003), ademas de registrar que el numero de aislamientos
de Candida spp ha aumentado a lo largo de los afios, se observan cambios
temporales en la distribucién de las especies aisladas. A pesar de que C. albicans
sigue siendo la especie que se aisla con mas frecuencia en candidiasis invasora (66%
con respecto a todas las Candida spp), su porcentaje ha ido disminuyendo. La
presencia de C. glabrata y C. krusei no ha experimentado cambios, mientras que el
caso de C. tropicalis y C. parapsilosis se ha producido un incremento del 4,6% al 7,5%

y del 4,2 al 7,3% respectivamente (6).

1.2 Descripcibn del complejo C. parapsilosis e

identificacion en el laboratorio.

Candida parapsilosis fue aislada por primera vez por Ashford, como una
especie de Monilia incapaz de fermentar maltosa, de las heces de un paciente con
diarrea en Puerto Rico en 1928 (7, 8). La especie fue llamada Monilia parapsilosis para
distinguirla de otros aislamientos mas frecuentes, Monilia psilosis, conocida hoy como

Candida albicans.

Aunque inicialmente se consider6 que no era patogena, C. parapsilosis fue
identificada como el agente etiologico de una endocarditis fatal en un adicto a drogas

por via parenteral en 1940 (9).

Scherer y colaboradores (10) muestran que los aislamientos de C. parapsilosis
son genéticamente mas heterogéneos que otras especies de Candida. Los
aislamientos de C. parapsilosis se clasificaban en tres grupos, grupo |, Il y Il en base a
la heterogeneidad descrita para las regiones ITS1, ITS2 y la secuencia del ADN

ribosomal 5.8S (ADNr), por lo que se empez6 a denominar C. parapsilosis complex.
3
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En 2005, Tavanti y colaboradores (11) estiman que estos grupos, aunque
fenotipicamente iguales, deben ser considerados como tres especies diferentes, ya
gue las diferencias genotipicas existentes entre los aislamientos de estos grupos son
demasiado grandes como para seguir clasificAndolos dentro de una misma especie, y
proponen una nueva nomenclatura para ellas. De esta forma, C. parapsilosis grupo |
mantiene el nombre de Candida parapsilosis, y los aislamientos del grupo Il y Il
constituyen las nuevas especies Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis

respectivamente.

A partir de ahora nos referiremos a C. parapsilosis complex, cuando la
identificacion de la levadura se haga a nivel de complejo, y especificamente C.
parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis cuando se haya identificado a nivel de

especie.

Tradicionalmente, la identificacion de las levaduras se lleva a cabo atendiendo
a criterios morfoldgicos y bioquimicos. La mayoria de las levaduras crecen facilmente
en numerosos de los medios que se utilizan habitualmente en el laboratorio como agar
sangre, agar chocolate o agar brucella. Sin embargo, el agar Sabouraud glucosado es

el medio por excelencia para la identificacion de las levaduras.

El crecimiento de las colonias de C. parapsilosis complex se hace evidente a
las 24-48 h de horas de incubacién en aerobiosis a 37°C y presentan un tamafio de 2-
4 mm. En cuanto a la morfologia de la colonia se han descrito 4 morfotipos diferentes
con apariencia de lisa a rugosa, que Sean y colaboradores (12) describen como 4

morfotipos denominados como crepe, crater, concentric y smooth (fig.1) .

Los medios cromogénicos son medios diferenciales Utiles para la identificacion
de especies de Candida. El fundamento de los mismos se basa en la deteccion de
determinadas actividades enziméticas mediante hidrélisis especificas de un sustrato
cromogénico en presencia de un indicador de la enzima (13). La utilizacién de estos
medios puede ser Util para la identificacion de determinadas especies como C.
tropicalis, que da lugar a una coloracion azul o C. krusei que da lugar a coloracién
rosa. A diferencia de estas especies, C. parapsilosis complex puede dar lugar a
diferentes coloraciones que van desde el blanco al malva, esto se debe a la mezcla de
la coloracion natural de la colonia y al pigmento resultante de la actividad enziméatica.
Por otra parte, esto mismo ocurre en el caso de otras especies de Candida como C.

glabrata, C. kefyr y C. lusitanie.
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Fig 1: Morfotipos de las colonias de Candida parapsilosis complex.

Crepe

Concentric

Los microbidlogos experimentados pueden identificar C. parapsilosis complex
combinando el color que produce la levadura en el medio cromogénico con la

morfologia de la colonia.

En los casos en los que no se obtenga una identificacion precisa, se realiza un
auxonograma, donde se estudia la capacidad de la levadura para asimilar diferentes
compuestos tanto hidrocarbonados como nitrogenados. Estos métodos nos permiten
hacer una identificacibn como C. parapsilosis complex ya que como demuestran
Tavanti y colaboradores (11) C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis son
fenotipicamente indistinguibles tanto por el perfil de asimilacion de sustratos como por

la coloracion en el medio cromogénico y la morfologia de la colonia.

La identificacion de las especies C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y
C. metapsilosis se realiza mediante técnicas moleculares y aunque se han descrito

muchas, aun no hay una técnica molecular de referencia establecida.

Se han descrito diferentes técnicas para el estudio molecular y caracterizacion
de cepas de C. parapsilosis, como el cariotipo, el andlisis de isoenzimas, la tipificacién
por comparaciéon de secuencias (MLST), polimorfismo de longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) (11), polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados

(AFLP), amplificacion al azar del ADN polimérfico (RAPD) y la secuenciacién de ADN.

5
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1.3. Epidemiologia de candidiasis invasora por Candida

parapsilosis complex

En comparacion con otras especies de Candida, Candida parapsilosis complex
se distribuye ampliamente en la naturaleza y a diferencia de C. albicans y C. tropicalis,
no es un patégeno humano obligado, ya que ha sido aislado tanto de muestras
humanas, es uno de los hongos que se aisla mas frecuentemente en el espacio
subungueal humano, como de muestras procedentes de animales domeésticos,

insectos, suelo y ambientes marinos (7).

La incidencia de Candida parapsilosis complex esta aumentando en todo el
mundo. Los datos del Programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY 2003, muestran
que C. parapsilosis complex es la segunda especie de Candida mas aislada de sitios
normalmente estériles en pacientes hospitalizados. C. parapsilosis complex se aisla,

proporcionalmente, mas que C. albicans de sangre y dispositivos intravasculares (14).

La incidencia de Candidiasis invasora por C. parapsilosis complex varia
geograficamente, y en funcion de las caracteristicas y enfermedades de base del
paciente, asi C. parapsilosis complex representa el 15% de los aislamientos de
Candida spp en América del Norte, 16,3% en Europa y 23,4% en América latina (15).
Los datos de los que se dispone respecto a las candidemias producidas por C.
parapsilosis complex en Espafia, se extraen de un trabajo de Almirante y
colaboradores (16) donde recogen que el 23% de los episodios de candidemia fueron

producidos por este complejo.

Con respecto a las especies integrantes del complejo “psilosis”, C. parapsilosis,
C. orthopsilosis y C. metapsilosis, hasta el momento, en la literatura hay muy pocos
datos acerca de su distribucion, asi como de la sensibilidad antifangica (17, 18). En
general, C. orthopsilosis y C. metapsilosis suponen menos del 10% del total del
complejo “psilosis” y presentan conjuntamente una notable variacion regional, asi, el
mas alto porcentaje se da en Sudamérica donde representan 10,9% y donde menos

presencia se ha detectado es en Africa con 0,7%.

En el estudio de vigilancia ARTEMIS, realizado entre 2001 y 2006, se
identificaron 1.929 aislamientos de Candida parapsilosis complex (17). Estos
aislamientos procedian de 89 centros de 29 paises de todos los continentes. C.
parapsilosis sensu stricto representd el 91,3% de los aislamientos (1.762), mientras

que C. orthopsilosis el 6,1% (117) y C. metapsilosis el 1,8% (34 aislamientos).
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Del estudio de Lockhart y colaboradores (17) se desprende que, al igual que
ocurre con C. parapsilosis, la presencia de C. orthopsilosis y C. metapsilosis depende
de la localizacion geogréfica, asi el 10,9% de los aislamientos de Sudamérica fueron
C. orthopsilosis y la distribucién varié desde 16,5% y 16% en Venezuela y Brasil,
respectivamente a 4,3% y 3,1% en Ecuador y Argentina, mientras que en paises como

Finlandia, Reino Unido o Rusia no se aislé ninguna C. orthopsilosis.

C. metapsilosis también est4d presente en todos los continentes, donde
presenta el porcentaje mas alto es en Polonia con 13,8% de los aislamientos de C.
parapsilosis complex y el mas bajo en América del Norte donde sélo el 0,6% de los

aislamientos fueron C. metapsilosis.

Gomez-Lopez y colaboradores (18), encuentran que la prevalencia de estas
especies en Espafa con respecto al complejo “psilosis” es de 6,9% y 5,7% de C.

metapsilosis y C. orthopsilosis, respectivamente.
1.3.1 Factores de riesgo

La enfermedad invasora por C. albicans y C. tropicalis suele estar precedida de
colonizacién y ademas estas levaduras se transmiten verticalmente. Sin embargo la
enfermedad invasiva por C. parapsilosis complex puede ocurrir sin colonizacion previa
y frecuentemente se transmite horizontalmente por la contaminacion externa de
dispositivos médicos o soluciones, las manos del personal sanitario, determinadas

proétesis y catéteres (19).

El incremento del nimero de infecciones por C. parapsilosis complex se ha
atribuido a determinados factores de riesgo, incluyendo la capacidad del
microorganismo de crecer en nutriciones parenterales y su afinidad por los dispositivos

intravasculares y materiales protésicos (20).

Los pacientes inmunocomprometidos como los infectados por el VIH y
pacientes que hayan sido sometidos a cirugia, particularmente gastrointestinal, tienen
alto riesgo de infeccién por C. parapsilosis complex. Ademas, se incrementa el riesgo
de infeccion en aquellos pacientes que requieren catéteres centrales o algun tipo de
dispositivo intravascular durante un tiempo prolongado, como pacientes con cancer
(21).

Aunque la poblacion con mas riesgo de infeccibn nosocomial por C.
parapsilosis complex son los neonatos de muy bajo peso (22). La colonizacién de la
piel o el tracto gastrointestinal es, frecuentemente el primer paso en la patogénesis de
la infeccion por Candida spp, y los neonatos son especialmente propensos a la
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infeccién debido a la integridad comprometida de la piel, la sensibilidad a la infeccion
del tracto gastrointestinal, la necesidad de catéteres centrales durante periodos
prolongados asi como intubacion endotraqueal prolongada. C. parapsilosis complex se
ha aislado de, aproximadamente, un tercio de los neonatos que tenian el tracto
gastrointestinal colonizado por Candida spp (23) y de la orofaringe del 23% de los

neonatos sanos (24).

Las manos del personal sanitario son el mayor vector para la adquisicién
exdégena de C. parapsilosis complex, aunque los porcentajes varian entre estudios (23,
25) C. parapsilosis complex es el microorganismo que se aisla con mas frecuencia de

las manos del personal sanitario.

Las técnicas moleculares han puesto de manifiesto la relacion entre
colonizacién por C. parapsilosis complex y la transmision horizontal de esta, al
demostrar que las cepas aisladas de personal sanitario sano y los aislamientos

clinicos procedentes de brotes son idénticas genéticamente (26-28).
1.3.2 Aspectos clinicos
A. Candidemia

La candidemia se define como el aislamiento de una especie de Candida en
sangre. En todo episodio de candidemia, aun cuando la previa retirada del catéter
haya hecho que desaparezca la fiebre y los signos de infeccion, es fundamental el

tratamiento antifiingico precoz, inicialmente por via intravenosa (29).

C. parapsilosis complex esta entre las especies de Candida que méas
frecuentemente producen enfermedad invasiva en el mundo (9). La fungemia por C.
parapsilosis complex (30) se puede diseminar por los tejidos, produciendo infecciones
profundas, con un rango de mortalidad del 4% al 45%. Segun datos de trabajos que
recogen los indices de mortalidad de candidemias, la producida por C. parapsilosis
complex es 28,5% frente a 44,8% de C. albicans (31-33).

Un andlisis de las candidemias producidas en Barcelona entre 2002 y 2003
revela que el 23% de las mismas fue producida por C. parapsilosis complex y el 51%
de estas estaban relacionadas con el uso de catéteres (5). Clinicamente, la
candidemia por C. parapsilosis complex se caracterizé por fiebre (100%), shock
séptico (22%) y fallo renal (10%). En cuanto a enfermedades subyacentes mas
frecuentemente relacionadas con la infeccion de C. parapsilosis se encontré cancer
(27%), trasplante (16%) y diabetes mellitus (9%).
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En comparacion con C. albicans, las candidemias por C. parapsilosis complex
se producen més frecuentemente entre neonatos (20% frente a 4%), pacientes con
catéteres intravenosos que han recibido terapia antifingica previa (26% frente a 7%),
con nutricion parenteral (54% frente 33%) o que han sido sometidos a trasplante (16%
frente a 2%) (9).

La candidemia relacionada con catéter producida por C. parapsilosis complex
presenta una tasa de aclaramiento espontdneo mayor, una menor proporcién de
infecciones profundas provocadas a raiz de la diseminacion de la levadura por los
tejidos, asi como una menor tasa de mortalidad que las debidas a otras especies de
Candida (34).

B. Endocarditis

La endocarditis fungica supone entre el 1,3 y 6% de todas las endocarditis
infecciosas, y esta incidencia ha aumentado en las dos Ultimas décadas debido a la
mejora del diagndstico gracias al uso de ecografia transesofagica, a mejores sistemas
de cultivo, y al incremento de terapias médicas que predisponen al paciente a la
infeccion fungica (35). Candida spp supone el 94 % de las endocarditis fungicas,
muchas de las cuales se desarrollan después de la cirugia cardiaca (36) y C.
parapsilosis complex supone la segunda causa mas comun después de C. albicans

suponiendo el 17% de los casos identificados (35).

Actualmente, los factores predisponentes mas comunes son las valvulas
protésicas, el uso de drogas por via parenteral, nutricién parenteral, cirugia abdominal,
inmunosupresién, tratamiento con antibioticos de amplio espectro y enfermedad

valvular previa (35).

La endocarditis por C. parapsilosis tiene un indice de mortalidad y una
frecuencia de diseminacion similar a la producida por las fungemias por C. albicans,

oscilando el rango de mortalidad entre el 41,7 y el 65% (37).
C. Meningitis

Candida spp suele producir meningitis aguda neutrofilica, mientras que las
meningitis cronicas linfociticas y las meningitis granulomatosas se asocian
normalmente con Cryptococcus neoformans y Cocciciodiodes spp, respectivamente
(38). C. parapsilosis complex es una causa infrecuente de meningitis fingica, de varios
trabajos que revisan las meningitis causadas por Candidas concluye que C. albicans

supone el 90,1% mientras que C. parapsilosis complex sélo el 1,6% (39, 40).
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Sin embargo, teniendo en cuenta el aumento en la incidencia de C. parapsilosis
complex, es necesario vigilar el desarrollo de meningitis en neonatos, debido a la

potencial morbilidad y mortalidad asociada con esta infeccion.
D. Peritonitis

La peritonitis por Candida se define como el aislamiento de Candida spp en
una muestra peritoneal obtenida por medio de laparotomia o puncion percutanea en
pacientes con clinica asociada, como perforacion de una viscera abdominal,
dehiscencia de una sutura intestinal con peritonitis, pancreatitis aguda grave o

existencia de un catéter para dialisis peritoneal (29).

La peritonitis fangica tiene una alta morbilidad y una mortalidad por encima del
44% (41). En pacientes con enfermedad cronica sometidos a dialisis peritoneal
continua ambulatoria (C.A.P.D) se produce peritonitis fungica entre el 3 y el 10% de los

casos (42).

Wang y colaboradores (41) refieren que la presencia de dolor abdominal, el
empleo de antibiéticos en los 3 meses previos a la peritonitis fangica, oclusion del
intestino y un catéter mantenido in situ parecen estar asociados con el desarrollo de

peritonitis fungica y hace necesario la interrupcion del CAPD.

Aungue C. albicans es la principal causa de peritonitis fangica, muchos trabajos
muestran que C. parapsilosis complex es la especie que se asocia con mas frecuencia

a pacientes que reciben CAPD (43).
E. Artritis

La artritis fungica es rara, y la mayoria esta asociada con Candida spp. La
mayoria de los casos se produce por inoculacién directa intraarticular, sobre todo en
pacientes mayores (44). Los factores de riesgo implicados en estos casos esporadicos
incluyen la diabetes mellitus, el uso de drogas por via parenteral y la inmunosupresién
(45).

F. Otras manifestaciones clinicas

C. parapsilosis complex se asocia con enfermedad invasiva ocular como
endoftalmitis y queratitis. La endoftalmitis endoégena flungica es relativamente poco
comun incluso en el contexto de enfermedad sistémica. Las endoftalmitis y queratitis

ocasionadas por C. parapsilosis complex se deben principalmente a infecciones

postoperatorias (9).
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La baja frecuencia actual de endoftalmitis por Candida spp se atribuye al
diagnostico temprano de candidemia y a tratamientos mas agresivos y potencialmente
menos tdxicos con agentes antifiingicos. En todo caso de candidemia debe practicarse

un fondo de ojo para descartar una endoftalmitis asociada (29).

La otomicosis es una causa relativamente infrecuente de otitis media o externa.
Determinados autores cuestionan la relevancia del aislamiento fangico en una muestra
Otica, planteandose si hay que considerarlo un signo de infeccibn o como
comensalismo (46). Sin embargo, existe correlacién entre infeccion fangica y la
inflamacién crénica del oido, asi la inflamacion como el eritema, edema y descamaciéon
epitelial se resuelven en todos los pacientes tratados con pautas de antifungicos

tépicos (47).

La onicomicosis es la infeccibn de la ufia y puede estar causada por
dermatofitos, levaduras y hongos filamentosos. Las onicomicosis por C. parapsilosis
complex estan asociadas con enfermedad distal de la ufia, al contrario que la
producida por C. albicans que se manifiesta como onicomicosis proximal u

onicomicosis total.

C. parapsilosis complex es una causa poco frecuente de vulvovaginitis. La
candidiasis urinaria, se define como el aislamiento en orina de Candida spp en
recuentos de colonias >10* ufc/ml. En este apartado se considera que es la orina el
anico lugar donde se aisla la levadura y no forma parte de una colonizacion mdaltiple
(29).

1.4. Factores de virulencia de Candida parapsilosis

complex .

La patogénesis de la candidiasis invasora esta facilitada por los factores de
virulencia como la morfogénesis, la secrecion de enzimas, el cambio fenotipico y los
factores de adhesion, que favorecen la formacion de biopeliculas. Se ha investigado
mucho en la identificacién de estos factores en C. albicans, pero en el caso de C.
parapsilosis complex se conoce relativamente poco. A continuacion se describen, de

manera independiente, cada uno de estos factores.
1.4.1 Secrecién de enzimas

Recientemente, la secrecidn enzimas extracelulares por los patdégenos

fangicos, ha ido ganando protagonismo, por su potencial papel en la patogénesis y

11
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como posibles dianas para el disefio de inhibidores sintéticos para el tratamiento de la

infeccion.
e Secrecion de aspartilproteinasas

La secrecion de aspartilproteasas (Saps) facilita la colonizacién e invasion de
los tejidos del hospedador por ruptura de las membranas y degradacion de
importantes proteinas inmunoldgicas, como la cadena pesada de la inmunoglobulina G

y la a- 2 macroglobulina (48).

En C. albicans, la secrecion de aspartilproteasas es un determinante de
virulencia importante y se han identificado 10 tipos de Saps (Sapsl a Saps 10). En el
caso de C. parapsilosis complex, ésta ha demostrado menos actividad de
aspatrtilproteasas, ademas de que solo se han identificado 3 tipos de Saps (Sapplp a

Sapp3p), Unicamente Sapplp esta bien caracterizada (49).
« Fosfolipasas

Las fosfolipasas son enzimas capaces de hidrolizar una o més de las uniones
éster de los glicerofosfolipidos. La funcion de las fosfolipasas durante la infecciéon adn
no se conoce bien, aunque se cree que interviene en la destruccibn de membranas
(50,51).

La actividad de las fosfolipasas se ha implicado en la virulencia de C. albicans
en varios sistemas experimentales. Las fosfolipasas se han asociado a virulencia en
modelos murinos de infeccién, adhesion a células epiteliales, penetracion en células

del hospedador e invasion de epitelio oral humano reconstituido (52).

El papel de las fosfolipasas en C. parapsilosis complex es menos claro. Hay
hallazgos contradictorios, algunas investigaciones informan 51% de actividad de
fosfolipasas en C. parapsilosis complex y otras no encuentran esta actividad. Se han
encontrado diferencias en la cantidad de fosfolipasa al comparar cepas de distintas
localizaciones, encontrdndose mayor cantidad en aislamientos procedentes de

localizaciones superficiales que de los productores de candidemia (50,51).
e Lipasas

Las lipasas catalizan la hidrdlisis y la sintesis de triglicéridos y se caracterizan
por su estabilidad a altas temperaturas y frente a disolventes orgénicos, alta

enantioselectividad y resistencia a la protedlisis (53).

Los papeles que se le atribuyen a las lipasas extracelulares incluyen la
digestion de lipidos para la adquisicion de nutrientes, adhesion a células y tejidos del
12
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hospedador, interacciones sinérgicas con otras enzimas, iniciacion de procesos

inflamatorios por afectacion de células inmunes, etc (52).

Las lipasas extracelulares han sido propuestas como factores de virulencia de
otros patégenos como S. aureus, S. epidermidis, P. acnes, y P. aeruginosa asi como

hongos patégenos como Malassezia furfur, Horteae werneckii y C. albicans.

Frente a los 10 genes que codifican lipasas en C. albicans, sélo se han
identificado 2 genes, en el caso de C. parapsilosis complex, CpLIP1- CpLIP2 y sélo

uno de ellos CpLIP2, codifica para una proteina activa (54).

Se ha estudiado recientemente el papel de la lipasa en la infeccién por C.
parapsilosis complex y se ha demostrado que la inhibicién de esta enzima reduce el
dafio tisular durante la infeccion (55). Ademas, Gacser y colaboradores (56) observaron
que, a partir de mutantes homocigotos de cepas de C. parapsilosis complex, CpLIP1-
CpLIP2 dan lugar a biopeliculas méas finas y menos complejas, y se reduce el
crecimiento en medios ricos en lipidos, son méas facilmente fagocitadas y menos

virulentas que las cepas salvajes.

Estos hallazgos son particularmente importantes ya que, como hemos
subrayado anteriormente, las infecciones por C. parapsilosis complex suelen ocurrir en

neonatos de bajo peso que reciben nutricion parenteral rica en lipidos.
1.4.2 Adherencia:

La colonizacién e infeccion por C. parapsilosis complex depende de la habilidad
del hongo para adherirse a las células del hospedador y en especial a sus mucosas.
La adherencia a dispositivos intravasculares facilita la formacién de biopeliculas y
promueve el dafio al hospedador. La hidrofobicidad de la superficie celular ha sido
relacionada con la adhesion inicial de C. parapsilosis complex y la produccion de

matriz, se ha relacionado con la tendencia de esta para adherirse a los catéteres (57).
1.4.3 Formacién de biopeliculas:

El factor de virulencia mas importante de Candida es la habilidad para
adaptarse a diversos habitats y la formacion de comunidades microbianas adheridas a

la superficie, conocidas como biopeliculas (58, 59).

Las biopeliculas de Candida se pueden desarrollar tanto en superficies
naturales del hospedador como en biomateriales utilizados en dispositivos médicos
como implantes dentales, catéteres, valvulas cardiacas, lentes oculares, protesis

articulares, reservorios etc (60-62).
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Las biopeliculas son comunidades celulares, de una o varias especies de
microorganismos, embebidas en una matriz polisacarida altamente hidratada,
adheridas sobre superficies biologicas o inertes y comunicadas con el exterior
mediante canales de agua. Estas estructuras biologicas son organizaciones muy
heterogéneas con diferentes ambientes de pH, concentracion de iones, oxigeno,

carbono y nitrégeno (63).

Las células que forman parte de estas biopeliculas tienen un comportamiento
distinto a las células en suspension o formas plancténicas, lo que tiene importantes
repercusiones clinicas, ya que las biopeliculas muestran una resistencia elevada tanto
a las defensas del hospedador como frente a los agentes antimicrobianos, ademas de
que son capaces de soportar la presibn competitiva ejercida por otros

microorganismos (64).

Muchas candidiasis se encuentran asociadas a la formacién de biopeliculas
sobre catéteres, prétesis dentales o cardiacas y otros dispositivos biomédicos,

convirtiéndose en un foco de diseminacion de la infeccion.

Las células de las biopeliculas, denominadas células sésiles, se diferencian de
sus homologas plancténicas, es decir, de las células en suspension por las siguientes

caracteristicas:

1. Presencia de una matriz extracelular : formada por polisacéridos, proteinas y
acidos nucleicos, altamente hidratada y que confiere un aspecto gelatinoso a la
biopelicula. Sin embargo, hay un alto porcentaje de componentes de las
biopeliculas, que siguen sin identificar (64). La matriz es el soporte de la
biopelicula y su espesor aumenta con la edad de esta (65). Su composicion
puede variar segun los microorganismos que la formen tanto en el tipo de
moléculas como en la proporciébn de proteinas y carbohidratos, asi en C.
albicans el principal azlicar de la matriz es la glucosa, en C. tropicalis la
hexosamina (66) y en el caso de biopeliculas de C. parapsilosis complex estan
compuestas mayoritariamente por carbohidratos siendo la proporcion de
proteinas relativamente baja a diferencia de C. glabrata que forma biopeliculas
con altas proporciones tanto de carbohidratos como de proteinas (64). Las
diferencias en la composicion de la matriz puede ser la causa de la diferencia
en el grado de penetracién de los antifingicos en las biopeliculas (67).

2. Expresién de genes especificos: Las células que forman parte de la
biopelicula se asocian a patrones especificos de expresion de genes,
incluyendo genes de sobreexpresion de aminoacidos, particularmente los que
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contienen azufre (68). Asi, la formacién de biopeliculas requiere la activacion de
la via de la filamentacion, ya que las mutantes defectivas de los genes de
filamentacion como efgl y cphl, son incapaces de formar biopeliculas (69).

