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ZESUMEN.

Enlosiiltimosafios sehareconocido laimportancia
1 larelevancia clinica de levaduras aisladas de muesiras
2z pacientes. Candida albicans es la especie
sayoritariamente responsable de candidosis, de tipo
@ortunista. El aumnento de infecciones por Candida ha

Evadoa desarrollarméiodos demarcaje epidemiologico

Farag) encontrar los tipos mds frecuentes.Se estudiaron
161 cepas de C. albicans aisladas de diferentes origenes
anatdmicos, aplicando el método de tipificacion por
assings killer de Polonelli er al. (1983), encontrandose 48
=05 killer. ,

Losmds frecuentes fueronel812,111,811y 712.No
fmbounaasociacion particularenire el tipokiller hallado
vlaregidn anarémica delcual proviene lamuesira, segiin
aadro clinico.

Sin embar'ga, epidemiofégi'cameme, en un caso de
s cepas_ azsladas enel pnmero de. [L_quzdo amnzotzco ¥
nzspado uterino y en el segundo de los dos hemoculiivos,
correspondian a los tipos killer 812 y 811 respectiva-
migrte.

INTRODUCCION

Candida albicans es Ia especie més aislada en las
afecciones por levaduras, en especial en las de tipo
oportunista (3), Estd presente én piel (escasamente),en
membranas mucosas, vagina y en el tracto intestinal de
mdividuos normales (2,11) porloque es probablequeel
origen de las infecciones sea principalmente end6geno

SUMMARY.
[Typification of Candida albicans by means of killer
toxins method] '

The importance and medical relevance of yeast
isolated in some patient samples. has beenrecognized in
the last few years. Candida albicans is the species mostly
responsible for candidosis, mainly the opportunist type.
Theincreasingnumber of infections by Candida has led to
the development of the epidemiological marking methods
in order to find the miost frequentiypes:

161 strains of C! albicans, isolated from different
anatomical sources, were studied by applying the typing
method through killer toxins of Polonelli et al.

Forty eight different types of killers were found the
most frequent being the 812, 111, 811 and 712. Neverthe-
less, there was not @ particular association between the
killer type found and the anatomical region from which
the samples came from according to the clinical picture.

Nevertheless; epidemicallyin a corioamnionitis and
fungemia case; it was possible to establis that the isolated
strains in the former amniotic liquid and uterus scraping,
and in the second of the two hemoculiures, the isolated
strains belonged to the 812 and 811 Filler types respec-
tively.

(10,30,34). Parasudesempefio comehongooportunista
requiere de la existencia de diversos factores
predisponentes, resumidosampliamenteenlaliteratura
(3, .11, 12,13, 15, 28, 29, '31);
Apesardelreconocimiento delaimportanciaclinica
de C. albicans; C. tropicalis u otras especies, hay una
clara deficiencia en nuestra capacidad de prevenir y
diagnosticarestasinfecciones, especialmenteen: pacien-
tes inmunocomprometidos. La aplicacién de métodos
para identificar sus especies y establecer tipos, puede

* Trabajo. financiado con fondos del proyecto S-86-08 de la direccién de Investigacién y Desarrollo de: la Universidad

sustral de Chile.

59



Tipificacion de Candida albicans

Zaror & Valdevenito

mgjorar nuestro conocimiento al respecto (4, 20) asi como
el poder discriminar entre colonizacion y enfermedad (4,
13, 16, 23).

La determinacion de perfiles fenotipicos o genotipi-
cos de C. albicans, C. tropicalis u otras puede propor-
cionar las bases para estudios destinados a resolver inter-
rogantes de cardter epidemioldgico o de patogenicidad,
como ser el tol de la variacion de la colonia en la
colonizacidn cronica y en la recurrencia de la infeccidn,
la frecuencia y mecanismo paciente-paciente y personal
hospitalario-paciente, en la diseminacién de la C. albi-
cans, Asila diferenciacién colonial puede ser poten-
cialmente titil en interpretar cultivos y establecer protocolos
profildcticos o terapéuticos. Particularmente si fuesen
encontrados uno o mas fenotipos en infecciones invasivas
(20,22).

Tradicionalmente, 1a identificacién de C. albicans
se ha basado en criterios bioguimicos y morfolgicos.
Meétodos seroldgicos han sido usados para tipificarla,
conociéndose sélo los serotipos A y B, lo que hace
limitado el método (7, 8, 9).

Otros métodos desarrollados son: el resistotipo (33),
biotipos (18,19), caracterizacion por perfiles enzimaticos
(3), andlisis de DNA (29), morfotipo (22). entre otros.

