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1.1. Factores epidemioldgicos de las infecciones causadas por Candida

tropicalis. Incidencia y prevalencia.

Las infecciones debidas a patdgenos fangicos oportunistas se han
incrementado considerablemente en los ultimos afios en relacion con el
aumento de la tasa de poblacion de pacientes inmunocomprometidos, con
alteracion de las barreras de proteccion o sometidos a antibioterapia de
amplio espectro (Blumberg et al., 2001; Aktas et al., 2002; Sugita et al.,
2002; Diekema y Pfaller, 2004; Kojic y Darouiche, 2004; Fridkin, 2005;
Nucci y Marr, 2005; da Silva et al., 2007; Kothavade et al., 2010; Negri et
al., 2010; Jayatilake, 2011; Seneviratne et al., 2011). Las especies aisladas
mas frecuentemente pertenecen al género Candida o Aspergillus (Franca et
al., 2010; Lamagni et al., 2001; Silva et al., 2011 (a)). Microorganismos que
se consideraban contaminantes se confirman actualmente como patégenos

en estos pacientes.

En la practica clinica, aunque la especie del género Candida
encontrada con mas frecuencia es Candida albicans, otras especies de
Candida no albicans como Candida glabrata, Candida tropicalis y Candida
krusei estan emergiendo como patdgenos oportunistas (Aktas et al., 2002;
Pfaller y Diekema, 2007; Lai et al., 2008; Schelenz, 2008; Galan-Ladero et
al., 2010; Kothavade et al., 2010; Silva et al., 2010; Lim et al., 2012), y su
frecuencia se ha visto aumentada proporcionalmente incluso mas que la de
C. albicans (Krcmery y Barnes, 2002; Cheng et al., 2004; Peman et al.,

2005). Asi, los indices de aislamiento de C. tropicalis en todo el mundo
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aumentaron un 2,9% en el periodo de tiempo comprendido entre 1997 y
2003 (Pfaller et al.,, 2005). Este hecho puede deberse tanto al
perfeccionamiento de los métodos diagnosticos de rutina (introduccion de
medios de cultivo cromdgenos con capacidad de diferenciar entre las
distintas especies de Candida para los aislamientos primarios, utilizacion de
nuevas técnicas de diagnostico molecular,...) como al uso a amplia escala de
los antimicoticos como profilaxis en pacientes inmunodeprimidos, lo cual
favoreceria la seleccion de estas especies en presencia de ciertos
antifungicos debido a su mayor nivel de resistencia a los mismos (Roilides
et al., 2003; Perfect, 2004; Hsueh et al., 2005; Gonzalez et al., 2007; Da
Costa et al., 2009; Pfaller et al., 2009). En concreto, en C. tropicalis se ha
observado un aumento progresivo de la resistencia a fluconazol (Tortorano
et al., 2003; Myoken et al., 2004; Yang et al., 2004).

C. tropicalis, tradicionalmente considerada un microorganismo
oportunista de la microbiota humana normal, es una de las especies
emergentes de Candida no albicans aislada con mayor frecuencia en clinica
(Comert et al., 2007; Kliemann et al., 2008; Marol y Yucesoy, 2008; Da
Costa et al., 2009; Franca et al., 2010), siendo descrita por algunos autores
como la segunda especie méas prevalente del género Candida (sola o en
asociacion con Candida parapsilosis) tras C. albicans (Kao et al., 1999;
Kontoyiannis et al., 2001; Ellis, 2002).

Las diferentes especies de Candida en general, representan la cuarta
causa mas frecuente de septicemia de origen nosocomial en EE.UU.
(Wenzel y Pfaller, 1991; Pfaller et al., 1998; Wisplinghoff et al., 2004;
Pontén y Ruiz, 2006; Liu y Filler, 2011) tras los estafilococos coagulasa

negativos, Staphylococcus aureus y enterococos, y la sexta en Europa
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(Marchetti et al., 2004; Rodriguez-Creixems et al., 2008). Aunque la
especie aislada con mayor frecuencia continda siendo C. albicans, las
especies de Candida no albicans han pasado a causar aproximadamente la
mitad de todos los casos de candidemia (Pfaller et al., 2001; Krcmery y
Barnes, 2002; Rodriguez et al., 2010), relacionandose con factores tales
como transplantes hematoldgicos, exposicion previa a fluconazol y edad
neonatal. Actualmente, C. tropicalis ocupa el segundo (Colombo et al.,
2006; Miranda et al., 2009; Zhang et al., 2012) o tercer puesto (Rodriguez et
al., 2010), segin estudios, en la produccion de candidemia, existiendo
amplias variaciones en la prevalencia en funcion de la localizacion
geografica. Asi, en algunos paises como la India y Malasia (en este Gltimo
caso conjunto con C. parapsilosis; Ng et al., 2001) constituye la causa méas
comun de candidemia de origen nosocomial (Verma et al., 2003; Kothari y
Sagar, 2009; Giri y Kindo, 2012), incluso por delante de C. albicans, y en
Brasil hasta un 20% de los episodios de candidemia son causados por C.
tropicalis (Colombo y Guimardes, 2003; Nucci y Colombo, 2007). En
Espafia existen estudios que la sitlan en el tercer (Rodriguez et al., 2010) o
cuarto puesto (Mufioz et al., 2011), con una incidencia actualmente en

aumento (Mufioz et al., 2011).

Ha sido observada como el agente etiolégico mas habitualmente
productor de candidiasis invasiva en pacientes neutropénicos (sobre todo en
los casos de pacientes con leucemias agudas o con transplante de médula
Osea) (Sandford et al., 1980; Kothavade et al., 2010; Rodriguez et al.,
2010).

Ocupa el tercer puesto tras C. albicans y C. glabrata en la

produccién de pericarditis candidiasica (Kothavade et al., 2010), y se asocia
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frecuentemente con infecciones del tracto urinario de origen nosocomial
(Jang et al., 2005; Kothavade et al.,, 2010; Negri et al., 2010),
probablemente debido a diferentes factores, como el uso previo de
instrumentacion urolégica y la presencia de catéteres urinarios, la
administracion prolongada de antibioterapia de amplio espectro y la edad
avanzada (Jang et al., 2005), registrandose como la tercera especie del
género Candida aislada con mayor frecuencia a partir de cultivos de orina
(Kauffman et al., 2000; Alvarez-Lerma et al., 2003). Otros estudios (Nucci,
2000; Matsumoto et al., 2002; Weinberger et al., 2003; Kobayashi et al.,
2004; Da Silva et al., 2007), la sittan en segundo lugar tras C. albicans. La
presencia de candiduria puede ser secundaria a la invasion del parénquima
renal de origen sistémico, a la propia infeccién de las vias urinarias bajas o
provenir de la colonizacion del tracto urinario (Jang et al., 2005). Alvarez-
Lerma et al., 2003, reconocen la presencia de candiduria con candidemia
asociada o con candidiasis invasiva. En infecciones de origen nosocomial en
pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos, el aislamiento de
Candida en orina resulta mas frecuente en funcion de los dias de
permanencia en las mismas. Debido a su capacidad de formar bezoares
(bolas fangicas) (Krishnasamy y Liby, 2010; Jiang et al., 2011; Abbass et
al., 2012), C. tropicalis también ha sido descrita como causa de nefropatia

obstructiva.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que muchos de los estudios
epidemioldgicos realizados no consideran la reclasificacion y subdivision de
la especie C. parapsilosis en las nuevas especies methapsilosis,
orthopsilosis y parapsilosis, valorandolas en global como una Gnica especie,
encontrandose de este modo la incidencia real de C. parapsilosis en estos

estudios sobreestimada, ocupando por tanto otras especies como C.
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tropicalis un lugar aun mas destacado en la clasificacion de la frecuencia

por especies.

A pesar de que a la mayoria de las infecciones producidas por C.
tropicalis se les atribuye un origen enddgeno (Edwards, 1997; Zhang et al.,
1997; Pontén y Ruiz, 2006) al ser considerada la segunda especie de
Candida en frecuencia colonizando humanos (Zhang et al., 1997), se han
descrito raros brotes de candiduria (Jang et al., 2005) y casos esporadicos
relacionados de fungemia (Shin et al., 2004) e infeccién de herida
quirdrgica (Isenberg et al., 1989; Doebbeling et al., 1991) por C. tropicalis
de origen nosocomial, probablemente debidos a su capacidad de persistir
durante periodos prolongados de tiempo en superficies inanimadas,
pudiendo posteriormente ser éstas fuente de infeccion nosocomial (Marcos-
Arias et al., 2009 (b)).

En algunos casos, C. tropicalis ha llegado a aparecer como una
especie incluso mas virulenta y con mayor capacidad invasiva que la propia
C. albicans (Krcmery y Barnes, 2002; Okawa et al., 2008) y que otras
especies del género Candida (Arendrup et al., 2002, Okawa et al., 2008;
Mufioz et al., 2011), especialmente en pacientes que presentan leucemia o
enfermedades malignas linforreticulares, demostrando un alto potencial de
diseminacion y una elevada mortalidad (Krcmery y Barnes, 2002; Colombo
et al., 2007; Okawa et al, 2008; Rodriguez et al., 2010). Observaciones
clinicas y experimentales sugieren que las tasas de morbi-mortalidad de las
infecciones causadas por C. tropicalis son mayores que las debidas a C.
albicans (Wingard et al., 1979; Fromtling et al., 1987; Mufioz et al., 2011),
siendo capaz de producir infeccion sistémica con niveles de indculo

menores que C. albicans.
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1.2. Caracteristicas de C. tropicalis.

C. tropicalis (Bennet, en 1844; Castellani, en 1910; Berkhout, en
1923) pertenece al género Candida, incluida en el orden Saccharomycetales,
dentro de la division Ascomycetos. En la Tabla 1 se representa la
clasificacion taxondémica de las principales especies de Candida de interés

médico.

Aldo Castellani (1877-1971) diferenci6 algunas especies de Candida
durante su estancia en Ceilan (actual Sri Lanka) en 1910, destacando entre
ellas C. tropicalis, a la que inicialmente denominé Oidium tropicalis.
Previamente a su nomenclatura actual, C. tropicalis recibi6 diversos
nombres: Saccharomyces linguae-pilosae, Cryptococcus linguae-pilosae,
Myceloblastanon linguae-pilosae, Torulopsis linguae-pilosae, Castellania
linguae-pilosae, Endomyces tropicalis, Monilia tropicalis,
Atelosaccharomyces tropicalis, Myceloblastanon tropicale, Mycotorula
tropicalis, Procandida tropicalis, Endomyces paratropicalis, Monilia
paratropicalis, Atelosaccharomyces paratropicalis, Myceloblastanon
paratropicalis, Castellania paratropicalis, Endomyces bronchialis, Monilia
burgesii, Castellania burgesii, Endomyces cruzi, Zynonema cruzi,
Endomyces entericus, Monilia enterica, Myceloblastanon entericum,
Candida enterica, Castellania enterica, Endomyces insolitus, Monilia
insolita, Myceloblastanon insolitum, Candida insolita, Castellania insolita,
Endomyces niveus, Monilia nivea, Myceloblastanon niveus, Candida nivea,

Castellania nivea, Endomyces peri, Monilia peri, Parendomyces peri,
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Endomyces tropicalis, Antonia tropicalis, Monilia metatropicalis,
Castellania metatropicalis, Monilia accraensis, Candida accraensis,
Castellania accraensis, Candida vulgaris, Geotrichum vulgaris,
Blastodendrion irritans, Parasaccharomyces irritans, Blastodendrion
kayongosi, Monilia kayongosi, Criptococcus kayongosi, Monilia argentina,
Mycotoruloides argentina, Monilia aegyptiaca, Castellania aegyptiaca,
Mycotorula dimorpha, Syringospora dimorpha, Mycotorula trimorpha,
Mycotoruloides trimorpha, Parasaccharomyces talicei, Candida benhamiae
(De Hoog et al., 2000), siendo finalmente introducido su nombre actual por
Berkhout en 1923.
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Tabla 1. Clasificacién taxonémica de las principales especies de Candida de interés médico.

Reino superior:

Reino:

Divisién:

Orden:

Género:

Especies:

Eukariota

Fungi (Mycota)

Ascomycetes

Saccharomycetales

Candida

O O 0O O O O O O O O O OO0 000000000

. albicans

. albicans variedad stellatoidea
. catenulata

. ciferrii

. dubliniensis

. glabrata

. guilliermondii
. haemulonii

. kefyr (C. pseudotropicalis)
. krusei

. lipolytica

. lusitaniae

. methapsilosis
. horvegensis

. orthopsilosis

. parapsilosis

. pulcherrima

. rugosa

. tropicalis

. utilis

. viswanathii

. zeylanoides...

10
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1.2.1. Caracteristicas macroscopicas.

Las colonias de C. tropicalis presentan
un aspecto cremoso, blando, liso, brillante, con
borde rugoso, micelios cerca del margen y olor
a levadura de pan o cerveza. En medios
cromogenicos como Candida ID2 agar adquiere

una coloracion rosada con mezcla de tonos

azulados (Figura 1), mientras que en otros como
Fig 1. C.tropicalis en medio . .
Can ID2 agar. el medio CHROM-agar, el color de las colonias

es azul oscuro. Su tasa de crecimiento es rapida.

1.2.2. Caracteristicas microscopicas.

En cornmeal-Tween 80 agar a 25°C durante 72 horas forma
blastoconidas de entre 4-8 x 5-11um de tamafio individuales o en muy
pequefios grupos en cualquier lugar a lo largo de la pseudohifa, y
abundantes pseudomicelios, que consisten en elementos largos y
pobremente ramificados frecuentemente estrechados en la punta, con

conidias laterales (Figura 2).

>
&
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=

Fig 2. Pseudohifas de C. tropicalis con presencia de blastoconidias
individuales (A) o en muy pequefios grupos (B).
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Diferentes autores refieren que al igual que C. albicans, C. tropicalis
también puede producir tubos germinales (Martin, 1979) y desarrollar hifas
verdaderas (Larone, 1995; Sutton et al., 1998; Silva et al., 2011 (b)). Muy
raramente puede presentar clamidosporas, generalmente en forma de
lagrima, aunque en algunas ocasiones pueden ser pleomorficas

(normalmente tras la administracion de tratamiento antifungico).

1.2.3. Caracteristicas bioguimicas.

Las Tablas 2 y 3 resumen las principales caracteristicas bioquimicas
de C. tropicalis (Larone, 1995; Warren y Hazen, 1999; De Hoog et al,
2000).

Se ha aislado a partir de muestras clinicas un organismo muy similar
a C. tropicalis, denominado inicialmente C. paratropicalis (actual C. kefyr),
que se diferencia muy ligeramente de las formas sacarosa-negativas de C.
tropicalis, con la diferencia de que C. paratropicalis no fermenta la sacarosa
ni la melecitosa, y asimila la arabinosa, y tiene capacidad variable para
asimilar sacarosa, melecitosa y metil-D-glucésido (Larone, 1995). La
asimilacion de ramnosa puede ser util para diferenciar C. lusitaniae
(ramnosa-positiva) de C. tropicalis (ramnosa-negativa). Raras cepas de C.
tropicalis pueden asimilar celobiosa débilmente y presentar un patron de
asimilacion similar al de C. parapsilosis. La arabinosa es util para
diferenciarlas, ya que C. parapsilosis facilmente la asimila, mientras que la
mayoria de las cepas de C. tropicalis no lo hace (Larone, 1995; De Hoog et
al., 2000).
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Tabla 2. Pruebas de asimilacion de C. tropicalis.

Glucosa + Xilitol a-metil-D-glucésido
Maltosa | + Etanol [+ Citrato
Sacarosa | + Ribitol [+ Succinato
Galactosa | + D-manitol [+ D-glucuronato
Celobiosa | + D-glucitol [+ D-L-lactato
Dextrosa | + Meso-eritritol - Nitratos
Trealosa | + L-arabinitol - Nitritos
D-xilosa | + Inositol [ - 2-ceto-D-gluconato
Lactosa | - Dulcitol [ - 5-ceto-D-gluconato
L-arabinosa | - Mioinositol [ - D-gluconato
D-arabinosa | - Metanol =N Etilamina
Melobiosa | - Glicerol v Creatinina
Rafinosa | - Cadaverina [+ Inulina
Xilosa = D-triptéfano = Biotina
L-ramnosa | - L-lisina [+ Hexadecano

L-sorbosa Y

N- acetil-glucosamina

D-Glucosamina

Tabla 3. Reacciones de fermentacion de C. tropicalis.

Glucosa F Dextrosa T Galactosa v
Maltosa F Trealosa Y, Celobiosa -
Sacarosa \% Rafinosa - Lactosa -

13
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1.2.4. Caracteristicas estructurales.

La pared celular es una estructura de gran complejidad cuyo fin
principal es la proteccion de la célula fangica, el aporte de rigidez y el
mantenimiento de la homeostasis, permitiéndole la interaccion con el medio
externo a través de adhesinas (proteinas Als (“Agglutinine-like sequences™)
y Hwpl (“Hyphal wall protein”) en C. albicans, entre otras) y receptores
celulares. En su estructura se han identificado cinco capas variablemente
electron-densas y electron-lucidas, caracteristica atribuida a su composicion
quimica. Estd constituida principalmente por polisacéridos (glucano,
quitina, manano) y por proteinas, generalmente asociadas a los polisacaridos
en forma de glicoproteinas. El glucano, el polisacarido estructural mas
importante, llega a representar el 50-60% del peso seco de la pared. La
mayoria de los polimeros de glucano muestran uniones B8-1,3 y 3-1,6 (B-
glucanos). A su vez, la quitina constituye el 1-2% del peso seco de la pared
(mayor en las hifas que en las levaduras) (Bouza y Mufioz, 2004), y esta
formada por polimeros de N-acetil-D-glucosamina con enlaces B-1,4. Los
mananos Yy las manoproteinas son potentes inunomoduladores (Ponton,
2008). Las proteinas equivalen al 30-50% del peso seco de la pared de los
hongos levaduriformes. La Figura 3 refleja la estructura de la pared celular
de Candida.

