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En!osúltifllos qñosse há réconocidó la iniportal1,ci[J 
) lá;¡;eleVlincia clfnicadeleyaduTiJs iJisladilsile l11Uesfra'$ 
k pacientes. Candida albicans es la espede 
llUiY,oritiJriamente responsable de, candidosis, de tipo 
'PQrtuiIista. EiátlmelltO,de infeccionés por C~ndidaha 
lEWj(ifldrJ{s(lrf:olll2rmétiJdos demarcajeepi(ieri¡¡ol6,gic9 
fd[a encontrar 'los' tipas má,s {recuenies"See.;;rudiaJQiI 
Uilcepas de C"albiCarts aisladas de diferentesonl{enes 
linllt'ómicOS, aplicando 'el método de tipificación por 
~lls kilier de PolonellfetaL (leJé3)~ encontrandose48 
$ Q's ki!lg, 

Lós,másJjetuentes fueron elS1;¡, 111, 811 Y 712. No 
tllbá.una asociaciQn¡JJarticul4rentré eltipo killefJ:¡al!ado 
! la'legión anatómica delcualproyimda;niúestra, según 
aLlidro clínico. 

Sil], e1neiirgo; epidemiológicalllente; en un caso de 
rofibámni(¡i;litjs yd,e fungél11iqfuéposiflle' éSlqblecer que, 
w cepas aislada,s en e(pnmero 4e líijuido amniótico y 
mspadouterino y, 'en el segundo de los dos h¡mlOcultivos; 
<f!rrespondían a los tipos killer 8Í2 y 8n respectiva­
Ríent~; 

fN'ifRODUCCION 

$.UMMAR,Y. 
[Typificailonof Candid4alb1cans by ~ans ofkille1' 

torins metluJdj 
The importance and medlcai· releyance' of yeasl 

isol{lteij iri,somept!(ientsampfes, hasbeentecogrdted in 
ihe 1asl féw years, Calidi¡la a/ljiéilits iS thl! ~peci?s rítostiy 
responsiblefor'candidosjs; mainiy fhe ()pp6rtlmi~nypé. 
The increasingnumber ofinfections by Candidá has let/. fa 

the déviflopment ofthe epidemi%gical marking melhoás 
iri ()rdei to fintf. lhe mOs! frequent typeSi 

~6J ~tr(¡ins (¡fe; albita;,s, is()lafeilfr{Jril different 
pnaJon:zicaJ saurees" )Vere S(Udie4 by applying th? typing 
method Ihrough killer torins Qf Polol¡elli e~ aL 

Forty eight different types of killers ",ere found~ (he 
rlló,t frequent being the 812, 111, 811' and 712. Neverthe­
less; th~re Was .not a patticulat association, beMeen the, 
kill~t typefrjund andlhe áng.tr)mitalr~gjonjrom ",hieh 
Ihe samp{es camefrOm according io thé clifL,icál p itt¡ite: 

Neyerthefessjepidemically in.a corioamnioniti.í and" 
fungemili case(ÍI waspossible to.esllib!is thatiheisolme,d' 
stt!Jj¡!~ in Ihéfol7ner alnnio1ic liquid'anduterus scrapinfí! ' 
¡md üí II!e seC'ond4fthe,MoHemoCü[tzm'Si; the Úo/ateii 
str(lii1s, b.elonged io ¡he 8) 2 aiu} Qli; killifrtype~ .respec­
(Ível~. 

(10,3.Ó,34). Para sudesempeño comohongo.oportunisla 
requiere de, la. existencia de div.ersos, fact ores 
predjspbneIitljS, f!'§jIIhidq§ 3in p!jgmenteén la literatura· 
(3, 4,,l1, 12, n 15, ~, 29, 31). 