Bevan y Makower en 1963 (1) informaron en cepas
de Saccharomyces cerevisiae, 1a produccién de sustan-
cias letales que se denominan toxinas “‘killer’”, toxicas
para cepas de la misma especie u otros hongos. Philliskirk
v Young (21). hallaron que esta caracteristica estaria
expresada en forma més notoria en el género Hansenula.
Con posterioridad se demostré que estas toxinas actiian
también sobre bacterias (26).

En 1983, Polonelli et al. (24), aplicando los concep-
tos sobre toxinas killer, desarrollaron un método de
marcaje epidemiologico para C. albicans de acuerdo a los
factores de susceptibilidad de las cepas estudiadas frente
a un set de levaduras productoras de toxinas killer.

Ciertos tipos de cepas killer est4n siendo usadas en
laindustria de licores y en la obtencion de cepas industria-
les.

Considerando los antecedentes previos, desarrol-
lamos el método de Polonelli et al. (24), procediendo a
identificar epidemiologicamente cepas de C. albicans
aisladas en Valdivia, de diversos origenes con el objetivo
de establecer los tipos killer mas frecuentes, determinar la
posible relacién entre los tipo killer encontrados, el sitio
de infeccién y la recurrencia, asi como conocer la
estabilidad y viabilidad de las cepas productoras de
toxinas killer.

MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron 161 cepas de C. albicans aisladas en
Valdivia, identificadas por el método del tibulo germina-
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tivo, aplicando luego el método de tipificacién por toxina:
killer descrito en 1983 por Polonelli et al. (24). El origer
y mimero de las muestras se detalla en la Tabla 1.

Las cepas de levaduras aisladas e identificada:
como C. albicans, son sembradas en 10 mi. de caldo
peptona extracto de levadura glucosado (YEPD) o caldc
Sabouraud pH 4,5 e incubadas por 18 hrs. a 25°C cor
agitacion constante (120) rpm.

Se toma 1 ml del cultivo y se diluye en 10 ml. de
caldo YEPD, ajustando la turbidez a un 25% de transmi-
tancia, leida a 530 nm. Luego 1 ml de la suspension se
incluye en 20 ml. de agar YEPD con azul de metileno a
0,003%.

Se deja solidificar el agar y posteriormente se le
estria con cada una de las cepas killer en la superficic
Se incuban a 25°C por 72 horas.

TABLA 1.
Cepas de C. albicans estudiadas para marcaje epide-
mioldégico con toxinas killer. Valdivia, Chile, 1989.

ORIGEN N°
Vaginal 78
Desgarro 17
Piel 15
Uiia 11
Endocervical 9
Orofaringea 9
Orina 2 {
Hemocultivo 2
Liquido amniético 1
Raspado uterino 1
Herida 1
Rectal 1
Otros 14
TOTAL 161
Lectura de las Placas:

Se considerd que hubo actividad litica por las cepas
killer cuando alrededor de laestriadelacepa respectiva
sc observaba una zona clara de inhibicién y/o una regién
de células tefiidas con azul de metileno.

Cuando ninguno de estos efectos fué observado, se
consider6 negativa la actividad killer.

Interpretacion del tipo Killer:
Para combinar el efecto de las 9 cepaskiller, se agru-
paron en tres tripletes como se detalla en la Tabla 2



Tipificacién de Candida albicans  Zaror & Valdevenito

A modo de gjemplo, una C. albicans que fue resis-
wenfe a las tres primeras cepas killer (k1, k2, k3), sensible
al segundo triplete y sensible a k7 y k8 pero resistente a
k9, correspondio al tipo kiiler 812.

Las cepas producioras de toxinas killer fueron man-
¥nidas en suenvase original por dos afios, siendo repicadas
cada seis meses en agar Sabouraud para la obtencion del
s¢t de trabajo y verificar su estabilidad. Para esto se
sligieron 32 cepas de C. albicans en forma aleatoria.

TABLA 2,
Interpretacién y codificacién de las cepas killer
Poloneili et al., 1983).

Act, 1° Triplete Act. 2° Triplete Act. 3° Triplete
K1 X2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9
+ + +1 4+ + +1 + + + 1
+ + - 2 + + -« 2 4+ + - 2
+ - + 3 + - + 3 + - + 3
= + + 4 - + + 4 -+ + 4
+ =5 + ~ =5 + - - 5
- -6 - + - 6 - + - 6
- e BT o= o~ ¥ T - -+ 7
. m ow B = om o= B w = om B
- : Resistente  + : Sensible

RESULTADOS.