La pared celular se considera un blanco importante para la actuacion
de los antifungicos. Asi, las equinocandinas se unen a la B-1,3-D-glucano

sintetasa, responsable de la sintesis del R-1,3-D-glucano, presentando un
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efecto fungicida sobre Candida por rotura de la estructura de la pared,

provocando alteracion osmatica y lisis celular.

La membrana celular estda formada por una bicapa fosfolipidica

tipica de las células eucariotas.

El citoplasma contiene vacuolas llenas de componentes secretorios,
numerosos microttbulos y microfilamentos. Se han observado estructuras
vesiculares similares al aparato de Golgi asociadas al reticulo endoplasmico
denominadas  plasmalemasomas, probablemente involucradas en

mecanismos de secrecion.

Fig 3. Estructura basica de la pared de Candida spp. Tomada de Pontén, 2008.
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1.2.5. Otras caracteristicas.

- Presenta buen crecimiento en Sabouraud Dextrosa Agar a 37°C.

- No crece con cicloheximida a 25°C, aunque esta caracteristica puede

presentar variaciones segun las cepas.

- Presenta negativa la prueba de la produccion de ureasa a 25°C.

- Genéticamente, C. tropicalis guarda una elevada similitud con C. albicans.
Barns et al., 1991 en su estudio de secuenciacion del rRNAs celular de las
especies patogenas de Candida mas frecuentemente aisladas en clinica,
pudieron observar como C. tropicalis formaba parte de un grupo altamente
interrelacionado con C. albicans, con un nivel de similitud entre sus
secuencias mayor del 99%, encontrandose por tanto muy préximas en la
evolucion. Otras publicaciones posteriores, como el estudio filogenético
realizado por Fitzpatrick et al. en 2006, basado en el estudio del genoma
completo de 42 especies fungicas diferentes mediante un anélisis combinado
de genes, y otros estudios de secuenciacion genomica (Butler et al., 2009),
han podido demostrar igualmente este grado de correlacion entre las dos
especies. Los resultados del estudio de Fitzpatrick et al., 2006 se reflejan en

la Figura 4.
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Fig 4. Representacion filogenética de C. tropicalis. Tomadas de Fitzpatrick et al., 2006.
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1.3. Determinantes de patogenicidad de C. tropicalis.

Al tratarse de un constituyente de la flora normal, su relacion con el
hospedador, variable de comensal saprofito a agente patégeno, se debe en
gran medida a la propia capacidad del microorganismo para regular sus
factores de virulencia bajo diferentes condiciones medioambientales
(Colling et al., 2005), asi como de la existencia de una disfuncion previa del
hospedador (Haynes, 2001), teniendo por tanto la mayoria de las infecciones
un origen enddégeno (Edwards, 1997; Ponton y Ruiz, 2006). Se ha observado
cémo la colonizacién por Candida varia segun la localizacién anatémica y

aumenta con la hospitalizacion (Ponton y Ruiz, 2006).

1.3.1. Factores dependientes del hospedador.

El mecanismo de defensa inespecifico que representa la piel intacta
es importante para mantener la resistencia a la candidiasis cutanea.
Cualquier proceso que cause maceracion dejara el sitio involucrado
susceptible a la invasién por Candida, incluso en individuos sanos.
Normalmente, el epitelio responde con cambios como paraqueratosis,
acantosis y espongiosis a la infeccion por Candida. Las propias celulas
epiteliales y endoteliales se pueden llegar a comportar como fagocitos para
Candida, teniendo este hecho gran significancia clinica, ya que estas células

pueden conservar en su interior las levaduras sin ser dafladas por los
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mecanismos immunes del hospedador, pudiendo ser importante en las
recurrencias de las infecciones o en la resistencia a los antifungicos
(Jayatilake, 2011).

Una vez que el microorganismo invade la dermis y alcanza el
torrente circulatorio, los leucocitos polimorfonucleares desempefian un
papel en la defensa debido a que son capaces de dafiar las pseudohifas y de
fagocitar y destruir las blastosporas. Ademas de los neutrofilos, los
monocitos y los eosinéfilos también intervienen en la defensa frente a la
infeccion. In vitro, la muerte producida por los monocitos es mas eficaz que
la producida por los polimorfonucleares. La mieloperoxidasa, el peroxido de
hidrégeno y/o el sistema de aniones superoxido son los principales
mecanismos responsables de la muerte intracelular de Candida. Los
neutrofilos y los monocitos que carecen de mieloperoxidasa o de la
capacidad de generar perdxido de hidrégeno o anién superdxido no son
capaces de destruir eficazmente estos microorganismos. En el caso de los
fagocitos, un mecanismo adicional de destruccion intracelular involucra

proteinas cationicas similares a la quimiotripsina.

La participacion de los linfocitos en la defensa contra Candida y en
el desarrollo de la inmunidad mediada por células inducida por Candida es
un tema complejo. La respuesta inmunitaria celular sistémica no parece ser
importante en la proteccion frente a la candidosis vulvovaginal, en la que
participan los linfocitos T y algunos tipos de anticuerpos. Los pacientes con
candidiasis mucocutanea crénica padecen la infeccion por Candida como
resultado de la disfuncion de su sistema linfocitario (Beers y Berkow, 1999).
Los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida son altamente

susceptibles a la candidiasis cutanea. Las evidencias experimentales indican
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que el manano es el antigeno que influye en las respuestas linfocitarias
(Domer y Garner, 1989). Se ha asociado con anormalidades inmunoldgicas
debidas al fallo de los linfocitos T para responder a la estimulacion con
antigenos de Candida. El grupo méas importante de los pacientes muestra
alteraciones de la inmunidad celular debido a una disgenesia timica, en la
que se incluyen: displasia timica con agammaglobulinemia, displasia del
timo sin agammaglobulinemia (sindrome de Nezelof-Allibone) (Perea,
1991) y ausencia congeénita del timo y glandulas paratiroides (sindrome de
Digeorge) (Torres-Rodriguez et al., 1994).

Un factor derivado de las plaquetas estimula la formacion de tubos
germinales, y las fracciones de la pared celular de Candida aglutinan
plaquetas. El suero y el plasma solos, ain cuando contengan anticuerpos y
componentes del complemento, son incapaces de destruir Candida. Aunque
la respuesta de anticuerpos se ha considerado de poco valor, se han descrito
algunos contra antigenos de Candida que confieren proteccion (Ponton y
Ruiz, 2006).

Existen numerosas sustancias humorales que ejercen un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de Candida (Moors et al., 1992). Asi, las
proteinas séricas fijadoras de hierro inhiben el crecimiento de Candida,
presumiblemente fijando el hierro, que es un factor de crecimiento de
Candida. EI complemento es necesario para la opsonizacion éptima in vitro,
y los animales con deficiencias en la via alternativa de activacién son mas
susceptibles a la inoculacion de Candida. La fraccion C3b se une a las
blastosporas de Candida. El hallazgo de componentes del complemento

depositados en la membrana mucocutanea crénica también aporta
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evidencias que indican un importante papel del complemento. Candida

activa tanto la via clasica como la alternativa (Edwards, 1997).

Dentro de los factores iatrogénicos, los més importantes han sido la
introduccién de los antibioticos de amplio espectro y el uso extendido de
catéteres intravenosos permanentes. Los antibidticos suprimen la flora
bacteriana normal y permiten la proliferacion de Candida, especialmente en
el tracto gastrointestinal. Los factores que pueden favorecer una via de
entrada de Candida al sistema vascular de los pacientes susceptibles a partir
del medio ambiente incluyen el uso de drogas via parenteral, la nutricion
parenteral, los catéteres y otros dispositivos médicos. La cirugia del tracto
gastrointestinal es un factor predisponente para la candidiasis diseminada.
Es posible que la pérdida de integridad del tracto gastrointestinal debida a
enfermedad o a la terapéutica citotoxica cree una puerta de entrada por la

cual Candida pase de la luz intestinal al torrente circulatorio (traslocacion).

Algunos estudios relacionan los casos de fungemia causada por C.
tropicalis con factores caracteristicos del hospedador, destacando la edad
avanzada de los pacientes, la presencia de enfermedad oncoldgica previa y
el origen abdominal como puerta de entrada de la infeccién. También
relacionan algunos factores como neutropenia, tratamiento con corticoides y
shock séptico con la presencia de una mayor mortalidad en casos de

fungemia por C. tropicalis (Mufioz et al., 2011).
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1.3.2. Factores dependientes del microorganismo.

La capacidad que presentan los hongos para responder rapidamente a
los cambios ambientales les permite poseer una gran ventaja adaptativa
sobre el paciente debilitado y facilitar el establecimiento de la enfermedad.
Ademas, las diferentes especies de Candida pueden causar enfermedad en
muchos lugares anatomicos que varian enormemente con respecto a su
medio fisioldgico (Hube, 2004). Esta variabilidad se debe al amplio
repertorio de expresion génica que le permite crecer en diferentes

condiciones (Haynes, 2001).

El género Candida presenta una serie de factores de virulencia que
facilitan la colonizacion y la infeccion en el hospedador (Haynes, 2001;
Pontdn y Ruiz, 2006; Lim et al., 2012). En su sentido mas estricto, un factor
de virulencia es aquel que interactia directamente con las células del
hospedador causando algun tipo de dafio (Haynes, 2001). Sin embargo, en
términos generales, cualquier elemento requerido para llevar a cabo el
establecimiento de la enfermedad en el hospedador puede ser considerado
un factor de virulencia. Hasta hace relativamente poco tiempo se habia
prestado escasa atencion a estos factores de patogenicidad, y por tanto, su
papel en el inicio y la progresion de la infeccion han sido insuficientemente
estudiados. Concretamente en C. tropicalis, estos factores aun permanecen

poco conocidos.
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La secrecion de hidrolasas (Schaller et al., 2005) y otras clases de
enzimas, la capacidad de formacion de biofilm y el dimorfismo (Soll, 1992)
entre otros, son reconocidos como posibles factores importantes en la
virulencia de Candida (Haynes, 2001; Lim et al., 2012). A su vez, la
capacidad de ofrecer diferentes respuestas a cambios ambientales supondria
también un elemento esencial en la produccion de la infeccién. Estos
cambios ambientales son frecuentemente mediados por los receptores de
superficie de la célula que inician la cascada de sefiales de traduccion,
obteniéndose una alteracion en la actividad de los factores de transcripcion y
la consiguiente modificacion de la expresion génica (Calderone y Fonzi,
2001). Asi, la capacidad para formar hifas se acepta como un factor de
virulencia, facilitando la forma filamentosa la invasion tisular (Silva et al.,
2010). Estos factores de transcripcion pueden regular la expresion de genes
tanto involucrados como no en la morfogénesis, y ejercen efectos
pleiotropicos, siendo los mas obvios expresados en su morfogénesis.
Muchas otras funciones son reguladas por estos factores de transcripcion,
los cuales presentan un importante papel en la virulencia (Haynes, 2001).

1.3.2.1 Secrecion de enzimas-hidrolasas.

La capacidad de secretar enzimas que pueden destruir barreras y
producir invasion tisular se considera un importante factor de virulencia (De
Bernardis et al., 2001; Schaller et al., 2005; Lim et al., 2012). De hecho,
estas enzimas son probablemente el factor de virulencia mas extensamente
estudiado en estos hongos, ya que se reconocen como mediadores de la

patogenicidad de Candida, especialmente porque facilitan la invasion tisular
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en la candidiasis diseminada (Schaller et al., 2000). En las especies de
Candida no albicans, estos determinantes de patogenicidad se encuentran

aun pobremente determinados (Gokce et al., 2007).

Las proteinas que se aislan in vitro en el medio de cultivo se conocen
como proteinas extracelulares o proteinas secretadas. Para algunas
proteinas, la clasificacion como proteinas de pared o proteinas secretadas
depende de las condiciones de crecimiento del organismo. La accion de
estas enzimas proporciona acceso a los distintos nutrientes para el
organismo (Chaffin et al., 1998). Estas proteinas se asocian transitoriamente
a la pared celular durante su paso a través de la misma hasta el medio
externo. La distribucion de algunas de estas enzimas es variable, y bajo
algunas condiciones de crecimiento se asocian primariamente al periplasma
y a la pared celular. Algunas se han localizado en la superficie celular,
contribuyendo a la adherencia. Cuando la hidrdlisis de los sustratos o la
accion de las proteinas extracelulares afecta a la funcion y viabilidad del
hospedador, las enzimas se consideran entonces factores de virulencia que
contribuyen al establecimiento de la infeccion (Chaffin et al., 1998).
Candida presenta la capacidad de producir una gran variedad de enzimas
hidroliticas (proteasas, lipasas, fosfolipasas, esterasas, fosfatasas,...), que
favorecen el acceso a los nutrientes para el microorganismo. Entre ellas

destaca la presencia de:
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a. Proteinasas acidas (aspartil-proteasas).

La actividad proteolitica extracelular es una de las actividades
enzimaticas descritas en Candida spp., y se debe a las enzimas aspartil-
proteasas (Saps “Secreted aspartyl proteinases”). Estas enzimas intervienen
en la adherencia, en el dafio tisular y en la afectacion de la respuesta
immune del hospedador (Mohan das y Ballal, 2008). Su actividad
proteolitica se ha asociado con la invasion tisular. Son secretadas por las
especies patdgenas de Candida in vivo durante la infeccion (De Bernardis et
al., 1990) e in vitro cuando el organismo se cultiva en presencia de proteinas
exogenas (generalmente albdmina de suero bovino) como Unica fuente de
nitrégeno. C. tropicalis secreta altos niveles de Saps en presencia de
albimina bovina (Silva et al., 2011 (a)). Estas enzimas tienen una serie de
sustratos que varian en funcion del drgano del hospedador que sea
colonizado o infectado, y son activas en el rango de pH comprendido entre
2.0y 7.0, con pH éptimo de 2.5 a 4.5, dependiendo del sustrato (Douglas,
1988). Cuando las levaduras son fagocitadas, el pH acido en el interior de la
vacuola favorece la activacion de estas enzimas (Filler et al., 1995). El pH
del medio parece actuar directamente en la sintesis y secrecion de las

aspartil-proteasas.

Inicialmente se denominaron Cap (“Candida aspartyl-proteinases”).
Actualmente, las aspartil-proteasas secretadas por Candida se denominan
Sap (SAP gene, Sap protein). Se han secuenciado hasta diez genes SAP

diferentes (Bramono et al., 2006). C. tropicalis posee al menos cuatro genes
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que codifican para aspartil-proteasas, designados SAPT1-4 (Zaugg et al.,
2001; Silva et al., 2010). La expresion de estos genes en C. tropicalis es
dependiente de la cepa estudiada. La produccién de proteinasas parece
favorecer la colonizacion y penetracion del microorganismo en los tejidos
del hospedador, asi como la evasion del sistema inmune del mismo por
destruccion de un importante ndmero de proteinas de defensa del
hospedador, como inmunoglobulinas, factores del complemento, citoquinas
(Borst 'y Fluit, 2003), albdmina, hemoglobina, a-macroglobulina
(Seneviratne et al., 2011), colageno, queratina y mucina (Da Costa et al.,
2009). In vitro, se ha demostrado cdmo Sap2p tiene como funcion provocar
la hidrdlisis de la mucina, lo que contribuye in vivo a la penetracién en la
barrera gastrointestinal y favorece el acceso de Candida a las ceélulas
subyacentes. Ademas, son capaces de degradar otras proteinas de la barrera
epitelial y mucosa, tales como colageno y queratina. También se ha sugerido
que las proteasas podrian promover la liberacion del manano de la pared
celular, lo que produciria la estimulacion o supresion de la inmunidad

celular, asi como de las funciones humorales del sistema inmune.

El acceso al interior de las células del hospedador, probablemente
sea debido a la combinacion de la actividad enzimatica unida a la fuerza
mecénica (Kumamoto y Vinces, 2005) producida por las levaduras y formas
filamentosas. Observaciones ultraestructurales revelan areas de aclaramiento
alrededor de las hifas cuando penetran, apoyando el papel litico de las

enzimas durante la invasion.

Se ha correlacionado la virulencia y los niveles de produccion de
proteinasas tanto a nivel clinico como de laboratorio, considerandose que

desarrollan un papel potencial en la virulencia (Hube, 1996). Asi, las cepas
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mas virulentas de Candida se aislan a partir de pacientes con infeccion por
VIH mas que en sujetos normales, y esta caracteristica puede asociarse con
una elevada produccion de aspartil-proteinasas. Este tipo de enzimas se ha
referido como raro o ausente en cepas 0 especies de Candida no patogenas.
Cepas mutantes de C. albicans que no secretan estas enzimas muestran
significativa reduccién de la letalidad en ratones. Diversos autores como
Naglik et al., 2003, comprobaron como la inhibicion de la actividad aspartil-
proteasa disminuye la invasion tisular. Sin embargo, estudios recientes
sugieren que la expresion de los genes SAPs no son requeridos para la
invasion y el posterior dafio tisular (Lerman y Morschhauser, 2008; Silva et
al., 2010).

b. Fosfolipasas.

Varias especies de Candida se han descrito como productoras de
actividad lipolitica (Chattaway et al., 1971; Zviagintseva y Pitriuk, 1976;
Rudek, 1978; Ghannoun, 2000), y muchas de las especies patdgenas de
Candida secretan enzimas lipoliticas como esterasas (Slifkin, 2000) y

fosfolipasas (Ghannoun, 2000).

El término fosfolipasas hace referencia a un grupo heterogéneo de
enzimas que presentan la capacidad de hidrolizar una 0 mas uniones ésteres
en los glicerofosfolipidos. Aunque todas las fosfolipasas reconocen los
fosfolipidos como sustrato, cada enzima tiene la capacidad de romper una

unién éster especifica (Figura 5) (Ghannoum, 2000).
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respectivamente; B, PLB; C, PLC; D, PLD. (b) Lyso-PL y Lyso-PL transacilasa.
Tomada de Ghannoum, 2000.