. .Gandida albiCans esla especie más aislada en las A.pesardeti~iH'\cirnieniodelaimpo'rtailciªclínica 
mfeccioiles por levadura~, .'enespecial en las de >tipo de. C. albicans; C. tropicalis u otras 'especies, hay, !,\ha 
0P9ttujlis¡a (3), Está pr¡ol;~íJ,t~en pjel(escasamente),en daradeficiencia en nuestra' capacidad de prevenir X 
membranas rou~osas, vaginay;en el ttitcto in:tCStimU dé diágnos ti<;¡¡rCStasirtfecciones,espedálmenteen paden­
individu.os normales{2,Ú) porlºqu~espiobal>lequeel tes inmunQcOIllP(9metjdós, Ui apli<:aci¡jn dé i)létodos 
origen deÍas infeccionesseaprincipalmente'endógeJfb para ident,ifiClir .SÚS especies,y es.ta,ble<:eft,ipos, pue(j:e 
~~~~~~~~~~~~~~~~--

• lYál5.ajo. Iiñandado 'con' fondo:s det proyectQ S·8,6-08 d~ -la' d.irección Qe .invesiigagiQn y Des,arrpllq ,de - la Universidad' 
.:..lJ:s'tiaf !fe- -GhHe. 
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mejorarnuestro conocimiento al respecto (4, 20) as! como 
el poder discriminar entre colonización y enfermedad (4, 
13, 16, 23). 

La determinación de perfiles fenotípicos o genotípi­
cos de C. a/bieans, C. tropiealis u otras puede propor­
cionar las bases para estudios destinados a resolver inter­
rogantes ,de caráter epidemiológico o de patogenicidad, 
como ser el rol de la variación de la colonia en la 
colonización crónica y en la recurrencia de la infección, 
la frecuencia y mecanismo paciente-paciente y personal 
hospitalario-paciente, en la diseminación de la C. albi­
eans. Así,la diferenciación colonial puede ser poten­
cialmenteútil en interpretar cultivos yestablecer protocolos 
profilácticos o terapéuticos. Particularmente si fuesen 
encontrados uno o más fenotipos en infecciones invasivas 
(20,22). 

Tradicionalmente, la identificación de C. albieans 
se ha basado en criterios bioquímicos y morfolól¡icos. 
Métodos serológicos han sido usados para tipificarla, 
conociéndose sólo los serotipos A y B, lo que hace 
limitado el método (7, 8, 9). 

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

Bevan y Makower en 1963 (1) informaron en cepas 
de Saeeh~romyees eerevisiae, la producción de sustan­
cias letales que se denominan toxinas "killer", tóxicas 
para cepas de la misma especie u otros hongos. Philliskirk 
y y oung (21). hallaron que esta característica estaria 
expresada en forma más notoria en el género Hansenula. 
Con posterioridad se demostró que estas toxinas act6an 
también sobre bacterias (26). 

En 1983, Polonelli et al. (24), aplicando los concep­
tos sobre toxinas killer, desarrollaron un método de 
marcaje epidemiológico para C. albieans 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 están siendo usadas en 
la industria de licores y en la obtención de cepas industria­
les. 

Considerando los antecedentes previos, desarrol­
lamos el método de Polonelli et al. (24), procediendo a 
identificar epidemiológicamente cepas de C. albiealls 
aisladas en Valdivia, de diversos orígenes con el objetivo 
de establecer los tipos killer más frecuentes, determinar la 
posible relación entre los tipo killer encontrados, el sitio 
de infección y la recurrencia, así como conocer la 