Comunicacién intercelular (quorum-sensing): En el interior de la biopelicula,
las células se comunican mediante la sintesis de sustancias que difunden entre
ellas (70). El farnesol es un compuesto, estudiado ampliamente en C. albicans,
gue inhibe la formacion de biopelicula asi como la filamentacion (71). En el
caso de C. parapsilosis complex, el farnesol tiene un efecto similar, inhibe la
formacion de biopelicula si se afiade a la placa de microtitulacién antes de
inocular la levadura, pero no inhibe la formacién si ya se ha producido la

adherencia del hongo (12).

4.Mayor resistencia a las defensas de hospedador y a los antifungicos: Los

fases:

microorganismos se encuentran protegidos por los polimeros de la matriz y
eluden la accion del sistema inmune (72). La resistencia de las biopeliculas del
género Candida a los antifungicos es un fendmeno multifactorial en el que
pueden intervenir, la propia matriz extracelular que actia como barrera
limitando el paso de antifingicos, la baja tasa de crecimiento de las células que
forman parte de la biopelicula debido a la escasez de nutrientes y oxigeno, la
expresion de genes que confieren resistencia o0 la presencia de células
persistentes capaces de escapar a su accion y formar de nuevo una biopelicula
(65, 73).

En el proceso de formacion de una biopelicula (fig. 2) se distinguen varias

«Fase inicial: Las células levaduriformes se adhieren sobre la superficie y

comienzan a formar microcolonias.

*Fase intermedia: Se comienza a formar la matriz.

« Fase de maduracion: la matriz recubre totalmente a las levaduras.

Las células que forman parte de la biopeliculas pueden disgregarse y

dispersarse por el medio, volviendo al estado plancténico, asi la biopelicula se

convierte en un foco persistente de infeccion (73).
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Fig 2: Etapas de desarrollo de una biopelicula: adhesién (1), maduracion (2

y 3), disgregacion (4) y dispersion (5).

1.4.4 Morfogénesis

Candida albicans es polimérfica, ya que existe en forma de levadura
(blastosporas) o como filamentos (pseudohifa o hifa). Las células de C. parapsilosis
complex pueden presentar formas ovaladas, redondas y cilindricas. A diferencia de C.
albicans o C. tropicalis, C. parapsilosis complex (12) no forma verdaderas hifas y se
presenta en cualquiera de las dos formas, pseudohifas y formas de levaduras.

La morfogénesis se refiere a la transicion entre las levaduras (unicelulares) y la
forma de crecimiento filamentosa del microorganismo, que puede convertirse de forma
reversible a células de levadura, con crecimiento de hifa o pseudohifa. La conversion
de la forma unicelular de levadura al crecimiento filamentoso es esencial para la
virulencia de C. albicans. La morfogénesis por si misma, esta bajo multiples controles
y rutas de transduccion de sefiales (74).

La generacion de biopeliculas en C. albicans esta asociada con el cambio
dimorfico de la levadura a hifa, y la estructura de la biopelicula engloba a 2 tipos de
capas diferentes: una fina, la capa de levaduras basal, y una mas gruesa pero menos

densa, que esta compuesta por hifas (75).

En contraste, C. parapsilosis complex produce cuantitativamente menos

biopeliculas y menos complejas estructuralmente que C. albicans (76). A pesar de que
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la estructura es menos compleja, las biopeliculas de C. parapsilosis complex son tan

resistentes a los antifingicos como las formadas por C. albicans.

C. parapsilosis complex forma biopeliculas compuestas por una densa red de
varias morfologias, es decir en forma de levadura y de pseudohifa. La formacién de

biopeliculas en C. parapsilosis complex es cepa dependiente (64).

En cuanto a la morfologia de las colonias de C. parapsilosis complex, Sean y
colaboradores (12) describen 4 morfotipos denominados como crepe, crater, concentric
y smooth. El fenotipo de la colonia va ligado a la morfogenia de la levadura, asi
mientras que los fenotipos crepe y concentric estdn compuestos principalmente por
pseudohifas, mientras que los fenotipos crater y smooth lo estan por células

levaduriformes.

El cambio en la morfologia de las colonias en C. parapsilosis complex fue
descrito por primera vez por Lott y colaboradores (77) y extendido por el grupo de
Enger y colaboradores (78). En el estudio de Sean describen que el fenotipo
concentric, aislado frecuentemente en muestras clinicas, forma cuantitativamente mas

biopelicula y el biotipo smooth el que menos.

Los fenotipos filamentosos (pseudohifas) producen mas biopeliculas y son mas
invasivos en el agar que las cepas que permanecen predominantemente en forma de

levadura.

Aun existiendo diferencias en la morfologia de las colonias y las formas
morfogenéticas de la levadura, Tavanti y colaboradores (11) demuestran que C.
parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis son fenotipicamente indistinguibles. Los
perfiles de asimilacion de sustratos evaluados con APl 32 C son practicamente
iguales. En CHROMagar Candida, las colonias de todos los grupos tienen el mismo
aspecto, colonias malva-blancas y todos los aislamientos crecen bien tanto a 37° C

como a 30° C pero no crecen a 42°C (78).
1.5. Sensibilidad a los antifangicos.

El término antibidtico antifingico o antimicotico incluye aquellas sustancias que
puedan producir modificaciones en estructuras basicas de la célula fungica inhibiendo
su desarrollo o alterando su viabilidad y produciendo minimas alteraciones posibles en

las células del hospedador (79).

La similitud de las dianas de algunos antifingicos con estructuras o rutas

metabdlicas de las células humanas determina el escaso nimero de estos farmacos
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en comparacion con los antibidticos antibacterianos existentes, asi como la posibilidad
de aparicion de efectos secundarios y/o toxicos (80,81). La membrana celular de los
hongos esté situada en la parte interna de la pared y tiene una estructura parecida a la
membrana de las células animales, de la que se diferencia por la presencia de

ergosterol en lugar de colesterol.

Los antifungicos se clasifican basdndose en su estructura quimica, su origen

(natural o de sintesis quimica), su espectro y su mecanismo de accion (82).

El estudio de la sensibilidad antifingica in vitro juega un papel creciente en la
seleccion de los agentes antifungicos, como ayuda en estudios de desarrollo de
nuevos farmacos y como vigilancia de las resistencias a los antifiingicos en estudios

epidemiolbgicos (83).

En la guia IDSA (84) (Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas) para
el manejo de la candidiasis después de una revision de la literatura, establecen que los
antifangicos sistémicos que ha demostrado eficacia en el tratamiento de la candidiasis

comprenden cuatro familias de antifingicos:

« Los polienos: anfotericina B.
* Los triazoles: fluconazol, itraconazol, voriconazol y posaconazol.
 Las equinocandinas: caspofungina, anidulafungina y micafungina.

* Flucitosina.

1.5.1 Polienos

Los polienos son sustancias antibidticas sintetizadas por actinomicetos del
género Streptomyces, y fueron los primeros antifingicos que se desarrollaron. Se
conocen mas de cien compuestos distintos, de los cuales el mas importante es la
anfotericina B (fig. 3). La anfotericina B se obtuvo a partir de Streptomyces nodosus y
fue comercializada en 1958. A pesar de ser el compuesto de referencia para el
tratamiento de las micosis sistémicas, su nefrotoxicidad limita su dosificacion vy

administracion (85).
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Fig. 3: Estructura quimica de anfotericina B.

Estructura quimica

La actividad antifingica de los polienos se basa en la capacidad para unirse al
ergosterol, provocando la formacién de pequefios canales que permiten la salida de
moléculas del interior de la célula fungica y la entrada de otras sustancias. Su accion
requiere soélo algunos minutos para alterar el equilibrio osmatico de la célula fangica y

provocarle la muerte.

Actualmente, aunque la formulacién tradicional ha sido la mas utilizada, existen
otras formulaciones que permiten administrar dosis mas elevadas de anfotericina B y
presentan menos problemas de toxicidad, estas son anfotericina B liposémica, el

complejo lipidico de la anfotericina B y la anfotericina B en dispersién coloidal.

Las resistencias a anfotericina B existen tanto in vivo como in vitro y es posible
correlacionarlas, sin embargo se ha comprobado que es dificil definir un punto de corte
concreto (86-88).

Los datos de CMI obtenidos, segun la metodologia del documento M27-A3 (89)
del CLSI, se agrupan en su mayoria entre 0,25 y 1 mg/L. Cuando se detectan
aislamientos de Candida resistentes a anfotericina B en modelos animales, segun el

documento M27-A3 pueden tener una CMI mayor a 1 mg/L.

Desafortunadamente, esta metodologia no permite la deteccion de todos los
aislamientos resistentes in vivo, debido al estrecho margen de CMIs obtenidas, por

esta razon el CLSI aun no ha establecido unos puntos corte.
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Los aislamientos de Candida con una CMI mayor a 1 mg/L son infrecuentes y
posiblemente “resistentes” o al menos pueden requerir de altas dosis para un

tratamiento Gptimo (84, 90).
1.5.2 Azoles

Los azoles son un grupo de farmacos fungistaticos sintéticos que se
caracterizan por poseer un anillo imidazélico (fig.4) que contiene 2 o 3 nitrégenos. En

funcion de esta Ultima caracteristica los azoles se dividen en imidazoles y triazoles.

Actualmente, el uso de los imidazoles se limita al tratamiento de las micosis
superficiales, siendo los mas utilizados ketoconazol, clotrimazol, miconazol y
sertaconazol. Los triazoles son moléculas con un amplio espectro de accion, siendo de
menor toxicidad y mas estables metabdlicamente que los imidazoles y estan indicados
en micosis tanto superficiales como sistémicas. Representantes principales son el

fluconazol, itraconazol, voriconazol, ravuconazol, posaconazol y albaconazol.

Los azoles son antifingicos que acttan inhibiendo la actividad citocromo P-450
del hongo, también denominado lanosterol 14-a-desmetilasa. Este sistema enzimatico
estd presente en un gran numero de seres vivos y su funcion es la sintesis de

ergosterol (hongos) o colesterol (mamiferos) (91).

Fig.4: Estructura quimica de voriconazol.

Este enzima cataliza la desmetilacién de lanosterol a ergosterol, compuesto
esencial de la membrana celular de los hongos que regula su fluidez y permeabilidad,

asi como la actividad de las enzimas unidas a ella.
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Ademas en las levaduras, el ergosterol es el componente principal de las
vesiculas que participan en las reacciones de fosforilacién oxidativa necesarias para la

produccion de energia (91).

Los triazoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol, y posaconazol) son seguros
y eficaces para el tratamiento de la candidiasis invasora (84,92). Los triazoles de
espectro extendido (itraconazol, voriconazol, y posaconazol) son més potentes que el
fluconazol frente a la mayoria de las especies de Candida. EI empleo generalizado de
estos agentes, especialmente fluconazol, ha dado lugar a preocupaciones en cuanto a

la emergencia de resistencia a este grupo de antifungicos.

Fluconazol es la alternativa a anfotericina B mas administrada. Desde su
introduccion a principios de los 90, el fluconazol ha sido sometido a estudios de
vigilancia (6, 7, 92-94). La universidad de lowa estudié la sensibilidad a fluconazol
mediante microdilucién en caldo, entre 1992 y 2004, de 13.338 aislamientos de
Candida procedentes de hemocultivos, pertenecientes a 12 especies de mas de 200
hospitales de todo el mundo. La resistencia a fluconazol (> 64 mg/L) supuso el 3% de

todas las especies, con excepcion de C. glabrata (9%) y C. krusei (40%) (7).

La resistencia a fluconazol de C. parapsilosis complex observada en el
programa ARTEMIS (1997-2003) oscilo entre 2-4,2% (6).

En el caso de voriconazol, este muestra valores de CMls, frente a C.
parapsilosis complex, menores a las correspondientes a anfotericina B y a los azoles
anteriores a voriconazol (95). La resistencia in vitro a voriconazol es rara, los ultimos
estudios de vigilancia muestran sensibilidades cercanas al 100% (93). Mas
recientemente, el andlisis de 9.371 aislamientos de C. parapsilosis complex ha
mostrado que soélo el 1,9% fueron resistentes a voriconazol y que el 36,7% de los
aislamientos resistentes a fluconazol fueron sensibles a voriconazol (96). Por tanto

esto demuestra que entre los azoles se da resistencia cruzada.
1.5.3 Equinocandinas

Las equinocandinas son polipéptidos ciclicos (fig.5) que bloguean la sintesis de
glucano, que es el polimero que constituye el principal componente de la pared fungica
manteniendo la morfologia de la célula y protegiéndola de los cambios osméticos

ambientales.

El mecanismo de accién de todas las equinocandinas es comun y se basa en la
produccion de dafios en la pared fungica al unirse a la B-1,3-D-glucano sintetasa

responsable de la sintesis del B-1,3-D- glucano. Este enzima no se encuentra en las
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células animales y por este motivo constituye una buena diana (97). Esta accién
resulta fungicida para Candida y fungiestatica para Aspergillus. El tratamiento con

equinocandinas produce el hinchamiento vy la lisis celular en las zonas de crecimiento

de la pared.
Fig.5: Estructura quimica de anidulafungina
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Las CMIs de las equinocandinas son bajas para un amplio nimero de especies
de Candida, incluyendo C. glabrata y C. krusei. En el caso de C. parapsilosis complex
se ha observado menor sensibilidad in vitro a las equinocandinas que el resto de las
especies de Candida (84).

Debido a su mecanismo de accién, cuya diana es diferente a la del resto de

antifiingicos comercializados, no existe resistencia cruzada con azoles ni polienos.

La anidulafungina es una nueva equinocandina con una potente actividad
frente a Candida spp y Aspergillus spp.

Los estudios de vigilancia multicéntricos conducidos por Pfaller y colaboradores
(1, 6, 7) y Ostrosky-Zeichner y colaboradores (98) muestran la excelente potencia y
espectro de las tres equinocandinas frente a mas de 4.000 aislamientos procedentes
de sangre, sin embargo especies como C. parapsilosis complex y C. guillermondi
muestran CMIs elevadas (1-4 mg/L) (99). Los datos clinicos disponibles indican que
todas las especies responden de forma similar a todas las equinocandinas, sin
embargo debemos resaltar que se han observado candidemias persistentes por C.

parapsilosis complex tratada con caspofungina (100).
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1.5.4 Flucitosina

Fluorocitosina o 5-fluorocitosina (fig.6) es el Unico antifingico disponible

perteneciente a la clase de las pirimidinas.

La fluorocitosina es un farmaco fungistatico que penetra en el interior de la
célula fungica tras contactar con una enzima de la membrana llamada citosina

permeasa.

Fig 6: Estructura quimica de la fluorocitosina.

MH=

Ya en el interior de la célula, la fluorocitosina es desaminada a 5-fluorouracilo,
tras lo que se producen varias fosforilaciones que acaban por generar acido
fluorardilico, que se incorpora a la cadena de ARN, lo que ocasiona la produccion de
ARN aberrante.

Su espectro de accion se reduce a las levaduras, ya que es inactiva frente a
los hongos filamentosos. Existen algunas cepas de Candida spp y de Cryptococcus
Spp que muestran resistencia primaria. Asimismo, cuando se utiliza en monoterapia,
genera resistencia secundaria con facilidad (101), por esta razén se suele administrar
conjuntamente con anfotericina B en candidiasis invasoras como endocarditis o
meningitis. Ocasionalmente se utiliza para candidiasis del tracto urinario (84). En la
actualidad, la 5-FC tiene unas indicaciones clinicas reducidas condicionadas por su
espectro limitado, por su toxicidad (exantema, nauseas, alteraciones hematoldgicas,
alteraciones hepaticas) y por la induccion rapida de resistencia secundaria cuando se
utiliza en solitario. Por ello, las indicaciones aceptadas para la utilizacion en
combinacion con anfotericina B son en el tratamiento de la meningitis criptocécica y en

determinadas infecciones graves causadas por Candida spp.
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En la literatura precedente se establecia que entre el 10 y 15% de los
aislamientos de Candida albicans presentaban resistencia primaria a flucitosina y esto
era incluso mayor en otras especies (102, 103). Sin embargo, estudios mas recientes
basados en los métodos del CLSI rebaten esta aseveracion (101, 104-106). Estudios de
Canada (105) y Espafia (101) han estimado una resistencia a la flucitosina del 0-0,6%
en Candida albicans y del 0,6-6% para el conjunto de las candidas. En un estudio de
Pfaller y colaboradores (106) con 8.803 aislamientos de Candida spp recogidos de mas
de 200 hospitales del mundo encuentran un nivel de resistencia primaria de 1 al 7 %
entre todas las candidas, con la excepcion de Candida krusei que presenta un 28% de

resistencia primaria a la flucitosina.
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Justificacion y
objetivos

Caracterizacion de Candida parapsilosis complex en el area del
H.U Virgen del Rocio en el periodo 2003-2009.
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Justi ficacion y objetivos

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En los Ultimos afios se ha observado un aumento en la incidencia de las
infecciones invasoras por Candida spp, ademas de cambios temporales en las
especies aisladas. También se ha registrado un aumento en la incidencia de
enfermedad invasora por C. parapsilosis complex, ya que hay estudios que muestran
que es la segunda especie de Candida mas aislada en hemocultivos. Ademas la
incidencia de Candidiasis invasora por C. parapsilosis complex varia geograficamente
y en funcién de las caracteristicas y enfermedades de base del paciente.

El primero de los objetivos generales de este trabajo es analizar los datos
procedentes de las candidemias producidas en el Hospital Universitario Virgen del
Rocio en el periodo 2003-2009.

Con respecto a las especies integrantes del complejo “psilosis”, C. parapsilosis,
C. orthopsilosis y C. metapsilosis, hasta el momento en la literatura hay muy pocos
datos acerca de su distribucion asi como de su sensibilidad a los agentes antifangicos,
dicho esto, nuestro segundo objetivo es conocer la distribucién, mediante técnicas de
biologia molecular, de las distintas especies dentro del complejo en una coleccién de

aislamientos de C. parapsilosis complex procedentes de diferentes localizaciones.
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La formacién de biopeliculas es el factor de virulencia mas importante en C.
parapsilosis complex, ya que estas confieren una elevada resistencia a las defensas
del hospedador y a los agentes antifungicos, por ello el tercer objetivo de este trabajo
es la determinaciébn mediante un ensayo in vitro de la capacidad de formacién de
biopeliculas de los diferentes aislamientos de C. parapsilosis complex.

Por dltimo y como consecuencia de lo anteriormente expuesto, el cuarto
objetivo es estudiar la sensibilidad a los antifungicos de estas levaduras tanto en
forma plancténica como sésil.

Los objetivos concretos de este trabajo son:

1. Andlisis de las candidemias identificadas en HU virgen del Rocio en
el periodo 2003-2009.

= Recoger y analizar los datos correspondientes a las
candidemias registradas, teniendo en cuenta la especie de
Candida productora asi como el porcentaje atribuido a cada
especie.

» Andlisis de los datos correspondientes a candidemias
producidas por C. parapsilosis complex en relacién al tipo de
paciente.

2. ldentificacion de levaduras en el laboratorio.
» Identificacion fenotipica de C. parapsilosis complex.
» Identificacion genotipica.
v' Puesta a punto de RAPD-PCR (Amplificacion al
azar de ADN polimorfico): Seleccion de cebadores.
v Identificacion a nivel de especie dentro del complejo
“psilosis” mediante dos técnicas de biologia
molecular, RAPD- PCR y RFLP, y comparacion de
resultados entre estas.
3. Determinacioén de la capacidad de formacién de biopeliculas.

» Andlisis de la relacion entre especie y capacidad de
formacion de biopeliculas.

» Andlisis de la relacion entre procedencia de aislamiento y
capacidad de formacion de biopeliculas.

4. Estudiar la sensibilidad a los siguientes agentes antifingicos,
anfotericina B, anidulafungina y voriconazol.

= Sobre las formas plancténicas de las tres especies.

= Sobre las formas sésiles (biopeliculas) de las tres especies.

27



Material

Material

Caracterizacion de Candida parapsilosis complex en el area del H.U
Virgen del Rocio en el periodo 2003-2009.
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3. MATERIAL

3.1 Microorganismos

3.1.1. Cepas seleccionadas

Se seleccionaron cepas de Candida parapsilosis complex procedentes de
distintas muestras clinicas, procesadas desde enero de 2003 hasta diciembre de 2009,
en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Clinicas del Hospital Universitario

Virgen del Rocio de Sevilla.

Distribuimos las cepas en 2 tablas, en la tabla 1 recogemos las procedentes de
hemocultivos y catéteres. En la tabla 2 recogemos los procedentes de otras
localizaciones, que pertenecen cada una a un paciente distinto.

En la primera parte de la tabla 1, las cepas estan identificadas desde la A-M,
asi las cepas identificadas con la misma letra pertenecen al mismo paciente y son las
que utilizaremos para elegir el cebador adecuado y poner a punto la técnica de RAPD-
PCR.
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Tabla 1. Cepas de C. parapsilosis complex aisladas de hemocultivos vy

catéteres.
N©° Identificacion Muestra Servicio
1 A Hemocultivo H. Infgntll.
Infecciosos
2 B Hemocultivo H. infantil.
Preescolares
3 A Hemocultivo H. '”f?‘”“'-
Infecciosos
4 B Hemocultivo H. infantil.
Preescolares
5 B Hemocultivo H. infantil.
Preescolares
. H. Infantil.
6 C Hemocultivo UCI neonatal
. H. Infantil.
7 D Hemocultivo UCI pediatrica
. H. Infantil.
8 E Hemocultivo UCI neonatal
9 E Hemocultivo H. Infantil,
Neonatal
10 F Hemocultivo H. Infantil
Neonatal
11 G Hemocultivo H. Infantil
Neonatal
12 G Hemocultivo H. '“ff"‘”“'-
Infecciosos
. H. Infantil.
13 A Hemocultivo UCI neonatal
. H. Infantil.
14 E Hemocultivo Neonatal
15 N Hemocultivo H. Infgnnl.
Infecciosos
16 A Hemocultivo H. '”f‘”?‘”“'-
Infecciosos
. H. Infantil.
17 H Hemocultivo UCI pediatrica
. H. Infantil.
18 [ Hemocultivo UCI neonatal
H i H. Infantil.
19 Hemocultivo UCI pediatrica
. H. Infantil.
20 J Hemocultivo UCI pediétrica
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Tabla 1 (Continuacion):

hemocultivos y catéteres.

Material

NO

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

Identificacion

K

26

27

28

29

31

32

34

35

38

39

42

43

44

45

46

47

Muestra

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

ucCl

ucCl

UCl

UCl

Servicio

H. Infantil.

H. Infantil.

H. Infantil.

H. Infantil.

H. General.

H. General.
Observacion

H. General.
2° Sur
H. General.
3° Sur
H. General.
4° Sur
H. General.
2° Sur
H. Infantil.
Neonatal.

H. Infantil
Neonatal

H. General.
3° Sur

H. Traumatologia

H. Infantil.
UCI neonatal

H. Infantil.
UCI neonatal

H. Traumatologia

H. Infantil.
UCI neonatal

pediatrica
pediatrica
pediatrica

pediatrica

UCI Medicina Interna

Anatomia patologica

Anatomia patoldgica

Cepas de C. parapsilosis complex aisladas de
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Tabla 1 (Continuacién) : Cepas de C. parapsilosis complex aisladas de

hemocultivos y catéteres.

N© Identificacion Muestra Servicio
_ H. General.
41 48 Hemocultivo 3° Sur
_ H. Infantil.
42 49 Hemocultivo UCI neonatal
43 50 Hemocultivo H. Infantil
neonatal
_ H. General.
44 51 Hemocultivo 3° Norte
_ H. General.
45 52 Hemocultivo UCI Medicina Interna
46 53 Hemocultivo H. Infantil
neonatal
47 54 Hemocultivo H. Infantil
neonatal
_ H. Infantil.
48 55 Hemocultivo UCI neonatal
49 56 Hemocultivo H. Infantil
_ H. General.
50 58 Hemocultivo UCI Medicina Interna
51 59 Hemocultivo H. Infantil
neonatal
_ H. Infantil.
52 60 Hemocultivo UCI neonatal
_ H. Infantil.
53 62 Hemocultivo UCI neonatal
54 63 Hemocultivo ri. Infantll
Infecciosos
_ H. General.
55 65 Hemocultivo UCl
_ H. General.
56 66 Hemocultivo 30 Sur
_ H. Infantil.
57 67 Hemocultivo UCI neonatal
o 63 Hemocultivo H. Traumatologia

UCl
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Tabla 1 (Continuacién) : Cepas de C. parapsilosis complex aisladas de

hemocultivos y catéteres.

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

Identificacion

69

70

71

72

73

74

75

76

78

79

80

81

83

84

87

51T

52T

55T

71T

Muestra

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Hemocultivo

Catéter

Catéter

Catéter

Servicio

H. Infantil.
UCI neonatal

H. General.
3° Sur
H. General.
2° Norte
H. General.
70
H. Infantil.
preescolares
H. General.
3° Sur
H. General.
UClI

H. Infantil.
nefrologia
H. General.
3° Sur
H. General.
Infecciosos

H. Infantil.

Oncohematologia

H. Infantil.
UCI neonatal

H. Infantil.
UCI neonatal

H. General.
UCl

H. General.
Infecciosos

H. Infantil.
UCI neonatal

H. Infantil.
UCI neonatal
H. General.
2° Norte

H. General.
3° Sur
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Tabla 2: Cepas de C. parapsilosis complex aisladas de otras localizaciones.

NO

77

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

100

Identificacion

1T

2T

3T

4T

5T

6T

7T

8T

9T

10T

117

12T

13T

14T

15T

16T

17T

18T

19T

20T

Muestra
Ex. vaginal
Escamas
Ex. 6tico
Ex. vaginal
Ex. vaginal
Orina
Ex. otico
Ex. vaginal
Ex. otico
Ex. otico
Ex. 6tico
Ex. 6tico
Ex. 6tico
Ex. 6tico
Escamas
Escamas
Ex. otico
Escamas
Ex. uretral

Ex. 6tico

Material

Servicio

C.S Fleming

C. S Virgen de los Reyes

C. S Camas
C.S El Juncal

C. S Mallen

H. General.
2° Norte

C.S Fleming
C.S Ramon y Cajal
C.S El Puntal
C. S Camas

H. San Juan de Dios

Centro de Diagndstico y
Tratamiento

H.G
UCI trasplante

Centro de Diagnostico y
Tratamiento

C.S Ramon y Cajal
C. S Virgen de los Reyes

C. S Poligono sur

C. S Poligono sur

C. S Virgen de los Reyes

Centro de Diagndstico y
Tratamiento
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Tabla 2 (continuacion):

localizaciones.