La actividad fosfolipasa extracelular (fosfolipasa secretada) se ha
descrito mas extensamente para C. albicans, e incluye fosfolipasa A y B
(lisofosfolipasa o lisofosfolipasa transacetilasa) y C (Price y Cawson, 1977;
Banno et al., 1985; Takahashi et al., 1991; Ibrahim et al., 1995). Se han
encontrado dos formas de lisofosfolipasa-transacetilasa (Takahashi et al.,
1991). Ambas enzimas presentan actividad hidrolasa y transacetilasa, con la
actividad hidrolasa mas prominente a bajas concentraciones de sustrato y la
actividad transacetilasa mas prominente a altas concentraciones (Chaffin et
al., 1998). Mutantes defectivas en fosfolipasa B1 presentan virulencia
atenuada (Ghannoum, 2000), y capacidad de penetracion disminuida
(Mukherjee et al., 2001). La actividad enzimatica se asocia mas a las
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levaduras mas antiguas que a las células méas jovenes. Sin embargo, en
términos generales, C. tropicalis parece tener una capacidad reducida para
producir fosfolipasas extracelulares, aunque este hecho se considera
fundamentalmente cepa dependiente (Marcos-Arias et al., 2009 (a); Galan-
Ladero et al., 2010; Negri et al., 2010).

La actividad fosfolipasa representa un potencial determinante de
virulencia de las especies de Candida patégenas (Birinci et al., 2005;
Sacristan et al., 2011), ya que desempefian un importante papel en la
invasion de los tejidos del hospedador por rotura de las membranas de las
células epiteliales, al degradar los lipidos que la constituyen, permitiendo a
las hifas penetrar hasta el citoplasma (Banno et al., 1985; Borst y Fluit,
2003). Mientras los aislamientos orales de voluntarios sanos muestran baja
actividad fosfolipasa, los aislamientos clinicos de la cavidad oral de
pacientes con candidiasis oral, producen mayor actividad de esta enzima
(Ibrahim et al., 1995). Altos niveles de produccion de actividad fosfolipasa
se han correlacionado con un aumento de la capacidad de adherencia, una
mayor mortalidad en modelos animales (lvanoska, 2003) y dafios en las
membranas celulares del hospedador (Ghannoum, 2000). En las hifas
invasivas, la actividad fosfolipasa estd concentrada en el extremo de la hifa
(Pugh y Cawson, 1975; Pugh y Cawson, 1977; Ghannoum, 2000).

A su vez, los aislamientos sanguineos de Candida producen mayor
actividad fosfolipasa extracelular que las cepas comensales (lvanoska,
2003), lo que sugiere implicacion de la produccion de fosfolipasas en la
patogenia de la infeccion hematdgena por Candida.
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Muchos lipidos y productos lipidicos derivados de la accion de las
fosfolipasas presentes en las membranas de las células del hospedador estan
implicados como mediadores y segundos mensajeros en la transduccion de
sefiales. Estos productos de la degradacién de las membranas inducen la
activacion de la proteincinasa C, que juega un papel importante en la
disregulacion de la sefializacion celular a través de la produccién de efectos
locales o de un impacto global en la fisiologia de la célula del hospedador.
La estimulacién de las células del hospedador induce la secrecion de
citocinas en respuesta a factores solubles de origen microbiano. Estas
citocinas estimulan a las células epiteliales adyacentes para que produzcan

otras interleucinas y otros mediadores de la inflamacion.

Las enzimas fosfolipasa A y lisofosfolipasa se han identificado como
las enzimas responsables de la hidrolisis de los fosfolipidos de las

membranas del hospedador invadidas por C. albicans.

c. Esterasas.

La actividad esterasica esta presente en los aislamientos clinicos de
Candida, aunque su significado bioldgico aun debe ser establecido (Chaffin
et al., 1998). Esta actividad se ha demostrado en algunos estudios usando el
test de opacidad del Tween 80 (Rudek, 1978; Slifkin, 2000; Aktas et al.,
2002), utilizado como dnica fuente de carbono. Tsuboi et al., 1996,
comprobaron como C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis presentaban

en su estudio mayor actividad esterasica que otras especies de Candida.
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d. Factor hemolitico.

Existen muchos estudios acerca de algunas de estas enzimas
hidroliticas (proteasas, lipasas, fosfolipasas), mientras que la actividad
hemolitica no se conoce en profundidad (Luo et al., 2001), siendo los datos
relativos a la produccién de un factor hemolitico por C. tropicalis escasos
(Furlaneto et al., 2008; Rorig et al., 2009; Yigit y Aktas, 2009; Franca et al.,
2010; Galan-Ladero et al., 2010; Negri et al., 2010; Seneviratne et al.,
2011).

Las hemolisinas se consideran un factor de virulencia que contribuye
a la patogénesis de las infecciones por Candida (Favero et al., 2011). La
capacidad de los organismos patégenos para adquirir hierro parece de gran
importancia en el establecimiento de la infeccion en el hospedador (Knight
et al., 2005), representando una ventaja adaptativa para el microorganismo.
Debido a que en los humanos la mayor parte del hierro se encuentra
formando complejos, muchos de estos patdgenos deben adquirir el hierro
indirectamente a partir de compuestos que lo contienen, como la
hemoglobina. Algunos microorganismos patogenos secretan factores
hemoliticos para obtener hemoglobina o hemina como recursos férricos.
Para ello, deben poseer mecanismos que destruyan el grupo hemo y asi ser
capaces de extraer el hierro desde la hemoglobina liberada de los eritrocitos
lisados del hospedador. Las enzimas que median esta actividad se clasifican
en términos generales como hemolisinas. La disponibilidad del hierro en el

suero humano es un factor limitante para el crecimiento de Candida, donde
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el hierro estd secuestrado por la transferrina. C. albicans es capaz de
adquirir hierro a partir de la transferrina (Knight et al., 2005). La
hemoglobina liberada de los hematies lisados puede facilitar el crecimiento
de Candida en el hospedador (Manns et al., 1994). Luo et al., 2001, fueron
los primeros en describir esta propiedad en especies de Candida no

albicans, incluida C. tropicalis.

C.albicans presenta actividad hemolitica cuando crece en agar
sangre enriquecido con glucosa (descrito por primera vez por Manns et al.,
1994), una habilidad que es compartida con C. tropicalis. La presencia de
glucosa en el medio de crecimiento parece ser un factor determinante en la
produccion de esta actividad hemolitica (Manns et al., 1994; Luo et al.,
2001; Favero et al.,, 2011). Las hifas presentan mayor actividad que las
levaduras (Manns et al., 1994).

En C. albicans, este factor hemolitico se identifica como una
manoproteina cuya estructura glucidica se corresponde a un manano
perteneciente a la pared celular (Watanabe et al., 1999), y provoca la
liberacion de hemoglobina, que es usada como un recurso de hierro (Tanaka
etal., 1997).

C. albicans, C. dubliniensis, C. kefyr, C. krusei, C. glabrata, C.
tropicalis y C. lusitaniae presentan actividad hemolitica tanto alfa (lisis
parcial de los eritrocitos causados por la reduccion de hemoglobina a

metahemoglobina) como beta (hemolisis completa) (Luo et al., 2001).
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d. Otras enzimas:

- Glucoamilasa (o-(1,4)-D-glucano glucohidrolasa). Esta enzima

confiere la capacidad de crecer en medios que contienen almidon como
unica fuente de carbono, siendo secretada de forma eficiente por
Candida en el hospedador (Chaffin et al., 1998).

- Fosfatasa_&cida (hidrolasa). No se ha confirmado su papel en la

patogénesis de la enfermedad. Se trata de una enzima inducible (Chaffin
etal., 1998).

- Lipasa. Se ha demostrado actividad lipasa en medios con Tween 80,
60, 40y 20.

- Hialuronidasa y condroitin sulfatasa. C. albicans también produce

hialuronidasas y condroitin sulfatasas, siendo secretadas al medio
(Shimizu et al., 1996). Estas enzimas son producidas por C. tropicalis,
Candida guilliermondii, C. parapsilosis y C. krusei. Se consideran
importantes factores de virulencia para los patdégenos bacterianos
bucales, por lo que se cree que también contribuyen a la infeccién oral
por Candida (Chaffin et al., 1998). Diferentes estudios (Shimizu et al.,
1996) sugieren la importancia de la accién combinada de estas dos

enzimas junto con la actividad fosfolipasa y proteinasa acida.

- Metalopeptidasa. También se han descrito altos niveles de

metalopeptidasa en C. albicans.
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1.3.2.2. Adherencia a diferentes superficies.

a. Adherencia inespecifica. Hidrofobicidad de superficie celular.

La capacidad para reconocer y adherirse a los tejidos del hospedador
asi como a los diferentes dispositivos médicos, principalmente determinada
por los componentes de la pared celular, constituye un primer paso
fundamental en la produccion de la infeccién por Candida (Haynes, 2001;
Jabra-Rizk et al., 2001; Dowd et al., 2011), siendo necesaria para la
posterior progresion de la enfermedad y presentando buena correlacion con
la patogenicidad (Glee et al., 2001; Okawa et al., 2008).

En el proceso de adherencia se han involucrado tanto uniones de tipo
especifico ligando-receptor, como uniones de tipo no especificas (Gallardo
et al., 2002). Estas uniones no especificas se han atribuido principalmente a
fuerzas hidrofobicas de la superficie celular (Blanco et al., 1997; Jabra-Rizk
et al., 2001; Gallardo et al., 2002; Colling et al., 2005). A su vez, estas
fuerzas por si mismas también estarian implicadas en las propias uniones de
tipo especifico ligando-receptor, ya que facilitarian la aproximacion entre
las levaduras y las células del hospedador, contribuyendo también de esta
manera a la virulencia de Candida (De Repentigny et al., 2000; Glee et al.,
2001; Hazen et al., 2001; Masuoka y Hazen, 2004).

La hidrofobicidad de superficie celular constituye un determinante

fundamental en la adhesiéon de Candida, observandose coémo las formas
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filamentosas, generalmente mas adherentes que las blastosporas, presentan
mayor grado de hidrofobicidad (Hazen y Hazen, 1987). El desarrollo del
tubo germinal se asocia a un aumento en la hidrofobicidad de superficie
celular, probablemente debido a la diferente composicion entre la superficie
de las levaduras y la de las hifas. A su vez, las levaduras hidrofébicas
parecen presentar mayor capacidad de adherencia a los tejidos (Glee et al.,
2001) que las hidrofilicas.

Las manoproteinas hidrofébicas de la lamina superficial de la pared
celular se consideran las principales responsables de la hidrofobicidad de
superficie celular, predominando en la porcién méas externa de la pared
celular (Cassone, 1989). En la Figura 6 se representa la estructura de estas

manoproteinas de pared celular.
VARIABLE OUTER CHAIN -
(mannase//phosphate) motein  Listintos autores (Hazen y Hazen,
1992; Masuoka y Hazen, 1997)

M=M-M=M-MM~GleNACZ GicNAc~NH,~AsoN observaron como la capacidad de

Isl(!ll),l\lﬂ(lll),(M)z C. albicans de regular la
(I — hidrofobicidad de  superficie
(M),=0=Ser celular aparentemente

(W) =0T corresponde a su habilidad para

alterar la conformacion de estas

fibras manoproteicas.
Protein

Fig 6. Manoproteinas de pared celular.

Tomada de Calderone y Braun, 1991.
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Variaciones en la superficie de la pared celular debidas a cambios
fisiolégicos y morfoldgicos (Hazen et al., 2001; Jabra Risk et al., 2001), asi
como a modificaciones en las condiciones ambientales externas (Masuoka y
Hazen, 2004), terminan afectando en gran medida a la hidrofobicidad de
superficie celular. De esta manera, la presencia de altas concentraciones de
galactosa producen un aumento en la sintesis de la capa fibrilar, elevando la
concentracion de manoproteinas e incrementando la hidrofobicidad,
probablemente contribuyendo de este modo al propio aumento de la
adherencia (Hostetter, 1994). A su vez, la variacion en la temperatura de
crecimiento se considera uno de los principales factores que modifican
Ilamativamente la hidrofobicidad de superficie celular. En C. albicans, las
células hidrofébicas producen tubos germinales mucho mas precozmente
que las levaduras hidrofilicas, lo cual puede ser uno de los motivos por los
cuales escapen de los polimorfonucleares, ya que estos parecen ser menos
capaces de destruir las levaduras que han crecido a baja temperatura que las
crecidas a 37°C (Antley y Hazen, 1988). En esta especie, se observa un
aumento del nivel de hidrofobicidad cuando la incubacion se realiza a 22°C,
presentando un mayor grado de hidrofilia a 37°C (Blanco et al., 1997; Jabra-
Rizk et al., 2001; Colling et al., 2005). Esta caracteristica presenta
variaciones considerables en funcién de las diferentes especies de Candida
estudiadas (Beteta, 2007).

La capacidad para modificar el estado de hidrofobicidad puede

alcanzarse por varios mecanismos (Hazen y Glee, 1995; Masuoka y Hazen,
1997; Masuoka y Hazen, 1999):
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1. A través de un aumento de la produccion y localizacion de proteinas

de pared celular en la superficie.

2. Mediante la alteracion en la longitud o densidad de las fibrillas de

superficie.

3. Mediante la modificacion de los mananos de las fibrillas de
superficie para producir un cambio conformacional en las fibrillas,
teniendo como consecuencia un aumento en la exposicion de los
grupos hidrofébicos de las proteinas hacia la superficie (Hazen et al.,
2001). Con respecto a esta Ultima opcion, es posible que las fibrillas
mantengan la misma longitud, pero gue se dispongan de manera mas

irregular, permitiendo que la superficie hidrofobica sea expuesta.

La patogenicidad de C. albicans se correlaciona bien con la
adherencia y la hidrofobicidad (King et al., 1980). A su vez, la adherencia a
las superficies de plastico se correlaciona bien con la hidrofobicidad de
superficie celular (Klotz et al., 1985; Samaranayake et al., 1995; Silva et al.,
1995; El-Azizi y Khardori, 1999; Reynolds y Fink, 2001). Estos
mecanismos patogénicos en C. tropicalis, sin embargo, ain no han sido

completamente clarificados (Okawa et al., 2008).
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b. Adherencia especifica. Union ligando-receptor. Adhesinas.

Los componentes de superficie celular de Candida involucrados en
la adherencia de tipo especifico reciben el nombre de adhesinas, e incluyen
glicoproteinas (Chaffin, 1998), principalmente manoproteinas (el manano de
la superficie celular, frecuentemente unido covalentemente a proteinas,
presenta actividad enzimética proteinasa acida, y funciones de ligando-
receptor requeridos para la adherencia a las células endoteliales. También
una manoproteina se ha descrito como la adhesina para las células
epiteliales (Calderone y Braun, 1991)), polisacaridos (Fukazawa y Kagaya,
1997) y lipidos (Ghannoum, 1986; en: Gaur et al., 1999). En la Figura 7 se
representa adherencia de Candida tanto a material plastico como a tejidos

humanos.

Fig 7. Adherencia a material plastico (A) y a tejidos del hospedador (B y C).
B y C: Tomadas de Kennedy et al., 1987 y de Ray y Payne, 1988, respectivamente.
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Se han descrito tres categorias de interacciones ligando-receptor:

1) Interacciones de tipo proteina-proteina. Incluyen el receptor de la
fibronectina (proteinas de superficie de C. tropicalis median la
adherencia de las levaduras a la fibronectina (Skerl et al., 1984)),
analogos de la integrina y la proteina de union al fibrindgeno.

2) Interacciones lectina-like, que incluye manoproteinas de unién a la

fucosa o a la N-acetilglucosamina.

3) Interacciones ain no completamente definidas, donde se agrupan las

aspartil-proteinasas (Hostetter, 1994).

En Candida, el principal grupo de adhesinas estad constituido por
glicoproteinas de superficie celular codificadas por la familia de genes ALS
(Agglutinin-Like Sequence; ALA (Agglutinin-Like adhesin)), descubiertas
por Hoyer et al., 1995, llamadas asi por la semejanza de los dominios de las
proteinas que codifican la a-aglutinina, una glicoproteina de superficie
celular involucrada en la adherencia celular en la conjugacion en
Saccharomyces cerevisiae. Las proteinas Als se encuentran unidas a la

pared celular a través de uniones al 81,6-glucano.
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Estudios gendmicos comparativos han revelado que la mayor parte
de las especies patdgenas de Candida, contienen multiples ort6logos de los
genes ALS (Butler et al., 2009), tendiendo su estructura basica a estar
conservada, pero presentando las secuencias individuales de los genes poco
grado de conservacion entre las distintas especies de Candida (Hoyer et al.,
2001). La presencia de estos ortélogos de proteinas Als en las diferentes
especies de Candida se represento6 en la Figura 8, tomada de Jackson et al.,
2009.
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Fig 8. Presencia de genes ALS en diferentes especies de Candida.
Tomada de Jackson et al., 2009.
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Mientras que 8 genes ALS se han descrito en C. albicans, 16 genes
que codifican regiones ALS-like han sido identificados en C. tropicalis
(Moran et al., 2011), denominandose genes ALST. La mayoria de los
estudios acerca de estos genes han sido realizados en C. albicans, existiendo
escasa informacion sobre ellos en las especies de Candida no albicans.

Los genes que codifican para estas proteinas tienden a estar
localizados en cromosomas que también contienen los genes SAPSs,
principalmente en los cromosomas 3, 6 y R (Monod et al., 1994; Monod et
al., 1998). Este dato en C. tropicalis fue comprobado por Hoyer et al., 2001.
Los genes ALS son expresados de forma variable bajo diferentes
condiciones, que incluyen cambios morfoldgicos, composicién del medio de
crecimiento, fase de crecimiento y cepa (Hoyer et al., 1998 (b)). Estos genes
incluyen un dominio conservado 5 de 1299 a 1308 nucleétidos (433 a 436
aminoéacidos), un dominio central de longitud variable que consiste en 108
pares de bases repetidas en tandem y un dominio 3" de longitud variable,
rico en serina y treonina (Hoyer et al., 1998 (a, b)). Puesto que las
repeticiones en tandem son hidrofobicas, pueden mediar la adherencia a

algunos sustratos, como poliestireno (Frank et al., 2010).