estabilidad y viabilidad de las cepas productoras de 
toxinas killer. 

MATERIAL Y M ETODOS. 

Se estudiaron 16! cepas de C. a/bieans aisladas en 
Valdivia, identificadas por el método del rubulo germina-
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tivo, aplicando luego el método de tipificación por toxina; 
killer descrito en 1983 por Polonelli et al. (24). Elorige" 
y número de las muestras se detalla en la Tabla 1. 

Las cepas de levaduras aisladas e identificada 
como C. a/bieans, son sembradas en 10 mí. de caldo 
peptona extracto de levadura glucosado (YEPD) o caldc 
Sabouraud pH 4,5' e incubadas por 18 hrs. a 25°C con 
agitación constante (120) rpm. 

Se toma 1 ml del cultivo y se diluye en 10 ml. d, 
caldo YEPD, ajustando la turbidez a un 25% de transmi· 
!ancia, leída a 530 IlIÍI. Luego 1 mI de la suspensión se 
incluye en 20 ml. de agar YEPD con azul de metileno al 
O,D03%. 

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

TABLA 1. 
Cepas de C. a1bicans estudiadas para mareaje epide­
miológico con toxinas killer. Valdivia, Chile, 1989. 

ORIGEN N° 

Vaginal 78 
Desgarro 17 
Piel 15 
Uña 11 
Endocervical 9 
Orofaríngea 9 
Orina 2 I Hemocultivo 2 
Líquido amniótico 1 

I Raspado uterino 1 
Herida 1 
Rectal 1 
Otros 14 

TOTAL 161 

Lectura de las Placas: 
Se consideró que hubo actividad lítica por las cepas 

killer cuando alrededor de la estría de la cepa respectiva 
se observaba una zona clara de inhibición y/o una región 
de células teñidas con azul de metileno. 

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

Interpretación del tipo Killer: 
Para combinar el efecto de las 9 cepas killeT, se agru­

paron en tres tripletes como se detalla en la Tabla 2 



A modo de ejemplo, una C. albicans que fué resis­
IOnte a las tres primeras cepas killer (k1, k2, k3), sensible 
al segundo triplete y sensible a k7 y k8 pero resistente a 
09, correspondió al tipo killer 812. 

Las cepas productoras de toxinas killer fueron man­
leIlidas en su envaseOIjginal pordos años, siendo repicadas 
cada seis meses en agar Sabouraud para la obtención del 
,;el de trabajo y verificar su estabilidad. Para esto se 
eligieron 32 cepas de C. albicans en forma aleatoria. 

TABLA 2. 
Interpretación y codificación de las cepas killer 
(PoloneUi et al., 1983). 

I Act. 1° Triplete Act. 2° Trip1ete Act. 3° Trip1ete 

KI K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 
+ + + 1 + + + 1 + + + 1 
+ + 2 + + 2 + + 2 
+ + 3 + + 3 + + 3 

+ + 4 + + 4 + + 4 
+ 5 + 5 + 5 

+ 6 + 6 + 6 
+ 7 + 7 + 7 

8 8 8 

- : Resistente + : Sensible 

RESULTADOS. 

En la tabla 3 se detallan los tipos killer de 161 cepas 
de C. albicans de diferente origen, aisladas en Valdivia. 
En total se obtnvieron 48 tipos killer diferentes, de los 
cuales el 812 fué el más frecuente, siendo representado 
por25cepas, correspondiendo al 15,5 %de1 total estudiado. 
Otros tipos killer frecuentes fueron el 111 con 16 cepas 
(9,9%), e1811 y 712 cada uno II cepas respectivamente 
(6,8%) y el 511 con 8 cepas (4,9%). 

En la tabla 4 se encuentran las frecuencias respecti­
vas para cada modelo de tipo killer obtenido según origen. 