NO

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

Identificacion

21T

22T

23T

24T

25T

26T

27T

28T

30T

32T

33T

34T

36T

37T

38T

44T

45T

53T

54T

Material

Cepas de C. parapsilosis complex aisladas de otras

Muestra

Ulcera

Muestra
ambiental

Absceso cervical
Escamas
Escamas

Esputo
Ex. 6tico
Ex. herida
Ex. herida
Escamas

Absceso cervical
Escamas
Escamas
Escamas

Orina
Escamas
Ex. Gtico

EX. conjuntival

Ex. 6tico

Servicio
C.S Ramon y Cajal

Medicina Preventiva

Centro de Diagnostico y
Tratamiento

Centro de Diagndstico y
Tratamiento

C.S Utrera norte
C.S La Plata

C.S La Candelaria

H. General.
Infecciosos

C.S Fleming

C.S Mallen

Centro de Diagnostico y
Tratamiento

C.S Cerro del Aguila
H. Maternal

C.S El Cachorro

H. Infantil
oncohematologia

C.S Utrera norte
H. Maternal
H. Maternal

C.S Amate
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Tabla 2 (continuacion):

localizaciones.

NO

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

Identificacion

56T

57T

58T

59T

60T

61T

62T

64T

65T

67T

68T

69T

70T

72T

73T

77

79

80

Material

Cepas de C. parapsilosis complex aisladas de otras

Muestra
Escamas
Escamas
Ex. 6tico
Escamas
Ex. Endocervical
Esputo
Ex. 6tico
Escamas
Escamas
Escamas
Escamas
Ex. 6tico
Ex. 6tico
Ex. 6tico
Ex. Gtico
Lig. sinovial
Absceso renal

Derivacion LCR

Servicio
H. Maternal
C.S Torreblanca
C.S Virgen de los Reyes
H. Maternal
C.S Torreblanca
C.S Virgen de los Reyes
C.S Poligono Sur
C.S Cerro del Aguila
C.S La Candelaria
C.S Torreblanca
C.S Torreblanca
C.S Utrera norte
H. Maternal
C.S La Plata

H. Maternal

H. General.
3° Sur
H. General.
1° Norte

H. Infantil
oncohenatologia
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3.1.2. Cepas patron

Como cepas control se utilizaron C. parapsilosis ATCC 22019, C. orthopsilosis

ATCC 96139, C. metapsilosis 96144 C. albicans ATCC 99055 y C. krusei ATCC

6258.

3.2.

Productos quimicos y biologicos.

Acetona (Sigma Aldrich 32.377-2).

Acido bérico ( Pharmacia Biotech 17-1322-01).

Acido clorhidrico concentrado (Panreac 181345).

Acido morfolino sulfénico (MOPS) (Sigma Aldrich M-3183).
Agarosa (Bethesda Research 5510UB).

Agua destilada estéril.

Albumina Bovina Sérica (Sigma A 2153).

Api 20 C ( BioMérieux® SA, ref 32.600).

ARNasa (Promega 0890).

Azul de bromofenol (Amershan Pharmacia Biotech 17-1329-01).
Bromuro de Etidio (Roche Molecular Biochemicals 200 271).
Chromogenic Candida Agar (Oxoid).

Cloruro de magnesio MgCl, (Sigma M-8266).

Cloruro Sédico (Panreac 131.659).

Dimetilsulfoxido 99% (DMSO) (Sigma Aldrich 154938).

dNTP Desoxinucleétidos trifosfato (10mM) (Amershan Pharmacia Biotech
US77118).

EDTA Na; o acido etilendiaminotetracético disodico ( Sigma E-5134).
Enzima de restriccion Smal (Roche Diagnostics 10 656 348001).
Etanol absoluto 98% (Disco E-7148).

Hidréxido sédico (Panreac 131687).

Isopropanol (Difco 1-9516).

Lactato Ringer.

Lauril sulfalto sédico (SDS) (Sigma L5750).

Lisozima clorhidrica (Roche Molecular Biochemicals 1 585 657).
MasterPurel] Yeast DNA Purification Kit. (Cat. No. MPY80200).
Menadiona (Sigma Aldrich M5625).
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Material

N-lauroylsarcosina (Feinbiochemica-Heidelberg Serva 27570).

Patron de peso molecular BPL-100 (Arnershan Pharmacia Biotech 27- 4001-
01).

Placas de agar sangre (bioMerieux).

Placas de agar sabouraud dextrosa (Oxoid).

Proteinasa-K (Sigma P6556).

RPMI 1640 con L-glutamina y sin bicarbonato (Rosewell Park Memorial
Institute)

Safranina (Francisco Soria Melguizo S.A. 99 85 50).

Solucién salina 0,85% estéril.

Suspension medium 2ml (API® 70700).

Tampon de restriccion (Roche diagnostics 10 656 348001).

Tag ADN polimerasa (Este enzima viene con el tampon de pH adecuado para

su Optima actividad, comprobar que el Mg 2+ venga incorporado en la solucién

tampdn).

Tris-Clorhidrico (Roche Molecular Biochemicals 812846).

Trizma base o Tris-base (Sigma T-8404).

Violeta Cristal (Francisco Soria Melguizo S.A. 99 87 42).

XTT (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida
(Sigma-AldrichX4626).

Agentes antimicrobianos.

En la realizacion de las pruebas de sensibilidad de las cepas estudiadas se

emplearon los siguientes antimicrobianos, en forma de polvo valorado:

Anfotericina B (Sigma E-6376).
Voriconazol (Pfizer).
Anidulafungina (Pfizer CT0019B).

3.4 Aparatos y materiales.

Incubador de 37 + 2°C.
Incubador de 30 + 2°C.

Asas bacteriol6gicas estériles.
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Tubos de vidrio de boca ancha con tapén de rosca.

Placas de Petri estériles.

Autoclave.

Lavaplatos.

Pipetas Pasteur estériles.

Escobillones o torundas estériles.

pHmetro.

Neveras y congeladores.

Agitador de placas de microtitulacion.

Espejo para lectura de placas.

Placas de microtitulacion de 96 pocillos estériles con fondo en “U”.

Placas de microtitulacion de 96 pocillos estériles con fondo plano.

Agitador rotatorio tipo vortex.

Filtros de 0,22 um de didmetro de poro para filtracion ajustables a bomba de
vacio.

Congelador -70°C.

Espectrofotémetro.

Bomba de vacio.

Frascos de vidrio estériles con tapén de rosca de capacidad 250, 500 y 1000
ml.

Barras magnéticas de agitacion.

Tapas de plastico para incubacion de las placas de microtitulacion estériles.
Tubos de plastico de 50 ml tipo Falcon.

Tubos de plastico de 15 ml tipo Falcon.

Asas bacterioldgicas estériles.

Micropipetas de volumen variable unicanal y multicanal.

Puntas de micropipetas sin filtro estériles

Puntas de micropipetas con filtro estériles.

Termociclador.

Microcentrifuga de tubos eppendorf.

Cubetas para electroforesis en gel de agarosa.

Fuente de electroforesis.

Elementos para la confeccidn de geles de agarosa: molde, bandeja, peines.
Transiluminador de luz ultravioleta y cdmara fotografica o analizador de

imagenes.
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Material

Termobloque.

Papel de aluminio.

Tubos de PCR de 0,6 ml.

Soporte de tubos eppendorf.

Criotecas y/o tubos de conservacion de cepas.
Escala de MacFarland.

Soluciones de verificacion de pHmetro.

Soluciones y tampones.

Tampon de carga :

e Azul de bromofenal.................. 0,25%(p/v)
* Xylene cyanole FF................... 0,25%(p/v)
o Glicerol.......oooiiiiiiii 30%(p/v)

Disolver los componentes para un volumen total de 10ml.

Tampon de electoforesis (TBE concentracion 10x):

o Trisbase 890 MM.........covvviviviiieininnnnnn. 108 g
« Acido b6rico 890 mMM....................... 559
 EDTAOSMPH=8,0 ....cceeviiiiiiis 40 ml
 Aguadestiladac.s.p......ccoevviinnnnnnn. 1.000 ml

Autoclavar en alicuotas de 500 ml o 1 I.
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4 Solucién de Proteinasa K (10 mg/ml):

e ProteinasaK............oooeeiiiinnl, 10 mg

» Agua destilada estéril................ 1ml

Conservar en pequefias alicuotas a -20°C.

v Tampon fosfato salino (PBS):

* Cloruro sodico..........covvvveennnn .. 8¢
e Cloruro potasico.................... 0,29
e Na2HPO4.........cooiiiiils 1,44 ¢
o KH2HPOA.........coi, 0,249
e Aguadestiladac.s.p............. 800 ml

Ajustar el pH a 7.4 con HCI, si es necesario. Esterilizar en autoclave. Conservar

a temperatura ambiente.

v Solucion de etanol al 70% (v/v):

« [Etanol absoluto 98%.................. 70 ml

e Aguadestilada....................... 30 ml

Almacenar a temperatura ambiente.

4 Menadiona (10 mM):

* Menadiona......................... 172 mg

e ACetONA.....coviiiiiiiii i, 10 ml

Disolver mediante agitacion suave. Almacenar en un frasco topacio, para

proteger la disolucién de la luz, a temperatura ambiente.
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4 Solucién de Hidroxido sédico (NaOH 1 M):

e Aguadestilada................cooiiiin 11

Autoclavar y conservar a temperatura ambiente

v Solucion de bromuro de etidio (BrEt 10 mg/ml):

e Bromuro de etidio......................... 19

* Aguadestilada....................... 100 ml

Disolver con ayuda de un agitador magnético durante varias horas hasta
disolver el colorante. Almacenar en botes topacio, o frascos cubiertos con papel de
aluminio para evitar la fotoinactivacion. Las soluciones de bromuro de etidio se deben
manejar con precaucion ya que es un potente agente mutageno. Siempre debe

manipularse con guantes y debe ser desactivado antes de desecharlo.

v Preparacion de sales de XTT:

* XTT (sigma) se prepara como una solucion saturada de 0,59/ en lactato
Ringer. La solucion de XTT es fotosensible, por lo que el frasco debe

cubrirse con papel de aluminio durante su preparacion.

» La solucion XTT/lactato Ringer de debe esteriliza mediante filtrado a través

de un filtro de 22 uym de poro.

» Se hacen alicuotas de 10 ml y se guarda a -70°C para evitar la penetracion

de la luz.

e Se prepara una solucion de Menadiona (Sigma) 10 mM en acetona 100% y

se guarda a -70°C.

* Antes de cada determinacion se descongela una alicuota de XTT/lactato
Ringer y la soluciébn de menadiona se afiade para una concentracion final

de 1 uM (afiadir 1 yl por 10 ml de XTT).
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3.6 Medios de cultivo.

v

Sabouraud dextrosa agar (Oxoid).

Dextrosa ......ccccccueeeeeeennn. 2049
Peptona .......ccccvvvveenenenn, 10g
Agar ... 15¢g
Agua destilada.................. 1000 ml

Ajustar el pH a 5,6. Disolver los ingredientes mediante ebullicion, dispensar

en tubos y autoclavar 10 minutos a una atmosfera de presion (121°C). Para la

preparacion de medios de cultivo en placas, disolver los ingredientes mediante

ebullicién, autoclavar 10 minutos y dispensar en las placas con el espesor suficiente

para evitar la desecacion.

Agar sangre (bioMerieux):

Sangre desfibrinada estéril.....................coo 5ml
Agar nutritivo ( Difco P-0140-01)..........ccccoivvennn. 100 g
Agua destilada C.S.p......cccevviiiiiiiii 1000 ml

Ajustar el pH a 7.4 con HCI, si es necesario. Esterilizar en autoclave.

Conservar en frio.

v

Agar cromogénico (Chromogenic Candida Agar, Oxoid, England):

Peptona ... 49
Mezcla CromOgEeNICaA. ......cvviviie e v 1369
o T 13,69
Agua destilada C.S.p......ccoveiviiii i 1000 ml
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La mezcla cromogénica esta compuesta por las enzimas hexosaminidasa y
fosfatasa alcalina y unas sustancias cromogenas. Ajustar el pH a 7.4 con HCI, si es
necesario. Esterilizar en autoclave. Conservar en frio.

v' RPMI 1640 con L-glutamina sin bicarbonato  (Rosewell Park Memorial

Institute):

El medio de cultivo, que prepararemos el medio segun las indicaciones del
CLSI M27-A3 (89), que vamos a utilizar para la determinacion de formacion de
biopeliculas, para la determinacion de sensibilidad de las levaduras frente a los
antifingicos tanto en forma plancténica como sésil es el RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute ) con glutamina, sin bicarbonato y con rojo fenol como indicador de
pH.

RPMI...oii e 10,4 g
MOPS. .. 34,539
Agua destilada c.s.p.......cccovviiiiiiiiininn.n. 1000 ml

El medio en polvo es muy higroscopico y se debe proteger de la
humedad. No se deben preparar soluciones muy concentradas ya que se pueden
formar precipitados.

Medir el 90% del volumen final de agua requerido. La temperatura del

agua debe estar entre 15-20°C.

Mientras agitamos cuidadosamente el matraz con el agua, vamos
afiadiendo el polvo que previamente hemos pesado. Agitar hasta

disolver. No se puede hacer mediante calor.

Ajustamos el pH a 7.0 con NaOH 1 Molar (40g/l).

Anadimos el resto de agua hasta 1l que es el volumen final.

Esterilizar mediante filtracién a través de un filtro de 22 um de poro.

Guardar a 4°C.
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Meétodos

Caracterizacion de Candida parapsilosis complex en el area del H.U
Virgen del Rocio en el periodo 2003-2009.
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4. METODOS

4.1 Recogida de datos clinicos.

El estudio se ha realizado en el H.U Virgen del Rocio, un centro
hospitalario de tercer nivel que atiende a una poblacion de referencia como
hospital basico de 550.502 habitantes, tiene 1.316.728 habitantes asignados
como hospital de referencia provincial y 1.434.013 habitantes como hospital de

referencia regional.

Este complejo hospitalario (fig.7), que estd compuesto por varios
hospitales, el Hospital General, el Hospital de Rehabilitacion y Traumatologia, el

Hospital Infantil y el Hospital de la mujer, cuenta con unas 1.200 camas.

Los datos referentes a la poblacion atendida y los ingresos/afio utilizados
para calcular la incidencia media anual de las candidemias, se tomaron de la

Memorias 2003-09 del Hospital Universitario Virgen del Rocio.
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Fig 7: Complejo hospitalario H. U Virgen del Rocio.

1 Centro de Documentacion Clinica 11 Salud Mental
2 Hospital General 12 Edificio de Gobierno
3 Hospital de Rehabilitacién y Traumatologia 13 Edificio Consultas Externas
4 Hospital Infantil 14 Anatomia Patolégica y S.S. Funerarios
5 Central Térmica 15 Helipuerto
6 Lavanderia Central 16 Instituto de Biomedicina de Sevilla - IBIS
7 Hospital de la Mujer 17  Servicios Centrales
8 Edificio de Laboratorios 18 Almacén Central
9 Centro Regional de Transfusiones Sanguineas 19 Cocina Central
10 Centro de Seguridad

Fuente: Memoria 2009 H.U Virgen del Rocio

Todas las muestras procedentes de aislamientos de sangre iban
acompafadas de su correspondiente formulario de recogida de datos (anexo 1).
Estos datos basicos incluyen los datos demograficos del paciente asi como la
presencia o ausencia de los principales factores de riesgo para la adquisicion de
una candidemia por Candida parapsilosis complex, datos microbiol6gicos de
interés etc. Posteriormente, los datos de cada paciente pudieron ser ampliados
consultando sus historias clinicas. Definimos caso como el primer aislamiento de
Candida parapsilosis complex obtenido durante el periodo de estudio en un
hemocultivo. Los episodios de candidemia detectados en un mismo paciente

pasados 30 dias tras el ultimo hemocultivo fueron considerados casos nuevos.

En cuanto a los aislamientos de C. parapsilosis complex con los que
trabajamos constituyen dos grupos diferenciados por el origen de la muestra. El
grupo de aislamientos procedentes de hemocultivos, donde ademas se incluyen
aislamientos de catéteres cuyo cultivo semicuantitativo es mayor o igual a 15 ufc
de C. parapsilosis complex y el grupo de otras localizaciones donde

encontramos aislamientos procedentes de piel, mucosas, exudados 6ticos...
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4.2 . Aislamiento e Identificacion de las levaduras en el

laboratorio.

Los microorganismos estudiados fueron aislados a partir de distintas
muestras clinicas procesadas en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia
Clinica del H.U Virgen del Rocio siguiendo los protocolos normalizados de

trabajo de cada seccién.

La conservacion de los microorganismos se realiz6 a -70° C en viales
especificos para la conservacién de microorganismaos, los cuales contienen unas
particulas esféricas con un orificio central y un fluido de crioconservacion
(PROTEK, Technical Service c.s), tras realizar una suspension densa a partir de

un cultivo en medio solido.

Tradicionalmente, la identificacion de las levaduras se lleva a cabo
atendiendo a criterios morfologicos y bioquimicos. La mayoria de las levaduras
crecen facilmente en muchos de los medios que se utilizan habitualmente en el
laboratorio como agar sangre, agar chocolate, agar brucella, sin embargo, el
agar Sabouraud glucosado es el medio por excelencia para la identificacion de
las levaduras. El crecimiento se hace evidente a las 24-48 h de horas de
incubacién en aerobiosis a 37°C. Las colonias de C. parapsilosis complex
presentan un tamafio de 2-4 mm y en cuanto a la morfologia de la colonia se han

descrito 4 morfotipos diferentes con apariencia de lisa a rugosa.

La identificacién de las cepas se realiza mediante siembra en medio
cromogénico Chromogenic Candida Agar (Oxoid, England) que es un medio
diferencial Gtil para la recuperacion y aislamiento de colonias y la diferenciacion
de especies de Candida encontradas en muestras clinicas. Una de las
principales ventajas de estos medios es permitir diferenciar facilmente los
cultivos mixtos (13). El fundamento de los mismos se basa en la deteccion de
determinadas actividades enzimaticas por parte de las levaduras mediante
hidrdlisis especifica de un sustrato cromogénico en presencia de un indicador de
la enzima. El medio Chromogenic Candida Agar (Oxoid, England) contiene dos
sustratos cromogeénicos, que son hidrolizados por las enzimas hexosaminidasa y
fosfatasa alcalina, que se encuentran en determinadas especies de Candida. La

accion de las enzimas sobre las sustancias cromdgenas produce la coloraciéon
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de las colonias sobre el agar. El color que se produce depende de la enzima que
posea esa especie de Candida (fig 8).

Candida tropicalis, C. albicans y C. dubliniensis tienen hexosaminidasa
que da lugar a un pigmento verde, sin embargo en C. tropicalis se producen
otras reacciones metabdlicas que dan lugar a un descenso del pH que ocasiona
que el pigmento sea azul.

Fig 8: Distintas especies de Candida en agar cromogénico

La actividad de la fosfatasa alcalina en C. krusei dan lugar a una
pigmentacion rosa (marrén), mientras que C. glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis y
C. lusitanie pueden aparecer de color beige, marrén, amarillo, esto se debe a la
mezcla de la coloracién natural de la colonia y de la actividad de la fosfatasa
alcalina.

Los microbidlogos experimentados pueden diferenciar estas especies por
el color y la morfologia de la colonia. Cuando se combina con las caracteristicas
morfoldgicas, es posible dar una identificacién presuntiva.

Aquellas cepas en las que no se llegue a una identificacion clara, se
identifican mediante el sistema comercial APl 32C (bioMérieux, France), esta
galeria estd compuesta por diferentes pruebas de asimilacion y por una base de
datos especialmente adaptada. Permite identificar 63 especies diferentes de
organismos levaduriformes o relacionados y puede ser utilizada manualmente o
bien de forma automatizada mediante los sistemas ATB Expression o mini API.

La galeria se compone de 32 cupulas: 29 contienen cada una un sustrato
carbonado deshidratado, una es el control negativo, otra detecta la sensibilidad a

la cicloheximida y la dltima es una prueba colorimétrica para la esculina.
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/

¢ Procedimiento para la utilizacion de la galeria ID3  2C.

» Realizar una suspensién de un cultivo joven de la levadura a identificar
en 2 ml de agua destilada estéril, hasta obtener una turbidez igual a 2
de McFarland.

» Transferir 250 pl de esta suspensién a una ampolla de C Medium y
homogeneizar.

e Inoculacién manual: Dispensar 135 ul de la suspensién anterior en
cada cupula.

e Incubar a 30°C durante 48 h.

» Lectura automatica con mini API: El lector detecta en cada cupula si
hay crecimiento y transmite los datos al ordenador que, una vez

procesados, propone la identificacion de la especie.

4.3 Identificacion molecular de las cepas estudiada  s.

/

< Extraccion y purificacion del ADN.

Para la extraccion de ADN pueden utilizarse diferentes métodos,
dependiendo de la cantidad de proteinas y mucina que contenga la muestra. Asi,
es recomendable usar métodos poco agresivos y sencillos.

Para la extraccién y purificacion del ADN partimos de un cultivo en
Saboraud de 24 h obtenido a partir de los viales de crioconservacion.

El procedimiento para la extraccién del ADN utilizando el kit (Epicentre,
MasterPure™ Yeast Purification kit), es el siguiente:

e Tomar una colonia de levadura de una placa de Sabouraud
(aproximadamente de 2 mm de didmetro) con un asa de cultivo,
procurando no arrastrar restos del medio de cultivo y resuspender en 300
Ml de solucidn de lisis de levaduras contenido en un tubo de
microcentrifuga.

* Incubar la suspension en un bafio a 65°C durante 15 min.

e Poner las muestras en hielo durante 5 min. Afadir 150 yl de reactivo
MPC de precipitacion de proteinas y agitar durante 10 segundos.

e Centrifugar a >10.000 rpm durante 10 minutos.

e Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrifuga ya anadir

500 pl de Isopropanol.
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»  Mezclar vigorosamente por inversion.

e Centrifugar a >10.000 rpm durante 10 minutos.

* Retirar el sobrenadante con la precaucion de no arrastrar el ADN
precipitado (puede ser visible como un punto pequefio blanquecino), para
lo cual es conveniente dejar unos 20 ul de liquido. Debe aspirarse
lentamente colocando la punta de la pipeta en el lado opuesto del
precipitado. Debido a que este precipitado no siempre es visible, es
conveniente colocar siempre del mismo modo los tubos en la centrifuga
(con el pico de la tapa hacia fuera, pues el precipitado estara siempre en
el fondo del tubo en ese lado). Desechar el sobrenadante.

e Afadir 0,5 ml de alcohol 70° para lavar el sedimento.

 Desechar cuidadosamente el etanol. Centrifugar ligeramente para
eliminar el etanol restante.

e Suspender el ADN en 50 yl de TE.

* Guardar a 4° C hasta su utilizacion.

% Amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD-PCR)

En la amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD-PCR) se utilizan
uno o varios cebadores con secuencias de nucleétidos aleatorios y de corta
longitud (8-12 nucledtidos) que hibridan con regiones inespecificas del genoma
en condiciones de baja astringencia (temperatura de anillamiento a 36-45° C y
>2 mM MgCly).

El cebador utilizado hibrida con regiones homologas dentro del genoma,
en el caso de que el cebador hibride en ambas hebras con una distancia de
aproximadamente 3 Kb, entonces la region entre ambos puntos se amplificara
dando lugar a determinado patrén (107).

Las ventajas mas interesantes de la RAPD-PCR son su rapidez,
flexibilidad, facil interpretacion y relativamente bajo coste. Por otro lado es una
técnica poco reproducible, por lo que es recomendable que esta técnica se
valide y optimice en cada laboratorio.

En el presente trabajo para la técnica RAPD-PCR, vamos a utilizar los

siguientes cebadores (11,78) que recogemos en la tabla 3.
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Tabla 3: Cebadores y sus secuencias de nucleétidos utilizados en RAPD-

PCR.

Cebador Secuencia

RPO-2 (5-GCGATCCCCA-3).
OPA-1 (5-GCGATCCCCA-3)

OPA-6 (5-GGTCCCTGAC-3)

OPA-10 (5-GTGATCGCAG-3)

OPA-20 (5-GTTGCGATCC-3)

OPE-10 (5-CACCAGGTGA-3)

OPE-13 (5-CCCGATTCGG-3)

La amplificacién del ADN molde, con los distintos cebadores, se realizo
siguiendo el protocolo de Tavanti y colaboradores (11) en un termociclador
modelo Eppendorf Mastercycle personal mediante una PCR convencional. Los

componentes de la PCR se indican la siguiente tabla 4.

Tabla 4: Componentes de la reaccion en RAPD-PCR.

Concentracién Volumen (pL)
Tampodn 10 x 5ul
dNTP 200uM 1l
Taq ADNpolimerasa (5U/ul) 0,5 ul
Cebadore s (10uMm) 5ul
H,O 40 pl
MgCl, (50 uM) 1,5l
ADN 2 ul
Volumen total 50ul
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Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:
* un ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos
+ amplificacion (35 ciclos)
+94°C durante 1 minuto
+ 36°C durante 1 minuto
+ 72°C durante 75 segundos
» con un ciclo final de extension de 72°C durante 10 minutos
* mantener a 4°C

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en

gel de agarosa al 0,8%.

« Identificacibn de especie segun los patrones de lon gitud de los
fragmentos de restriccibon (RFLP) del gen SADH (Alcohol
deshidrogenasa secundaria)

La técnica de PCR-RFLP se basa en la digestion con enzimas de
restriccion de productos de amplificaciébn de genes o secuencias polimorficas.
Con esta técnica se estudia una region muy limitada del genoma. La principal
ventaja de la PCR-RFLP radica en la rapidez y simplicidad de la técnica, que
permite la obtencion de resultados en una sola jornada, y la reproducibilidad de
los patrones de restriccion.

En nuestro caso, seguimos el protocolo de Tavanti y colaboradores (11),
amplificando el gen SADH (alcohol deshidrogenasa secundaria) y posteriormente
haremos la digestion del producto amplificado con la enzima de restriccion Banl.