La proteina Alsl de C. albicans presenta caracteristicas de proteina
expresada en la superficie celular, asi, en su extremo carboxilo parece ser un
lugar de anclaje para glicosilfosfatidilinositol, mientras que el extremo N-
terminal contiene una region que recuerda a un péptido sefial. Presenta
adicionalmente un alto grado de glicosilacion (Fu et al., 1998). Estudios
realizados in vitro muestran un llamativo aumento en la expresion cuando se
afade medio de crecimiento fresco a un cultivo ya saturado, mientras que

los niveles de expresion disminuyen a medida que el crecimiento del cultivo
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progresa (Green et al., 2005; Coleman et al., 2010), observandose una
pérdida en la expresion de esta proteina de superficie a lo largo de las
continuas divisiones celulares, llegando a negativizarse en las sucesivas
generaciones. In vivo, sin embargo, la expresion de Alsl se detecta sin esta
disminucion temporal, sugiriendo diferencias en la regulacién de Alsl in

Vivo e in vitro.

La distribucién de Alsl parece uniforme a lo largo de la superficie
de Candida, encontrandose ausente en la escara de gemacion (Figura 9). En
las hifas de C. albicans, la expresion se manifiesta a lo largo de toda la hifa,
siendo mayor en la zona mas proximal a la célula madre, y variando segun
el medio de cultivo utilizado (mayor en medio Lee o medio con suero y
menor con medio RPMI (Coleman et al., 2010)). Secuencias analogas al gen

ALS1 han sido localizadas en C. tropicalis.

Fig 9. Distribucién de Alsl en C. albicans. Tomadas de Coleman et al., 2010.
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ALS3 es un gen especificamente expresado por hifas y pseudohifas de
C. albicans, pero no por levaduras (Hoyer et al., 1998 (a); Argimon et al.,
2007). Represores especificos de formacion de formas filamentosas como
Tupl, Nrgl y Rfgl, producen una disminucion en la transcripcion de ALS3,
mientras que los factores de transcripcion Efgl y Cphl, que inducen
formacion de hifas producen una sobreexpresion de ALS3 (Liu y Filler,
2011). Por tanto, ALS3 desempefia un importante papel a su vez en la
formacion de biofilm. Mutantes con expresion reducida de Als3 y otras
adhesinas son defectivas en la produccion de biofilm (Nobile et al., 2006).
Otras proteinas como Alsl y Hwpl contribuyen también a la formacion de

biofilm.

Las pseudohifas e hifas verdaderas presentan tipicamente mayor
adhesion gue las blastosporas (Samaranayake y MacFarlane, 1981; Kimura
y Pearsall, 1978), lo cual sugiere que las adhesinas en las hifas deben ser
mas numerosas, presentar una mayor avidez en la unién o presentar
alteraciones estructurales que les permiten exhibir un mayor nimero de

lugares de unién (Hostetter, 1994).

La adherencia de C. albicans a proteinas y células se caracteriza por
dos pasos secuenciales: anclaje, seguido de agregacion (interaccion célula-
célula) (Gaur et al., 1999). El anclaje de las levaduras induce agregacion por
sobreexpresion de Alal, y Alsl se comporta de manera similar. Cuando las
células no expresan cantidades suficientes de adhesina sélo tiene lugar el
anclaje, mientras que si la expresion ocurre en cantidades suficientes, tanto
el anclaje como la agregacion tienen lugar, siendo fundamental para la

formacion de biofilm.
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La identificacién de adhesinas en Candida debe completarse con
estudios de ligandos en las células del hospedador para confirmar asi la
especificidad de la interaccion. Entre los componentes de la superficie de las
células endoteliales, los lisofosfolipidos se han descrito como importantes
moléculas receptor-like para ligandos de C. tropicalis (Prakobphol et al.,
1994). Tambien se ha demostrado que C. albicans estimula la expresion de
algunas moléculas de adhesion en las células del hospedador al entrar en
contacto con ellas (Filler et al., 1995; Filler et al., 1996).

La E-cadherina en células epiteliales y la N-cadherina en células
endoteliales han sido identificadas como receptores para Als3. La union con
estos receptores induce la endocitosis. La union de Als3 con E-cadherina es
similar a la interaccién entre moléculas de E-cadherina, y asi, Als3 actla
imitando a las moléculas de E-cadherina. Otros receptores para Als3 son
Her2 y el receptor para el factor de crecimiento epidérmico. Als3 también
actia como un receptor de ferritina, facilitando la capacidad de C. albicans
para obtener hierro del hospedador (Liu y Filler, 2011).

C. albicans se ha descrito como la méas adherente de las especies de
Candida in vitro para células epiteliales, corneocitos y células intestinales,
mientras que C. tropicalis ocupa el segundo lugar (King et al., 1980; Klotz
et al., 1983; Ray et al., 1984; Bendel y Hostetter, 1993).

Adicionalmente, C. tropicalis posee la capacidad de interaccionar
con otros microorganismos (Streptococcus gordonii, Fusobacterium
spp.,...), proceso denominado coagregacion, y asi de esta manera facilita su

supervivencia en los distintos tejidos del huésped (Jabra-Rizk et al., 1999).
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En la Figura 10 se representan las principales familias de genes de las

especies de Candida aisladas con mayor frecuencia en la practica clinica,

destacando la familia de 16 adhesinas ALS-like halladas en C. tropicalis.

Mo. Amatation Pathogen Mon-pathogen  Pval  Oup. loss Gene Cob Cho Cpor Leb Cgi Chs Db Cgh  Yeast
EENES genes rate (ave.)
1 GPIfamily 18 56 o w4x0™ s 1o ulw o |u 9 3 7 1 [ ]
(Hyr/Ift-ike)
2 Leucine-rich repeat 34 0 42x107° 3205 183 #| 1 0 0 0 0 0 0 00
(Ifa/Fer 38-ike)
3 Ferricreductase family 45 0 19x107™ 30 % 25 12| 19 I 7 3 4 2 0 n
4 Reductase family 43 nosxw™ s w23 7|1 9 g 13 2 4 0 n
5 GPlamily 17 3l 5 44x107 29 4 w5 8| 1 5 4 2 0 1 [ ]
( Als-fike adhesins )
b GPlHamily 13 34 7o80x0 s 5 48 12| M b b 1 1 1 0 00
(Pga3t-fike)
i Unclassified 20 0 9oxw™ 13 3 189 9 9 0 0 2 0 0 0 00
8 Cell wall mannoprotein 38 B 72107 19 % 21 8| 7 B g 1 4 g 00l
biosynthesis
9 Major facilitator 25 i 92x107 W 17w 3 3 7 i w2 4 000
transporters
10 Oligopeptide 3l B oax10t n 1noel e 9 9 4 4 3 1 0 09
transporters
1 Unclassified 25 9 B3x107% 15 & 11 7| 9 3 5 3 1 4 202
12 Amino-acid permeases 27 o o77xw™ 1w L6 ] ] 4 ] 3 ] 00l
3 Sphingomyelin 18 3X0° 109 T4 4 5 4 2 3 2 1 0 02
phosphodiesterases )
14 Far family 12 1 3R 701 145 8 1 1 0 1 1 1 ]
(filamentous growth)
15 Secreted lipases 20 7 pex0 17 8 9 10 s 4 4 1 0 3 [ ]
16 Cytochrome F450 34 A sExW0 3 N a0 6 § 10 7 5 4 b 1 10
family )
17 Amino-acid permeases 16 4 S‘GMD': W w15 2 3 ] 3 2 3 1 I
18 Zinc-finger 3l 1B 62x1077 17 M 123 5 g I 7 7 4 1 ]
transcription factors
9 Unclazsified 13 2 B3x107° 8 0 Bl 3 1 b 1 2 1 1 [ ]
20 Predicted 17 5 126107 9 2 78 4] 4 5 3 3 1 2 000
transmembrane family
N Unclassified secreted 20 § x1w* 7 6 93 4| 4 b 4 4 2 4 0 00
family

Fig 10. Familias de genes en diferentes especies de Candida.

Adhesinas Als-like en C. tropicalis. Tomada de Butler et al., 2009.
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1.3.2.3. Formacién de biofilm.

La adherencia, asi como la

hidrofobicidad, se asocia a la capacidad

de formacion de biofilm, ya que las levaduras, para formar biofilm, en
primer lugar deben anclarse a la superficie colonizada (Shin et al., 2002;
Colling et al., 2005; Kumamoto y Vinces, 2005; Perumal et al., 2007). Tras
la adherencia inmediata tiene lugar la adherencia permanente, seguida de la
diferenciacion celular a formas filamentadas y de la formacion de
microcolonias (Krom et al., 2009). El desarrollo de las formas filamentadas
se continda con la secrecidn de una matriz exopolimérica, resultando en una
densa red tridimensional (Baillie y Douglas, 2000; Kumamoto y Vinces,
2005) formada por levaduras, hifas (en C. albicans) y pseudohifas, con
canales de agua ramificados en su interior (Chandra et al., 2001; Andes et
al., 2004; Krom et al., 2009) conocida como biofilm (Figura 11). Esta
arquitectura tipica de micro-colonia-canales de agua representa una
disposicion espacial 6ptima para la entrada de los nutrientes, eliminacién de
los productos de desecho y el establecimiento de micro-nichos a través del
biofilm (Watonick y Kolter, 2000).

Las comunidades celulares incluidas en el biofilm son
metabolicamente activas en las primeras 8 horas, y ya aparecen envueltas en
una sustancia exopolimérica. A medida que el biofilm madura y aumenta en
complejidad (24-48 horas), la actividad metabdlica alcanza un maximo, pero

permanece alto, probablemente reflejando el aumento del nimero de células
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que constituyen el biofilm maduro (Ramage, 2001 (a)). El ensayo de
reduccion del XTT (2,3-bis  (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[(phenylamine) carbonil]-2H-tetrazolium hydroxide) demuestra una
excelente correlacion entre la densidad celular de la biopelicula y su
actividad metabdlica (Ramage et al.,, 2001 (a)). El uso de ensayos
colorimétricos, como el XTT o el MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) para determinar la viabilidad celular y
por tanto la sensibilidad de las células de Candida en los biofilms a
antifungicos esta ampliamente aceptada. EI MTT es reducido a cristales
insolubles de formazan, mientras que el XTT es reducido a formazan

soluble en agua.

Las células integrantes del biofilm (sésiles) presentan caracteristicas
fenotipicas Unicas que les confieren ventajas de supervivencia sobre sus
correspondientes plancténicas (Donlan y Costerton, 2002). La formacion de
estas estructuras multicelulares debe ayudar a la supervivencia en ambientes
con condiciones limitantes de nutrientes, mediante el acceso a los nutrientes
que se acumulan en las superficies, o por su obtencion a partir de las células

lisadas en la poblacion.

En general, las cepas de C. tropicalis son proclives a la formacion de
biofilms (Negri et al., 2010; Silva et al., 2011 (b)), y su presencia durante la
infeccion se ha asociado a mayores tasas de mortalidad en comparacion con

los aislamientos no formadores de biofilm (Kumamoto y Vinces, 2005).

La estructura del biofilm de C. tropicalis consiste en una densa red
de levaduras y evidentes formas filamentosas (Silva et al., 2011 (b)) (Figura

12). A diferencia de los biofilms formados por otras especies de Candida,
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como C. parapsilosis o C. glabrata, la composicion de la matriz de los
biofilms formados por C. tropicalis presentan un bajo nivel de carbohidratos
(3,3%, incluyendo un 0.5% de glucosa), proteinas (3,3%) y fdsforo (0,2%),
siendo el principal componente de la misma la hexosamina (27,4%), que
parece reemplazar a la glucosa como el principal hidrato de carbono
componente de la matriz a diferencia de la de C. albicans. También contiene
mayor concentracion de acido uronico (1,6%) (Al-Fattani y Douglas, 2006;
Silva et al., 2009).

Fig 12. Formacion de biofilm por C. tropicalis.

La formacion del biofilm in vitro se ve influenciada por la agitacion
(Krom et al., 2009), especialmente la produccion de la sustancia polimérica
extracelular (Hawser et al., 1998 (a)), pero en términos generales, C.
tropicalis sintetiza grandes cantidades de material extracelular, incluso
incubada bajo condiciones estaticas (Al-Fattani y Douglas, 2006).
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Parece claro que de manera similar a las bacterias, muchas de las
infecciones producidas por Candida son debidas directa o indirectamente a

la formacidn de biofilm (Douglas, 2002; Kojic y Darouiche, 2004).

La principal importancia clinica de los biofilms consiste en su
formacion sobre las superficies de los dispositivos médicos (catéteres
principalmente), ya que las células inmersas en el biofilm presentan una
resistencia a los distintos antifingicos aumentada en comparacién con sus
contrapartidas planctonicas (Hawser y Douglas, 1994; Chandra et al., 2001;
Ramage et al., 2001 (a); Douglas, 2002; Kuhn et al., 2002; Kumamoto,
2002; Ramage et al., 2002 (a); Cocuaud et al., 2005; Kumamoto y Vinces,
2005; Lépez-Ribot, 2005; Mukherjee et al., 2005; Seneviratne et al., 2008),
siendo necesario en la mayor proporcion de los casos la retirada del
dispositivo (Douglas, 2002; Kumamoto, 2002; Kojic y Darouiche, 2004;
Kumamoto y Vinces, 2005; Lopez Ribot, 2005; Mukherjee et al., 2005).
Algunas hipdtesis han intentado explicar la reducida sensibilidad a
antifingicos (Perumal et al., 2007), siendo una de ellas la expresion de
bombas de eflujo (Ramage et al., 2002 (a)) en la que se postula que la
expresion de CDR1 y CDR2 y MDR1 se encuentra aumentada durante la
formacion del biofilm. Otra hipdtesis intenta explicar como la matriz
extracelular del biofilm podria inhibir la penetracion de los farmacos dentro
del biofilm. Otras hipdtesis refieren la presencia de subpoblaciones de
levaduras, que después de desprenderse el biofilm, permanecen adheridas a
la superficie sobre la cual el biofilm se forma (Harrison et al., 2007), y
muestran resistencia incrementada a anfotericina B (Khot et al., 2006;
LaFleur et al., 2006) y a clorhexidina (LaFleur et al., 2006). El desarrollo
del 1% de células persistentes se ha asociado al anclaje a la superficie

abidtica y no al desarrollo de la compleja arquitectura del biofilm (LaFleur
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et al., 2006). Perumal et al., 2007, plantean la hipotesis de que la densidad
celular contribuye a la resistencia fenotipica del biofilm. La resistencia del
biofilm a los antifingicos parece mas una caracteristica fenotipica que
genotipica (Seneviratne et al, 2008). A su vez, las levaduras liberadas de los
biofilms presentan ademas una aumentada capacidad de diseminacion
vascular, y consecuentemente, su posterior evolucién a fungemia de origen

nosocomial.

Las infecciones que implican la presencia de biofilms de Candida
representan un problema clinico en aumento, puesto que puede desarrollar
biofilms en todos los dispositivos médicos actualmente en uso, incluyendo
stents, shunts, protesis, implantes y varios tipos de catéteres (Ramage et al.,
2001 (b); Douglas, 2002; Kumamoto, 2002; Douglas, 2003; Kumamoto y
Vinces, 2005; Lopez-Ribot, 2005; Mukherjee et al., 2005; Ramage et al.,
2006). Asi, infecciones como la cistitis producida por Candida, aparecen
con mayor frecuencia como una complicacion relacionada con las sondas
Foley permanentes (Beers y Berkow, 1999), y la duracién de la exposicion a
este tipo de dispositivos estd directamente relacionada con la incidencia de
candiduria (Gentry y Price, 1993). In vivo, los catéteres y otros dispositivos
protésicos son rapidamente recubiertos por proteinas del hospedador, como
albdmina, fibrina, fibringeno, y fibronectina. Algunas de estas proteinas
facilitan la adhesion microbiana y la consecuente formacion del biofilm
(Dougherty, 1988). Con la disponibilidad de un arsenal limitado de
terapedtica antifangica, el futuro para la eliminacion de este tipo de
infecciones parece ser desfavorable, a menos que el interés en la

investigacion en esta area continte con mayor intensidad.
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En C. albicans, la expresion del gen HWP1l y de genes
pertenecientes a la familia ALS, asi como genes SAP, LIP (lipasa) y PL
(fosfolipasa) se asocian con el crecimiento del biofilm sobre superficies
mucosas. Alslp, Als2p, Als3p y Hwpl son importantes para el crecimiento
del biofilm in vitro e in vivo (Hoyer et al., 2008), y Alslp/Als3p y Hwpl
presentan papeles complementarios en la formacion del biofilm. Todos los
miembros de las familias ALS, SAP, LIP y PLB se expresan en los biofilms
(Nailis et al., 2010). Genes que codifican adhesinas e hidrolasas
extracelulares se expresan de forma constitutiva en los biofilms sobre
superficies mucosas o abidticas in vitro e in vivo. Estudios recientes han
demostrado que las células sésiles de C. albicans asociadas con superficies
abidticas secretan mayor cantidad de aspartil-proteasa que sus
correspondientes planctdnicas, y a su vez, los genes LIP también se
encuentran sobreexpresados en los biofilms. Sin embargo, para los genes de
PLB, Nailis et al., 2010, encontraron que se expresan de manera constitutiva
en las células sésiles, pero no a altos niveles, y por tanto, sin sobreexpresion
en el biofilm, presentando las células plancténicas mayor produccion de
fosfolipasas que los biofilms. El papel de las fosfolipasas B en los biofilms
crecidos in vivo contribuye al dafio tisular, mientras que su papel en el
biofilm desarrollado in vitro es mas dificil de entender, desempefiando

posiblemente una importante funcién en la adquisicion de nutrientes.

o1




Introduccion

1.3.2.4. Cambios morfoldgicos y capacidad de conjugacion.

a. Dimorfismo.