Veintiseis tipos killer estuvieron repetidos a 10 menos una 
vez. Cada uno de ellos provenía de cepas de distintas 
regiones anatómicas, salvo en cuatro modelos (tipo killer 
624, presente sólo en dos cepas obtenidas de desgarro; y 
los tipos killer 316, 722 Y 721 encontrados dos veces 
respectivamente en cepas de origen vaginal).Entre las 78 
cepas de origen vaginal, el tipo killer más frecuente fué el 
812, hallado en 12 aislamientos. El111 se presentó en 7 
cepas. El tipo killer 811 se encontró en 6 cepas de C. 
albicans y los tipos 511 y 311 se observaron en 5 cepas 
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cada uno respectivamente. Hubo en total 33 tipos killer 
para las cepas de este origen. En las cepas vaginales 17 
tipos killer están repetidos más de una vez, las cepas 
restantes correspondieron cada una a un tipokiller diferente. 

Las cepas de C. albicans provenientes de desgarro, 
presentaron 13 tipos killer distintos. De estos los más 
frecuentes fueron e1211, 624, 844 Y 712 (Tabla 4). 

En las 15 cepas obtenidas de piel, observamos un 
total de 8 tipos killer. Los más frecuentes fueron el 111 y 
712; el primero con 3 y el segundo con 2 cepas respecti­
vanIenle (Tabla 4). 

De los 10 modelos de tipo killer hallados para C. 
albicansprovenientes de uña, sólo el 812 estuvo repetido. 
En las cepas aisladas de orina se encontraron 2 tipos killer. 
En orofaringe fué posible observar 8 tipos en 9 cepas de 
C. AIMea/ls estudiadas, repitiéndose sólo el 812 (Tabla 
4). 

Los principales porcentajes de susceptibilidad de 
las cepas de C. albicans frente a cada cepa killer corres­
ponden a la cepa killer K8 y K5, con un 90,7% Y un 
87,6% respectivamente (Tabla 5). 

En la tabla 6 se destacan dos ejemplos de aplicación 
epidemiológica del marcaje por toxinas killer. Uno en un 
caso de corioamnionitis por Candida y el otro de 
candidemia. 

Se encontró que las cepas productoras de toxinas 
killer estaban viables después de dos años de almace­
namiento a 4°C. Asu vez, se observó quesu tipo killer 
se mantenía desde el inicio de este trabajo (Tabla 7). 

TABLA 5 

POI'Centaje de susceptiblidad individual de cepas de C. 
albicans frcnte a las cepas kil!er. 

C. albicans inhibidas 

CEPAS KILLER N° % 

KI 49 30,4 
K2 60 37,3 
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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Tabla 3 
TipQ' killer de cepas de C; albicans 

aislada en Valdivia, Chile 1988-1989 

1,·1 " OS KILLER M' 
UE Ce áJ l)'lcans .CEPAS· % 

8 12 :2~~ ',5, 5 

111 l é '9 .9 

811 :11 6.8, 

712 11 6 ,0, 

511 8 ~.9 

311 6, 3.7 

687 5. 3, , 
211 5 .3.:.1 .. 

, 
0~2 5 3 , 1 
611 5 3, ' . 
612 5 ~.1' 
816 4 2,,5 
512 3 1,9. 
044 3 . ·1 ; 9 ", 3 1.9 
686 3 1, 9 
"2 3 1.9, 
31 6 2 '1.2 
72 1 2 ' .,2 
022 2 1. 2: 
711 ·2 1 , 2 
n2 2 1.2 
113 2 1. 2 
Oª~ :2· ::r 312 2 
62..,· :2 1.2 
O~O .1i 0.6 
6" " 

0 '6· 
2H '1 0 :6 
038 1 0,6 
7"2 1. 0.6 
0 46 , ,1' '0.6 
612 1 0,6' 
2H J 0 ,'6 
622 , . q .. 6, 
752 '1 0;6 
827 1 '0. 6 
745 J 0.6 
057 ·1 .0 •. 6, 
653 ) 0.6 
·587 1 0.6 
.882 1 0,,0 
28' 1 0',·6 , 
'~2 1 0,6 