La amplificacion del gen SADH con los cebadores S1F (5'-
GTTGATGCTGTTGGATTGT-3") y S1R (5-CAATGCCAAATCTCCCAA-3) se
realizé en un termociclador modelo Eppendorf Mastercycle personal mediante

una PCR convencional. Los componentes de la PCR se indican en la tabla 5.
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Tabla 5: Componentes de la PCR para la amplificacion del gen SADH.

Tampon

dNTP
Taq ADN polimerasa

Cebador S1F
Cebador S1R
H,O

MgCl,

ADN

Volumen total

Concentracion

10 x
200uM

(5U/ul)

(10pMm)
(10pMm)

(50 pM)

Volumen (pL)

5ul

2 ul
0,5 ul
2,5 ul
2,5l
34,5 ul
2 ul
1l
50ul

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

« Desnaturalizacion durante 3 minutos a 94°C.

» Amplificacion (40 ciclos)

+ 30 segundos a 94°C

+ 30 segundos a 50°C

+ 1 minuto a 72°C

* Extension durante 7 minutos a 72°C

e Mantener a 4°C
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El producto de la amplificacion se analiza en un gel de agarosa al 1,5%.
Una vez amplificado el gen SADH, se realiza la digestion con la endonucleasa de

restriccion Banl, la secuencia reconocida por esta enzima es:

G1GYRCC
CCRYG|G

Y = pirimidina (Co T)
R = purina (A o G)

Los puntos de corte de la enzima vienen indicados por los simbolos 1y |.
Esta enzima tiene un lugar de restriccion para C. parapsilosis sensu stricto, en la
posicion 196, para C. orthopsilosis no tiene ninguno y para C. metapsilosis tiene

tres lugares de restriccion (96, 469 y 529 pb).

Para digerir el ADN se prepara la siguiente mezcla de reaccién, en un

volumen total de 20 -25 pl:

e 2 ul Tampon G 10x.

« El volumen de ADN depende de la cantidad obtenida en la
amplificacion.

e 0,5 plBanl (20 U/pul).

* 0,2 ul BSA (10 pg /ml).

» Hasta 20-25 pl agua estéril.

Una vez realizada la mezcla de reaccion, la mantendremos en incubacion
durante 18 horas a 37°C.

Es importante respetar el orden de los componentes de la mezcla, y
afiadir la endonucleasa siempre al final, ya que es muy sensible a las
condiciones del tampon. Ademas, el volumen final afiadido de la enzima no debe
superar el 10% del volumen total, debido a que el glicerol presente en el tampon
de conservacion de la enzima puede inhibir la reaccion; se necesitan de 2 a 3

unidades de enzima por cada pg de ADN.

Someter a electroforesis en un gel de agarosa 1,5% en TBE 0,5x para

visualizar los fragmentos resultantes de la digestion.
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Preparacion de un gel de agarosa y observacion del  os amplicones.

Mediante la electroforesis de los productos de amplificacion en geles de

agarosa con bromuro de etidio, se produce la visualizacién de los productos de

la PCR, y se pueden comprobar tanto el tamafio como el nimero de amplicones.

Dependiendo de la técnica que se haya realizado, el porcentaje de

agarosa del gel varia. Asi, en caso del RAPD, necesitamos un gel al 0,8% para

la visualizacion de los amplicones, para ello:

Pesar 0,32 gramos de agarosa en 100 ml de tampon TBE 1X
(preparar la cantidad necesaria segun el niumero de muestras).
Disolver mediante calor (microondas o mechero) hasta que la solucion
este transparente.

Dejar enfriar un poco, afadir 2,5 pl de bromuro de etidio. Agitar para
homogeneizar.

Volcar sobre el molde de la cubeta de electroforesis (elegir un molde
adecuado para el numero de muestras que se hayan amplificado).
Colocar un peine adecuado al nimero de muestras.

Dejar solidificar.

Retirar el peine.

Colocar en la cubeta de electroforesis.

Afadir tampén TBE1X de forma que se llenen las cubetas laterales y
gue el gel quede cubierto por el tampon.

Cargar el gel, para ello extender un trozo de parafilm sobre la mesa de
trabajo y depositar tantas gotas de 5 pl de tampon de carga como
muestras se vayan a cargar ademas de las escaleras de peso
molecular.

Mezclar 10 ul de cada muestra con una gota de tampdn de carga de
las que previamente hemos depositado en el parafilm. Cargar la
muestra en un pocillo del gel, repetir este paso con cada una de las
muestras.

Reservaremos un pocillo o dos, dependiendo de la cantidad de
muestras y del tamafio del gel, para cargar un marcador de peso
molecular.

Conectar los electrodos de forma que los pocillos queden mas cerca
del electrodo negro (catodo) y por tanto el ADN (cargado

negativamente a pH neutro) migrara hacia el anodo (electrodo rojo).

56



Métodos

e Conectar la fuente de electroforesis de manera que no sobrepase 5
Viem.
« Desconectar la fuente y quitar la tapa cuando el azul de bromofenol

esté aproximadamente a la mitad del gel.

¢ Lectura e interpretacion.

e Manipular (siempre con guantes) el molde de la cubeta con el gel y
depositar sobre un transiluminador de luz ultravioleta en un lugar
oscuro.

e Para validar los resultados del ensayo, en el carril del control negativo
no debe aparecer ninguna banda.

* Fotografiar el gel.

4.4 Formacion de biopeliculas

La formacién de biopeliculas de Candida parapsilosis complex se estudia
siguiendo las directrices de Krom y colaboradores (108) y Ramage vy
colaboradores (109). Este método se basa en la formacién de biopeliculas
equivalentes que se forman en el fondo y las paredes de los pocillos de las
placas de microtitulacién de 96 pocillos con fondo plano preesterilizadas y el uso
posterior de un ensayo colorimétrico para medir la actividad metabdlica de las
células sésiles que forman parte de las biopeliculas y de esta forma se
correlaciona con la viabilidad de estas células.

Partimos de cultivos puros de las levaduras en medio de Sabouraud
dextrosa incubado a 37° durante 24-48h.

Tanto para el ensayo de formacion de biopeliculas como para la
determinacion de la actividad de los distintos antifungicos frente a las formas
sésiles y planctonicas de las levaduras, utilizaremos un medio liquido de RPMI
1640 (Rosewell Park Memorial Institute) con glutamina, sin bicarbonato y con
rojo fenol como indicador de pH. Se preparan suspensiones en RPMI con una

turbidez aproximada de 1-5x10° ufc/ml.
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¢ Preparacion del inéculo

« Un dia antes de hacer el estudio de sensibilidad, se subcultivan las
levaduras en agar Sabouraud dextrosa.

» El in6culo se prepara picando varias colonias distintas (alrededor de
5), de 1 mm de didmetro, y resuspendiéndolas en agua destilada o
solucion salina 0,85%.

e La suspension se homogeniza con un agitador de sobremesa a 2.000
rpm, durante 15 segundos.

e El in6culo se ajusta a un 0,5 McFarland (mediante escala,
turbidimetro o espectrofotometro a 530 nm (la densidad éptica de
0,09-0,13), lo que equivale a una suspension de levaduras de 1-5 x
10° ufc/ml.

» Por Ultimo, se hace una diluciéon 1:100 (10 pl en 5 ml de RPMI)
preparando la suspension de trabajo que tendra 1-5 x 10° ufc/ml.

» Deben hacerse recuentos periodicos en placa de agar Sabouraud

dextrosa, para controlar la validez del tamafio del in6culo.

Para el ensayo de formacion de biopelicula cada cepa se ensaya en 4
pocillos de una placa de poliestireno de fondo plano, donde se depositan en
cada uno, 200 pl de suspension de levaduras.

En cada placa se incluyen 4 pocillos que contendran Unicamente el medio
de cultivo, y se utilizaran posteriormente como blanco y 4 pocillos destinados a la
cepa de ATCC 22019 Candida parapsilosis y otros 4 para la cepa de ATCC
99055 C. albicans. Se cubre la placa y se incuba durante 48 h a 37°C.

K/

¢+ Proceso posterior a la formacion de la biopelicula.

» Después de la formacion de la biopelicula, se aspira el RPMI. La
aspiracion del medio se debe hacer cuidando de no tocar y destruir la
biopelicula. Dirigiendo las puntas de una pipeta multicanal hacia la
esquina del pocillo, minimizamos el contacto con la biopelicula.

e Las células plancténicas y las que no se han adherido se eliminan
lavando 3 veces con PBS.

« EI PBS residual se elimina manteniendo la placa bocabajo sobre

papel de filtro.
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La formacién de biopeliculas se verific6 mediante el ensayo de reduccion

de sales de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida

(XTT, Sigma Aldrich), este compuesto esta ampliamente aceptado para

determinar la viabilidad celular y la sensibilidad sobre biopeliculas. La

preparacion de la solucion para el ensayo de reduccion de sales de XTT la

haremos como hemos visto previamente en el punto 3.5 de material.

Cuantificacion de la actividad metabdlica de las cé lulas de la

biopelicula

Se afiade 100 pl de la solucién XTT/menadiona a cada pocillo, que
previamente ha sido lavado, tanto a los pocillos donde se ha formado
biopelicula como los controles negativos.

Se cubren las placas con papel de aluminio y se incuban 1h a 37°C.
El XTT-menadiona, que se convierte por la accion de las
deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas, en un producto
de color naranja soluble en agua que puede ser medido
espectrofotométricamente.

Después de la incubacion, se toman 75 ul de cada pocillo, y se
transfieren a los pocillos de otra placa de microtitulacion rotulada. (sin
biopeliculas)

Estas placas se leen en un lector de placas de microtitulacion a
492nm.

La determinacion se realizd por cuadriplicado, considerandose cepas
productoras de biocapas aquéllas con una DO=20,222, una vez
restada la densidad Optica del pocillo de control de esterilidad (RPMI).
Segun la densidad éptica obtenida, los aislamientos se clasificaron
como 6+(D0O=1,301), 5+(1,000-1,300), 4+(0,699-0,999), 3+(0,398-
0,699), 2+(0,222-0,398) y 1+(D0<=0,222).
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4.5 Determinacion de sensibilidad a los antifungico s

mediante microdilucion en caldo.

Existen varias técnicas de referencia para realizar pruebas de
sensibilidad a los antifungicos. Las técnicas del CLSI y del EUCAST son las més
difundidas y de las que se disponen mas estudios de validacién. Estas pruebas
determinan la CMI de los antifingicos mediante la diluciéon en caldo RPMI con o

sin glucosa, frente a levaduras y hongos filamentosos.

% Preparacion de los antifingicos

Para la preparacion de las soluciones madre de los 3 antifingicos
voriconazol, anfotericina B y anidulafungina, seguimos las directrices del
documento M27-S3 del CLSI (110).

Preparacion de la solucion madre de los antifungico S.

Para evitar los errores en las concentraciones vamos a seguir esta

férmula para la preparacion de las soluciones madre de los antifingicos:

Volumen (ml) x Concentracion (ug/ml)

Peso (MQ) =  --=--=mmmmmmmmmmm oo

Potencia (ug/mg)

Para ello, se deben tener en cuenta la potencia de la sustancia valorada y
las concentraciones a las que se quieren preparar las placas para los estudios

de sensibilidad.

Debemos pesar, al menos, 100 mg de sustancia valorada en la balanza
de precision, para disminuir al maximo los errores de pesado. Las soluciones
madre deben prepararse a una concentracion 100 veces mas elevada que la que

se va a incluir en el estudio de sensibilidad.

En la tabla 6 figuran las concentraciones deseables de los antifungicos
gue vamos a utilizar, asi como el disolvente en el que son solubles y los rangos

de concentraciones a ensayar.
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Tabla 6: Rangos de concentraciones vy disolventes recomendados para

anfotericina B, voriconazol y anidulafungina.

Concentracion de la Intervalos de

Antifungico Disolvente  solucién madre en concentracién

mg/I recomendados en mg/I
Anfotericina B DMSO 3.200 0,03-16
Voriconazol DMSO 1.600 0,015-8
Anidulafungina DMSO 3.200 0,03-16

Preparacion de las placas de microdilucion.

Para estudiar la sensibilidad de las levaduras a diferentes antifingicos, se
siguié el protocolo recomendado por el CLSI documento M27-A3 (89).

Las placas deben de ser de microdilucion, estériles con 96 pocillos de
fondo en “U”. El medio de cultivo recomendado es RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) con glutamina, sin bicarbonato y con rojo fenol como

indicador de pH.

La preparacion de las placas es diferente segun sea el antifiingico,
hidrofilico o hidrofébico. En nuestro caso, anfotericina B, voriconazol y
anidulafungina son insolubles en agua, por lo que haremos las diluciones en
DMSO, para hacerlas correctamente seguiremos los esquemas de los pasos 1-
4. Debemos recordar que para trabajar con DMSO tenemos que utilizar tubos de
vidrio.

Para conseguir las diferentes concentraciones, partimos de la solucién de
partida 3200 mg/l contenida en un tubo rotulado con el nimero 2. Esta solucion
se prepara a partir de la solucion madre (rotulada con el niumero 1) e iremos
transfiriendo los distintos volimenes como se muestra en el esquema del paso
2.
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Fig. 9: Paso 1: Etiquetary llenar los tubos con DMSO.

0.5 ml de DMSO - Y <
- - -
0.75 rml de DMSO —
1,75 ml de DMSO -
J E

Fig. 10: Paso 2: Diluciones insolubles

0,5 ml @
9
3200 pg/ml 800 pg/ml 200 ug @
0,25 ml
> ,
0,25 ml 7 25 pg/ml
10
400 pg/ml 100 ug/ml @
0,25 ml
8 12 ,5 ug/ml
50 ug/m%‘@

6, 25 pg/ml
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Paso 3: Dilucion 1/100 en RPMI.

El siguiente paso es hacer una dilucién 1/100 de cada concentracion de
antifingico en RPMI.

Se preparan los tubos con 10 ml de RPMI, y en el caso de los tubos
correspondientes al control de crecimiento y control de esterilidad se pone 9,8 ml
de RPMI + 0,2 ml de DMSO.

Transferir 100 ul de cada dilucion de antifingico, empezando por la
concentracion mas baja (tubo 11) a la mas alta (tubo 2).

Es importante homogeneizar las soluciones tanto antes de transferir los
100 pl como después.

Llenamos los pocillos de la microplaca con 100 ul (0,1 ml) de la dilucion
correspondiente del antifungico. Siguiendo el esquema, vamos llenando las
columnas de pocillos, con una pipeta multicanal, empezando por Ila
concentracion més baja (pocillos de la columna 10) a la méas alta (pocillos de la
columna 1), la columna 11 se reserva como control de esterilidad y la 12 como

control de crecimiento.

Fig. 11: Paso 4: Llenado de la microplaca.
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Una vez realizado el llenado de la microplaca, obtenemos una
concentracion final de 32 hasta 0,06 pg/ml. Una vez preparadas las microplacas
se sellan para evitar la evaporacién y se guardan en el congelador a -70°C un
méximo de 6 meses, excepto en el caso de la anidulafungina que solo se puede

conservar durante 3 meses (89).

Inoculacion e incubacién de las placas.

En cada placa se pueden ensayar 8 cepas, una por fila. En cada
experimento vamos a incluir C. parapsilosis ATCC 22019 y C. krusei ATCC

49619 como cepas control de calidad (tabla 7).

Las cepas de control de calidad deben incluirse siempre que se realicen
pruebas de sensibilidad, para comprobar que sus CMIs estan dentro del intervalo

de control.

Tabla 7: Limites de CMI recomendados para la técnica de

microdilucién para las cepas de control de calidad segun el CLSI.

Cepa de control Agente Intervalos de concentracion (mg/l)
De calidad antifiingico 24 horas 48 horas
Anfotericina B 0,25-2 0,5-4
C. parapsilosis
Anidulafungina 0,25-2 0,5-2
ATCC 22019
Voriconazol 0,016- 0,12 0,03-0,25
Anfotericina B 0,5-2 1,0-4
C. krusei
Anidulafungina 0,03-0,12 0,03-0,12
ATCC 6258
Voriconazol 0,06-0,5 0,12-1
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Ademas de esto, se recomienda hacer controles de los lotes de RPMI y
del proceso de preparacion de las placas de microdilucion. Se recomienda
mantener las cepas de control de calidad a -70°C. Si se quieren mantener
almacenadas para uso frecuente, pueden subcultivarse en agar Sabouraud y
conservarlas entre 2 y 8°C, durante 15 dias. Transcurrido este periodo deben

subcultivarse de nuevo.

Se preparan indculos con una turbidez aproximada de 1-5 x 10° ufc/ml en
RPMI. Cada pocillo es inoculado con 100 pl de las suspensiones de trabajo, por
lo que todos los pocillos se diluyen a la mitad, por tanto la concentracién final de

antifangicos va de 16 a 0,03 pug/ml.

A la columna 11 se le afiaden 100 pl de RPMI, ya que es el control de
esterilidad y el blanco. Las placas se incuban a 35-37°C en estufa durante 48

horas.

% Lectura de determinacién de sensibilidad mediante m icrodilucion.

La lectura de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI), segun el
documento M27-A3 del CLSI (89), se realiza comparando visualmente el
crecimiento en los distintos pocillos con el crecimiento en el pocillo libre de
antifingicos usando la siguiente escala (tabla 8).

Las placas se leen visualmente con ayuda de un espejo invertido, y estas
pueden ser agitadas antes de la lectura.

Anfotericina B: El punto final esta bien definido y la CMI se lee como la
concentracion mas baja de antifingico que impide el crecimiento (indice 0). En
el caso de la anfotericina B no se suele dar “trailing” en el punto final.

Flucitosina (5-FC) y azoles: Este punto final estd peor definido que el de
Anfotericina B, lo que da lugar a una fuente de variabilidad. El punto final es
aquel donde se ha producido al menos un descenso del 50% del crecimiento
respecto al pocillo de control de crecimiento (indice 2) .

Equinocandinas: Para las equinocandinas la CMI se determina a las 24
horas y se lee como la concentracibn menor a la que se produce un descenso

del crecimiento del 50% respecto al pocillo de control de crecimiento (indice 2) .
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Tabla 8: indices para la lectura de las concentraciones minimas

inhibitorias (CMI).

indice Significado

Opticamente claro
Ligeramente turbio
Descenso prominente de la turbidez (50%)

Ligera disminucion de la turbidez

A W N B O

Sin reduccion en la turbidez

En la tabla 9, se recogen los puntos de corte del CLSI para la
interpretacion de las pruebas de sensibilidad. EI CLSI no ha establecido alin
puntos de corte para Anfotericina B. Los datos de CMI obtenidos en Candida spp
se agrupan entre 0,25 y 1 ug/ml. Cuando aislamientos son resistentes a
anfotericina B en modelos animales, segun el método del CLSI M27 pueden

tener una CMI mayor a 1 pg/ml.

Tabla 9: Puntos de corte para interpretar las pruebas de sensibilidad in

vitro de Candida spp.

Sensible
Agente : : : : No
. Sensible  Dosis Intermedio Resistente _
Antifangico : Sensible
dependiente
Anidulafungina <2 pg/ml >2 pg/ml
Voriconazol S1ug/ml 2 pg/ml >4 pg/mi

Desafortunadamente, la metodologia M27 no permite la deteccion de
todos los aislamientos, y en el presente se puede concluir que si un aislamiento
de Candida spp presenta una CMI > 1 pug/ml la anfotericina B, es mas probable

gue sea resistente a Anfotericina B.
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4.6. Determinacion de la sensibilidad a los antifan  gicos

sobre biopeliculas.

El método que vamos a utilizar para la determinacion de la actividad de
los agentes antifiUngicos que estamos estudiando, anfotericina B, anidulafungina
y voriconazol frente a las células que forman parte de las biopeliculas, se basa
en el descrito por Krom y colaboradores (108) Ramage y colaboradores (109),
este método es rapido, no es caro, reproducible y fiable.

Consiste en afiadir las distintas concentraciones de antifungicos sobre las
biopeliculas previamente formadas sobre las paredes de los pocillos de una

placa de microtitulacion.

% Formacién de biopeliculas
Este ensayo lo realizaremos con las cepas que han mostrado capacidad
de formar biopeliculas.
El desarrollo de las biopeliculas lo efectuaremos como hemos visto en el
punto 4.4 Formacién de biopeliculas , pero teniendo en cuenta que
necesitamos una biopelicula para cada concentracién de antifungico, por tanto,

en cada placa, se pueden ensayar 8 cepas, una por fila.

» Después de la formacion de la biopelicula, se aspira el RPMI. La
aspiracion del medio se debe hacer cuidando de no tocar y destruir la
biopelicula. Dirigiendo las puntas de una pipeta multicanal hacia la
esquina del pocillo, minimizamos el contacto con la biopelicula.

e Las células plancténicas y las que no se han adherido se eliminan
lavando 3 veces con PBS.

 EI PBS residual se elimina manteniendo la placa bocabajo sobre
papel de filtro.

* Afadimos 200 pl de las distintas concentraciones de (0,03-16 ug/ml)
de las soluciones de los antifungicos anfotericina B, anidulafungina y
voriconazol que se prepararon en el punto 4.4, apartado Preparacion
de las placas de microdilucion.

e La ultima columna de la placa se deja vacia, de esta forma los 8
pocillos actian como control negativo para el analisis y cuantificacion
posteriores.

e Las placas se incubaron a 37° C durante 48 h.
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La actividad de los antifungicos frente a las biopeliculas se verificd
mediante el ensayo de reduccion de XTT (punto 4.4. Formacion de
biopeliculas apartado: Cuantificaciéon de la actividad metabdlica de las
células de la biopeliculas ).

Las placas se incubaron en la oscuridad durante 1h a 37°C leyéndose
cada pocillo en un espectrofotometro a 492 nm.

En este caso, en vez de clasificar la densidad oOptica (DO) mediante
indices, como hicimos en el apartado que acabamos de mencionar, calculamos

la CMI de las células en la biopelicula (CMIB).

Interpretacion de la concentracion minima inhibitor ia

* La CMI de las células en la biopelicula (CMIB) se defini6 como la
concentracion mas baja de antifungico capaz de producir una
reduccion de la densidad Optica mayor o igual al 50% (CMIBsp) vy al
80% (CMIBgy), respectivamente en comparacion al control de
crecimiento (109).

« Alternativamente, se puede inspeccionar las placas visualmente.

La determinacion se realiz6 por cuadriplicado y al menos 2 veces en dias
diferentes, incluyéndose siempre los pocillos de control de esterilidad y de

control de crecimiento.

4.7. Andlisis estadistico

Se realiz6 Chi cuadrado para la determinacion de diferencias entre los
distintos origenes de los aislamientos, se consider6 que la diferencia era

significativa cuando p < 0,05.
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Resultados

Caracterizacion de Candida parapsilosis complex en el drea del H.U Virgen
del Rocio en el periodo 2003-2009.
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5. RESULTADOS

5.1.1 Descripcion de los datos epidemiolégic  os de las cepas

productoras de ¢ andidemia.

Entre enero de 2003 y diciembre de 2009 se detectaron 456 casos de
candidemia en el H.U Virgen del Rocio. Globalmente, la distribucion por especies en
estos casos fue la siguiente: el 35,5% se debieron a C. albicans, el 26,5% a C.
parapsilosis complex, el 21,9% a C. tropicalis y el 6,6% a C. glabrata (tabla 10, fig.12)

Fig 12: Distribucion por especies de las candidemias producidas en el H.U
Virgen del Rocio en el periodo 2003 - 2009.

6,60%

H C. albicans

B C. parapsilosis complex
m C. tropicalis

B C. glabrata

m Otras
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La incidencia media anual de las candidemias detectadas en el H.U Virgen del
Rocio en el periodo 2003-2009 respecto a la poblacion de la provincia de Sevilla fue
de 3,4 candidemias por cada 100.000 habitantes y 1,2 candidemias por cada 1.000
ingresos. En el caso concreto de las candidemias por C. parapsilosis complex la
incidencia anual fue de 0,90 por cada 100.000 habitantes y 0,32 candidemias por C.

parapsilosis complex por cada 1.000 ingresos.

Tabla 10: Distribucién de episodios de candidemia en el H.U Virgen del Rocio
en el periodo 2003-2009.

N° de Candidemias

C. parapsilosis

C. albicans C. tropicalis C. glabrata Total
Afo complex
2003 (17) 27,4% (18) 29% (11) 17,7% (6) 9,7% 62
2004 (18) 30% (24) 40% (9) 15% (3) 5% 60
2005 (22) 47,8% (8) 17,4% (4) 8,7% (5) 10,9% 46
2006 (33) 43,3% (18) 23,7% (9) 11,8% (6) 7,8% 76
2007 (26) 36,1% (17) 23,6% (22) 30,5% (3) 4,16% 72
2008 (30) 37,5% (10) 12,5% (35) 43,7% (1) 1,25% 80
2009 (16) 26,6% (26) 43,3% (10)16,6% (6 )10% 60
Total (162) 35,5% (121) 26,5% (100) 21,9% (30) 6,6% 456
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Aunque globalmente la especie productora de candidemia aislada con mas
frecuencia (tabla 10) en este periodo fue C. albicans, seguida de C. parapsilosis
complex, al analizar los casos de candidemia que se han producido por afio y especie,
observamos oscilaciones en los porcentajes en funcién de la especie y el afio (fig. 13
y 14).

Fig. 13: Evolucién del numero de candidemias por especies a lo largo del
periodo 2003-2009 en el H.U Virgen del Rocio.
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Respecto a la distribucion de las especies de Candida en las candidemias por
afio, como podemos observar en la tabla 10, mientras que en los afios 2003, 2004 y
2009 C. parapsilosis complex fue la especie de Candida mas frecuente en
candidemias, del afio 2005 al 2007 inclusive lo fue C. albicans y en 2008, C. tropicalis

fue la primera causa de candidemia con el 43,7% de los aislamientos de Candida.

Si bien es verdad que se aprecian diferencias entre el nimero de candidemias
registradas por afio, ya que este oscila entre 46 en el afio 2005 y 80 en el afio 2008,
no se observa una tendencia de aumento de las candidemias a lo largo del periodo de
estudio (fig.14).