La conversion de blastosporas a formas filamentosas desempefia un
importante papel en la virulencia de Candida. El bloqueo de la transicion
puede llevar a la inhibicion de su patogenicidad (Hornby et al., 2001), como
se ha observado en mutantes no filamentosas de C. albicans, frecuentemente
avirulentas (Lo et al., 1997). Las formas filamentosas poseen una resistencia
incrementada a la fagocitosis comparada con las levaduras (Gow et al,
2002), y a su vez, actian como un estado invasivo al generar fuerzas fisicas
y enzimas liticas, siendo capaces de detectar lugares idéneos para la
invasion, como microporos y soluciones de continuidad, mediante el

tigmotropismo.

A través de la induccién de su propia fagocitosis, C. albicans puede
invadir células endoteliales y epiteliales. Las hifas de C. albicans son
endocitadas mejor que las levaduras, sugiriendo que las hifas expresan
moléculas de superficie especificas de invasion tisular, que al unirse a los
receptores celulares inducen su endocitosis. ALS3 (Liu y Filler, 2011) y
HWP1 codifican adhesinas especificas de hifas, y la elevada expresion de
SAP4-6 predomina también en las hifas (Naglik et al., 2003).
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Se ha observado como las blastoconidias de C. albicans estimulan
los receptores TLR2 y TLR4 de los monocitos, mientras que las hifas
solamente son reconocidas por el receptor TLR2. Este hecho apoya la
virulencia que representa el cambio morfoldgico de levadura a hifa en esta
especie, ya que mientras que el receptor TLR2 es responsable de la
liberacion de interleucina 10, el receptor TLR4 se encarga de la produccion
de interferon vy, siendo éste una parte importante de la respuesta pro-
inflamatoria frente a la infeccion por Candida. Por ello, la transicion de
levadura a hifa conlleva la pérdida de la presencia de interferon vy y
consecuentemente, pérdida de la eficacia de la respuesta inmune del
hospedador (van der Graaf et al., 2005).

Las diferentes morfologias presentadas por C. tropicalis son
similares a las mostradas por C. albicans (Silva et al., 2011 (b)) (Figura 13).
Sin embargo, pocos estudios han observado la importancia de la morfologia
de C. tropicalis en su virulencia. Recientemente, Silva et al., 2011 (a),
demostraron que sélo las formas filamentosas de C. tropicalis son capaces

de invadir el epitelio bucal.

»
o

Fig 13. Dimorfismo en C. tropicalis (A, levaduras; B, formas filamentosas).
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Una de las condiciones que define la transicion de levadura a hifa in
vitro es la dependencia de la densidad celular para determinar la
morfogeénesis, lo que se conoce como el efecto del indculo. Se observa
cuando las células son diluidas a concentraciones menores de 10°
levaduras/ml en el medio de cultivo bajo condiciones que predisponen a las
células a germinar a la forma de hifa. Cuando las células se inoculan a
mayores concentraciones, permanecen predominantemente en fase de
levadura. La formacion de formas filamentosas es suprimida por una alta
densidad celular y también por sobrenadantes de cultivos en fase
estacionaria (Lingappa et al., 1969; Hazen y Cutler, 1979), sugiriendo que la
formacion de las formas filamentosas es controlada al menos en parte por un
factor soluble. Esta sustancia también es secretada por C. tropicalis (Hazen
y Cutler, 1979; Hazen y Cutler, 1983). La represion de la filamentacion en
C. albicans también ocurre en respuesta a sobrenadantes de C. tropicalis
(Hazen y Cutler, 1979; Hogan, 2006 (b)). Estos datos refuerzan la idea de
que las sefiales quérum sensing controlan la formacién de hifas y
pseudohifas, un rasgo asociado a procesos multicelulares, como la
formacion de biofilms (Reynolds y Fink, 2001).

El crecimiento invasivo o filamentoso adicionalmente debe
representar una estrategia para la ayuda en la adquisicion de nutrientes,
mediante el crecimiento fuera de la densa colonia microbiana (Gimeno et
al., 1992). De forma similar, el crecimiento como pseudohifas debe permitir
la invasion de las superficies nutritivas, y este esfuerzo debe requerir la
accion coordinada de numerosas células (Gognies et al., 2006). Los
microorganismos regulan frecuentemente procesos que requieren la accion
coordinada de multiples células dentro de una poblacion mediante el uso de

sefiales quimicas extracelulares (Henke y Bassler, 2004; Visick y Fuqua,
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2005; Hogan, 2006 (a, b)). Estas sefiales generalmente regulan genes en
relacién con la presencia de una alta densidad celular, denominandose por
ello moléculas “quérum sensing”, ya que permiten a las células medir
quimicamente la densidad de la poblacién que las rodea (Fuqua et al.,
1994). Se ha demostrado que las células producen, liberan, detectan y
finalmente responden a un nivel umbral de moléculas autoinductoras que
coordinan  funciones bioldgicas como la densidad celular, la
bioluminiscencia, la expresion de factores de virulencia y el desarrollo de
biofilm (Parsek y Greenberg, 2005). Adicionalmente, las redes regulatorias
dependientes de la densidad celular en los microorganismos, generalmente
controlan procesos que involucran las interacciones célula-célula, la
motilidad (Daniels et al., 2004; Kaiser, 2004), la formacion de estructuras
multicelulares (Parsek y Greenberg, 2005; Suntharalingam y Cvitkovitch,
2005; Visick y Fuqua, 2005), los cambios en la morfogénesis y la captacion
de DNA extracelular, presumiblemente para mejorar las oportunidades de
tomar DNA de cepas estrechamente relacionadas (Hogan, 2006 (b)). Estas
moléculas sefial son difusibles, suelen ser especificas por especies o cepas y
existe un alto grado de diversidad estructural entre ellas (Federle y Bassler,
2003; Henke y Bassler, 2004; Visick y Fuqua, 2005).

En muchos microorganismos de relevancia médica, el desarrollo,
mantenimiento y dispersion de los biofilms multicelulares asociados a
superficies estan en parte controlados por vias regulatorias quérum sensing
(Parsek y Greenberg, 2005; Suntharalingam y Cvitkovitch, 2005; Hogan,
2006 (a, b)). Se han encontrado muchos ejemplos de la regulacion
dependiente de la densidad celular por factores extracelulares. La amplia
incidencia de diversos sistemas quérum sensing, sugieren que la regulacion

de acuerdo con la densidad celular es importante para el éxito de los
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microorganismos en muchos ambientes (Henke y Bassler, 2004; Visick y
Fuqua, 2005). De este modo, la regulacion quérum sensing permite a los
microorganismos asociados al hospedador retrasar la deteccion de los
mismos hasta que una poblacion efectiva se ha formado en el nicho
apropiado en el hospedador (Hogan, 2006 (b)).

Los hongos, al igual que las bacterias, también usan la regulacién del
quérum sensing para modificar comportamientos a nivel de poblacién,
como la formacion de biofilm y la patogénesis (Hogan, 2006 (b); Kruppa,
2009). Asi, la formacion de los biofilms de Candida ocurre de una manera
bien organizada (Chandra et al., 2001). La heterogenicidad espacial y la
complejidad observada en los biofilms intactos hacen considerar la
existencia de comunicacion célula-célula (intercelular), asi como sistemas
de una expresion de genes altamente regulada (Ramage et al., 2001 (b)). El
papel del quérum sensing en la formacion de los biofilms es complejo y
dependiente de las condiciones ambientales (Hogan, 2006 (b)), siendo
fundamental para el desarrollo y mantenimiento de los mismos (Parsek y
Greenberg, 2005). Cuando una sefial se acumula a una concentracion lo
suficientemente elevada, se activa la respuesta al regulador en la poblacion
de células, permitiendo una expresion génica coordinada. Algunas de estas
moléculas que actian como sefiales extracelulares son alcoholes aromaticos.
Los genes involucrados en la sintesis de los aminoacidos aromaticos son
autorregulados e inducidos ademas de la sefial exdgena, sugiriendo un
mecanismo de amplificacion de la sefial en la poblacién (Chen y Fink,
2006). Mientras que la produccion de la sefial esta aumentada a alta
densidad celular, también se afecta por las condiciones ambientales,

indicando la naturaleza integrada de estas rutas.
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En 2001, Hornby et al. identificaron el farnesol [(2E, 6E)-3,7,11-
trimethyldodeca-2,6,10-trien-1-o0l] como molécula quérum sensing de C.
albicans, siendo la primera molécula quérum sensing identificada en un
organismo eucariota. Los sobrenadantes de los biofilms maduros aplicados
sobre células planctonicas inhiben la formacion de biofilms, indicando que
el farnesol u otros factores del sobrenadante ayudan a mantener abiertos
espacios o0 canales en el biofilm que hipotéticamente facilitarian el
mantenimiento del influjo de nutrientes y el eflujo de productos de desecho
del biofilm. Ademas, el farnesol desempefia un papel importante en la
sefializacion de la transicion de fase exponencial a fase estacionaria (Martins
et al., 2007) y la regulacién de la morfogénesis. Produce inhibicion de la
filamentacion en C. albicans sin cambios en la tasa de crecimiento, y posee
también capacidad de inhibicion de la formacion de biofilm (Hornby et al.,
2001; Ramage et al., 2002 (b); Nickerson et al., 2006). Cuando el farnesol
se acumula sobre un nivel umbral, evita el paso de levadura a micelio y las
levaduras resultantes son propensas a separarse y diseminarse desde el
biofilm para colonizar una nueva superficie, lo cual puede sugerir que la
acumulacién enddgena del farnesol en los biofilms puede servir como sefial
para la dispersion del biofilm una vez que una densidad celular critica es
alcanzada (Ramage et al., 2002 (b)). Las levaduras gemando en el biofilm
maduro no pueden germinar en un medio con altas concentraciones de

farnesol.

El farnesol se ha correlacionado con la virulencia en C. albicans
(Navarthna et al., 2005), pero sus efectos no se restringen a esta especie.
Asi, en C. dubliniensis previene la transicion de levadura a pseudohifa
(Henriques et al., 2007), pero en C. parapsilosis se ha observado que no

produce efectos en la morfologia (Laffey y Butler, 2005), aunque reduce la
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formacion de biofilm en ambas especies si se afiade en la fase de adherencia
(Laffey y Butler, 2005; Jabra-Rizk et al., 2006; Martins et al., 2007).

C. albicans produce una segunda molécula autorregulatoria, el
tirosol [4-(2-hidroxietil) fenol], que se acumula en el medio extracelular de
los cultivos densos (Chen et al., 2004). Estudios con microarrays muestran
que el tirosol impide la disminucion temporal de la expresion de los genes
involucrados en la replicacion del DNA, la segregacion de los cromosomas
y la regulacion del ciclo celular. El tiempo entre el paso de levadura a hifa
estd mediada por la expresion de tirosol, identificado como un promotor del
desarrollo de hifas. Los biofilms expresan mayores niveles de tirosol que las
células planctdnicas. Mientras que concentraciones de farnesol mayores de
1mM pueden reducir la formacion del biofilm, el tirosol no presenta efecto
inhibitorio (Alem et al., 2006), y por el contrario, el tirosol aumenta la
formacion de hifas durante los estadios precoces del desarrollo del biofilm
(6 primeras horas). La regulacion del tirosol es secundaria a la del farnesol
en la morfogénesis, y puede considerarse una molécula quérum sensing
menor cuya influencia sélo puede verse cuando el farnesol estd limitado o

ausente en el medio (Kruppa, 2009).

Otras moléculas quérum sensing como el feniletil-alcohol (2-
feniletanol) y el triptofol [2-(1H-indol-3-yl) etanol] parecen actuar también
bloqueando la filamentacién e inhibiendo el crecimiento celular. A su vez,
el acido farnesoico [(2E, 6E)-3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trienoic acid]
aislado por Oh et al. (2001), inhibe la transicion de levadura a hifa en los

biofilms.
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Debido al importante papel que desarrolla el quérum sensing en la
regulacién de la formacion y el desarrollo de los biofilms sobre la superficie
de los dispositivos médicos, existe un particular interés en identificar nuevos
agentes quimicos que puedan controlar las infecciones asociadas a los
biofilms. La regulacion quérum sensing es modulada por factores fisicos y
la disponibilidad de nutrientes (Hogan, 2006 (b)). La disponibilidad de
hierro, oxigeno y fuentes de carbono son algunas de las condiciones
ambientales que afectan la produccién de moléculas quérum sensing (Juhas
et al., 2005). De este modo, una de las rutas metabdlicas en levaduras guia

la filamentacion en respuesta a bajas condiciones de nitrégeno.

b. Cambios fenotipicos (“switching”) en la morfologia de las colonias v

capacidad de conjugacion (“mating”).

C. tropicalis, al igual que C. albicans, puede de manera reversible y
con elevada frecuencia modificar su fenotipo (“switching”) (Soll et al.,
1988; Soll, 1992; Jayatilake, 2011) bajo numerosos factores ambientales
(Figura 14). Este fendbmeno incluye un cambio epigenético en la morfologia
de las colonias, y difiere de
los cambios morfologicos
de transicion levadura-
hifa/pseudohifa. Conlleva la

aparicion  de  variantes

antigénicas reversibles entre

Fig 14. “Switching” en C. tropicalis.

ellas, pero también pueden

suponer cambios en la
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fisiologia y la morfologia celular, incluyendo modificaciones en los factores
de virulencia, viéndose ampliamente afectada la transcripcion génica. En la
transicion levadura-hifa, todas las células de una poblacion expresan
fenotipos alternativos bajo condiciones ambientales alternativas. En el
“switching”, un pequefio nimero de células de la poblacion expresan un
fenotipo diferente bajo un unico conjunto de condiciones ambientales. La
radiacion ultravioleta, la temperatura, las condiciones de hipoxia y la edad

de la colonia son factores que parecen influir en el “switching”.

C. tropicalis presenta una amplia variedad fenotipica
de colonias: colonias con morfologia lisa (Figura
15), con borde rugoso irregular, con borde
terminado en micelio, colonias mixtas con

. sectores lisos y sectores con micelios,
moteadas, morfologia de flor, copo de

nieve,... (Soll et al., 1988), siendo el

Fig 15. Colonia de morfologia lisa en
C. tropicalis. repertorio de la variedad morfoldgica

limitado y especifico segun cepa.

Slutsky et al., 1985, utilizaron el medio de Lee (Lee et al., 1975),
con concentraciones limitantes de zinc (Bedell y Soll, 1979) por primera vez

para estudiar el cambio fenotipico de C. albicans a 25°C.

En C. albicans, los diferentes fenotipos presentan diferente grado de
adhesion (Kennedy et al., 1988; Jin et al., 2005), de secrecion de aspartil-
proteasas (Hube et al., 1994) y de formacién de biofilm (Jin et al., 2005).
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La capacidad de “switching” en C. albicans se estudié ampliamente
en la cepa WO-1, aislada de un paciente transplantado de médula 6sea en el
Hospital Universitario de lowa en 1985 (Anderson y Soll, 1987). Esta cepa
presenta dos morfotipos predominantes, uno, de colonia blanca suave
(“white”) y otro de colonia oscura y opaca (“opaque”), mostrando
adicionalmente otros morfotipos menos frecuentes. Las células con
morfotipo “opaque” son estables solo a bajas temperaturas, y revierten a
fase “white” a 37°C. Elevados niveles de COz inducen a su vez la transicion
de fase “white” a “opaque”, estabilizando la fase “opaque” incluso a 37°C.
Las células “opaque” muestran un metabolismo oxidativo, mientras que el
de las células “white” es fermentativo (Ramirez-Zavala et al., 2008). Estos
dos tipos de células difieren en su apariencia al microscopio (las células
procedente de colonias “opaque” son mas alargadas), en su expresion
génica, en los tejidos del hospedador que invaden, asi como en su capacidad

de conjugacion.

Hasta hace relativamente poco tiempo se creia que C. albicans y las
especies de Candida no albicans relacionadas no poseian ciclo de
reproduccion sexual. Sin embargo, ahora se conoce que la conjugacion entre
individuos del género Candida es posible (Hull et al., 2000). La presencia
de genes localizados en el mismo cromosoma pero con diferentes historias
evolutivas, como ocurre con las familias de genes SAP y ALS (estos ultimos
de aparicion mas reciente), representa una evidencia indirecta de la

capacidad de conjugacién de Candida en algin momento de su evolucion.

Actualmente se reconoce que C. albicans tiene un ciclo parasexual,
con conjugacién de células diploides seguida de mitosis, y pérdida

cromosomica en lugar de meiosis (Noble y Jonson, 2007).
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La configuracion genotipica o0 tipo conjugativo (“mating type”)
viene determinada por los genes localizados en el locus MTL (“Mating
Type-Like”), analogos al locus MAT en S. cerevisiae. En C. albicans, hay
dos idiomorfismos MTLal y MTLa2, y MTLal y MTLa2. Bajo determinadas
condiciones, células con dos copias de MTLa (a/a) o hemicigotas para MTLa
(a/0) pueden conjugar con cepas con dos copias de MTLa (o/a) O
hemicigotas para MTLa (0/0), pero no cuando presentan heterocigocidad
(a/a) (Figura 16).

Entre las distintas especies de Candida existe una enorme
variabilidad en el contenido de los genes MTL. Asi, mientras que MTLal en
C. parapsilosis es un pseudogen, en C. guilliermondii y C. lusitaniae se
perdio el gen MTLa2. C. tropicalis presenta los mismos idiomorfismos que

C. albicans.

En C. albicans, la capacidad para la conjugacion se encuentra
intimamente relacionada con los fenotipos “white-opaque”. Asi, solo los
homocigotos MTLa y los homocigotos MTLa presentan capacidad de
“switching” “white-opaque”, y cuando las células homocigotas estan en fase
“opaque”, la eficacia de la conjugacion se encuentra aumentada (Miller y
Jonson, 2002). Para que la conjugacion tenga lugar, una célula a en fase
“opaque” (homocigota para a), tiene que encontrar otra cé¢lula también en
fase “opaque”, pero homocigoto para el tipo o. La mayoria de las cepas
clinicas de C. albicans aisladas son MTLa/a, pero pueden volverse
homocigotos por pérdida de un homologo y duplicacion del otro, o por

recombinacion mitotica.
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A Saccharomyces cerevisiae
Cassette system: three loci in haploid genome

B. Candida alhicans
One heterozy gous locus in diploid genome
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Fig 16. Conjugacion en S. cerevisiae y C. albicans. Tomada de Soll, 2003.