03 1 ¡ 0 ,'6 
6.52 , 0,6 
602 1 , W,6 
242 1 U,6 

10r ~L r61 10U 
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Tabla 4 
Modelo. de tipo killer de cepas de C. a1bicans según muestra clínica 

(método de Palonelli et alt.) Valdivia 1988-1989 
• Incluye orina. líquido amniótco, rupado uterino. herida, rectal., orofaringe y hemocultivo 

, 
JlPOs. KIlLER MUESTR~ CLINr c~ 

C. al b I.cüns V/(C l.Nl\t DESGÁRRD ENODCERy,rC"L PIEL y UR~ ·OlROS· TOTAL 

8 12 12 l' .3 4 '5 25 
111 7 iJ O j , 7 16 
011 6 1 1, 2 11 
nt 4 2 1 2 2 J~ 
511 5 t. 1 1 Q 
311 5 O g O 1. 6 
G07' a o O 2 S' 
2 11 2' i O O' 1. 5 
¡Ol! ~ 2 ,1 o 1 1 5· 
(jl :f 2 1 O· 1 1 5., 
6 12' 2 O' 1 1 1, 5 
rIl ;G' ,2 1 O, 1 O ~ , 

. 512 1 o O 1 i 3 
O",'', i 2 íi O O. 3 
. .., 1'1' :1 O o ~ 1 3 
:686 1, 'O O· 1 1 3 
, 12· 2 O O O 1 3 
pa. o' 2 O '0 o á 
3.16 2 o :q O' .,0 Z 
'12'1 ~, '.0 ·0 :0, O ,2 
11/2 O' 'o O 1 ¿ 
7 11 .r- l. O O 'o ,2' 

722 2·, ,o O, o' 'd ,2 
i'!.j o' o '0 2· o 2 
884 1 '0 O O 1 2 
·312 \ o 'O '1 O f , O,~ o \. o O. '0' 

M' O (f o \ O '\ 
2'7 O O O 1 O, 1 
,S30 o' O b :1 O. , I 
7<2, i Ó O ~ 

O, I 
0<6' O O o· O I 
6'2' o O' 1 o Ó i 
21'4 \ O. , o: o O ¡ 
62.2 d O o \ o 
752 1 o O' o O 1 
D21 O. 1 Q O b 1. 
't{5 r ,o, O .. O b \ 
.ost o Ó 9 1 b f 
653, O o \ O O 1 
~B7. 1 o 'g Q q 1 
,on ,2 ~ o· 'o O Q \ 1 
20.11 1 Q O 'O o 1 
"' 42 \ O o O. o \ 
P> .1 1 .0 o ,O, P 1 
652' ,1 o .0 . 'O o r 
602 .0 , o O ,\, 'o' t 
2110.2 o O o .0 1 r 

IT01Al la 11 9 26 3\ 16\ 

~ 

.... 
I 

15~ 
9 .~ 
6.& 
6.8 
4.9 
3.7 
3.1 
3.1. 
3 .1 
3,1 
3.1 

, 2.5 
1 ,9 
I.~ 
1.~ 
1.' 
1 .9 
1.1 
I .~ 
1.2 
1,~ 

I ,i 
1.2 
1.2 
\ ;2 
1.2 
o ,~ 
0.6 O., 
0,6 
0,6 
0,6 
0,6 
0 ,6 
M 
0,6 
0,6 
0.6 
0 ,6 
0,6 
Q ,&, 
0,6 
0,6 
0 ,6 
0 ,6 
0.6 O., 
0, 6 
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TABLA 6. 
Tipo. killeren do. caso. clínico.: Evidencia.epidemio­
lógicas. Valdivia. Chile 1988-1989. 

Caso N" Muestra T. Diagnós-
Cepa Killer tico 

1 742 Liq. 812 Corioam-
amniotico nionitis 

743 Raspado 812 
Uterino 

II 210 Sangre 111 Fungemia 

205 Sangre 111 

DISCUSION. 

Diversas publicaciones han demostrado que e. albi­
eans es responsable de cuadros clínicos adquiridos 
intrahospitalariamente (11. 20. 23. 32). Ghannoum et al. 
(6) estudiaron la distribución de estas levaduras en 
distintas áreas del organismo. 

El desarrollo de métodos de marcaje epidemio­
lógico para este hongo levaduriforme (5, 14. 17.24.33) 
han permitido establecer en distintos casos clínicos. si 
estas infecciones son recidivas. re infecciones. o como 
demuestra Rios et al. (28l, en un caso de corioamnionitis. 
que las levaduras (e. albieans) encontradas en líquido 
amniótico. raspado uterino y contenido gástrico de un 
recién nacido. correspondían al mismo biotipo. 

Soll et al. (31) usando un método más sofisticado y 
preciso. como es el de Southem Blol. encontraron que 
cepas aisladas de 12 diferentes regiones anatómicas, 
paralelamente a la primera infección vaginal. podían ser 
separadas en 3 categorías. lo que representó 3 cepas 
genéticamente diferentes. La misma cepa de e. albieans 
fué responsable en tres episodios de vaginitis recurrente. 