72



Resultados

Fig. 14: Candidemias totales a lo largo del periodo 2003-2009 en el H.U Virgen

del Rocio.
™
r
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5.1.2. Descripcion de los datos epidemiolégicos de las

candidemias por C. parapsilosis complex producidas en H . U
Virgen del Rocio durante el periodo 2003 -20009.

Al analizar los datos clinicos de las candidemias producidas por C. parapsilosis
complex, obtenidos mediante revision de las historias registradas en H.U. Virgen del
Rocio durante el periodo 2003-09, observamos una serie de caracteristicas

epidemiolégicas a destacar, que detallamos a continuacioén.

En la distribucién por sexos se observa predominio del sexo masculino (64,4%)
sobre el femenino (35,7%). El rango de edades de los pacientes que presentaron
candidemia en este periodo oscilé entre 0 y 74 afos, la media de edad fue de 23,8

afos y la mediana sélo de 2 afios (fig.15) .
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Fig 15: Distribucion por edades de los pacientes co  n candidemia por C.

parapsilosis complex en H.U Virgen del Rocio en el periodo 2003-  2009.

2-15afios
23%

El 60,4% del total fueron nifios, en este grupo el rango de edades oscil6 entre 0
y 13 afios, la mediana fue de 2 meses y la media de 1,56 afios. En los nifios el grupo
mas representado fue el de los neonatos, que supuso el 44% de todos los nifios. En el
grupo de los adultos, el rango de edades oscilé entre 29 y 74 afos, la mediana fue de
60 afos y la media de 59,2 afios, en este grupo los mayores de 65 afios supusieron el
23,5%.

Al analizar la distribucién de los aislamientos por servicio de procedencia
diferenciando entre nifilos y adultos (tabla 11), observamos que el 41,2% de los

adultos estaban ingresados en un Servicio de Cirugia, el 32,3% en UCl y 11,7% en
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Oncologia, en el momento que padecieron la candidemia por C. parapsilosis

complex.

Tabla 11: Datos epidemiologicos de candidemias prod ucidas por C.

parapsilosis complex en el HU Virgen del Rocio en el periodo 20  03-2009.

Procedencia de los aislamientos por Servicio

Adultos (n=48) Nifios (n=73)
Cirugia (20) 41,2% Neonatologia (28) 38,5%
ucCl (15) 32,3% uCl (17) 23%
Oncologia (6) 11, 7% Pediatria Gral (16) 21,5%

Factores de riesgo

Adultos (n=48) Nifios (n=73)
Cirugia previa (18) 47% Prematuridad (21) 28,9%
ucl (6) 17% ucl (18) 25%
Céancer (4) 11,7% Cirugia (13) 17,3%

Otros (trasplante, )
(3) 8,8% Catéter (13) 17,3%

VIH, quemaduras..)
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En el caso de los nifios, 38,5% estaba ingresado en Neonatologia, el 23% en
UCIl y el 21% en Pediatria General. El factor de riesgo (tabla 11) asociado con mas
frecuencia a la candidemia por C. parapsilosis complex en el caso de los adultos es la

cirugia previa en un 47% de los casos y en los nifios la prematuridad en un 28,9%.

5.2. Aislamiento e identificacion de = Candida parapsilosis

complex .

Los métodos de identificacion se clasifican en dos grandes grupos: fenotipicos
(basados en las caracteristicas morfolégicas y/o bioquimicas) y genotipicas (basados
en el estudio del ADN). Los métodos fenotipicos de identificacion son menos

reproducibles y poseen menor poder de discriminacion que los métodos genotipicos.
5.2.1 Identificacién fenotipica

La identificacion fenotipica de las cepas de Candida parapsilosis complex se
realizé en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia Clinicas del H.U Virgen del
Rocio. Esta se llevo a cabo mediante siembra en medio cromogénico Chromogenic
Candida Agar (Oxoid, England) y/o mediante el sistema comercial APl 32C
(bioMerieux, France) compuesto por pruebas bioquimicas y de asimilacién de
sustratos, previo aislamiento en agar Sabouraud Cloranfenicol, segun se detalla en la

seccion 3.2 de métodos .

Las caracteristicas fenotipicas sélo permiten la identificacién de C. parapsilosis
a nivel de complejo ya que no se encuentran diferencias claras entre las tres especies.
Asi los aislamientos de las tres especies, C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis
y C. metapsilosis, crecen tanto a 30°C como a 37°C, mientras que no son capaces de
crecer a 42°C, no se observan diferencias en la morfologia en agar Sabouraud, ni en
la coloracion que producen en el medio cromogénico ya que las tres especies dan
lugar a colonias de coloracién palida a malva, coloracidon que por otra parte también
puede ser producida por otras especies y tampoco se encuentran en los perfiles de

asimilacién de sustrato correspondientes al API 32C entre las especies.

Las cepas incluidas en los diferentes apartados de este estudio se recogen en

las tablas 1 y 2 en material.
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5.2.2 Identificacion genotipica

Al no ser posible la identificacion de especie con los métodos fenotipicos,

procedimos a la identificacion genotipica de los aislamientos.

Las técnicas de identificacion basadas en la amplificacion de acidos nucleicos
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se fundamentan en la
amplificaciébn de genes o secuencias de ADN y deteccién de los productos. Las
técnicas de PCR se pueden utilizar conjuntamente con otros métodos moleculares,
como la restriccibn enzimatica, la hibridacion con sondas especificas o la

secuenciacion de acidos nucleicos.

Nuestro objetivo es encontrar técnicas moleculares sencillas, capaces de
diferenciar a nivel de especie dentro del complejo “psilosis”. Tras la revision critica de
la literatura decidimos realizar las técnicas RAPD-PCR y PCR- RFLP.

En primer lugar, en el caso de la técnica de amplificacion al azar de ADN
polimérfico (RAPD-PCR), al existir la posibilidad de utilizar distintos cebadores,
hicimos una serie de ensayos para seleccionar el cebador mas apropiado para los

objetivos planteados en este trabajo.

Una vez hecho esto, procedimos a la identificacion a nivel de especie de 122
cepas, previamente identificadas como aislamientos de Candida parapsilosis complex,

mediante estas dos técnicas de Biologia Molecular.

5.2.2.1 Seleccién de cebadores para la  Amplificacion al azar de

ADN polimorfico (RAPD) en C. parapsilosis complex.

La RAPD-PCR se utiliza para la identificacion de bacterias y hongos. En esta
técnica se emplean uno o varios cebadores con secuencias de nucle6tidos aleatorias y
de corta longitud (8-12 nucle6tidos) que hibridan con regiones inespecificas del

genoma en condiciones de baja astringencia.

Entre las ventajas de esta técnica se encuentra que no se requiere el
conocimiento previo de la secuencia del genoma, y permite analizar regiones de este
muy diversas que pueden estar sometidas a presiones selectivas diferentes y con
tasas de evolucion distintas, lo que hace posible la obtencidon de marcadores genéticos
utilizables para diferenciar especies, cepas, biotipos etc. Por otra parte, siempre es

recomendable que esta técnica se valide y optimice en cada laboratorio.
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Trabajamos con 7 cebadores diferentes: OPA-1 (5-GCGATCCCCA-3’), OPA-6
(5-GGTCCCTGAC-3’), OPA-10 (5-GTGATCGCAG-3), OPA-20 (5-GTTGCGATCC-
3), OPE-10 (5-CACCAGGTGA-3), OPE-13 (5-CCCGATTCGG-3) y RPO2 (5-
GCGATCCCCA-3) para determinar la capacidad de generar patrones de bandas
reproducibles y discriminativos entre los distintos aislamientos, con el objetivo de
seleccionar el més adecuado de los cebadores probados y que aplicariamos

posteriormente para la deteccién a nivel de especie de todas las cepas.

Seleccionamos, para este estudio preliminar, 23 aislamientos procedentes de
hemocultivos previamente identificados como C. parapsilosis complex mediante
métodos fenotipicos, también incluimos una cepa identificada como C. albicans. En la
tabla 12 se detallan los aislamientos utilizados, mediante una letra se designan los
pacientes a partir de los que se aislaron las cepas. Las cepas de referencia C.
parapsilosis sensu stricto ATCC 22019, C. orthopsilosis ATCC 96139 y C.
metapsilosis ATCC 96144 son empleadas como controles.

Tabla 12: Aislamientos de C. parapsilosis complex utilizados para realizar la

seleccién apropiada de cebadores en la RAPD-PCR.

_ N° de identificacion _ N° de identificacion
Paciente Paciente
de la cepa de la cepa
A 1,3,13,16 H 17,19
B 2,45 18
C 6 J 20
D 7 K 21
E 8,9,14 L 22,23
F 10 M 24
G 11,12 N 15
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La seleccion del cebador mas adecuado para identificar las especies del
complejo “psilosis” se hizo en base al andlisis de los patrones resultantes con cada
cebador por separado.

Los criterios que seguiremos a la hora de examinar los distintos patrones
obtenidos con los cebadores a estudiar son, la reproducibilidad, la intensidad y tamafio
de las bandas y el analisis de los patrones encontrados en las cepas pertenecientes al
mismo paciente.

Cuando se amplifica con el cebador OPA-6 (fig. 16) , se observa que la mayoria
de las cepas presentan un patron de amplificacion con 2 6 3 bandas de gran

intensidad y un numero variable de bandas muy finas que son poco reproducibles.

En cuanto a las bandas de mayor intensidad, pueden ser el producto de la
amplificacién de una secuencia altamente repetida a lo largo del genoma o el resultado
de la amplificacibn de determinado sitio del genoma que es muy estable cuando
hibrida con el cebador.

Fig 16: Patrones de bandas correspondientes al cebador OPA-6. A-N:

Pacientes. 1-18: n° de cepa. Pb: marcador molecular de 100 pb.

A B A B B Cpp D E EF G G pp A E N A H I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

——— .

Al analizar los patrones constatamos que todos los aislamientos de la figura 16
presentan la banda intensa a la misma altura excepto los aislamientos 15y 17, si bien
sabemos que el aislamiento 15 es una C. albicans, el 17 es C. parapsilosis complex,
pero ademas de estas bandas observamos numerosas bandas de menor intensidad
gue no son reproducibles, por tanto descartamos este cebador, podemos observar en

la figura 3 que las cepas 2, 4 y 5 pertenecientes al paciente B, muestran la banda de

79



Resultados

alta intensidad pero el resto de las bandas no coinciden, mostrando por tanto distinto

patron.

En la figura 17 , observamos que el cebador OPA-1 presenta patrones con 2 6
3 bandas intensas y multiples bandas muy débiles. La presencia de multiples bandas
tenues y como en este caso, polimorficas, puede deberse a un ensamblaje frustrado
de los cebadores ensayados, debido a que sus secuencias no sean las adecuadas

para la identificacion de las especies del complejo “psilosis”.

Fig 17: Patrones de bandas correspondientes al cebador OPA-1. A-N:
Pacientes. 1-18: n° de cepa. Pb: marcador molecular de 100 pb. 22019: C. parapsilosis
sensu stricto ATCC 22019.

A . B A B B C pbp D E E F G G pp ANE N A H I
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Con el cebador OPE-13 (fig 18) no se consiguié ningun patron de amplificacion
caracteristico que nos permita establecer un criterio para la diferenciacion de las
especies del complejo “psilosis”. Como ocurrid6 con los cebadores anteriores
observamos como cepas pertenecientes al mismo paciente no tienen el mismo patron,

asi ocurre con las cepas 8 y 9 pertenecientes al paciente E.

El producto de amplificacion obtenido con el cebador OPA-10 (fig 19) muestra
unos patrones con un numero suficiente de bandas con intensidades similares, que
hacen pensar en la posible utilizacion de este cebador para la diferenciacién de
especie, sin embargo, al analizarlos observamos que presentan una banda comun a la
altura de 700 pb, pero ademas presentan otras bandas intensas que difieren en altura
entre aislamientos pertenecientes al mismo paciente, véanse los patrones referentes a

las cepas 1, 3y 13 que corresponden al paciente A.
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Fig 18: Patrones de bandas correspondientes al cebador OPE-13. A-N:
Pacientes. 1-18: n° de cepa. Pb: marcador molecular de 100 pb.

A B A B B Cpb D E EF G G pb A E N A H I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

I
:

Fig 19: Patrones de bandas correspondientes al cebador OPA-10. A-N:
Pacientes. 1-18: n° de cepa. Pb: marcador molecular de 100 pb. 22019: C. parapsilosis
sensu stricto ATCC 22019.

A B A B B C D pb E E F G G A 22019
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En el caso del cebador OPE-10 (fig. 20) obtenemos unos patrones con mayor
namero de bandas intensas que los anteriores, pero demasiado variables para que se
puedan asociar un patrén con una especie del complejo, ademas observamos que los

patrones no son reproducibles entre los distintos aislamientos de la misma cepa.
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Asi en los amplificados de las cepas 2, 4 y 5 pertenecientes al paciente B son
diferentes, y por tanto no se puede establecer un patron que permita caracterizar los

diferentes aislamientos.

Fig 20: Patrones de bandas obtenidos con el cebador OPE -10. A-G: Pacientes

1-10: n° de cepa. Pb: marcador molecular de 100 pb.

En el andlisis de los patrones de amplificacion ademas de lo visto hasta ahora,
también podemos observar como con alguno de los cebadores obtuvimos patrones de

bandas que nos permitieron la caracterizacion de los aislamientos.

Con el cebador OPA-20 (fig.21) obtenemos, ademas de patrones sencillos,
patrones reproducibles entre aislamientos pertenecientes al mismo paciente y por otra
parte claramente diferenciables cuando la cepa analizada pertenece a otra especie,
como es el caso de la 15 que es una Candida albicans y tiene un patron totalmente

distinto.

En la figura 22 que corresponde a la amplificacion hecha con el cebador
RPO-2, ademas de evidenciarse que los patrones de bandas son sencillos y
facilmente interpretables, se puede apreciar como cepas pertenecientes al mismo
paciente presentan el mismo patron. Este cebador da lugar a patrones con mayor
namero de bandas que OPA-20.
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Fig 21: Patrones de bandas correspondientes al cebador OPA-20. A-l:
Pacientes. 10-18: n° de cepa. pb: marcador molecular de 100 pb. PI: patron |, PlI:

patrén I, Ca: C. albicans.
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Fig 22: Patrones de bandas correspondientes al cebador RPO2. A-M:
Pacientes. 11-24: n° de cepa. Pb: marcador molecular de 100 pb. PI: patron |, PII:

patron I, Ca: patron correspondiente a C. albicans.

22— — | [ Ca Pl Pl PSSR SR SR == Rl

Con ambos cebadores, ademéas del patrén correspondiente a C. albicans,
observamos dos patrones, uno mayoritario, el patrén | y el patrén Il que sélo aparece
en las cepas 17 y 19. Ademas se obtenian patrones claramente distinguibles con las
tres cepas de ATCC, C. parapsilosis ATCC 22019, C. orthopsilosis ATCC 96139 y C.
metapsilosis ATCC 96144.
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Si comparamos estos patrones con los obtenidos de las cepas de control de
calidad, el patron | corresponde a C. parapsilosis sensu stricto y el patrén Il a C.

orthopsilosis.

En el caso del aislamiento correspondiente a C. albicans, el producto de
amplificacién obtenido con el cebador OPA-20 da lugar a una sola banda, y en el caso
de RPO-2 apenas se insintan tres bandas, por tanto estos cebadores, aunque dan
lugar a un patrén facilmente distinguible del de C. parapsilosis complex, no son

adecuados para la identificacién de C. albicans.

Una vez descartados los cebadores OPA-1, OPA-10, OPE-6, OPE-10 y OPE-
13, entre los dos restantes, elegiremos para la identificacién a nivel de especie del
complejo “psilosis” al cebador RPO-2 ya que se utiliza mas en la literatura que el OPA-

20 y esto facilitara el analisis y comparacién posterior de los resultados.

Con el cebador RPO2 (Fig. 22) obtuvimos 3 patrones, el patron | es el
mayoritario y corresponde con el de C. parapsilosis ATCC 22019, el patron 11,
observado en los aislamientos 17 y 19 y que coincide con el de C. orthopsilosis ATCC
96139 y el patrén Il que unicamente lo produjo la cepa de C. metapsilosis ATCC
96144.

5.2.2.2. Identificacion molecular de las cepa s estudiadas de C. parapsilosis
complex mediante RAPD-PCR y RFLP.

Como hemos puntualizado anteriormente, utilizaremos dos técnicas, la
amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD-PCR), concretamente, con el cebador
RPO-2, seleccionado en el punto anterior y la técnica de PCR-RFLP, donde
amplificaremos el gen SADH y posteriormente lo digeriremos con la enzima de
restriccion Banl comparando la capacidad de ambos métodos para discriminar entre

especies.

El objetivo es comprobar si los patrones |, Il y Ill, correspondientes a los
patrones obtenidos de las cepas de ATCC 22019, 96139 y 96144 se corresponden con
C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis segun los fragmentos
de restriccion obtenidos mediante la digestion del fragmento correspondiente al gen
SADH.

En ambas técnicas de biologia molecular se incluyen como controles las cepas
C. parapsilosis ATCC 22019, C. orthopsilosis ATCC 96139 y C. metapsilosis ATCC
96144.
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En la tabla 13 se recoge el tipo de muestra a partir de los cuales se han aislado
las cepas seleccionadas. Estas pertenecen cada una a pacientes diferentes, y son las
cepas que utilizaremos de ahora en adelante tanto para las técnicas de biologia
molecular (RAPD-PCR) y (RFLP-PCR) como para detectar la capacidad de formacion
de biopeliculas y, por dltimo, su comportamiento frente a los antifiingicos tanto en

forma plancténica como sésil (biopelicula) de la levadura.

Tabla 13: Procedencia de los aislamientos de C. parapsilosis complex.

Procedencia de aislamiento N° de cepas
Absceso 3
Hemocultivo 62
Catéter 3
Ambiental hospitalario 1
Mucosa 7
Exudado herida 3
Otico 19
Tracto respiratorio 2
Piel 18
Liquido sinovial 1
Orina 2
Valvula derivacion de LCR 1
Total 122
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A. Amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD-P  CR).

Los 122 aislamientos clinicos se sometieron a la técnica de amplificacion al
azar de ADN polimérfico (RAPD-PCR) para la identificacion a nivel de especie de los
aislamientos de Candida parapsilosis complex, esta técnica ha sido descrita

brevemente en el punto 5.2.2.1.

En la figura 23, se observan patrones pertenecientes a las tres especies del

complejo “psilosis”.

Fig 23: Patrones de RAPD-PCR obtenidos de aislamientos de C. parapsilosis
complex con el cebador RPO2. Carriles 1,5,6,8,9,11-18 presentan perfiles de RAPD
representativos de C. parapsilosis grupo |, carriles 2-4 y 10, grupo Il y carril 7, grupo
[l

13 22 S 4.5 6epb 7 9 10 11412413 ,pb 14,15.16,,17 18
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B. Restriccion de fragmentos polimorficos (RFLP-PCR ).

Esta técnica se basa en la digestion con enzimas de restriccion de productos

de amplificacién de genes o secuencias de ADN polimérficas.

Para diferenciar las 3 especies pertenecientes al complejo “psilosis” se
amplific6 un fragmento del gen SADH de C. parapsilosis complex (716 pb). De
acuerdo con el patrén de restriccion con la enzima Banl del gen SADH mencionado
anteriormente, los aislamientos fueron discriminados por el tamafio de los fragmentos

como C. parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis.

C. parapsilosis sensu stricto tiene un lugar de restriccion con Banl, en la
posicion 196, C. orthopsilosis no tiene ninguno y C. metapsilosis tiene tres lugares de

restriccion con Banl (96, 469 y 529 pb), como se representa en la figura 24.
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Fig 24: Posiciones de los puntos de corte con la enzima Banl en el amplicén

SADH de 716pb para diferenciar entre las 3 especies del complejo “psilosis”.

C. orthopsilosis

C. metapsilosis

T C. parapsilosis

Fig 25: Patrones de restriccion con Banl obtenidos a partir de la amplificacion

de SADH. C. metapsilosis (carril 10), C. orthopsilosis (carril 9) y C. parapsilosis sensu

stricto (carril 1-8 y 11), Carril M, escalera de peso molecular de 100-pb.

1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 M

Una vez realizadas las dos técnicas en los 122 aislamientos, podemos

comprobar que hay correspondencia entre ellos, a la hora de separar por especies.

Podemos comprobar que los aislamientos que mediante RAPD PCR
produjeron el patron |, mediante el RFLP fueron identificadas como C. parapsilosis
sensu stricto, las del patrén Il como C. orthopsilosis y las del patrén lll como C.
metapsilosis, por tanto comprobamos que hay correlacion entre los métodos y que los

dos permiten la identificacion de las especies que componen el complejo “psilosis”.

La distribucion de las tres especies se detalla en la Tabla 14, 111 (90,98%) de
los aislamientos fueron identificados como C. parapsilosis sensu stricto, 10 (8,19%)
como C. orthopsilosis y 1 (0,81%) como C. metapsilosis. Si atendemos a la
procedencia de la muestra, observamos que de las 10 cepas identificadas como C.
orthopsilosis, 6 procedian de sangre, 3 de muestras Oticas y 1 de una muestra de
orina, y en el caso de la Unica cepa identificada como C. metapsilosis el origen de la

muestra fue la piel.
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Tabla 14: Distribucion de C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis en

los 122 aislamientos de C. parapsilosis complex.

Lugar de
aislamiento

Absceso
Hemocultivo
Catéter
Ambiental
Mucosas
Exudado herida
Otico

Tracto

respiratorio

Piel

Liquido sinovial
Orina

LCR valvular

Total

N° de
C. parapsilosis

sensu stricto

56

16

17

111 (90, 98%)

N° de

C.
orthopsilosis

10 (8, 19%)

N° de
(o

metapsilosis

1 (0, 81%)

N° de

cepas

62

19

18

122
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5.3. Produccién de biopelicula en Candida parapsilosis

complex.

Uno de los métodos mas utilizados para el estudio de la formacion de
biopeliculas y de la actividad antifingica sobre las mismas es el propuesto por
Ramage (109) y colaboradores, en el cual se forman las biopeliculas sobre placas de

microtitulacion de poliestireno de fondo plano.

En este método, la formacién de la biopelicula y la actividad de los antifingicos

se miden por colorimetria utilizando una sal de tetrazolio (XTT) (figura 26).

Fig 26: Ensayo de formacion de biopeliculas de diferentes aislamientos de
C. parapsilosis complex, mediante la reduccion de una sal de tetrazolio.
1,2,6,7,8,10,11,17,17,18,20-22,24,26-29,31,32= n° cepas, Cp = C. parapsilosis
ATCC 22019, Ca = C. albicans ATCC 90055.

Un total de 65 (53,2%) de los 122 aislamientos de C. parapsilosis complex
mostraron capacidad de formacion de biopelicula (Tabla 16). En cuanto a la relacion
entre procedencia de la muestra y la capacidad de formacién de biopeliculas,
observamos que de las cepas procedentes de hemocultivos, 38 de 65 (58,4%) fueron
productoras de biopeliculas mientras que de las 57 cepas aisladas de otras

localizaciones fueron productoras de biopeliculas 27 (47,3%).
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Al hacer el andlisis estadistico, no encontramos diferencias significativas
(P>0,05) en cuanto a formacion de biopeliculas entre aislamientos de C. parapsilosis

complex procedentes de hemocultivos y los que proceden de otros tipos de muestras.

La cuantificacion de biopeliculas, asi como su desglose por procedencia se
recoge en la tabla y figura siguientes (Tabla 15, fig 27). Si cuantificamos la actividad
metabdlica de las biopeliculas segun la densidad Optica obtenida, los aislamientos se
clasifican como 6+ (DO=1,301), 5+(1,000-1,300), 4+(0,699-0,999), 3+(0,398-0,699),
2+(0,222-0,398) y 1+(D0<=0,222).

Tabla 15: Cuantificacion de formacion de biopeliculas en cepas procedentes de
hemocultivos y otras localizaciones de C. parapsilosis complex. Indice: 5+; Densidad
optica (DO): 1,000-1,300, 4+; DO:0,699-0,999, 3+; DO: 0,398-0,699, 2+; DO: 0,222-
0,398 y 1+: DO<=0,222.

Formacion de
Hemocultivos Otras procedencias Total
biopeliculas

NO 27 30 57

1+ 1 1 2

2+ 17 9 26

3+ 8 9 17

4+ 12 6 18

5+ 0 2 2
Total 65 57 122

En nuestro caso, del total de las 65 cepas que mostraron capacidad de
formacion de biopeliculas, el 40% (26) de ellas se clasificaron con el indice 2+,
encontramos 17 cepas (26,1%) con el indice 3+ y 18 (27,7%) con el indice 4+,
mientras que soOlo 2 aislamientos en cada caso (3%) produjeron biopeliculas con

indices de 1+ y 5+.
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Fig 27. Distribucion de biopeliculas de C. parapsilosis complex segun el indice
y la procedencia de la muestra. Indice: 5+; Densidad 6ptica (DO): 1,000-1,300, 4+;
D0:0,699-0,999, 3+; DO: 0,398-0,699, 2+; DO: 0,222-0,398 y 1+: DO<=0,222.

:edencias

ivos

Aunque la comparacion de los indices entre los aislamientos procedentes de
hemocultivos y los de otras procedencias es dificil, debido al escaso numero de
aislamientos que hay en cada categoria, parece que es similar entre ambos grupos ya
que en el caso de los aislamientos procedentes de hemocultivo el 66,5% de los

aislamientos tenian indice 2+ y 3+ y los de otras localizaciones el 65,3%.

Al analizar la capacidad de formacion de biopelicula en cada una de las
especies observamos que todos los aislamientos productores de biopeliculas (65 de
122) habian sido previamente identificados como C. parapsilosis sensu stricto,
mientras que ninguna de las cepas de C. orthopsilosis y C. metapsilosis mostré la

capacidad de formar biopeliculas in vitro.

Los aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto procedentes de hemocultivos
no demostraron diferencias significativas (P >0.05) en cuanto a formacién de
biopeliculas con respecto a los aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto de otras
procedencias (64,4% [38 de 59] versus 51,9% [27 de 52]).
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Tabla 16: Comparacién de formacion de biopelicula entre aislamientos de

Candida parapsilosis complex procedentes de hemocultivos y otras localizaciones.