La capacidad de conjugacion en
C. tropicalis fue descrita por Porman et
al., a finales de 2011, presentando un
mecanismo similar al de C. albicans,
de

la conjugacion de C.

con la diferencia fundamental la
eficacia de
tropicalis a 37°C, sugiriendo que la
recombinacion sexual en esta especie
puede ocurrir durante la colonizacion e
En

Figura 17 se muestran las diferentes

infeccion en el hospedador. la

formas conjugativas tanto de C.albicans
(A) como de C. tropicalis (B).

C. albicans
opaque

mating zygote

B C. tropicalis
opaque

mating zygote

P &

Fig 17. “Switching” en C. albicans (A) y en
C. tropicalis (B). Tomada de Porman, 2011.
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En la Figura 18 se representan los genes MTL en las diferentes

especies de Candida.
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Fig 18. Representacion del locus MTL en diferentes especies de Candida.

Tomada de Butler et al., 2009.

Las moléculas quorum sensing pueden tener actividades mas alla de

su papel como sefales en las poblaciones microbianas. En algunos casos,

median interacciones interespecies. En C. albicans, las feromonas inducen

la expresion de genes involucrados en la conjugacion, la formacién de hifas

64




Introduccion

y la produccion de factores de virulencia (Bennett et al., 2003). Se ha
observado cémo las células crecidas en condiciones aerobias producen
farnesol, mientras que las crecidas en anaerobiosis no (Dumitru et al.,
2007).

La presencia de farnesol destruye células con fenotipo “opaque” bajo
condiciones aerobicas, lo cual puede contribuir a la reduccién de la
eficiencia de la conjugacion. Los lugares con condiciones de anaerobiosis
como microambientes en el interior del biofilm pueden servir de nichos para

la conjugacion de C. albicans (Martins et al., 2007).

1.3.2.5. Otros factores.

- El tigmotropismo o crecimiento filamentoso guiado por la topografia
del terreno, que permite encontrar discontinuidades entre las células y
penetrar en los tejidos (Ponton y Ruiz, 2006; Jayatilake, 2011) es

considerado otro de los factores de virulencia en Candida.

- Las bombas de eflujo pueden mediar la resistencia a algunos
antifungicos. C. glabrata tiene al menos dos genes transportadores que
median la alta resistencia a los azoles, especialmente a fluconazol, y C.
krusei posee también al menos dos genes de transportadores inducibles. C.
tropicalis posee ambos tipos (CDR1, y ABC-“transportator gene”, y un
complejo mayor facilitador MDR1) que son inducidos en presencia de

fluconazol.

- La produccidn de toxinas y sustancias inmunosupresoras.
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Al intentar establecer correlaciones entre los diferentes factores de
virulencia, se ha observado cémo las alteraciones en la superficie celular
pueden conllevar una reduccion de la adherencia, y consecuentemente, una
reduccién en el desarrollo del biofilm (Kumamoto y Vinces, 2005). Una
explicacion al hecho de que las glicoproteinas de superficie se expresen
durante la filamentacion puede ser porque confieren hidrofobicidad y
promueven el biofilm y la formacion de agregados (Reynolds y Fink, 2001).
Desde que la adhesion inicial es importante en términos de la capacidad del
farnesol de inhibir la formacion del biofilm, debe existir una correlacion
entre la concentracion de farnesol y la hidrofobicidad de superficie celular.
Asi, Cao et al. (2005) encontraron una correlacion negativa entre la
concentracion de farnesol y la hidrofobicidad de superficie celular. Es
posible, por tanto, que una disminucién en la hidrofobicidad de superficie
celular contribuya a la inhibicién de la formacion del biofilm. Barrett-Bee et
al., 1985, encontraron correlacion entre la actividad fosfolipasa, la
adherencia y la patogenicidad en cepas de C. albicans. Los aislamientos que
mostraron mayor adherencia a las células epiteliales y eran méas patdgenas
en ratones presentaron también la mayor actividad fosfolipasa, mientras que
las que no se adherian y no causaban mortalidad en ratones presentaron
menor actividad fosfolipasa. Por consiguiente, se puede afirmar que la
patogenicidad que presentan las distintas especies de Candida no debe ser
atribuida a un unico factor, sino a la combinacion de varios de estos agentes
(Mohan das y Ballal, 2008), ya que parecen existir amplias correlaciones
entre los mismos. Futuras investigaciones sobre la virulencia de las
diferentes especies de Candida deben ir dirigidas a esclarecer la cascada de
patogenicidad que ocurre in vivo, y a establecer las asociaciones existentes

entre los diversos eventos patogénicos que tienen lugar durante la infeccion.
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Debido al significativo aumento de las infecciones causadas por los
patdgenos fangicos oportunistas observado en los Ultimos treinta afios
(Lass-Florl, 2009; Silva et al., 2012), y en concreto al cambio producido en
la incidencia de las especies de Candida no albicans aisladas en clinica en
las dos ultimas décadas (Kauffman et al., 2000; Ruan y Hsueh, 2009), el
interés por el estudio de los diferentes factores de patogenicidad que
favorecen la capacidad de colonizacién e invasion del hospedador
susceptible presentados por estas especies ha cobrado gran relevancia. La
capacidad de virulencia de C. tropicalis, a pesar de ser una de las especies
emergentes de Candida no albicans aislada con mayor frecuencia en clinica
(Comert et al., 2007; Kliemann et al., 2008; Marol y Yucesoy, 2008; Da
Costa et al., 2009; Franca et al., 2010), permanece aun poco esclarecida,
siendo necesario por tanto la realizacion de estudios enfocados a dilucidar

los diferentes factores implicados en la patogenicidad de esta especie.

Por todo ello, los objetivos de esta tesis doctoral fueron los

siguientes:

1. Realizar el aislamiento y la identificacion de levaduras del
género Candida, especie tropicalis, a partir de muestras obtenidas de
pacientes intra y extrahospitalarios del Complejo Hospitalario

Universitario de Badajoz.

2. Proceder a la determinacion de los factores de patogenicidad
que se refieren a continuacion de estos aislados clinicos de C.

tropicalis:
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2.1. Actividad enzimatica. Para su valoracion se estudio la capacidad

de produccion extracelular de actividad:

2.1.1 Aspartil-proteasa.
2.1.2 Fosfolipasa.
2.1.3 Esterasica.
2.1.4 Hemolitica.

2.2. Adherencia a material plastico (poliestireno). Para su valoracién

se procedio al estudio de los siguientes apartados:

2.2.1 Capacidad de adherencia inmediata y tardia.

2.2.2 Adherencia inespecifica. Determinacion de la
hidrofobicidad de superficie celular.

2.2.3 Adherencia especifica. Adhesinas. Cuantificacion de la
expresion de la proteina Alstl en células planctonicas
y sésiles. Diferencias entre ambas.

2.3. Formacién de biofilm. Para su valoraciéon se estudié la

capacidad de:

2.3.1 Formacion de biofilm sobre material plastico.

2.3.2 Formacién de biofilm en catéteres urinarios de latex
bajo flujo continuo de orina artificial utilizada como
medio de cultivo.

2.3.3 Comparacion entre ambos métodos.
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2.4. Cambios morfologicos. Para su valoracion se determinaron los

siguientes puntos:

2.4.1 Dimorfismo.
2.4.2 Cambios  fenotipicos  (“switching”).  Cambios

macroscopicos en la morfologia de las colonias.
2.5. Conjugacion (“mating”). Determinacion especifica del locus

MTLLt. Estudios de homocigocidad o heterocigocidad para este

gen.

3. Establecer la relacion existente entre los diferentes factores de

patogenicidad estudiados en el apartado anterior.
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3.1. Material y equipos. Reactivos.

Material y equipos.

=

10.

11.

12.

Agitador manual convencional (Heidolph. Reax top. Germany).
Autoclave Autester (modelo 437G) (Selecta, Madrid, Espafia).

Balanzas analiticas de precision (modelos 1106-2842) (Sartorius,
Goettingen, Alemania) y Precisa modelo 600-C (Goettingen,

Alemania).
Céamara hematocitométrica Neubauer (Blau Brand, Alemania).
Céamara fotografica digital (Fujifilm, Finepix F650).

Centrifuga Centronic (modelo S-577) (Selecta, Madrid, Espafia) y
Sorvall modelo TC6 (Dupont, Newtown, USA).

Electrodo de pH (Hanna instruments. pH H187 11E).
Electrodo de pH (MicropH2001) (Grison SA., Barcelona, Espafria).
Equipo Riboliser (Hybaid Ltd, Teddington, Inglaterra).

Espectrofotdémetro (modelo Spectronic-20) (Bauch & Lomb, Nueva
York, USA, HeAios € ThermoSpectronic, Rochester N.Y., USA).

Estufa de 22°C (modelo Refrigerador incubator FOC-22SE) (Velp
Scientifica).

Estufa de 37°C, 5%CO. (modelo GMBH) (Binder, 9140.0012).
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Estufa de 37°C (modelo G25-Incubator SOC) (New Brunswick
Scientific, Edison, USA).

Estufa refrigerada (Revco Scientific modelo R1-23-1060) (Ashville,
USA).

Estufa de 37°C (WTC binder).

Enviromental shaker incubator, 37°C. 120 r.p.m. (Biosan. ES-20/60).
Estufa de 76°C (Memmert).

Estufa de 37°C (Selecta Rotabil).

Filtros estériles de 0.22 p de diametro de poro (Millipore, Madrid,
Espafia).

Filtros estériles de 0.45 p de diametro de poro (Millipore, Madrid,
Espana).

iScriptTM One-Step RT-PCR Kit with SYBR®Green (BioRad).
Kit Illustra RNAs isolation (GE Healthcare).

Lector multicanal de densidades 6pticas Anthos 2020 (Anthos
Labtec Instrument, Wals, Austria), acoplado a un software ADAP

plus.

Lector ELISA. Tecan Sunrise (Firmware). Programa Magullan CE.
Tecan Calc CE. Dynamic Link Library. CV-570 nm.

Micropipetas Eppendorf.

Microscopios opticos (modelo Reichter Diavar) (Leica, Wetziar,

Alemania).

Microscopio Optico (modelo Leica. ATC. 2000) (Buffalo
NY14240.USA).
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Orbital incubator 5150 (Bibby. Stuart Scientific).
Perlas de vidrio de 0,4 mm (Sigma, St. Louis, USA).
Placas de Petri de 90 mm.

Placas estériles de microtitulacion de poliestireno de fondo plano de
96 pocillos (Greiner, Frickenhausen, Alemania).

Placas estériles de microtitulacion de poliestireno de fondo plano de

12 y 96 pocillos. Cultivo de tejidos (Orange Scientific).

Portafiltros de 13 mm para filtros de éster de celulosa (Millipore
Ibérica, Madrid, Espafia) de 10 um de didmetro de poro.

Programa para fotografias NIS-Elements F.3.0.

Sangre de cordero desfibrinada (Biocult laboratorios, Madrid,

Espana).

Sistemas APl 32C (BioMerieux, Marcy Létoile, Francia) para la

identificacion de levaduras.

Sonda Foley estéril de latex con cubierta de silicona. Diametro: 0.5
cm. Longitud: 26 cm. (The Kendall Company. Mansfield, MA
02048. USA. Curity®).

Termociclador convencional PCR Sping (Hybond, Amersham,

Inglaterra).
Tubos estériles de centrifuga de 15 y 50 ml (Orange Scientific).
Ultrasonic processor. Cole Parmer (Selecta).

Viales de criocongelacion Protect (STC, Heywood Lancashire,

Inglaterra).
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Reactivos.

8.

9.

Acido clorhidrico (Panreac, Barcelona, Espafia).

Acido acético glacial 33% (Panreac, Barcelona, Espafia).
Albumina bovina (Sigma, Madrid, Espafia).

Cebadores:

ALSt1-Forward: 5 -AGGTGATACGTTCACTTTGATCATG-3
ALSt1-Reverse: 5 -CCATTGGCAGTCAAATCAACA-3
MTLta2-Forward: 5-GATTTGGTATGAAAAGAGGAACTCTAAC-3
MTLta2-Reverse: 5-CTACTAATTTTGAAACCATTTGGAGTCT-3"
MTLta2-Forward: 5"-TAAAACATTAAGCATAGAGGACAAAGAA-3
MTLta2-Reverse: 5’ AACTTCAAATGCAAAATGTAAAACATAC-3
Citrato sddico (Merck, Madrid, Espafa).

Cloruro amoénico (Panreac, Barcelona, Espafia).

Cloruro célcico 0,005 M Codex (Farmitalia Carbo Erma, Milan,
Italia).

Cloruro magnésico (Merck, Madrid, Espafia).

Cloruro sodico 1 M (Panreac, Barcelona, Espaiia).

10. Cloruro potasico (Prolabo, Paris, France).

11. Creatinina (Panreac, Barcelona, Espafia).

12. Cristal violeta (Panreac, Barcelona, Espafia).
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

D (+) -Glucosa-monohidrato (Merck, Madrid, Espafia).
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Panreac, Barcelona, Espafia).
Fenol-cloroformo (Sigma, St. Louis, USA).

Fosfato potasico anhidro (Merck, Darmstadt, Alemania).
Fosfato potésico dihidratado (Merck, Madrid, Espafia).
Hidroxido sodico (Panreac, Barcelona, Espafia).

L — Alanina (Panreac, Barcelona, Espafia).

L — Arginina (Panreac, Barcelona, Espafia).

L — Feanilalanina (Panreac, Barcelona, Espaiia).

L — Leucina (Panreac, Barcelona, Espafia).

L — Lisina (Panreac, Barcelona, Espafia).

L — Metionina (Panreac, Barcelona, Esparia).

L — Ornitina (Panreac, Barcelona, Espana).

L — Prolina (Panreac, Barcelona, Espafia).

L — Treonina (Panreac, Barcelona, Espafia).
Menadiona (Sigma, St. Louis.MO. USA).

Metanol (Panreac, Barcelona, Espafia).

Oxalato sodico (Panreac, Barcelona, Espafia).
Phloxine B (Panreac, Barcelona, Espafia).

Suero fisioldgico Grifols.

Sulfato amonico (Panreac, Barcelona, Espafa).

Sulfato de cobre (Panreac, Barcelona, Espafia).
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35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Sulfato de sodio anhidro (Panreac, Barcelona, Esparia).
Sulfato magnésico heptahidratado (Merck, Darmstadt, Alemania).

Tampon fosfato PBS 0,156M  pH7 (1,19¢9/ K2HPOs (Merck,
Darmstadt, Alemania); 0,299/ KH2POs (Merck, Darmstadt,
Alemania) y 4,93¢g/l NaCl (Panreac, Barcelona, Esparia).

Tampon MOPS 3-[N-morpholino]-propanesulfonic acid (Sigma, St
Louis, USA).

Tag ADN polimerasa (Biotools).
Urea (Panreac, Barcelona, Espafa).
Xilol (Panreac, Barcelona, Espafia).

XTT (2, 3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamine)

carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide).
Yema de huevo (Oxoid, Madrid, Espafa).

Zinc (Panreac, Barcelona, Espafia).
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3.2. Medios de cultivo.

10.

11.

12.

13.

Agar bacterioldgico tipo europeo (Panreac, Barcelona, Esparia).
Candida ID2 agar (BioMérieux, Marcy L etoile, Francia).

Malt Extract Agar (Oxoid, Madrid, Espafia) enriquecido con egg
yolk emulsion (Oxoid, Madrid, Espafia).

Medio de opacidad del Tween 80 (ver composicidn en pagina 92).
Medio de Lee (ver composicidn en pagina 124).

Orina artificial (ver composicion en pagina 116).

RPMI-1640 Medium (lzasa, Barcelona, Espafia).

Sabouraud dextrosa agar (BioMerieux, Marcy L etoile, Francia)

enriquecido con con egg yolk emulsion: SEA.

Sabouraud dextrosa agar (BioMeérieux, Marcy L’etoile, Francia)
enriquecido con sangre de cordero desfibrinada.

Sabouraud dextrosa agar 3% (BioMérieux, Marcy L etoile, Francia).
Sabouraud dextrosa broth (BioMérieux, Marcy L etoile, Francia).

Yeast Carbon Base (Difco, Madrid, Espafia) enriquecido con glucosa
(Merck, Madrid, Espafia), yeast Extract (Difco, Madrid, Espafa) y
albimina bovina (Sigma, Madrid, Espafia): YCB-BSA.

Yeast Extract (Difco, Madrid, Espafia).
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3.3. Microorganismos.

La realizacion del estudio se llevo a cabo mediante la utilizacion de
cepas de C. tropicalis aisladas a partir de muestras procedentes de pacientes
tanto intra como extrahospitalarios remitidas al Servicio de Microbiologia
del Hospital Universitario Infanta Cristina de Badajoz durante el periodo de
tiempo comprendido entre los afios 2003 y 2007. Las cepas control C.
tropicalis CECT 1440 (Colecciéon Espafiola de Cultivos Tipo. Burjasot,
Valencia) y C. albicans ATCC 10231 (American Type Culture Collection)

fueron incluidas también en el estudio.

La identificacion microbioldgica de cada cepa se realiz6 de manera
preeliminar a través de la siembra en medios especificos (selectivos y

diferenciales):

- Cultivo en medio para levaduras (Sabouraud dextrosa agar).

- Mediante la técnica de identificacion rapida de filamentacién en

suero equino se descartd la posibilidad de C. albicans.

- Cultivo en el medio cromdgeno Candida ID 2 agar.
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Posteriormente, se confirm¢ la identificacion de las cepas de C.

tropicalis con el sistema API 32C para identificacion de levaduras.