En ia tabla 3 s¢ detallan los tipos killer de 161 cepas
de C. albicans de diferente origen, aisladas en Valdivia.
En total se obtuvieron 48 tipos killer diferentes, de los
cuales el 812 fué el mas frecuente, siendo representado
por 25 cepas, correspondiendoal 15,5 % del total estudiado.
Otros tipos killer frecuentes fueron ¢l 111 con 16 cepas
(9,9%), el 811 y 712 cada uno 11 cepas respectivamente
(6.8%) v el 511 con 8 cepas (4,9%).

En la tabla 4 se encuentran las frecuencias respecti-
vas para cada modelo de tipokiller obienido seglin origen.
Veintiseis tipos killer estuvieron repetidos a lo menos una
vez. Cada uno de ellos provenia de cepas de distintas
regiones anatémicas, salvo en cuatro modelos (tipo killer
624, presente s6lo en dos cepas obienidas de desgarro; y
los tipos killer 316, 722 y 721 encontrados dos veces
respectivamente en cepas de origen vaginal) Entre 1as 78
cepas de origen vaginal, ¢l tipo killer mas frecuente fué el
812. hallado en 12 aislamientos. EI 111 s¢ presenté en 7
cepas. El tipo killer 811 se encontrd en 6 cepas de C.
albicans y los tipos 511y 311 se observaron ¢n 3 copas

cada uno respectivamente, Hubo en total 33 tipos killer
para las cepas de este origen. En las cepas vaginales 17
tipos killer estdn repeiidos mas de una vez, las cepas
restantes correspondieron cadauna auntipokiller diferente.

Las cepas de C. albicans provenientes de desgarro,
presentaron 13 tipos killer distintos. De estos los mas
frecuentes fueron el 211, 624, 844 y 712 (Tabla 4).

En las 15 cepas obienidas de piel, observamos un
total de 8 tipos ldller. Los mas frecuenies fueronel 111y
712; el primero con 3 y el segundo con 2 cepas respecti-
vamente (Tabla 4).

De los 10 modelos de tipo killer hallados para C.
albicans provenienies de ufia, sélo el 812 estuvo repetido.
En lascepas aisladas de orina seencontraron 2 tipos killer.
En orofaringe fué posible observar 8 tipos en 9 cepas de
C. Albicans estudiadas, repitiéndose sélo el 812 (Tabla
4).

Los principales poiceniajes de susceptibilidad de
las cepas de C. efbicans frente a cada cepa killer Corres-
ponden a la cepa killer K8 y K5, con un 90,7% y un
87,6% respectivamenic (Tabla 3).

En la tabla 6 se destacan dos gjemplos de aplicacion
epidemioldgica del marcaje por toxinas killer. Uno enun
caso de corioamunionitis por Cardida y el otro de
candidemia.

Se enconird gue las cepas productoras de toxinas
Liller estaban viables después de dosafiosde  almace-
namiento a 4°C. Asuvez, seobservd que su tipo killer
se mantenfa desde el inicio de este trabajo (Tabla 7).

TABLA S

Porcentaje de susceptiblidad individual de cepas de C.
albicans frente z as cepas Iéifer.

C. alkicans inhibidas
CEPAS KILLER N° %
X1 49 30,4
K2 60 373
K3 55 34,2
K4 128 79.5
K5 141 87,6
K6 133 82.6
K7 130 80.7
K8 146 90,7
K9 81 50,3
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Tipos killer de cepas de C. albicans
aislada en Valdivia, Chile 1988-1989

Tabla 3
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Tabla 4
Modelos de tipo killer de cepas de C. albicans segiin muestra clinica

(método de Palonelli et alt.) Valdivia 1988-1989

* Incluye orina, liquido amnidtco, raspado uterino, herida, rectal, orofaringe y hemocultivo
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TABLA 6.
Tipos killeren dos casos clinicos: Evidencias epidemio-
légicas. Valdivia, Chile 1988-1989.

Caso| N° Muestra T. Diagnds-
Cepa Killer tico

I 742 Liq. 812 Corioam-

: amniotico nionitis
743 Raspado | 812
Uterino

II 210 Sangre 111 Fungemia

205 Sangre 111
DISCUSION.

Diversas publicaciones han demostrado que C. albi-
cans es responsable de cuadros clinicos adquiridos
intrahospitalariamente (11. 20, 23, 32). Ghannoum et al.
(6) estudiaron la distribucion de estas levaduras en
distintas areas del organismo.