N° de biopeliculas/total n° (%)
Especies del complejo “ psilosis”

(n° de aislamientos) Hemocultivos Otras Total

Procedencias

C. parapsilosis sensu stricto
38/59 (64,4%) 27/52 (51, 9%) 65/111 (58, 5%)

(111)
C. orthopsilosis (10) 0/6 (0%) 0/4 (0%) 0/10 (0%)
C. metapsilosis (1) - 0/1 (0%) 0/1 (0%)

Total C. parapsilosis complex

122) 38/65 (58, 4%) 27/57 (47, 3%) 65/122 (53, 2%)

5.4. Determinacion de la sensibilidad a los antifan  gicos.

5.4.1. Determinacion de la actividad de voriconazo |, anfotericina B y
anidulafungina sobre células plancténicas de C. parapsilosis sensu stricto, C.

orthopsilosis y C. metapsilosis.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los antifungicos frente a los
microorganismos se realizé mediante la técnica de microdilucién en caldo siguiendo
las directrices del documento M27-A3 del CLSI (89). Los resultados de sensibilidad
antifingica a voriconazol, anfotericina B y anidulafungina se presentan en las

siguientes tablas, incluyendo valores de rangos de CMI, CMlsq y CMlgo,

Todos los aislamientos fueron sensibles a voriconazol (Tabla 17), siendo el
rango de CMI de <0,03 a 0,125 mg/I en el caso de las 111 cepas de C. parapsilosis
sensu stricto, CMls, inferior a 0,03 mg/l y CMI ¢, 0,03 mg/l, mientras que en las 10
cepas de C. orthopsilosis el rango de CMI fue de 0,03 a 0,5 mg/l, CMIso. 0,06 mg/l y
CMI ¢o. 0,125 mg/I, por Ultimo, la Gnica cepa de C. metapsilosis presenté una CMI de
0,06 mg/I.
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Tabla 17: Actividad in vitro de voriconazol en cepas de C. parapsilosis,

orthopsilosis y C. metapsilosis.

C.

Especie

C. parapsilosis
sensu stricto

C. orthopsilosis

C. metapsilosis

N° cepas

111

10

Voriconazol ( mg/l)

Rango CMlsq CMIgo

<0,03-0,125 <0,03 0,03

0,03-0,5 0,06 0,125
0,06 - -

%S

100

100

Todos los aislamientos presentaron valores de CMI a anfotericina B muy

homogéneos, siendo el rango de CMI de 0,125 a 1 mg/l, CMIse. 1 mg/l y CMlg,. 1 mg/I

(tabla 18).

En el caso de las 111 cepas de C. parapsilosis sensu stricto, el rango de CMI
frente a anfotericina B oscil6 entre 0,125 y 1 mg/l, y tanto la CMIsq como la CMlg,
fueron igual a 1 mg/l. En las 10 cepas de C. orthopsilosis el rango de CMI fue de 0,25

a 1 mg/l, CMlso. 0,5 mg/L y CMI g0 1 mg/I. Por dltimo, la Unica cepa de C. metapsilosis

presenté una CMI de 0,5 mg/I.

Tabla 18: Actividad in vitro de anfotericina B en cepas de C. parapsilosis, C.

orthopsilosis y C. metapsilosis.

Especie

C. parapsilosis
sensu stricto

C. orthopsilosis

C. metapsilosis

NO

111

10

AnfotericinaB  (mg/l)

Rango CMlsg CMlgg

0,125-1 1 1

0,25-1 0,5 1
0,5 - -

%S

100

100
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En la tabla 19, podemos observar los valores de CMI de las distintas especies
obtenidos frente a anidulafungina, el rango de CMI para los 111 aislamientos de C.
parapsilosis sensu stricto oscilé entre 0,5 y 4 mg/l, y tanto la CMls, como la CMlgg
fueron igual a 2 mg/l. El rango de CMIs correspondientes a los aislamientos de C.
orthopsilosis fue de 0,5 a 2 mg/Il, y la CMlsoy CMlg igual a 1 mg/I. El nico aislamiento
identificado como C. metapsilosis tuvo una CMI de 1 mg/I. De los 111 aislamientos de
C. parapsilosis sensu stricto, 2 presentaron una CMI de 4 mg/l, por tanto los tenemos

que clasificar como “no sensibles”.

Tabla 19: Actividad in vitro de anidulafungina en cepas de C. parapsilosis, C.

orthopsilosis y C. metapsilosis.

Anidulafungina ( mg/I)

Especie
Ne° Rango CM|5Q CMIQO %S
C. parapsilosis
111 0,5-4 2 2 98,2
sensu stricto
C. orthopsilosis 10 0,5-2 1 1 100
C. metapsilosis 1 1 - - -

En la tabla 20 recogemos todos los datos de CMI de voriconazol, anfotericina B
y anidulafungina frente a las 3 especies del complejo “psilosis” en forma planctonica.
Todos los aislamientos fueron sensibles a voriconazol y anfotericina B, so6lo 2 (1,8%)
aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto fueron no sensibles (NS) a

anidulafungina.

La actividad global de voriconazol, anfotericina B y anidulafungina fue similar
en las tres especies del complejo psilosis, la mayoria de los aislamientos fueron
inhibidos por concentraciones <0,125 mg/| de voriconazol, 1 mg/| de anfotericina B 'y 2
mg/| de anidulafungina. Sin embargo, la CMly, de voriconazol fue mayor (0,125 mg/I)

para C. orthopsilosis comparado con CMlg de C. parapsilosis sensu stricto (0,03

mg/l).
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Tabla 20: Tabla resumen de Actividad in vitro de voriconazol, anfotericina B y
voriconazol, anfotericina B y anidulafungina en cepas de C. parapsilosis, C.

orthopsilosis y C. metapsilosis.

Especies CMI (mg/l) CMlso CMlgo
Antifingicos % S
(n° aislamientos) Rango (mg/l) (mg/1)
VRC <0,03-0,125 <0,03 0,03 100%
C. parapsilosis
AMB 0,125-1 1 1 100%
(n=111)
ANI 0,5-4 2 2 98,2%
VRC 0,03-0,5 0,06 0,125 100%
C. orthopsilosis
AMB 0,25-1 0,5 1 100%
(n=10)
ANI 0,5-2 1 1 100%
VRC 0,06 - - -
C. metapsilosis
AMB 0,5 - - -
(n=1)
ANI 1 - - -

5.4.2. Determinacion de la sensibilidad a voriconaz  ol, anfotericina B y

anidulafungina sobre células sésiles de  C. parapsilosis sensu stricto.

El estudio de la sensibilidad in vitro a voriconazol, anfotericina B y
anidulafungina de las biopeliculas se llevo a cabo mediante el ensayo de reduccion de
sales de tetrazolio (XTT). Se prepararon diluciones de los antifungicos (0,03-16 mg/l)
gue se afiadieron a biopeliculas de 48h de maduracion y se incubaron otras 48 h a

37°C (figura 28) . Este ensayo se realizé por triplicado en dias diferentes.

Se determiné la actividad antifungica in vitro de voriconazol, anfotericina B y
anidulafungina sobre las células sésiles de los 65 aislamientos de C. parapsilosis

sensu stricto productores de biopelicula.
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Fig 28. Determinacion de sensibilidad a voriconazol sobre biopeliculas de C.
parapsilosis sensu stricto. 11, 7, 10, 11, 18, 20, 21, 24 = N° de la cepa sobre las que se
estan ensayando concentraciones de voriconazol de 0,03 a 16 mg/l. CC: corresponde

a suspension de levaduras sin antifungico y blanco sélo contiene RPMI.

Al analizar los resultados, excluimos 6 aislamientos, ya que los resultados
carecian de reproducibilidad entre repeticiones y de linealidad entre los valores de
densidad optica y las diferentes concentraciones de antifungicos. Observamos que los
indices de produccion de biopeliculas de estos aislamientos, fueron: 1+ en dos de los

aislamientos y 2+ en los 4 aislamientos restantes.

En las siguientes tablas (Tablas 21, 22 y 23) se muestran los resultados de la
actividad de los antifungicos ensayados sobre células plancténicas y sésiles de los 59

aislamientos seleccionados.

La CMI de las células en la biopelicula (CMIB) se definié como la concentracién
mas baja de antifingico capaz de producir una reduccién de la densidad 6ptica mayor
o igual al 50% (CMIBs) y al 80% (CMIBg), respectivamente en comparacion al control

de crecimiento (109).

El rango de CMI de las células plancténicas frente a voriconazol oscil6 entre
0,015 y 0,06 mg/l, CMIs, 0,015, CMIy, 0,03 pg/ml siendo la media geométrica (MG):

0,022 mg/l. En el caso de las células sésiles la CMIBsy oscilé entre 0,5->16 mg/l, MG:
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11,51 mg/l y la CMIBg, 0scilé entre 2 ->16 mg/l, (MG): 26,50 mg/l y la mediana de
CMIBso y CMIBg, fueron de 8 mg/l y >16 mg/l respectivamente.

Tabla 21: Distribucion de CMIs para células planctonicas (CMI) y sésiles
(CMIB) frente a voriconazol. CMIBsy Yy CMIBgy: concentraciones de antifungico a las
cuales se produce una disminucién de la DO de un 50% y un 80% con respecto al

pocillo control.

N° de aislamientos con CMI (mg/l) frente a voricona  zol de:
Tipo de CMI
0,015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 >16
CMI 36 19 4
CMIBs 1 1 2 4 5 14 14 5 13
CMIBg 2 2 2 6 45

Al analizar estos datos observamos que mientras voriconazol muestra una alta
actividad frente a las células plancténicas, es inactivo frente a las mismas células

cuando forman parte de las biopeliculas.

El rango de CMI para células planctonicas a anfotericina B fue 0,25-1 mg/l y la
MG: 0,66 mg/l, la CMIBs, oscilé6 de 0,03-0,5 mg/l y la MG: 0,125 mg/l y la CMIBg
oscilé de 0,125-2 mg/l y la MG: 0,78 mg/Il. Por tanto, anfotericina B muestra actividad

frente a biopeliculas de C. parapsilosis sensu stricto de 48 horas de maduracion.

Tabla 22: Distribucion de CMIs para células planctonicas (CMI) y sésiles
(CMIB) frente a anfotericina B. CMIB5, y CMIBgo: concentraciones de antifungico a las
cuales se produce una disminucién de la DO de un 50% y un 80% con respecto al

pocillo control.

N° de aislamientos con CMI (mg/l) frente a anfoteri  cina de:

Tipo de CMI
0,015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 >16
CMI 1 24 34
CMIBsg, 10 6 22 10 11
CMIBg, 13 5 15 12 14
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El rango de CMIBs, en el caso de anidulafungina, oscil6 entre 0,03 y 16 mg/l, la
media geométrica MG: 4,135 mg/l y el rango de CMIBgy: 0,5 - >16 mg/l, la media
geométrica MG: 8,82 mgl/l, en cuanto a las medianas fueron 2 mg/l (CMIBsy) y 4 mg/l

(CMIBgp), respectivamente.

Tabla 23: Distribucion de CMIs para células planctonicas (CMI) y sésiles
(CMIB) de C. parapsilosis sensu stricto frente a anidulafungina. CMIBs, y CMIBg:
concentraciones de antifingico a las cuales se produce una disminucién de la DO de

un 50% y un 80% con respecto al pocillo control.

Ne° de aislamientos con CMI ( mg/l) frente a anidulafungina de:
Tipo de CMI
0,015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 >16
CMI 1 14 44
CMIBsg 1 1 1 1 7 12 10 12 8 6
CMIBg 3 5 13 8 17 6 7

Para estas mismas cepas, la CMI de las células plantonicas a anidulafungina
oscilo entre 0,5-2 mg/l, y la media geométrica (MG) fue 1,73 mg/l. Observamos que el
valor de la media geométrica de CMIBs5, se triplica con respecto a la media de CMI

plancténica.

Las figuras 29, 30 y 31 muestran las curvas de inhibicion de crecimiento de
biopelicula como porcentaje acumulado para Candida parapsilosis sensu stricto en
presencia de diferentes concentraciones de voriconazol, anidulafungina y anfotericina
B.

El efecto inhibitorio de cada concentracion de antifungico fue determinado
mediante el ensayo de reduccion de XTT, determinado como la media de DO de todos
los pocillos que contienen antifungico y expresado como el porcentaje de DO de los

pocillos de control (pocillos sin antifingico) considerados como el 100%.

A la hora de analizar los datos correspondientes a voriconazol, observamos
que el 100% de las cepas son sensibles a este agente con CMIs muy bajas cuando se
encuentran en forma planctdnica, sin embargo cuando determinamos la actividad de
voriconazol frente a células sésiles de estas cepas, la CMIBs fue igual o superior a 4
mg/l (R segun CLSI) en 46 de las 59 cepas estudiadas (77,9%) y la CMIBg, l0 fue en
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55 de 59 (93,2%). Estos datos ponen de manifiesto el acusado incremento en los

valores de CMI frente al voriconazol entre células plancténicas y las sésiles.

Fig.29: Porcentaje acumulado de la actividad de voriconazol sobre biopeliculas
formadas por aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto.
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En el caso de anfotericina B observamos que, sobre células plancténicas, los
59 aislamientos presentaron unas CMI < 1 mg/l, y en el caso de las biopeliculas, todos

los aislamientos presentaron una CMIBsy < 1 mg/l y el 23,7% (14) de los aislamientos
presentd una CMIBg, igual a 2 mgl/l.

Fig.30: Porcentaje acumulado de la actividad de anfotericina B sobre

biopeliculas formadas por aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto
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Candida parapsilosis muestra CMI mas altas a anidulafungina que la mayoria
de las especies de Candida, asi 44 de las 59 cepas (74,5%) presentaron una CMI
sobre células plancténicas de 2 mg/l, y estas concentraciones aumentan notablemente
en el caso de las biopeliculas, donde el 44% de los aislamientos presento una CMIBs

superior a 2 y el 64% lo hizo en el caso de la CMIBgy,

Fig.31: Porcentaje acumulado de la actividad de anidulafungina sobre

biopeliculas formadas por aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto.
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En resumen, en los 122 aislados de nuestro estudio se determind la actividad in
vitro a voriconazol, anfotericina B y anidulafungina sobre células plancténicas y
obtuvimos como resultados que todos los aislamientos fueron sensibles a voriconazol
y anfotericina B y s6lo 2 (1,8%) aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto fueron no
sensibles (NS) a anidulafungina. Mientras que en el caso de los 59 aislamientos de C.
parapsilosis sensu stricto productores de biopelicula, observamos que voriconazol es
totalmente inactivo, mientras que anfotericina B y anidulafungina muestran actividad
frente a las células que forman parte de la biopeliculas. En el caso de anidulafungina,

obtenemos CMIB mayores.
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D1 1C
Caracterizacidn de Candida parapsilosis complex en el area del H.U
Virgen del Rocio en el periodo 2003-2009.
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6. DISCUSION

Las infecciones invasoras producidas por Candida spp han aumentado
considerablemente en los Ultimos afios y se estdn convirtiendo en una causa
importante de mortalidad y morbilidad en pacientes inmunocomprometidos (9).

En Estados Unidos, en un estudio realizado en 180 hospitales de todo el pais
entre los afios 1980 y 1989, la tasa de fungemia aumenté en un 75% en hospitales
comarcales y en un 370% en hospitales especializados no universitarios (111), en
hospitales terciarios, entre 1980 y 1992 aumenté de un 5,4% a un 9,9% y Candida spp
fue el cuarto microorganismo més frecuentemente aislado en las sepsis (111-113).

En 1989, casi el 80% de las candidemias eran causadas por C. albicans (114),
pero durante la década de los 90 se observd un cambio epidemiol6gico, aumentando
la candidemia por especies diferentes a C. albicans, especialmente por C. glabrata en
Estados Unidos y por C. parapsilosis complex y C. tropicalis en Europa (1).

Entre los diferentes factores que han condicionado este cambio, hay que
destacar, ademas de la presion farmacolégica debida al uso generalizado de
fluconazol, otras variables como la edad del paciente, el servicio de ingreso, la
enfermedad de base y el grado de cumplimiento de las politicas de antibiéticos locales
(115,116).

En la revisibn realizada por Trofa y colaboradores (9) se recogen los
porcentajes correspondientes a las candidemias detectadas en todo el mundo, desde

1991 a 2008 de 18.454 aislamientos de los cuales, el 49,8% corresponde a C. albicans,
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19% a C. parapsilosis complex, 14,8% C. glabrata, 10,9% C. tropicalis y el 5,5%
corresponde a otras especies.

En el primer estudio poblacional realizado en Espafa, Almirante vy
colaboradores (16) se centraron en el area de Barcelona durante 2002-2003 y
encontraron que C. albicans fue el agente etioldgico del 51% de las candidemias, C.
parapsilosis complex del 23%, C. tropicalis del 10%, C. glabrata del 9% y C. krusei del
4%.

En el periodo 2003-2009 en el H.U Virgen del Rocio C. albicans fue la especie
de Candida mas frecuentemente aislada en los hemocultivos (35,5%) seguida de C.
parapsilosis complex con el 26,5%, C. tropicalis con el 21,9%, C. glabrata con el 6,6%
y el 9,5% correspondiente a otras especies.

Aunque nuestro porcentaje de aislamientos de C. albicans es mas bajo que el
de otros trabajos (9, 16, 117), la distribucion de las especies es similar a la que
encontramos en nuestro medio y vemos que Candida no albicans han desplazado a C.
albicans.

En los Ultimos afios la incidencia de C. parapsilosis complex ha aumentado
notablemente. En nuestro caso, uno de los motivos que nos impulsé al estudio de C.
parapsilosis complex fue el incremento registrado en 2004, afio en que C. parapsilosis
complex fue el agente etiolégico del 40% de las candidemias registradas en el H.U
Virgen del Rocio y que en su mayoria afectaban a neonatos. Globalmente, C.
parapsilosis complex ha sido la segunda especie de Candida mas aislada en las
candidemias en nuestro hospital como también ocurre en numerosos trabajos (9, 15, 16,
117).

Sabemos que la incidencia de Candidiasis invasora varia geograficamente, si
atendemos a la distribucién geografica y al porcentaje de Candidiasis invasora
producida por C. parapsilosis complex, vemos que supone el 15% de los aislamientos
de Candida en América del norte, el 23,4% en América latina y el 23% en Europa (15),
y en un estudio multicéntrico realizado en Espafia (117) encuentran que C. parapsilosis
complex produce el 30% de las Candidemias ocasionadas por levaduras y el 23% en
el caso del estudio realizado en Barcelona (16). Segun los datos recogidos en H.U
Virgen del Rocio en el periodo 2003-09, a C. parapsilosis complex se atribuye el
26,5% de todos los episodios de Candidemia, siendo este porcentaje mayor que los
recogidos en otros trabajos (9, 15, 16), por otra parte nuestro indice de candidemia es
menor que el encontrado en el estudio multicéntrico realizado en Espafa que es del
30% (117).
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Entre Enero 2003 y Diciembre de 2009 se documentaron 456 casos de
candidemia entre los pacientes ingresados en el H.U Virgen del Rocio. La incidencia
media anual de las candidemias detectadas en el H.U Virgen del Rocio respecto a la
poblacion de la provincia de Sevilla fue de 3,4 candidemias por cada 100.000
habitantes y 1,2 candidemias por cada 1.000 ingresos hospitalarios. La incidencia
media de candidemias en Barcelona (16) es similar a la nuestra con 4,3 casos por
100.000 habitantes y ademdas concuerda con los datos provenientes del norte de
Europa donde las incidencias tienen unos valores que van de 1,7 a 4,9 casos por
100.000 habitantes (118, 119). La incidencia media de candidemias acontecida en
Estados Unidos es mayor a las anteriormente comentadas con indices de 6 a 10 casos
por 100.000 habitantes (120- 122).

La incidencia media anual de candidemias por C. parapsilosis complex, en el
periodo que va desde Enero de 2003 hasta Diciembre de 2009 en el H.U Virgen del
Rocio, fue de 0,90 por cada 100.000 habitantes y 0,32 candidemias por C. parapsilosis
complex por cada 1.000 ingresos. En un estudio de Almirante y colaboradores en el
area de Barcelona (5) la media anual de la incidencia de fungemia por C. parapsilosis
complex fue similar, 1 caso por cada 100.000 habitantes y 1,3 en el caso de Estados
Unidos (120) y superior en el caso de Finlandia con una tasa de 0,3 casos por cada
100.000 habitantes (119).

Existen una serie de factores relacionados que influyen en la especie de
Candida aislada en los hemocultivos. En el caso de C. parapsilosis complex, el
incremento de la frecuencia de infeccion se atribuye a varios factores de riesgo, que
incluyen la capacidad de crecimiento del microorganismo en nutriciones parenterales y
su afinidad a materiales protésicos y catéteres (7, 18, 28, 30, 45, 57, 123-125). Los
individuos inmunocomprometidos como los infectados por el VIH y pacientes
sometidos a cirugia, particularmente del tracto gastrointestinal, tienen mayor riesgo de
infecciones por C. parapsilosis complex. Ademas, en pacientes que requieren uso
prolongado de catéter central o de dispositivos intravasculares, como los pacientes
oncologicos, se incrementa el riesgo de infeccidn por esta levadura. En un estudio de
fungemias realizado durante 9 afios, en pacientes con leucemia en un hospital
universitario Italiano, se recogieron 79 casos de fungemia en 77 pacientes, de estos 19
fueron causados por C. parapsilosis complex (20,3%) y esta se asocié con mayor
frecuencia al uso de catéter central y a nutricibn parenteral que otras especies de
levaduras (20). La asociacibn de C. parapsilosis complex con la candidemia

relacionada con catéter puede explicarse por la especial afinidad de esta especie por
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el material sintético y su papel como colonizadora de la piel, tanto de los pacientes
como del personal sanitario (7, 30, 126).

El estudio de Almirante y colaboradores (5) realizado recientemente en
Barcelona identifica como factores de riesgo: catéteres (97%), antibioticoterapia previa
(91%), nutricion parenteral (54%), cirugia previa (46%), terapia inmunosupresora
previa (38%), cancer (27%), receptor de trasplante (16%), neutropenia (12%) o
colonizacién previa (11%).

La poblacion con mayor riesgo de adquirir una infeccion nosocomial por C.
parapsilosis complex son los neonatos de muy bajo peso. La colonizacion de la piel o
del tracto gastrointestinal es, frecuentemente, el primer paso en la patogenia de la
infeccion invasora por C. parapsilosis complex, y los neonatos son especialmente
propensos a esta infeccién debido a que la integridad de su piel esta comprometida,
son mas proclives a las infecciones del tracto digestivo y suelen tener necesidad de
catéteres e intubacion endotraqueal durante largo tiempo (22).

Las infecciones por Candida spp constituyen una causa importante de
morbilidad en los pacientes ingresados en las UCIs neonatales, ya que en estos
pacientes convergen una serie de factores de riesgo que favorecen la infeccion fangica.
Asi, como factores intrinsecos destacamos la edad gestacional menor a 30 semanas y
el bajo peso en el nacimiento. La alta incidencia de C. parapsilosis complex entre la
poblacién pediatrica ha sido descrita en multiples estudios epidemiol6gicos (5, 127), por
ejemplo Rodriguez y colaboradores (128) encuentran que C. parapsilosis complex es la
especie mas frecuentemente aislada en las candidemias neonatales.

En las candidemias por C. parapsilosis complex detectadas en el H.U Virgen
del Rocio, la distribucibn de edades de los pacientes concuerda con los datos
existentes (5, 9), ya que observamos que el 60,4% de estas se produjeron en nifios,
dentro de este grupo hay que destacar que el 44% eran neonatos. En cuanto a las
candidemias acontecidas en adultos, el 23,5% de ellas se presentaron en mayores de
65 afos.

En relacion a la ubicaciéon de los pacientes, también haremos distincion entre
adultos y niflos. En el caso de los adultos podemos destacar que el 42% de ellos
estaban ingresados en un servicio de cirugia, 32,3% en UCI y 11,7% en oncologia. La
procedencia de los aislamientos por servicios en el caso de los nifios fue en el 38,5%
de los casos neonatologia, el 23% en UCI (17,3% UCI pediétrica y 5,8% UCI neonatal),
y el 21,5% de los nifios estaban ingresados en pediatria general.

Aunqgue nuestro trabajo no es un estudio epidemiolégico exhaustivo, de los

datos de las candidemias por C. parapsilosis complex que pudimos extraer mediante
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la revisibn de historias clinicas observamos que los factores predisponentes son
similares a los de otros trabajos, siendo en el caso de los adultos la cirugia previa en el
47% de los casos y la prematuridad en los nifios en el 28,9% (5, 9).

La identificacion de la especie de toda levadura aislada en sangre o en
cualquier otro liquido corporal estéril estd plenamente justificada. También es
conveniente la identificacion de levaduras de otras procedencias, sobre todo cuando
ocurre de forma reiterada en diferentes muestras clinicas del mismo paciente, y
siempre que se asuma que se trata de un organismo responsable de patologia.

Debido a los problemas en la clasificacion tradicional de las levaduras dentro
del género Candida, se necesitan técnicas moleculares para identificar y clasificar las
especies de levaduras medicamente importantes. Esto ayuda a entender las
relaciones de evolucién entre estos organismos. Asi, la aplicacion de procedimientos
moleculares ha desembocado, en algunos casos, en la reclasificacion de
determinadas especies (45).

El analisis genético de C. parapsilosis se ha visto dificultado por la falta de un
ciclo sexual caracterizado, y por no tener una herramienta molecular apropiada (23).
Ya en 1984, trabajos como el de Scherer y Stevens (10) mostraron que los
aislamientos de C. parapsilosis eran genéticamente mas heterogéneos que otras
especies de Candida, estos autores (10) usaron como método de identificacion la
técnica de PCR- RFLP con el que consiguieron separar los aislamientos clinicos de C.
parapsilosis en tres grupos diferenciados (con 5 subtipos). En estudios siguientes (26)
se describieron nuevos subtipos, siendo el mas frecuente el RFLP subtipo I-VII.
Lehmann vy colaboradores (129) analizando los perfiles obtenidos mediante
amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD-PCR) observaron tres grupos entre
los aislamientos clinicos de C. parapsilosis, con una minima heterogeneidad intragrupo.
Igualmente, Lin y colaboradores (126) caracterizaron los tres grupos mediante las
diferencias en los perfiles de las isoenzimas y los espacios internos de trascripcion
(ITS1) y comprobaron que estos concordaban con los patrones obtenidos mediante
RAPD-PCR.