Una vez identificadas, las cepas se almacenaron a una temperatura
de -80°C en viales de criocongelacion, realizandose resiembras en placas de

Sabouraud para la realizacion de cada estudio.
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3.4. Estudio de actividad enzimatica.

3.4.1. Estudio de la actividad aspartil-proteasa en medio solido.

Para la determinacion de la actividad aspartil-proteinasa de las cepas
de C. tropicalis del estudio se utilizé como medio de cultivo Yeast Carbon
Base Agar con albumina bovina (YCB-BSA) como unica fuente de
nitrogeno, usado por Cassone et al. 1987, con el fin de estimular la
produccion de aspartil-proteasas, necesarias para la utilizacion de la

albumina como fuente de nitrégeno.

Composicion del medio YCB-BSA para 100 mi:

El medio YCB-BSA se elabord con 1,17 g de Yeast Carbon Base,
0,01 g de Yeast Extract y 0,2 g de albimina (YCB-BSA), disueltos en 10 ml
de agua destilada, esterilizandose por filtracion. Posteriormente se afiadieron
a un matraz que contenia 1,5 g de agar noble disuelto en 90 ml de agua
destilada esterilizados mediante autoclavado a 121°C de temperatura y 1
atmosfera de presion durante 15 minutos. EI medio resultante se repartio en
placas de Petri dispensando 10 ml por placa de 9 cm de diametro y se dejo

solidificar.
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Método:

Las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de los viales de
criocongelacién se descongelaron y sembraron por duplicado en placas de
Sabouraud dextrosa agar, incubandose cada cepa a dos temperaturas
diferentes (37°C y 22°C) durante 72 horas.

Una vez crecidas las cepas, se preparé una suspension de cada una
de ellas en suero fisioldgico de manera que medida dicha suspension en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 590 nm se obtuviera una

absorbancia de 0.7.

Se inocularon las placas con el medio YCB-BSA con una gota de 10
ul (equivalente a 107 ufc/ml) de cada una de las suspensiones de las
levaduras y un maximo de tres gotas por placa. Las placas se dejaron
incubar a 37°C y 22°C en funcion de la procedencia de las cepas (las que
crecieron a 37°C en Sabouraud fueron incubadas en YCB-BSA también a
37°C y las que crecieron a 22°C en Sabouraud, se incubaron a 22°C en
YCB-BSA).

La produccidn de aspartil-proteasas se evalu6 calculando el indice de
actividad enzimaética (Indice Pz (“Precipitation zone™)) con la formula de
Williamson et al (1986).
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Se realizaron lecturas de las placas a las 48 y a las 72 horas,
midiendo el halo de lisis alrededor de la colonia (Figura 19), obteniéndose
una proporcion, resultado de la division del diametro de la colonia entre el

didmetro del halo de lisis:

Diametro de la colonia

indice Pz =
Diametro de la colonia + zona de precipitacion

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0.40);

media (Pz 0.41-0.60), baja (Pz 0.61-0.99) y nula (Pz = 1).

Fig 19. Lectura de la actividad aspartil-proteasa en el medio YCB-BSA de cuatro
cepas de C. tropicalis incubadas a 37°C y 22° C.
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3.4.2. Estudio de la actividad fosfolipasa en medio solido.

Para la determinacién de la actividad fosfolipasa de las cepas de C.
tropicalis del estudio se utilizaron dos medios de cultivo diferentes
desarrollados por Price y Cawson, 1977, Sabouraud Egg-Yolk Agar (SEA)
y Malt Egg-Yolk Agar (MEA).

Debido a la accion de las enzimas fosfolipasas secretadas al medio se
produce la hidrolisis de los sustratos lipidicos presentes en el mismo,
liberandose &cidos grasos, que al unirse a los iones de calcio del medio
forman complejos insolubles que precipitan en el agar, formando un
caracteristico halo alrededor de la colonia cuya medida seria un reflejo de la

actividad fosfolipasa de la cepa estudiada.

Este método no detecta actividad fosfolipasa en levaduras que

producen muy bajos niveles de esta enzima (Ghannoum, 2000).

Composicion del medio SEA para 100 ml:

El medio SEA se prepar6 con 6,5 g de Sabouraud agar al 3% de
glucosa, 5,84 g de NaCl 1 M y 0,055 g de Cl.Ca 0,005 M, disueltos en 100

ml de agua destilada, esterilizdndose mediante autoclavado a 121°C de
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temperatura y 1 atmdésfera de presion durante 15 minutos. Posteriormente se
afiadié yema de huevo al 2%. ElI medio resultante se repartio en placas de

Petri dispensando 10 ml por placa de 9 cm de didmetro y se dejé solidificar.

Composicion del medio MEA para 100 ml:

El medio MEA se preparé con 5 g de Malt extract agar al 3% de
glucosa, 5,84 g de NaCl 1 M y 0,055 g de Cl>.Ca 5 mM, disueltos en 100 ml
de agua destilada, esterilizandose mediante autoclavado a 121°C de
temperatura y 1 atmosfera de presion durante 15 minutos. Posteriormente se
afiadié yema de huevo esteril al 2%. El medio resultante se repartid en
placas de Petri dispensando 10 ml por placa de 9 cm de diametro y se dejo

solidificar.

Método:

Las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de los viales de
criocongelacion se descongelaron y sembraron por duplicado en medio
Sabouraud dextrosa agar, incubandose cada cepa a dos temperaturas
diferentes (37°C y 22°C) durante 72 horas.

Una vez crecidas las cepas, se preparé una suspension de cada una

de ellas en suero salino de manera que medida dicha suspension en el
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espectrofotometro a una longitud de onda de 590 nm se obtuviera una

absorbancia de 0.7.

Se inocularon 10 pl de cada una de las suspensiones (equivalente a
107 ufc/ml) en las placas con el medio SDA suplementado con NaCl 1 M,
Cl,Ca 5 mM y 2% yema de huevo estéril y se dejaron incubar a 37°C y a
22°C en funcion de la procedencia de las cepas (las que crecieron a 37°C en
Sabouraud se incubaron en SEA también a 37°C y las que crecieron a 22°C
en Sabouraud, se incubaron a 22°C en SEA).

La medida de la actividad fosfolipasa se evalud calculando el indice

de actividad enzimatica (Pz) con la formula de Williamson et al., 1986.

Se realizaron lecturas de las placas a las 48 y a las 72 horas,
midiendo el didmetro de las colonias y el diametro del halo de lisis
alrededor de la colonia (Figura 20), obteniéndose una proporcion, resultado

de la division del didmetro de la colonia entre el diametro del halo de lisis:

Diametro de la colonia

indice Pz = — - ——
Diametro de la colonia + zona de precipitacion

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0.40);
media (Pz 0.41-0.60), baja (Pz 0.61-0,99) y nula (Pz = 1).
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3.4.3. Estudio de la actividad esterasica en medio solido.

Para la evaluacion de la actividad esterasica de las cepas de C.
tropicalis del estudio se utilizo el test de opacidad del Tween 80, descrito
por Rudek, 1978, y usado con posterioridad por multiples autores (Slifkin,
2000; Aktas et al., 2002), prueba bioguimica utilizada principalmente para

diferenciar entre C. albicans y C. dubliniensis.

La hidrolisis del Tween 80 estd mediada por enzimas lipoliticas
elaboradas por las especies de Candida. Como consecuencia de su
actividad, se liberan acidos grasos que al unirse al calcio incorporado en el
medio forman complejos insolubles (Slifkin, 2000). Estos complejos
producen el caracteristico halo de precipitacion alrededor de la colonia. Para
la induccion de la actividad esterasica extracelular, la falta de una fuente de
carbohidratos, combinada con Tween 80 como Unico recurso de carbono,
resulta fundamental. EI medio Tween 80 (mezcla de compuestos de
polyoxyethylensorbitan) incorpora como acidos grasos de cadena larga el
acido oleico (Cs). La actividad extracelular producida se considera
esterasica en el sentido estricto de la palabra, ya que produce actividad
hidrolitica con respecto a monoésteres solubles en agua con acidos grasos de

cadena larga (Tsuboi et al., 1996).

91




Material y Métodos

Composicion del medio Tween 80 para 1000 mi:

El medio de opacidad del Tween 80 se preparé con 10 g de peptona,
5 g de NaCl, 0,1 g CaCly, 15 g agar y 1000 ml de agua destilada, ajustado a
un pH de 6,8. EI medio se autoclavé a 121°C de temperatura y 1 atmdsfera
de presiéon durante 15 minutos. Se dejo enfriar hasta 50°C, mezclandolo
entonces con 5 ml de Tween 80 previamente autoclavado y enfriado. El
medio resultante se repartio en placas de Petri dispensando 25 ml de agar

por placa de 9 cm de diametro y se dejé solidificar.

Método:

Las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de los viales de
criocongelacién se descongelaron y sembraron por duplicado en medio
Sabouraud dextrosa agar, incubandose cada cepa a dos temperaturas
diferentes (37°C y 22°C) durante 72 horas.

Una vez crecidas las cepas, se preparé una suspension de cada una
de ellas en suero fisiol6gico de manera que medida dicha suspension en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 590 nm se obtuviera una
absorbancia de 0.7.
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Se sembraron 10 ul (equivalente a 107 ufc/ml) de cada una de las
suspensiones en las placas con el medio Tween 80 y se dejaron incubar a
37°C y 22°C en funcion de la procedencia de las cepas (las que crecieron a
37°C en Sabouraud se incubaron en Tween 80 también a 37°C y las que
crecieron a 22°C en Sabouraud, se incubaron a 22°C en Tween 80).

La produccion de actividad esterasica se evalud calculando el indice

de actividad enzimatica (Pz) con la formula de Williamson et al. ,1986.

Se realizaron lecturas de las placas a las 48 y a las 72 horas,
midiendo el halo de precipitacién alrededor del indculo (Figura 21),
obteniéndose una proporcidn, resultado de la divisién del didmetro de la
colonia entre el diametro del halo de precipitacion:

Diametro de la colonia

indice Pz =
Diametro de la colonia + zona de precipitacion

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0.40);
media (Pz 0.41-0.60), baja (Pz 0.61-0,99) y nula (Pz = 1).
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Fig 20. Lectura de la actividad fosfolipasa en el medio SEA de las cepas control de
C. tropicalis y C. albicans a 37°C y 22°C.

Fig 21.Lectura de la actividad esterasica en medio con Tween 80 en dos cepas de
C. tropicalis incubadas a 37°C y 22° C.
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3.4.4. Estudio de la actividad hemolitica en medio sélido.

Para la evaluacion de la actividad hemolitica de las cepas de C.
tropicalis del estudio se utiliz6 una modificacion del ensayo en placa
descrito por Manns et al., 1994, para C. albicans. Se usé agar Sabouraud,
suplementado con glucosa al 3%, al que se afiadi0 sangre de cordero
desfibrinada para determinar si las cepas de C. tropicalis producian algun
factor hemolitico que lisara los hematies.

Composicion del medio:

El medio para la valoracion de la actividad hemolitica se prepar6 con
Sabouraud agar glucosado al 3%, y se autoclavé a 121°C de temperatura 'y 1
atmosfera de presion durante 15 minutos. Posteriormente se afiadieron 7 ml
de sangre de cordero desfibrinada por cada 100 ml. El medio resultante se
repartio en placas de Petri dispensando 10 ml de agar por placa de 9 cm de

diametro y se dejé solidificar.
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Método:

Las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de los viales de
criocongelacién se descongelaron y sembraron por duplicado en medio
Sabouraud dextrosa agar, incubandose cada cepa a dos temperaturas
diferentes (37°C y 22°C) durante 72 horas.

Una vez crecidas las cepas, se preparé una suspension de cada una
de ellas en suero fisioldgico estéril de manera que medida dicha suspension
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 590 nm se obtuviera una

absorbancia de 0.7.

Se inocularon las placas con una gota de 10 ul (equivalente a 10’
ufc/ml) de cada una de las suspensiones de las levaduras y un maximo de
tres gotas por placa. Se incubaron a 37°C y 22°C con 5% de CO; en funcion
de la procedencia de las cepas (las que crecieron a 37°C en Sabouraud se
incubaron también a 37°C y las que crecieron a 22°C en Sabouraud, se

incubaron a 22°C).
Se realizaron lecturas de las placas a las 48 y a las 72 horas. La

presencia de un halo de lisis alrededor de la colonia formada se considerd

indicativo de actividad hemolitica (Figura 22).
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La produccion de hemolisinas se evalu6 calculando el indice de
actividad enzimatica (Pz) con la férmula de Williamson et al., 1986,

resultado de la division del didmetro de la colonia entre el didmetro del halo
de lisis:

o Diametro de la colonia
Indice Pz =

Diametro de la colonia + zona de precipitacion

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0.40);
media (Pz 0.41-0.60), baja (Pz 0.61-0.99) y nula (Pz = 1).

Fig 22. Lectura de la actividad hemolitica en dos cepas de C. tropicalis a 37°C.
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3.5. Estudio de la adherencia a material plastico (poliestireno).

3.5.1. Estudio de la capacidad de adherencia inmediata y tardia.

Para la evaluacién de la capacidad de adherencia a material plastico
(placas de microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano Greiner) (Figura
23) de las cepas de C. tropicalis del estudio se utilizé el método descrito por
Christensen et al., 1985, con modificaciones posteriores de Blanco et al.,
1997.

En el proceso de adherencia microbiana se han involucrados
multiples factores, entre los cuales figuran tanto determinantes de tipo
inespecifico, implicados principalmente en las primeras fases de la
adherencia (adherencia inmediata) como determinantes de tipo especifico
(ligando-receptor), participantes en procesos posteriores (adherencia tardia)
(Kennedy et al., 1988; Gallardo-Moreno et al., 2002). Las principales
fuerzas no especificas que actian durante los estadios iniciales del proceso
de adhesion poseen una naturaleza termodindmica, principalmente

relacionadas con la HSC (Gallardo-Moreno et al., 2002).
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Composicion del medio para 100 ml:

El medio RPMI-1640 se prepar6 previamente a cada ensayo como
un concentrado de 1,04 g de medio RPMI-1640, 2 g de D(+)-Glucosa
monohidrato, 3,45 g de tampon MOPS, en 10 ml de agua destilada,
afiadiéndose posteriormente a 90 ml de agua destilada esterilizada por
autoclavado a 121°C de temperatura y 1 atmdsfera de presion durante 15
minutos. Se ajustdé a un pH de 7 y se esterilizd por filtracion (mediante
filtros estériles de 0,45 p de diametro de poro). El medio resultante se
repartié en tubos estériles de 10 ml, a razon de 5 ml por tubo, y se

almacenaron a 5°C.

Método:

Las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de los viales de
criocongelacion se descongelaron y sembraron por duplicado en medio
Sabouraud dextrosa agar suplementado al 3% de glucosa, y se incubaron a
37°C durante 48 horas (fase estacionaria), antes de ser utilizadas en cada

ensayo.
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Cada cepa fue sembrada por duplicado en 5 ml de medio RPMI-
1640, e incubadas en agitacion (75 r.p.m) a 37°C y 22°C, respectivamente.
Después de 24 horas, 500 pl de estas suspensiones se resembraron en 4,5 ml
de RPMI-1640 fresco durante otras 24 horas.

Las levaduras se recuperaron por centrifugacion (3000 r.p.m; 5
minutos), y los pellets se lavaron tres veces con tampon salino 0,15 M
(phosphate-buffered saline PBS) a pH7.

Se prepararon suspensiones de 0.4+0.02 a 492 nm de D.O. en 4 ml
de PBS, y se reservaron 3 ml para los estudios de hidrofobicidad de
superficie celular. EI mililitro restante se utiliz6 para los estudios de

adherencia.

Adherencia inmediata.

Se distribuyeron 500 pl de esta suspension en  placas de
microtitulacion de 96-pocillos de poliestireno (250 pl/pocillo), se realizé la
lectura de la D.O.492nm (lectura inicial), y se incubaron estaticamente a 37°C

y 22°C, respectivamente, en atmésfera humedecida.

Transcurridos 15 minutos, se aspiraron los contenidos de los

pocillos, y se lavaron 3 veces con PBS 0,15 M frio, con el fin de eliminar las
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levaduras no adheridas. Se realiz6 la lectura de la D.O.s920m de los pocillos

para establecer los valores de adherencia inmediata.

Adherencia tardia.

Los 500 pl restantes se inocularon en placas de microtitulacion de 96
pocillos de poliestireno (250 ul/pocillo), se realizo la lectura de la D.O.4920m
(lectura inicial), se incubaron estaticamente a 37°C y 22°C, respectivamente,

en atmosfera humedecida.

Tras 24 horas, se aspiraron los contenidos de los pocillos, y se
lavaron tres veces con PBS 0,15 M frio, con el fin de eliminar las levaduras
no adheridas. Se realizé la lectura de la D.O.s920m de los pocillos para

establecer los valores de adherencia tardia.

Los estudios de adherencia se completaron con observaciones al

microscopio Optico, y se realizaron al menos por triplicado.
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3.5.2. Estudio de la adherencia inespecifica. HSC.

La determinacién de la hidrofobicidad de superficie celular se llevé a
cabo segun el método de adhesion microbiana a hidrocarburos (MATH)
descrito por Rosenberg et al., 1980, con modificaciones de Van Loosdrecht
et al., 1987, para la adherencia a hidrocarburos liquidos (n-hexadecano o
xylol) y de Blanco et al., 2007 (Figura 24).

El método MATH se basa en las propiedades hidrofobicas de las
superficies celulares de los microorganismos y de su capacidad de

adherencia a diferentes hidrocarburos debido a ellas.

Composicion del medio para 100 ml:

El medio RPMI-1640 se prepar6 previamente a cada ensayo como
un concentrado de 1,04 g de medio RPMI-1640, 2 g de D(+)-Glucosa
monohidrato, 3,45 g de tampdén MOPS, en 10 ml de agua destilada,
afadiendose posteriormente a 90 ml de agua destilada esterilizada por
autoclavado a 121°C de temperatura y 1 atmdsfera de presion durante 15
minutos. Se ajustd a un pH de 7, y se esteriliz6 por filtracion (mediante

filtros estériles de 0,45 p de diametro de poro). El medio resultante se
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repartio en tubos estériles de 10 ml, a razon de 5 ml por tubo, y se

almacenaron a 5°C.