mostrando que el método de análisis de DNA es de gran 
precisión para establecer si estas infecciones recurrentes 
corresponden a reinfección o recidivas. 

En nuestro estudio. la tipicación por toxinas killer. 
parece ser una buena herramienta de marcaje epi~emi ­
ológico al permitir determinar en las cepas de e. alb/eans. 
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un caso de corioamnionitis y otro de sepsis, donde la 
levadura aislada correspondía al mismo tipo killer. En el 
primer caso se aislaron 2 cepas de e. albieans, una 
proveniente de útero y la otra aislada de líqilldo am­
niótico, ambas presentaron el tipo killer 8l2. En el 
segundo caso, las 2 muestras de sangre tomadas a diferentes 
tiempos al paciente, correspondieron a e. albieans 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 encontró que todas las cepas de 
e. albieans 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 diferenciación computari­
zado de cepas de e. albicalls usando toxina killer purifi­
cada en lugar de cepas productoras, encontrando que con 
esta modificación mejoraba la estandarización del sistema. 
Esto disminuye las diferencias de tiempo de crecimiento 
y metabolismo de diversas cepas killer para la producción 
de sus toxinas y la necesidad de mantener estable el set de 
levaduras productoras con resiembras frecuentes. (estables 
a 4°Cl. El análisis computa rizado de datos evita además. 
una interpretación subjetiva de los resultados, como 
podría haber ocurrido con el método desarrollado aquí. 

En concordancia con lo encontrado por Polonelli et 
al. (24) no evidenciamos una asociación particular entre 
el tipo killer hallado y la región anatómica del cual 
proviene la muestra, lo que se relaciona también con lo 
observado por Gallardo (5). que usando el método de 
resistotipo llegó a iguales resultados. Lo destacable es 
que un individuo, al parecer. es colonizado por un solo 
tipo killer. Aún así. los tipos killer más frecuentes fueron 
en flujo vaginal. el 812. 111. 811, 511 Y 311 (Tabla 4).En 
1986. Polonelli et al. (27) estudiaron el uso de toxinas 
killer para eventuales u'atamientos en relación al tipo 
killer encontrado en el paciente. En infecciones. en 
animales de experimentación con M. furfur y M. 
pae/¡ydermatis de origen cutáneo o del conducto auditivo 
externo. observaron queal aplicar tópica mente una toxina 
killer concentrada. los cultivos de control eran negativos. 

El método de tipificación es práctico, fácil de ejecutar. 
no requiere de equipos sofisticados a diferencia del 
método de análisis de DNA (29). Sólo necesita contar con 
las cepas tipificadoras y el agar y/o caldo YEPD. Las 
cepas aponadas 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. a1bicans 

TIPOKlLLER 
N" CEPA 

l ' 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 III 
58 499 816 816 816 

666 722 722 722 
Ñ41 70 842 842 842 
2288 860 811 811 811 

135 646 
1604 2787 316 316 316 
710 4138 612 612 612 

17 
676 lO 686 686 686 
347 
371 284 284 284 
764 768 884 884 884 

2712 447 611 611 611 
475 
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