Segun Tavanti y colaboradores (11) las diferencias entre las secuencias de
ADN de C. parapsilosis I, Il y lll son tan grandes que no es posible seguir tratAndolos
como subespecies y son ellos los que han propuesto la nueva nomenclatura, esto es C.
parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis respectivamente. El nivel
de diferencias en las secuencias ITS1 son de la misma magnitud que las que tienen

lugar entre C. albicans y C. dubliniensis. A pesar de que el complejo “psilosis” se
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conoce desde hace afios, aun se sabe muy poco de la epidemiologia de C.
orthopsilosis y C. metapsilosis.

Normalmente, la identificacion de las levaduras en un laboratorio clinico se
lleva a cabo mediante el estudio de las caracteristicas morfologicas, bioquimicas y de
asimilaciéon de sustrato, en nuestro caso, hemos constatado la laboriosidad y la
necesidad de experiencia por parte del microbi6logo para hacer la identificacion a nivel
de complejo ademas de, que como ya hicieran Tavanti y colaboradores (11),
comprobar que no es posible la identificacion a nivel de especie Unicamente con el
estudio de las caracteristicas fenotipicas.

Nuestro objetivo es identificar las tres especies que forman parte del complejo,
C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis por tanto recurrimos a técnicas de
biologia molecular. Tras revisar la literatura sabemos que tanto la técnica de RAPD-
PCR como RFLP-PCR pueden ser Utiles para la identificacion de estas especies. A la
hora de seleccionar estas técnicas hay que tener claro el objetivo que se persigue,
pues muchas de estas técnicas también pueden utilizarse con fines epidemiolégicos,
en nuestro caso buscamos técnicas que discriminen entre especies y que sean
sencillas y faciles de interpretar.

Uno de los factores que han limitado la utilizacién de la técnica RAPD-PCR en
estudios de genética molecular es la reproducibilidad de la técnica. En el proceso de
optimizacion observamos que tanto el numero de bandas como la intensidad de las
mismas, podian variar al cambiar las condiciones experimentales, lo que pone de
manifiesto la necesidad de un proceso de estandarizacion antes de su utilizacion de
forma sisteméatica, para obtener resultados comparables dentro del mismo laboratorio
y que permitan la comparacion con los resultados obtenidos en otros centros. Estos
dependen de las condiciones en que se realiza la técnica, constituyendo una variaciéon
gue enmascara los resultados, pero que puede evitarse sometiendo a esta técnica a
un proceso de puesta a punto, en el que se definan las condiciones bajo las cuales los
patrones obtenidos sean fiables y reproducibles (57).

Por otra parte, necesitamos seleccionar el cebador més apropiado para nuestro
objetivo. Después de analizar los patrones de bandas obtenidos con los 7 cebadores:
OPA-1, OPA-6, OPA-10, OPA-20, OPE-10, OPE-13 y RPO2, observamos que tanto
OPA-20 como RPO-2, a diferencia del resto, dan lugar a patrones de bandas sencillos
y facilmente interpretables que son adecuados para la identificacion de especie dentro
del complejo “psilosis”. Finalmente optamos por seleccionar el RPO-2 ya que se utiliza
mas en la literatura (11, 130) que el OPA-20 y esto facilitara el andlisis y comparacion

posterior de los resultados.
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La técnica de PCR-RFLP se basa en la digestion con enzimas de restriccion de
productos de amplificacion de genes o secuencias polimorficas. Con esta técnica se
estudia una regién muy limitada del genoma, por lo que su poder de discriminacion
suele ser algo inferior al de otros métodos. En general, el poder de discriminacion de
esta técnica depende de una serie de factores como la especie del microorganismo, el
gen analizado y el tipo de enzima de restriccién. La ventaja principal de la PCR-RFLP
radica en la rapidez y simplicidad de esta técnica y la reproducibilidad de los patrones
de restriccion.

Realizamos amplificacion del gen SADH basandonos en unos trabajos de
Tavanti y colaboradores (11, 131) donde eligen este gen después de haber comparado
con otras técnicas el poder de resolucion de la amplificacion de 11 genes y su
posterior digestion.

Tras seleccionar el cebador RPO2 para la técnica de RAPD-PCR y el gen
SADH para la de PCR-RFLP estudiamos una colecciéon de 122 cepas, identificadas
fenotipicamente como C. parapsilosis complex, obteniendo resultados equivalentes
con ambas técnicas. Tavanti y colaboradores (11, 131), después de la amplificacién
con el cebador RPO2, obtienen un perfil de bandas para C. parapsilosis y otro para C.
metapsilosis mientras que en los 9 aislamientos de C. orthopsilosis obtienen cuatro
perfiles diferentes identificados como B1-B4 e interpretan que C. orthopsilosis exhibe
una variabilidad genética que da lugar a diferentes patrones, mientras que esto no
ocurre con C. parapsilosis sensu stricto ni C. metapsilosis, bien es verdad que en el
caso de C. metapsilosis esto puede deberse al escaso numero de aislamientos
disponibles.

A diferencia de ellos, nosotros obtenemos un solo patron por especie y en el
caso de C. orthopsilosis, el patrén que obtenemos coincide con el B2 de Tavanti y
colaboradores (11) por lo que podemos interpretar que debido a la diferencias en la
distribucion geogréfica de las distintas especies de Candida, en nuestro medio
predomina la C. orthopsilosis cuyo perfil genético se ha clasificado como B2.

Al consultar la bibliografia, comprobamos que en ninguno de los trabajos
realizados en la peninsula Ibérica la técnica de biologia molecular elegida para la
identificacion de especie permite comprobar o comparar el tipo de C. orthopsilosis
circulante (18, 132). El Unico trabajo realizado en Barcelona (18) identifican las especies
mediante la secuenciacion de la regiéon ITS1, clasificando a 67 aislamientos como C.
parapsilosis sensu stricto, 6 como C. metapsilosis y 5 como C. orthopsilosis, pero en
este caso donde encuentran variabilidad genética es entre los aislamientos de C.

metapsilosis. Del otro trabajo, realizado en Portugal (132) no podemos deducir nada ya
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gue la identificacion a nivel de especie fue Unicamente realizada mediante la digestion
del producto del gen SADH. Por tanto son necesarios nuevos estudios unificando la
técnica utilizada para poder comparar los resultados posteriormente, que se centren
en la variabilidad genética y lo hagan todos con la misma técnica.

Ambas son técnicas que se pueden implantar facilmente en un laboratorio
clinico, sin embargo RAPD-PCR con el cebador RPO2 en concreto, a pesar de los
inconvenientes que presenta la técnica, es mas sencilla, mads economica y consume
menos tiempo. Ademas, esta técnica también serviria para monitorizar la variabilidad
genética en C. orthopsilosis y C. metapsilosis.

En cuanto a la distribucion de las especies dentro del complejo encontramos
que C. parapsilosis sensu stricto representaba el 91% (111) mientras que C.
orthopsilosis y C. metapsilosis el 8,2% (10) y 0,8%, (1) respectivamente. De los 10
aislamientos identificados como C. orthopsilosis en nuestro estudio, 6 procedian de
muestras de sangre lo que sugiere que esta especie puede comportarse como
comensal humano pero también como patdgeno. Entre nuestras cepas soélo
encontramos una C. metapsilosis que procedia de una muestra de piel.

El estudio més importante en cuanto al nUmero de cepas, es un estudio de
Lockhart y colaboradores (17) donde utilizan una coleccién de 1.929 cepas de C.
parapsilosis complex aisladas en el periodo comprendido entre 2001 y 2006 inclusive,
que forman parte de la coleccién del ARTEMIS Global Surveillance study, en este
estudio encuentran que el 91,3% de estos aislamientos eran C. parapsilosis sensu
stricto, mientras que el 6,1% fueron C. orthopsilosis y el 1,8% fueron C. metapsilosis.
Ademas observaron que, de las cepas de las que disponian el lugar de aislamiento, el
77% de C. orthopsilosis y el 66% de C. metapsilosis fueron aisladas de sangre frente
al 79% de C. parapsilosis sensu stricto. Observaron que el porcentaje de C.
orthopsilosis fue aumentando a lo largo del estudio. Finalmente concluyen que aunque
existen grandes variaciones regionales, conjuntamente C. orthopsilosis y C.
metapsilosis no suponen mas del 10% de todos los aislamientos de C. parapsilosis
complex.

En el trabajo, antes mencionado, realizado en Barcelona con las cepas
productoras de candidemias aisladas entre 2002 y 2003, Goméz-Lopéz vy
colaboradores (18), encuentran que C. metapsilosis supuso el 6,9% (6/87) y C.
orthopsilosis supuso el 5,7% (5/87) de todos los aislamientos de C. parapsilosis
complex recogidos en ese periodo. En un estudio realizado en un hospital terciario de
Portugal a partir de 167 aislamientos obtenidos de muestras de diferentes

localizaciones Silva y colaboradores (132), encuentran que el 91,4% de estos
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aislamientos pertenecian a C. parapsilosis sensu stricto, 2,3% a C. orthopsilosis y
2,9% a C. metapsilosis y ninguna fue de hemocultivo o de catéter.

La distribucién de las especies que encontramos en nuestras cepas concuerda
con los datos extraidos de estudios realizados a nivel internacional (17, 18, 132),
aunque existen variaciones debidas a la variabilidad geografica presente, en ningun
caso la suma de C. orthopsilosis y C. metapsilosis alcanza el 10% del total de los
aislamientos.

Si bien se ha dudado del papel de C. metapsilosis, de la que se ha dicho que
raramente se aislaba de muestras clinicas (133) y se ha considerado como un
microorganismo ambiental (11), podemos extraer de estos trabajos (17, 18, 132) que las
tres especies son capaces de producir candidemias, por tanto son patdégenas ademas
de comensales.

La formacién de biopeliculas es el factor de virulencia mas importante de C.
parapsilosis complex ya que confiere resistencia al microorganismo al limitar la
penetracion de sustancias a través de la matriz y lo protege de la respuesta inmune
del hospedador (59).

Los microorganismos, entre ellos las levaduras, son capaces de entablar
numerosos comportamientos sociales, incluyendo la formacién de biopeliculas
resistentes a los antibiéticos y la coordinacién de un grupo de actividades via quorum
sensing, un proceso en el que la transcripcidn génica esta controlada, dentro de una
poblacién, por pequefias moléculas sefal (134).

Las caracteristicas estructurales y fisiologicas de las biopeliculas confieren una
resistencia innata tanto a antimicrobianos como a desinfectantes y germicidas. Los
microorganismos de las biopeliculas son resistentes a los agentes antimicrobianos por
mecanismos adicionales y diferentes a los de las células plancténicas como sistemas
de expulsion activa, mutacion de la diana y enzimas modificadoras, principalmente.

Otra caracteristica importante, es que los microorganismos que forman parte
de las biopeliculas recuperan la sensibilidad original de la cepa, una vez que se
dispersan de la misma (135). Por tanto, parece que la resistencia de las biopeliculas a
los agentes antimicrobianos probablemente no se debe a mecanismos codificados
genéticamente ni a la seleccion de mutantes resistentes presentes en subpoblaciones,
ya que los altos niveles de resistencia desaparecen cuando se retiran los dispositivos
donde se han desarrollado las biopeliculas.

Los mecanismos responsables del elevado grado de resistencia son uno o mas

de los siguientes:
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La impermeabilidad de la biopelicula a los agentes antimicrobianos. El
primer paso para que los agentes antimicrobianos ejerzan su actividad
es que alcancen su diana. Las biopeliculas poseen una capa de
glucocdliz que protege a los microorganismos de los sistemas de
defensa del hospedador, asi como de la difusibn de los agentes
antimicrobianos hacia las dianas celulares, actuando de este modo
como una barrera que impide o reduce el transporte de los
antimicrobianos al interior de la biopelicula (135).

Una tasa alterada de crecimiento de los microorganismos de la
biopelicula. Los microorganismos embebidos en las biopeliculas
presentan una tasa de crecimiento mas lenta en comparacién con las
células planctonicas, lo que retrasa la accion de los antimicrobianos. En
el interior de la biopelicula hay una limitacion de nutrientes, lo cual
conduce a un retraso en el crecimiento. De este modo, la transicién de
la fase exponencial a la fase estacionaria se ve acompafiada por
aumento de la resistencia (136, 137).

El microambiente en el interior de las biopeliculas es un factor que
afecta a la actividad antimicrobiana in vitro debido a diferentes variables
como la pO, y la pCO,, concentraciéon de cationes divalentes, niveles de
hidratacion, pH o concentraciones de pirimidinas, produciendo efectos
adversos en la accion de los antimicrobianos en el interior de la
biopelicula donde las condiciones acido-basicas y aerdbicas-

anaerdbicas pueden variar (138).

La formacion de una biopelicula levaduras es un proceso extraordinariamente

complejo sujeto a una gran cantidad de factores ambientales, dificiles de reproducir en

los laboratorios. Los estudios de actividad antimicrobiana sobre biopeliculas tienen

importantes limitaciones metodoldgicas que dificultan la comparacion de los resultados.

La mayoria de los estudios acerca de la formacién de biopeliculas en levaduras

se han realizado con C. albicans (59, 60, 61, 66, 69, 73, 75), pero de todos ellos

extraemos que hay numerosos factores que afectan a la adhesion fangica y a la

posterior formacion de biopeliculas. Entre estos factores podemos destacar la especie

de Candida (139), la cepa en concreto (140, 141) y su inéculo, el flujo del medio, la

presencia de bacterias (142), el medio de cultivo (composicion, pH, temperatura,

presencia de iones), las propiedades del sustrato donde se desarrolla la biopelicula y
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por ultimo, la presencia de condicionante de biopelicula como la albumina o
fibrindgeno (140).

En las biopeliculas que se han formado in vivo se suelen encontrar bacterias
junto con Candida spp y es probable que se produzcan interacciones entre las
distintas especies en estas poblaciones adheridas. In vitro, se ha utilizado el modelo
de desarrollo de biopelicula en discos de catéteres para estudiar las biopeliculas
mixtas formadas por Staphylococcus epidermidis y C. albicans, agentes comunes en
las infecciones relacionadas con catéter. La microscopia electronica pone de
manifiesto numerosas interacciones fisicas entre Staphylococcus epidermidis y C.
albicans, tanto en forma de levadura como formando hifas. Ademas, estudios de
sensibilidad antifangica muestran que las células fangicas modulan la accion de los
antibioticos mientras que las bacterias pueden afectar la actividad de los agentes
antifangicos sobre las biopeliculas (142).

A la hora de valorar los estudios de la formacién de biopeliculas y de actividad
antifingica sobre biopeliculas, hay que tener presente los multiples factores que
condicionan su formacion en Candida spp, asi como los propios del método utilizado y
la madurez de la biopelicula.

La evaluacion de diferentes materiales con los que se fabrican catéteres,
muestra que la formacién de biopeliculas en C. albicans se incrementa en los casos en
gue el material es latex o elastomero de silicona, comparado con PVC, y decrece
sustancialmente en el caso de poliuretano o silicona al 100%, asi Hawser y Douglas
muestran en un trabajo pionero como hay materiales sobre los cuales se desarrollan
las biopeliculas extensivamente mientras que sobre otros no (140).

In vivo, los materiales de los que estdn compuestos los catéteres adsorben
rapidamente proteinas del hospedador, lo que favorece la formacion de biopeliculas
sobre estas. La preincubacion in vitro de los catéteres de PVC con fibrinbgeno o
colageno intensifica la formacion de biopeliculas en el caso de C. albicans (140).

Una de las caracteristicas que definen a las biopeliculas es la presencia de una
matriz de material polimérico extracelular en la cual estan embebidos los
microorganismos. La cantidad de matriz depende, ademas de la técnica de
preparacion, de las condiciones de incubacion durante el desarrollo de la biopelicula
(143). La cantidad de matriz aumenta sustancialmente cuando las biopeliculas se
incuban bajo condiciones dinamicas, en vez de estaticas, lo que produce un flujo de
liguido sobre la superficie de las células. Hay varios estudios que apuntan que bajo

condiciones de flujo las biopeliculas se desarrollan mejor (144,145), asi las biopeliculas
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de C. albicans desarrolladas bajo condiciones estéticas contienen pequefias
cantidades de material expolimérico.

La cantidad de biopelicula presente se puede monitorizar cuantitativamente
con la medida espectrofotométrica o0 mediante un ensayo colorimétrico, que puede ser
mediante la reduccion de una sal de tetrazolio o por la incorporacion de [H®] leucina,
estos métodos se correlacionan excelentemente con el peso de la biopeliculas secas
(140).

Se han desarrollado varios sistemas para la obtencion artificial de biopeliculas
ya que como hemos visto, son numerosos los factores que condicionan las
caracteristicas de estas, pero nos centraremos en los siguientes parametros
experimentales:

* el material que compone la superficie donde se va a desarrollar la
biopelicula (silicona, poliestireno...).

» el medio de cultivo, su concentracién en azucares y si se ha realizado
una preincubacién del sustrato donde se va a desarrollar la biopelicula
con albumina, fibrinégeno...

» las condiciones de la incubacion (estatica o dindmica).

* y por ultimo, el método mediante el que se cuantifica la formacion de
biopeliculas.

A la hora de elegir un método experimental que se adapte a nuestros objetivos,
debemos de tener en cuenta los distintos factores que intervienen en la formacién de
biopeliculas y las condiciones experimentales ya que la eleccién del método por el cual
desarrollaremos las biopeliculas es determinante para la posterior evaluacion de los
resultados y la comparacion de estos con los obtenidos por otros autores.

El modelo mas simple para la obtencion de biopeliculas in vitro y el primero que
fue descrito (tabla 24) consistia en el desarrollo de estas sobre la superficie de
pequefios discos de catéteres (140, 143). Un modelo similar es el que desarrolla
biopeliculas sobre tiras de dentadura acrilica (146).

Otro modelo donde se desarrollan las biopeliculas bajo condiciones estaticas
son los realizados sobre placas de microtitulacion de poliestireno con pocillos de fondo
plano (108, 109, 147), entre las ventajas de este método encontramos que es rapido,
seguro y reproducible, ademas brinda una alta capacidad de procesamiento de
muestras

En cuanto a los modelos que utilizan condiciones dindmicas (143, 148-150) es
conocido que dan lugar a biopeliculas con una mayor cantidad de biopolimero que

cuando se desarrollan en condiciones estéticas, pero también tienen una serie de
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inconvenientes, por ejemplo, Domingue y colaboradores (149) proponen el uso del
dispositivo de Robbin modificado (MRD) para la obtencion de biopeliculas sobre las
que ensayar diferentes concentraciones de antimicrobianos. Este modelo se conoce
muy bien pero es una técnica compleja que requiere un personal altamente entrenado,
se producen un namero relativamente pequefio de biopeliculas equivalentes, consume
mucho tiempo, la probabilidad de contaminacién es mucho mayor que en el método
gue hemos utilizado en nuestro caso y, por todas estas razones, no es un método

adecuado para la determinacion de sensibilidades en un laboratorio clinico (150).

Tabla 24: Caracteristicas de las diferentes técnica s para la formacion de

biopeliculas in vitro.

_ Tipo de sistema _
Modelo de sistema » . Referencia
(estatico/dinamico)

Disco de catéter Estatico 140, 143
Disco acrilico Estatico 146
Placa de microtitulacion Estatico 108,109, 147
Filtros de celulosa cilindricos Dinamico 143
Fermentador de biopeliculas perfundido Dindmico 143
Dispositivo de Robbin modificado Dindmico 148,149
Dispositivo de Calgary Dindmico 150

Nuestros experimentos se realizaron siguiendo el protocolo de Ramage y
colaboradores (147) donde las biopeliculas se desarrollan sobre placas de
micropocillos de fondo plano de poliestireno, se incuban a 37°C en RPMI, ya que el
método que describen es rapido, eficiente, seguro y reproducible, ademas brinda una
alta capacidad de procesamiento de muestras.

En cuanto a la cuantificacion de biopeliculas, en nuestro caso la realizamos
mediante un ensayo colorimétrico que determina la capacidad de las enzimas
deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas para convertir un sal de tetrazolio
(XTT) en un producto coloreado (formazan) que puede ser medido
espectrofotométricamente. Como esta sal es soluble en agua, el ensayo de reduccién
de XTT puede ser cuantificado facilmente, sin necesidad de pasos adicionales como
centrifugacion, adicion de tampdn de lisis 0 sonicacién. Segun la hipétesis de Ramage

y colaboradores (147) sélo las células sésiles que han resistido la accién de los
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antifiingicos, son metabdlicamente activas y por tanto producen cambios en el color de
XTT, mientras que las células muertas no, por tanto este método es apropiado para
medir la actividad de los antifiingicos frente a las células sésiles.

Hay estudios que establecen que C. albicans forma biopeliculas con mas
frecuencia que otras especies de Candida potencialmente invasivas pero normalmente
menos patdgenas como C. parapsilosis complex, C. glabrata y C. tropicalis (76,140). En
el caso de Khun y colaboradores (76) entre las condiciones de formacion de
biopeliculas encontramos, que el medio utilizado ha sido YNB (yeast nitrogen base)
con baja concentracion de glucosa y las biopeliculas se desarrollan sobre discos de
silicona. Hawser y Douglas (140) encuentran que C. parapsilosis complex y C. glabrata
forman significativamente menos biopeliculas que C. albicans en un estudio realizado
con el mismo medio que el anterior.

Sin embargo, hay otros estudios que observan que la formacion de biopeliculas
es mas frecuente entre las especies de Candida no albicans, asi Shin y colaboradores
(151), en un estudio realizado con Sabouraud dextrosa enriquecido con un 8% de
glucosa, encuentran que la proporcién de aislamientos que producen biopeliculas en
relacion con la especie es mayor en C. tropicalis seguida de C. parapsilosis complex,
C. glabrata y C. albicans. Tumbarello y colaboradores (152), utilizando Sabouraud
dextrosa (SBD) enriquecido con el 8% de glucosa, encuentran que la proporcion de los
aislamientos que formaron biopeliculas fue del 71,4% en el caso de C. tropicalis
seguida del 23,1% en C. glabrata, 22,6% en C. albicans y el 21,8% C. parapsilosis
complex.

Aungue sabemos que un medio rico en glucosa predispone a la formacion de
biopeliculas en el caso de C. parapsilosis complex, al contrario que con C. albicans,
gque es capaz de formar mas biopeliculas en ambientes con una pequefa
concentracion en azucares (57), en nuestro caso, nos decidimos a la utilizacion de
RPMI como medio ya que es el de eleccion en el CLSI para la determinacién de la
actividad antifangica. Por lo tanto, lo hemos empleado tanto para el ensayo de
formacion de biopeliculas como para la determinacion de la actividad de los
antifingicos sobre células planctonicas y sésiles, para que de esta forma los
resultados obtenidos sean comparables entre si.

La principal ventaja del método seleccionado (108) es que se pueden
determinar varios pardametros facilmente, como la capacidad de formacion de
biopeliculas asi como el efecto de estas en la actividad de los antimicrobianos de

manera mas sencilla y se pueden comparar con otras técnicas.
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Bajo nuestras condiciones experimentales, encontramos que el 53,2% (65 de
122) de los aislamientos de Candida parapsilosis complex fueron capaces de formar
biopeliculas, ademas nuestro estudio muestra que la capacidad de formacién de
biopeliculas varia entre las distintas especies. El 58,5% de las cepas C. parapsilosis
sensu stricto, formaron biopeliculas mientras que ningun aislamiento de C.
orthopsilosis y C. metapsilosis mostré capacidad de formar biopeliculas.

Existen pocos trabajos que estudien la capacidad de formacion de biopeliculas
en C. parapsilosis, C. orthopsilosis y C. metapsilosis. Nuestros resultados coinciden
con datos previos de estudios de Song y colaboradores (153) y Tavanti y
colaboradores (131). Sin embargo, hay algunos autores como Lattif y colaboradores
(154) que afirman que las tres especies tienen capacidad de formar biopeliculas, y que
tanto el espesor como la estructura de la biopelicula son similares en las tres especies.
Melo y colaboradores (155) también encuentran que las tres especies del complejo son
capaces de formar biopeliculas. En los casos de Lattif (154) y Melo (155) debemos
subrayar que las biopeliculas se han desarrollado bajo condiciones dinamicas, que
dan lugar a mayor cantidad de biopolimero.

Algunos autores (57, 151-153,156, 157) han estudiado la diferencia en cuanto a
formacion de biopeliculas entre los aislamientos procedentes de sangre y de otras
localizaciones para conocer si este factor de virulencia juega un papel importante en el
desarrollo de candidemia.

En nuestro estudio, encontramos que la produccion de biopeliculas entre C.
parapsilosis sensu stricto fue del 65% de los aislamientos de sangre y del 50,9% de
los aislamientos procedentes de otras localizaciones, sin encontrar diferencias
significativas respecto a la formacion de biopeliculas en funcién del origen de la
muestra.

Nuestros resultados concuerdan con las conclusiones de Song y colaboradores
(153) y Branchini y colaboradores (57) que no encontraron diferencias respecto a la
formacion de biopeliculas entre aislamientos procedentes de sangre y otras
localizaciones.

Por otra parte, en la literatura también encontramos estudios cuyos hallazgos
difieren de los nuestros, como es el caso del estudio llevado a cabo por Shin y
colaboradores (151), donde un 86% de los aislamientos de C. parapsilosis complex
procedentes de hemocultivos demostraron capacidad in vitro para formar biopeliculas
frente al 47% de los aislamientos de otras procedencias, aunque debemos resaltar el

reducido numero de aislamientos estudiados, 35 aislamientos procedentes de sangre y
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sb6lo 17 procedentes de otras localizaciones, siendo estos grupos muestrales
demasiados pequerios para asegurar la fiabilidad de los resultados.

De forma similar, Ruzicka y colaboradores (156) observaron que mientras que
el 59% de los aislamientos procedentes de hemocultivos demostraron capacidad de
formacion de biopeliculas, solo lo hizo el 39% de los aislamientos de piel, aunque en el
caso de este estudio, debemos resaltar que se estudiaron 85 aislamientos de piel, el
namero de aislamientos de sangre sélo fue de 32, lo que pone de manifiesto que los
grupos no son comparables.