El desarrollo de métodos de marcaje epidemio-
légico para este hongo levaduriforme (5, 14. 17. 24, 33)
han permitido establecer en distintos casos clinicos, si
estas infecciones son recidivas. reinfecciones, o como
demuestra Rios et al. (28), en un caso de corioamnionitis,
que las levaduras (C. albicans) encontradas en liquido
amniotico. raspado uterine y contenido gastrico de un
recién nacido. correspondian al mismo biotipo.

Soll et al. (31) usando un método mas sofisticado y
preciso. como es el de Southern Blot. encontraron que
cepas aisladas de 12 diferentes regiones anatdmicas,
paralelamente a la primera infeccion vaginal. podian ser
separadas en 3 categorias, lo que representd 3 cepas
genéticamente diferentes. La misma cepa de C. albicans
fué responsable en tres episodios de vaginitis recurrente,
mostrando que el método de analisis de DNA es de gran
precision para establecer si estas infecciones recurrentes
corresponden a reinfeccién o recidivas.

En nuestro estudio. la tipicacién por toxinas killer,
parece ser una buena herramienta de marcaje epidemi-
olégico al permitir determinar en las cepas de C. albicans.

un caso de coricamnionitis y otro de sepsis, donde la
levadura aislada correspondia al mismo tipo killer. En el
primer caso se aislaron 2 cepas de C. albicans, una
proveniente de tdtero y la otra aislada de liguido am-
nidtico, ambas presentaron el tipo killer 812. En el
segundo caso, las 2 muestras de sangre tomadas a diferentes
tiempos al paciente, correspondieron a C. albicans y al
tipo killer 111 (Tabla 6). Esto también fué observado por
Gallardo con el método de Odds y Abbott (5).

En nuestro estudio se encontrd que todas las cepasde
C. albicans fueron sensibles a alguna toxina, lo que
concuerda con lo observado por Polonelli et al. (25). Este
hecho sugiere el uso de métodos estandarizados para
poder comparar resultados. Los mismos autores
desarrollaron un sistema de diferenciacién computari-
zado de cepas de C. albicans usando toxina killer purifi-
cada en lugar de cepas productoras, encontrando que con
esta modificacién mejoraba la estandarizaciéndel sistema.
Esto disminuye las diferencias de tiempo de crecimiento
y metabolismo de diversas cepas killer para la produccion
de sus toxinas y la necesidad de mantener estable el set de
levaduras productoras con resiembras frecuentes. (estables
a 4°C). El andlisis computarizado de datos evita ademas,
una interprefacion subjetiva de los resultados, como
podria haber ocurrido con el métedo desarrollado aqui.

En concordancia con lo encontrado por Polonelli et
al. (24) no evidenciamos una asociacion particular entre
el tipo killer hallado y la region anatémica del cual
proviene la muestra, lo que se relaciona también con lo
observado por Gallardo (5). que usando el método de
resistotipo llegd a iguales resultados. Lo destacable es
que un individuo, al parecer. es colonizado por un solo
tipo killer. Aan asi. los tipos killer mas frecuentes fueron
en flujovaginal. e1 812, 111, 811, 511y 311 (Tabla4).En
1986, Polonelli et al. (27) estudiaron el uso de toxinas
killer para eventuales tratamientos en relacién al tipo
killer encontrado en el paciente. En infecciones. en
animales de experimentacion con M. furfur y M.
pachydermatis de origen cutdneo o del conducto auditivo
externo. observaron que al aplicar tépicamente unatoxina
killer concentrada. los cultivos de control eran negativos.

El méiodo detipificacién es practico, facil deejecutar.
no requiere de equipos sofisticados a diferencia del
método de andlisis de DNA (29). Sélo necesita contar con
las cepas tipificadoras y el agar y/o caldo YEPD. Las
cepas aportadas por Polonelli et al. (24) son estables como
marcadores. como se puede apreciar en la tabla 7.
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TABLA 7
Estabilidad en el tiempo del tipo killer de C. albicans
TIPO KILLER
N° CEPA
1* DETERMINACION 2° DETERMINACION 3 DETERMINACION
(OCT.-87) (MAYO-88) (AGO.-89)

742 743 812 812 812
1380 651
3320 4480

750 1773 687 687 687
1669 111 111 111

58 499 816 816 816
666 722 722 722
N41 70 842 842 842
2288 860 811 811 811
135 646
1604 2787 316 316 316
710 4138 612 612 612

17

676 10 686 686 686
347 ‘

371 284 284 284
764 768 884 884 834
2712 447 611 611 611
475
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