En la dltima década se han desarrollado varios métodos para realizar pruebas
de sensibilidad in vitro a los antifungicos. Estas técnicas han mostrado una buena
reproducibilidad inter-laboratorio y cierta capacidad para detectar la resistencia in vitro
a estos farmacos, por lo que la mayoria de expertos creen que las pruebas de
sensibilidad a los antifingicos tienen utilidad clinica (89, 110, 158).

Una de las consecuencias mas importantes derivada de la estandarizacion en
el estudio de la sensibilidad a los antifungicos es la realizaciéon de estudios de
vigilancia de resistencias a estos agentes (6, 83). Asi se puede evaluar la sensibilidad
in vitro de un hongo a uno o mas antifingicos y correlacionar estos resultados con la
actividad de los farmacos en estudios in vivo.

Existen varios métodos de referencia para realizar estas pruebas con levaduras
y hongos filamentosos. Los mas difundidos son los del CLSI (Clinical and Laboratory
Standars Institute) (89, 110) aunque otras sociedades e instituciones también han
desarrollado métodos de referencia como el EUCAST, [European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing perteneciente a la Sociedad Europea de Microbiologia
Clinica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID)] (158).

Las pruebas de sensibilidad a los antifingicos estdn basadas en las técnicas
en caldo, que se desarrollaron para conocer la actividad in vitro de los antibacterianos.
Estas técnicas determinan la CMI (concentracién minima inhibitoria), que se obtiene
calculando porcentajes de inhibicibn respecto a un control de crecimiento. Los
estandares incluyen recomendaciones para la conservacion, la preparacion y la
interpretacion de las pruebas, asi como un sistema para controlar la calidad de los
resultados (89, 110, 158).

El proceso requerido para la estandarizacion de las pruebas de estudio de los
antifingicos ha sido lento, debido al gran nimero de variables que pueden influir en
los resultados, como son: el medio de cultivo, el pH del medio, la densidad del indculo,
la temperatura y el tiempo de incubacion (86). Los estudios que han evaluado las

correlaciones in vitro - in vivo son muy escasos, aun asi, estas pruebas han jugado un
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papel importante en el desarrollo de nuevos antifungicos, también en las evaluaciones
in vivo que preceden a los estudios clinicos.

También ha influido el hecho de que las infecciones por hongos son menos
frecuentes que las infecciones bacterianas, y esto implica que haya un numero inferior
de datos para establecer posibles correlaciones. Tener un nimero suficiente de datos
acumulados es lo mas importante a la hora de poder establecer los puntos criticos y
poder separar las cepas sensibles de las resistentes.

La introduccién de métodos estandarizados, como los pertenecientes a CLSI y
EUCAST, produjo un cambio cualitativo en los estudios de sensibilidad a los
antifangicos. Por primera vez se disponia de métodos reproducibles para detectar la
resistencia in vitro a estos antimicrobianos, por lo que se podia evaluar su utilidad
clinica. La aplicabilidad practica de una técnica de determinacién de sensibilidad
reside en la fiabilidad de sus resultados; si estos no son reproducibles no pueden
establecerse puntos de corte que guien las recomendaciones terapéuticas. Ademas, la
aparicion de estos estandares ha permitido disefiar y validar varios métodos de
difusiébn en agar y técnicas comerciales para realizar pruebas de sensibilidad a los
antifngicos, que pueden utilizarse para detectar la resistencia a los azoles,
especialmente a fluconazol en levaduras que es el reto asistencial mas destacable en
este campo (159).

El subcomité de hongos del CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute)
ha desarrollado dos métodos para el estudio in vitro de la sensibilidad de Candida spp,
la microdilucién en caldo estandarizada y la difusion en disco (89). Estos métodos son
reproducibles y proporcionan una informacion clinica util que es comparable a la
obtenida en el caso de las bacterias (7, 88, 160-162). El CLSI ha establecido puntos de
corte para cuatro antifungicos sistémicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol y
flucitosina [5FC]), estos han sido desarrollados considerando los datos obtenidos con
la CMI y los mecanismos de resistencia, la distribucién de los perfiles de CMI (y el
didmetro de inhibicidn), los parametros la farmacocinética (PK) y farmacodinamia (PD),
y la relacion entre la actividad in vitro y los datos clinicos (7, 88, 161).

Aungue aun no se han establecido los puntos de corte para el posaconazol, el
CLSI ha llegado a un consenso para establecer los métodos estandarizados para este
compuesto, y se espera que los puntos de corte se establezcan proximamente (93,
163), en el caso de las equinocandinas se ha establecido un punto de corte provisional
a partir de datos de pacientes no neutropénicos, por lo ain se desconoce la relevancia

en otros contextos clinicos (110).
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El EUCAST ha establecido puntos de corte para fluconazol y voriconazol y esté
desarrollando los puntos de corte de otros agentes antifingicos (164). Los puntos de
corte de EUCAST se han establecido a concentraciones mas bajas que en el caso del
CLSI.

EUCAST y CLSI (89, 158) han desarrollado métodos estandarizados basados
en la microdilucién en caldo para determinar la sensibilidad en levaduras. Entre las
diferencias metodoldgicas se encuentran la concentracién de glucosa, el tamafio del
inoculo, el tipo de pocillos (en “U” o con el fondo plano) o la forma de lectura (visual o
espectrofotométrica), pero en general tienen mas puntos en comun que diferencias y
con ellos se obtienen resultados similares (165).

Finalmente, realizamos la determinacion de la sensibilidad frente a voriconazol,
anfotericina B y anidulafungina siguiendo las directrices del CLSI, ya que al analizar la
literatura encontramos mas trabajos basados en este método, lo que nos facilitara la
posterior comparacién de resultados.

Segun la IDSA (Infectious Diseases Society of America) (84) la candidemia
producida por C. parapsilosis complex debe ser tratada con fluconazol. En el caso de
pacientes que hayan sido tratados previamente con una equinocandina que tengan
hemocultivos negativos y hayan demostrado mejoria, una vez conocido que el agente
causal es C. parapsilosis complex pueden seguir siendo tratados con una
equinocandina. En esta ultima version de la guia IDSA, sélo recomiendan el uso de
anfotericina B si existe intolerancia a los otros agentes antifingicos o hay una
disponibilidad limitada de estos. La terapia debe continuar durante dos semanas a
partir del ultimo hemocultivo positivo. Adem&s recomiendan la retirada del catéter en
pacientes no neutropénicos con candidemia.

Histéricamente, anfotericina B ha sido el antifingico mas ampliamente utilizado
en el tratamiento de las candidemias, se han publicado casos que documentan la
resistencia in vivo (166, 167), y resistencias in vitro a anfotericina B entre los
aislamientos de C. parapsilosis complex en un porcentaje del 2 al 3 % (104).

Fluconazol es la alternativa mas utilizada a la anfotericina, con tendencia a ser
el antifngico de primera eleccién en candidemias. Se ha documentado resistencia in
vitro entre especies de Candida distintas de C. albicans, principalmente C. glabrata y C.
krusei (95, 168, 169). Hay controversia en cuanto a si el fluconazol ha influido en el
incremento de candidemias por especies de Candida diferentes a C. albicans, con
argumentos a favor (170), y en contra (171). La resistencia in vitro a fluconazol en
Candida spp va desde 0 al 4,6% (95, 96, 98), sin embargo, la resistencia in vitro a

voriconazol es rara, con una sensibilidad cercana al 100% (172). Mas recientemente,
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un analisis de 9.371 aislamientos de C. parapsilosis complex muestra que sélo el 1,9%
de los aislamientos eran resistentes a voriconazol, y que el 36,7 % de los aislamientos
resistentes a fluconazol fueron sensibles a voriconazol (96).

En el caso de las equinocandinas, hay diferentes estudios (98, 163, 173) que
muestran el excelente espectro y gran potencia de las tres equinocandinas frente a
Candida spp, sin embargo las CMIs en C. parapsilosis complex son
considerablemente mayores que en otras especies de Candida, como se ha descrito
previamente (174). Los valores elevados de CMI frente a equinocandinas se asocian
con mutaciones en 2 regiones altamente conservadas de fskl y fsk2 que codifican
para la subunidades [3-1,3-D-glucanosintasa (GS), diana de esta familia de
antifingicos en la pared celular (175). Messer y colaboradores (99) comprueban que
anidulafungina es muy activa frente a C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei
y lo es menos frente a C. parapsilosis complex y C. guillermondii.

En los 122 aislados de nuestro estudio se determing la actividad in vitro a
voriconazol, anfotericina B y anidulafungina sobre células plancténicas y obtuvimos
como resultados que todos los aislamientos fueron sensibles a voriconazol y
anfotericina B y solo 2 (1,8%) aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto fueron no
sensibles (NS) a anidulafungina.

Al analizar la actividad de voriconazol observamos que muestra una gran
actividad frente a las especies del complejo “psilosis”, lo que concuerda con estudios
de vigilancia recientes que muestran sensibilidades al voriconazol cercanas al 100%
(93), comprobamos que los valores de las CMIs de las 111 cepas de C. parapsilosis
sensu stricto, oscilaron entre <0,03 y 0,125 mg/L, mientras que en las 10 cepas de C.
orthopsilosis el rango de CMI fue de 0,03 a 0,5 mg/L, la unica cepa de C. metapsilosis

present6 una CMI de 0,06 mg/L.

Los valores de CMI a anfotericina B fueron muy homogéneos, en el caso de las
111 cepas de C. parapsilosis sensu stricto, el rango de CMI fue de 0,125 a 1 mg/L, en
las 10 cepas de C. orthopsilosis el rango de CMI oscild entre 0,25 y 1 mg/L y la Gnica
cepa de C. metapsilosis presenté una CMI de 0,5 mg/L, asi al igual que se describe en

la literatura la mayoria de las CMIs se encuentran entre 0,25y 1 mg/L (86-88).

La anidulafungina, caspofungina y micafungina comparten el mismo espectro
de actividad frente a Candida spp y la actividad in vitro de esta familia de antifingicos
es reducida frente a las 3 especies del grupo “psilosis” (176). Asi, en nuestro caso los
valores de CMI correspondientes a la actividad de anidulafungina frente a las distintas

especies del complejo “psilosis” concuerdan con otros estudios (99, 174) que
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establecen que anidulafungina tiene una menor actividad intrinseca frente a C.
parapsilosis complex que otras especies de Candida. En general, la anidulafungina
mostro valores de CMI para los 111 aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto que
oscilaron entre 0,5y 4 mg/L, el rango de CMIs correspondientes a los aislamientos de
C. orthopsilosis fue de 0,5 a 2 mg/L, y el Unico aislamiento identificado como C.
metapsilosis tuvo una CMI de 1 mg/L.

Nuestros resultados referentes a la sensibilidad del complejo “psilosis” frente a
voriconazol, anfotericina B y anidulafungina concuerdan con otros estudios, como el
programa SENTRY (antimicrobial surveillance program) que periddicamente hace
estudios de vigilancia de la sensibilidad a los antifingicos con cepas de todo el mundo,
y en el ultimo estudio correspondiente a 2008, Messer y colaboradores (99) determinan
la sensibilidad de 196 aislamientos de C. parapsilosis complex, entre otras especies,
frente a 10 antifingicos entre los que se encuentran anidulafungina, voriconazol y
anfotericina B. La CMlg, de C. parapsilosis complex a anidulafungina fue de 2 mg/L, el
rango de CMI oscil6 entre 0,25 y 4 mg/L y tanto la CMIs, como CMlg, fue de 2 mgl/L,
frente a voriconazol estos aislamientos se comportaron como sensibles, siendo el
rango de CMI <=0,06 —0,5 mg/L, CMIso<=0,06 y CMlg, fueron de 0,5 mg/L, por ultimo
en el caso de la anfotericina B el rango oscil6 entre 0,25 y 1 mg/L y tanto la CMls,

como CMlgo fueron de 1 mg/L .

En un estudio realizado en Portugal, Silva y colaboradores (132) obtienen
valores que concuerdan con los nuestros en el caso de anfotericina B y voriconazol y
diferentes cuando hablamos de anidulafungina, ya que encuentran que casi el 30% de
los aislamientos se mostraron como no sensibles a este antifingico frente al 1,8%

encontrado en nuestro trabajo.

Los estudios referentes a las diferencias en la sensibilidad frente a los
antifingicos entre las especies del complejo “psilosis” (17,18,132) encuentran
diferencias aunque estas son muy pequefas, y hay que sefalar que tanto en el trabajo
de Goméz-Lopéz y colaboradores (18) como en el de Silva y colaboradores (132), al
igual que en nuestro caso, el nimero de C. orthopsilosis y C. metapsilosis es muy
pequefio lo que dificulta la obtencidon de conclusiones acerca de su comportamiento
frente a los antifungicos.

En nuestro estudio observamos algunas diferencias, aunque muy ligeras
respecto a la sensibilidad entre las tres especies, aunque como hemos mencionado
anteriormente, el nimero de aislamientos de C. orthopsilosis y sobre todo de C.

metapsilosis es muy reducido. En el caso de esta Ultima, de la que s6lo contamos con
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un aislamiento, no podemos analizar su comportamiento frente a los antifingicos. Asi,
C. parapsilosis sensu stricto es mas sensible a voriconazol que C. orthopsilosis. Sin
embargo, C. parapsilosis sensu stricto muestra unas CMIs superiores a las de C.
orthopsilosis frente a anfotericina B y anidulafungina.

Nuestros resultados concuerdan con los de Lockhart y colaboradores (17) que
exponen que tanto C. orthopsilosis como C. metapsilosis presentan CMIs a
anfotericina B y a las equinocandinas inferiores a las mostradas por C. parapsilosis
sensu stricto y que en esta ultima, las CMIs a fluconazol son ligeramente superiores.
También en esta linea, van Asbeck y colaboradores (177) encuentran que C.
parapsilosis sensu stricto fue menos sensible a anidulafungina y caspofungina que las
otras 2 especies Yy teorizan sobre que las diferencias interespecies se podrian explicar
por las diferencias estructurales de la pared celular, una afinidad reducida por el
complejo proteico de la glucano sintasa o la variacién en el metabolismo en este grupo.
Sin embargo, C. metapsilosis fue menos sensible a fluconazol que C. orthopsilosis y C.
parapsilosis sensu stricto, esto puede reflejar la diferente afinidad de los azoles por la
ergosterol sintasa, 14-desmetilasa u otras enzimas de esta ruta de sintesis.

Al igual que ocurre en nuestro estudio, Silva y colaboradores (132) encuentran
dificil la comparacion de los patrones de sensibilidad debido al reducido namero de C.
orthopsilosis y C. metapsilosis, a pesar de ello concluyen que los Unicos aislamientos
resistentes a anfotericina B y voriconazol pertenecian a la especie C. parapsilosis
sensu stricto y que las CMIs para las equinocandinas fueron altas para las tres
especies, pero C. parapsilosis sensu stricto fue menos sensible a anidulafungina y
caspofungina que C. orthopsilosis y C. metapsilosis, en conclusion, ellos encuentran
gue C. parapsilosis sensu stricto da lugar a CMIs mayores frente a los tres antifungicos
que C. orthopsilosis y C. metapsilosis.

Las ligeras diferencias en la sensibilidad antifingica observadas en nuestros
resultados entre las especies del complejo “psilosis” y descritas en los diferentes
trabajos (17, 18, 99, 132, 177) nos sugieren que la diferenciacion entre especies no
seria necesaria de forma rutinaria en los laboratorios clinicos, sin embargo creemos
necesaria la vigilancia epidemiologica para monitorizar cambios en la distribucion de la

especie y en los perfiles de sensibilidad antifingica.

La caracteristica clinica mas importante de las biopeliculas es el incremento
marcado de la resistencia a los agentes antifingicos (155). La bibliografia acerca de la

determinacion de la actividad a los antifingicos por parte de las células sésiles de las
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diferentes especies de Candida y, mas aun, acerca de Candida parapsilosis complex

en concreto es muy escasa (155, 178-180).

A la hora de estudiar los resultados correspondientes a la actividad de los
antifingicos frente a las biopeliculas, seleccionamos 59 de los 65 aislamientos de C.
parapsilosis sensu stricto que habian resultado productores de las mismas,
descartando 6 aislamientos que dieron lugar a CMIs no reproducibles en las células
sésiles, lo que parece estar asociado al espesor de la biopelicula producida, ya que los
indices de produccién de estas biopeliculas fueron bajos. Esto se ha descrito
anteriormente, asi Choi y colaboradores (178) utilizando el mismo método que nosotros,
seleccionaron los aislamientos cuyas densidades Opticas tuvieron un valor superior a
0,3, ya que observaron que las biopeliculas con indices inferiores daban lugar de CMis
no reproducibles, por lo que consideramos que son necesarios mas estudios acerca

de la asociacién entre la densidad de la biopelicula y la sensibilidad a los antifangicos.

Nuestros resultados relativos a las CMIB de estos 59 aislamientos muestran
que voriconazol es totalmente inactivo frente a biopeliculas de C. parapsilosis sensu
stricto, sin embargo anfotericina B y anidulafungina muestran actividad. Debemos
subrayar que la CMIs a anidulafungina, que ya son altas en el caso de las células

plancténicas, se triplican en el caso de las células sésiles.

En un trabajo realizado, bajo condiciones experimentales similares a las del
nuestro, con C. albicans y C. tropicalis, Valentin y colaboradores (181), concluyen que
anfotericina B y anidulafungina muestran actividad frente a las biopeliculas formadas
por estas especies, pero que la actividad es mayor en el caso de anidulafungina.
Shuford y colaboradores (157), en un trabajo dedicado exclusivamente al estudio de la
actividad de los antifungicos frente a biopeliculas de C. albicans, encuentran que tanto
la anfotericina B como la caspofungina muestran actividad frente a las biopeliculas de

C. albicans, mientras que voriconazol se muestra inactivo.

En cuanto a trabajos donde incluyan a C. parapsilosis complex, Choi y
colaboradores (178) han estudiado la actividad de fluconazol, anfotericina B y
caspofungina frente a células sésiles y plancténicas de C. albicans, C. parapsilosis
complex, C. glabrata y C. tropicalis con las mismas condiciones experimentales que en
nuestro caso. Las conclusiones de este trabajo son que, anfotericina B es
moderadamente activa frente a las biopeliculas, observandose un comportamiento

similar frente a las cuatro especies, mientras que fluconazol no muestra actividad
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frente a las biopeliculas de ninguna de las especies. Sin embargo, encuentran
diferencias especificas de especie respecto al comportamiento frente a las
equinocandinas, ya que en el caso de C. albicans y C. glabrata se alcanza una
reduccion del 80% respecto al pocillo control con concentraciones que no superan el 1
mg/L , lo que no ocurre en el caso de C. tropicalis y C. parapsilosis complex que
presentan CMIs mucho mas altas, concretamente en C. parapsilosis complex, la media

de CMIBg, para caspofungina y micafungina fue > 16 mg/L.

Katragkou y colaboradores (179) estudiaron la actividad de voriconazol,
posaconazol, caspofungina y anidulafungina frente a biopeliculas de C. albicans y C.
parapsilosis complex, formadas sobre discos de silicona pretratados con suero fetal
bovino, e incubado bajo movimiento constante durante 48 horas en el caso de C.
albicans y 72 horas en el de C. parapsilosis complex en RPMI. Observaron una
marcada resistencia de las células de la biopelicula de ambas especies de Candida
frente a los nuevos azoles, y que las equinocandinas retenian actividad frente a las
biopeliculas, mostrando mas actividad en el caso de las biopeliculas de C. parapsilosis

complex que en el de C. albicans.

Kuhn y colaboradores (180) determinan la actividad de distintos antifingicos
sobre las biopeliculas de 2 aislamientos de C. albicans y 2 de C. parapsilosis complex
y observan, como en el caso anterior, que mientras los dos nuevos triazoles
(voriconazol y ravuconazol) no mostraron actividad frente a las biopeliculas de estas
mismas especies, anfotericina B muestra actividad frente a las biopeliculas de las 2
especies, manteniendo las CMIs de las células plancténicas en el caso de C. albicans
y las equinocandinas mantienen su actividad en el caso de las 2 cepas de C. albicans
sin embargo en una de las cepas de C. parapsilosis complex se obtuvieron valores
muy altos de CMI.

Como hemos mencionado anteriormente, Melo y colaboradores (155)
encuentran que las tres especies del complejo “psilosis” forman biopeliculas, bajo
condiciones de agitacion durante 72 h, y comparan la actividad de la caspofungina
frente a células sésiles y planctdnicas. Concluyen que caspofungina tiene buena
actividad in vitro frente al complejo “psilosis” tanto en forma plancténica como sésil,
pero que las biopeliculas de C. parapsilosis sensu stricto presentaron CMIs mas altas
que las de C. orthopsilosis y C. metapsilosis aunque en la forma planctonica todas

presentaran la misma CMI.
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En conclusion, de todos los trabajos podemos extraer que los azoles, y en
concreto el voriconazol no es activo frente a las biopeliculas de ninguna de las
especies de Candida estudiadas y que anfotericina B muestra actividad frente a las
biopeliculas de las especies estudiadas. En el caso de las equinocandinas, aunque
estas demuestran actividad frente a las células sésiles, parece que esta varia segun la
especie de Candida, asi esta mayor en el caso de que se trate de biopeliculas de C.

albicans o C. glabrata y es menor en el caso de C. parapsilosis o C. tropicalis.
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7. CONCLUSIONES

1. Aunque las tres especies del complejo “psilosis”, se pueden comportar
como patégenos humanos, C. parapsilosis sensu stricto es la especie mas
frecuentemente aislada del complejo (90%), mientras que C. orthopsilosis y C.
metapsilosis conjuntamente no llegan al 10%, siendo necesarios mas estudios clinicos y
epidemioldgicos para conocer el papel de las tres especies.

2. En el H.U Virgen del Rocio en el periodo 2003-2009, C. albicans es la
especie de Candida mas frecuentemente aislada en hemocultivos (35,5%) seguida de C.
parapsilosis complex (26,5%), C. tropicalis (21,9%), C. glabrata (6%) y el 9,1% restante
corresponde a otras especies.

3. Las candidemias por C. parapsilosis complex afectan de forma
predominante a dos grupos de poblacion, en primer lugar a los neonatos, encontrando
como principal factor predisponente la prematuridad en el 28,9% de los nifios y, en
segundo lugar, a los adultos mayores de 65 afos, siendo en este caso la cirugia previa
el factor predisponente en el 47% de los adultos.

4. De nuestra coleccién de cepas aisladas de hemocultivos, C. parapsilosis
sensu stricto es la especie del complejo més frecuentemente aislada en candidemias
(90%) seguida de C. orthopsilosis (10%).

5. Es necesario llegar a un consenso sobre el uso de las técnicas de
Biologia Molecular a utilizar en la identificacion de especie dentro del complejo “psilosis”,
gue permita la obtencion de unos resultados comparables y haga posible la confeccién

de un mapa epidemiolégico tanto de las especies como de la variabilidad genética de
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estas.

6. Las técnicas RAPD-PCR y PCR-RFLP son muy dutiles para la
identificacion de especies dentro del complejo “psilosis”, y faciles de implantar en un
laboratorio clinico. Consideramos que la técnica RAPD-PCR, con el cebador RPO2
consume menos tiempo, es mas sencilla, econémica y ademas permite la deteccion de
variabilidad genética dentro de las diferentes especies.

7. El gran numero de factores que intervienen en la formacién de
biopeliculas y las diferentes condiciones experimentales bajo las que se desarrollan,
dificultan la comparacién de resultados, asi como la obtencion de conclusiones. Esto
pone de manifiesto la necesidad de establecer una metodologia patron. EI método
propuesto por Ramage y colaboradores es rapido, seguro y reproducible, y posee una
alta capacidad de procesamiento de muestras. Se puede implantar facilmente en un
laboratorio clinico y es aplicable tanto a la formacion de biopeliculas como a la
determinacion de actividad de los antifungicos frente a las células sésiles.

8. La capacidad de formacion de biopeliculas varia entre las distintas
especies, asi ningun aislamiento de C. orthopsilosis y C. metapsilosis mostré capacidad
de formar biopeliculas, y sin embargo el 58,5% de los aislamientos de C. parapsilosis
sensu stricto, presentaron dicha caracteristica.

9. Aunque la formacion de biopeliculas se considera un factor de
patogenicidad, en nuestro estudio, no encontramos diferencias significativas entre los
aislamientos de sangre y los procedentes de otras localizaciones.

10. Voriconazol, anfotericina B y anidulafungina mostraron una excelente
actividad sobre células plancténicas del complejo “psilosis”, siendo todos los
aislamientos sensibles a voriconazol y anfotericina B y sélo 2 (1,8%) aislamientos de C.
parapsilosis sensu stricto se clasificaron como no sensibles (NS) a anidulafungina.

11. Voriconazol es totalmente inactivo frente a biopeliculas de C. parapsilosis
sensu stricto, mientras que anfotericina B y anidulafungina muestran actividad. Sin
embargo, debemos subrayar que la CMIs a anidulafungina, que ya son altas en el caso
de las células plancténicas, se triplican en el caso de las células sésiles.

12. Las ligeras diferencias en la sensibilidad antifingica observadas en
nuestros resultados entre las especies del complejo “psilosis” y las descritas en los
diferentes trabajos, sugieren que la diferenciacion entre especies no seria necesaria de
forma rutinaria en los laboratorios clinicos. Sin embargo, si consideramos imprescindible
realizar la identificacion de las especies para profundizar en el conocimiento del papel

patégeno y de la epidemiologia de las mismas.
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Caracterizacion de Candida parapsilosis complex en el drea del H.U Virgen
del Rocio en el periodo 2003-2009

147



Anexo |

9. ANEXO |

Protocolo de recogida de datos

Filiacion del paciente:

Apellidos: Servicio: Sexo: H/M
Nombre: N.H.C: Edad:

Enfermedad de base

e Trasplante 6rgano sélido: » Trasplante médula 6sea:

» Diabetes mellitus » Cardiocirculatoria :
Leucemia/Linfoma : * Politraumatismo:

e ADVP-VIH: * Enfermedad gastrointestinal:

« EPOC: * Hepatopatia:

» Enfermedad renal : + TM solido:
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Factores predisponentes

* Via central:

e Intubacién:

¢ Respiracion asistida:
e Cirugia previa:

e Sonda vesical:

» Via periférica:

» Drenajes quirurgicos:

Anexo |

Ingreso en UCI:
Nutricién parenteral:
Corticoides:
Quimioterapia:
Prematuridad:

Insuficiencia renal:
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