Método:

Las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de los viales de
criocongelacion se descongelaron y sembraron por duplicado en medio
Sabouraud dextrosa agar suplementado al 3% de glucosa, y se incubaron a
37°C durante 48 horas (fase estacionaria), antes de ser utilizadas en cada

ensayo.

Cada cepa fue sembrada por duplicado en 5 ml de medio RPMI-
1640, e incubadas en agitacién (75 r.p.m) a 37°C y 22°C, respectivamente.
Después de 24 horas, 500 pl de estas suspensiones se resembraron en 4,5 ml
de RPMI-1640 fresco durante otras 24 horas.

Las levaduras se recuperaron por centrifugacion (3000 r.p.m; 5
minutos), y los pellets se lavaron tres veces con tampon salino 0,15 M
(phosphate-buffered saline PBS; 1,19 g/l KoHPOg4; 0,29 g/l KH2POs; 4,93
g/l NaCl), pH 7.

Se prepararon suspensiones de 0.4+0.02 a 492 nm de D.O. en 4 ml
de PBS, y se reservd 1 ml para los estudios posteriores de adherencia. A los
3 ml restantes se les afiadid 1 ml de xylol. La mezcla se agité en vortex

durante 1 minuto, y se dejo reposar durante 5 minutos para facilitar la
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separacion de las fases acuosa de la oleosa. Tras este proceso, se volvié a
realizar la medicién de la D.O. Se determiné la HSC como porcentaje
(Blanco et al., 2007). Las determinaciones de HSC se realizaron al menos
por triplicado.

%HSC = [(D.O Inicial — D.O. Final)/ D.O. Inicial] x 100

Fig 24. Lectura de la hidrofobicidad de superficie celular en cepas de C. tropicalis
incubadas en medio RPMI-1640 a 37°C (5) y a 22° C (6).
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3.5.3. Estudio de la adherencia especifica. Cuantificacion de la

expresion de la proteina Alstl en células plancténicas vy sésiles.

El estudio de la adherencia especifica se realiz6 en 8 de las 29 cepas
de C. tropicalis seleccionadas en funcion de su capacidad de formacion de
biofilm, siendo 4 de las 8 cepas muy formadoras (cepas 405, 438, 440 y
441) y las otras 4 (cepas 373, 408, 445 y 448) poco formadoras de biofilm.
Se establecio la cuantificacion de la expresion de la proteina Alstl tanto en
las variantes plancténicas como en las sésiles de estas 8 cepas. La secuencia
del gen Alstl se obtuvo por homologia con el genoma de C. albicans en la

base de datos http://www.candidagenome.org/, siendo posteriormente

comprobada con las previamente descritas por Punithavathy y Menon, 2012.

Se procedi6 al crecimiento de las células plancténicas y a la
formacion de biofilm sobre placas de microtitulacion de 96-pocillos de
poliestireno a las 24 de incubacion segun el método usado por Blanco et al.,
2006, método modificado de los modelos de Hawser et al., 1998 (b) y
Ramage et al., 2001 (a), en medio RPMI-1640.
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Composicion del medio:

El medio RPMI-1640 se prepar6 previamente a cada ensayo como
un concentrado de 1,04 g de medio RPMI-1640, 2 g de D(+)-Glucosa
monohidrato, 3,45 g de tampon MOPS, en 10 ml de agua destilada,
esterilizandose por filtracion, afiadiéndose posteriormente a 90 ml de agua
destilada esterilizada por autoclavado a 121°C de temperatura y 1 atmosfera
de presion durante 15 minutos. Se ajusto a un pH de 7 y se repartid en tubos

estériles de 10 ml, a raz6n de 5 ml por tubo, que se conservaron a 5°C.

Método:

Las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de los viales de
criocongelacién se descongelaron y sembraron en medio Sabouraud
dextrosa agar suplementado al 3% de glucosa, y se incubaron a 37°C
durante 48 horas (fase estacionaria), antes de ser utilizadas en cada ensayo.
Una vez transcurrido este tiempo, las levaduras se cultivaron en 5 ml de
medio RPMI-1640 en agitacion (75 r.p.m) a 37°C. Tras las primeras 24
horas se resembraron 500 pl de estos indculos en 4,5 ml de medio RPMI-
1640 fresco, en las mismas condiciones que las usadas previamente, y se

dejaron incubar durante 24 horas.
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Se transfirieron 50 pl del inéculo anterior en 4,95 ml de medio
RPMI-1640, alcanzando una concentracion aproximada de 5*10° ufc/ml.
Para el estudio de la adherencia especifica en las células planctonicas, el
cultivo se mantuvo durante 24 horas méas a 37°C en agitacion (75 r.p.m).
Para el estudio de la adherencia especifica en las células sésiles se
distribuyeron 250 ul/pocillo en placas de microtitulacion de 96-pocillos de
poliestireno y se incubaron a 37°C. La incubacion se realiz6 en agitacion (75
r.p.m) en atmosfera himeda durante 24 horas.

Una vez obtenido el cultivo tanto en medio liquido como en placa de

microtitulacion se procedio a la obtencion del RNA celular.

- Aislamiento de RNA de células plancténicas:

Se procedio a la centrifugacion del cultivo a 5000 r.p.m durante 10
minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet resultante con
1 ml de solucion de lisis (Sorbitol 1 M, EDTA 100 mM y 100 U de
Iyticasa). Se incubaron las muestras a 30°C durante 5 horas en agitacion
(150 r.p.m), y una vez transcurrido este tiempo se centrifugaron a 5000
r.p.m. durante 10 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendié en 350

ul de solucién Buffer de lisis y 3,5 pl de mercaptoetanol.
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- Aislamiento de RNA de células sésiles:

Se procedio al lavado de los pocillos de la placa de microtitulacién
con PBS con el fin de eliminar las células planctdnicas del cultivo. Se
afiadié 1 ml de solucidn de lisis sobre el biofilm formado. Se incubaron las
muestras a 30°C durante 5 horas en agitacion (150 r.p.m). Se desprendio el
biofilm con un raspador y se traspasaron a un tubo de 15 ml. Al igual que se
hizo con las células plancténicas, se centrifugaron a 5000 r.p.m. durante 10
minutos. Se retird el sobrenadante y se resuspendid en 350 pl de solucién
Buffer de lisis y 3,5 pl de mercaptoetanol.

Una vez obtenido el RNA se determind su concentracion.

- Real time-PCR One-step a partir del RNA aislado de las células

planctdnicas y sésiles:

Para cada muestra se afiadieron las cantidades de tampon, enzima y
cebadores (oligo-dT primers) recomendadas por el kit, y 100 ng de RNA. Se

Ilevé a cabo el siguiente protocolo y ciclos de PCR:

108




Material y Métodos

1. Sintesis de cDNA: 10 minutos a 50°C.

2. Inactivacion de la transcriptasa reversa iScript: 5 minutos a

95°C.

3. 40 ciclos de PCR: 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C.

Como marcadores internos de control de la PCR se utilizaron los

genes de actina y de la region 18s de C. tropicalis. La cuantificacion relativa

de la expresion del gen ALST1 se determin6 mediante el método ACr:

ACT =2 (ACt biofilm — ACt planctonicas )

Las secuencias de los cebadores utilizados en la PCR se recogieron en la

Tabla 4.

Tabla 4. Primers utilizados en el estudio de la cuantificacion de la expresion de la

proteina ALSt1 en C. tropicalis.

ALStl1l-Forward

5-AGG TGATACGTT CAC TTT GAT CAT G-3

ALSt1-Reverse

5-CCATTG GCA GTC AAATCA ACA-3
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3.6. Determinacion de la capacidad de formacion de biofilm.

3.6.1. Estudio de la capacidad de formacion de biofilm sobre placas de

poliestireno utilizando como medio de cultivo medio RPMI-1640.

- Determinacion de la biomasa del biofilm:

La capacidad de formacion de biofilm sobre placas de
microtitulacion de 96-pocillos de poliestireno a las 24 y 96 horas de
incubacion (Figura 25) se realizé segun el método usado por Blanco et al.,
2006, método modificado de los modelos de Hawser et al., 1998 (b) y
Ramage et al., 2001 (a), siendo un modelo rapido, eficiente, fiable y

facilmente reproducible, con alto rendimiento potencial.

Fig 25. Formacion de biofilm en placas Greiner.
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Composicion del medio:

El medio RPMI-1640 se prepar6 previamente a cada ensayo como
un concentrado de 1,04 g de medio RPMI-1640, 2 g de D(+)-Glucosa
monohidrato, 3,45 g de tampon MOPS, en 10 ml de agua destilada,
esterilizandose por filtracion, afiadiéndose posteriormente a 90 ml de agua
destilada esterilizada por autoclavado a 121°C de temperatura y 1 atmosfera
de presion durante 15 minutos. Se ajusto a un pH de 7 y se repartid en tubos

estériles de 10 ml, a raz6n de 5 ml por tubo, que se conservaron a 5°C.

Método:

Al igual que en los estudios de hidrofobicidad y adherencia, cada
cepa se sembrd en Sabouraud dextrosa agar durante 48 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, las levaduras se cultivaron por duplicado en 5 ml
de medio RPMI-1640 en agitacion (75 r.p.m) a 37°C y 22°C. Tras 24 horas,
se resembraron 500 pl de estos inéculos en 4,5 ml de medio RPMI-1640
fresco, en las mismas condiciones que las usadas previamente, y se dejaron

incubar durante 24 horas.
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Se transfirieron 50 pl del in6culo anterior en 4,95 ml de medio
RPMI-1640, alcanzando una concentracion aproximada de 5*10° ufc/ml, y
se distribuyeron 250 ul/pocillo en placas de microtitulacion de 96-pocillos
de poliestireno. Se realizo la lectura de la D.O.492nm de las placas previa a la
incubacion. Las placas con el inoculo procedente de levaduras crecidas a
37°C se incubaron a esa temperatura, mientras que las placas con las
procedentes de 22°C, se incubaron a 22°C. La incubacién se realizé en

condiciones estaticas en atmodsfera himeda durante 24 y 96 horas.

A las 24 de incubacion, se determind la D.Oasg2nm para establecer el

crecimiento de las distintas cepas como medida de control.

Las levaduras no fijadas en el biofilm se eliminaron por aspiracion, y
los biofilms formados se lavaron 3 veces con 0,15 M PBS frio. Mediante la

medida de la D.Oag2nm Se determind la biomasa del biofilm.

- Determinacién cuantitativa de la actividad metabdlica del biofilm:

La determinacion cuantitativa de la actividad metabdlica del biofilm
formado a las 24 y 96 horas de incubacion se realizé mediante la utilizacion
del método colorimétrico basado en la reduccién mitocondrial del XTT [2,3-
bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-phenyl)-5-[(phhenylamine)  carbonyl]-2H-
tetrazolium-hydroxide SALT] por parte de las levaduras descrito por
Ramage et al., 2001 (a), siendo este método ampliamente utilizado con
posterioridad por multiples autores (Jin et al., 2003; Kuhn et al., 2003; Jin et

al., 2004; Seneviratne et al., 2008). EI XTT se convierte, por la accion de
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las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas en un producto de
color anaranjado soluble en agua que puede ser medido
espectrofotométricamente (Hawser et al., 1998 (b); Tellier et al., 1992)
(Figura 26).

Fig 26. Actividad metabdlica del biofilm en placas Greiner.

Preparacion de la solucion XTT-menadiona:

Se prepararon 0,5 g/l de solucion de XTT en PBS pH7. Se
esterilizaron por filtracién (filtros de 0,22 pm de diametro) y se
almacenaron a -20°C. Antes de cada ensayo, a cada solucion de XTT se le
afiadié menadiona 10 mM disuelta en acetona, a una concentracion final de
1 M.
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Método:

Al igual que en los estudios de determinacion de biomasa del
biofilm, cada cepa se sembr6 en Sabouraud dextrosa agar durante 48 horas.
Una vez transcurrido este tiempo, las levaduras se cultivaron por duplicado
en 5 ml de medio RPMI-1640 en agitacion (75 r.p.m) a 37°C y 22°C. Tras
24 horas, se resembraron 500 pl de estos indculos en 4,5 ml de medio
RPMI-1640 fresco, en las mismas condiciones que las usadas previamente,

y se dejaron incubar durante 24 horas.

Se transfirieron 50 pl del inéculo anterior en 4,95 ml de medio
RPMI-1640, alcanzando una concentracion aproximada de 5*108 ufc/ml, y
se distribuyeron 250 pl/pocillo en placas de microtitulacion de 96-pocillos
de poliestireno. Se realizo la lectura de la D.O.492nm de las placas previa a la
incubacion. Las placas con el in6culo procedente de levaduras crecidas a
37°C se incubaron a esa temperatura, mientras que las placas con las
procedentes de 22°C, se incubaron a 22°C. La incubacién se realiz6 en

condiciones estaticas en atmdsfera himeda durante 24 y 96 horas.

A las 24 de incubacion, se determind la D.Oas92nm para establecer el

crecimiento de las distintas cepas como medida de control.

Las levaduras no fijadas en el biofilm se eliminaron por aspiracion, y

los biofilms formados se lavaron 3 veces con 0,15 M PBS frio. Mediante la
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medida de la D.Oasg2nm Se determiné la biomasa del biofilm. Posteriormente,
se dispensaron 100 pul de XTT-menadiona en cada pocillo de la placa de
microtitulacion, midiendose la D.O492nm inicial. Tras la incubacion de las
placas en oscuridad durante un periodo de tiempo de 1 hora, a 37°C y 22°C,

respectivamente, se volvio a determinar la D.Oasg2nm del biofilm.

Los estudios de crecimiento, determinacion biomasa y actividad
mitocondrial del biofilm se realizaron en idénticas condiciones para 96

horas.

Todos estos ensayos se completaron con estudios de microscopia
Optica. Las determinaciones crecimiento, biomasa y actividad del biofilm se

realizaron al menos por triplicado.

3.6.2. Estudio de la capacidad de formacion de biofilm sobre placas de

poliestireno utilizando como medio de cultivo orina artificial.

- Determinacién de la biomasa del biofilm:

La capacidad de formacion de biofilm sobre placas de
microtitulacion de 96-pocillos de poliestireno (Figura 27) se realiz6 segun el
método usado por Blanco et al., 2006, método modificado de los modelos
de Hawser et al., 1998 (b) y del de Ramage et al., 2001 (a).
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Composicion de la orina artificial para 1000 ml:

La orina artificial se prepard previamente a cada experimento segun
la féormula de Silva et al., 2010, usada previamente por Jain et al., 2007, con
0,65 g de CaCly, 0,65 g de MgCl>, 4,6 g de NaCl, 2,3 g de NaxS0O4, 0,65 g de
citrato sédico, 0,02 g de oxalato sodico, 2,8 g de KH2PO4, 1,6 g KCI, 1,0 g
NH4ClI, 25,0 g de urea, 1,1 g de creatinina, y 1000 ml de agua destilada,
ajustada a un pH de 5,8. Se esterilizo por filtracion, y se almaceno en nevera

a 5°C hasta su utilizacion.

Tincion de cristal violeta para la cuantificacion de la biomasa del

biofilm:

El biofilm formado en cada pocillo de la placa de microtitulacion de
96-pocillos de poliestireno se fijé con 200 pl de metanol durante 15 minutos
y se dejé secar. Transcurrido este tiempo se afiadieron como colorante 200
ul de cristal violeta al 1% por pocillo que se mantuvieron durante 5 minutos.
Después, los pocillos se lavaron con agua ultrapura estéril. Para resuspender
el colorante ligado a la matriz del biofilm se afiadieron 200 ul de &acido
acetico al 33% en cada pocillo y se determino la DOs7onm. La absorbancia de
la solucion de decoloracion refleja la cantidad de biomasa del biofilm
(Figura 28).
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Método:

Cada cepa se sembro en SDA durante 48 horas. Una vez transcurrido
este tiempo, las levaduras se cultivaron en 5 ml de medio RPMI-1640 en
agitacion (75 r.p.m) a 37°C. Tras 24 horas, se resembraron 500 pl en 4,5 ml
de medio RPMI-1640 fresco, y se dejaron incubar durante otras 24 horas.

Las levaduras se recuperaron por centrifugacion (3000 r.p.m; 5
minutos), y se lavaron dos veces con PBS 0,15 M. Se prepar6 una
concentracion de 10° ufc/ml en orina artificial, y se distribuyeron 250
ul/pocillo en placas de microtitulacion de 96-pocillos de poliestireno. Se
realizo la lectura de la D.O.s020m de las placas y se incubaron a 37°C en

condiciones estaticas y en atmdsfera himeda durante 24 horas.

Una vez transcurrido este tiempo, las levaduras no ancladas en el
biofilm se eliminaron por aspiracion, y los biofilms formados se lavaron 3
veces con PBS 0,15 M frio. Se midi6¢ la D.O.s92nm para determinar la

biomasa del biofilm.

Posteriormente, los biofilms formados se tifieron con cristal violeta

al 1%, y se determind su D.O.92nm.

Todos estos ensayos se completaron con estudios de microscopia

Optica y se realizaron al menos por triplicado.
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Fig. 27. Formacion de biofilm sobre placa Greiner.

Medio de cultivo: orina artificial.

Fig 28. Tincion con cristal violeta (al 1%) del biofilm formado sobre placa Greiner.
Medio de cultivo: orina artificial.
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3.6.3. Estudio de la capacidad de formacion de biofilm sobre catéter

Foley bajo condiciones de flujo continuo de orina artificial y su

determinacion por UFC.

El estudio se desarroll6 segun el método descrito por Negri et al.,
2011, para la formacion de biofilm sobre dispositivos biomédicos,
concretamente sobre sondas urinarias, bajo un sistema de flujo continuo de

orina artificial.

C. tropicalis es una de las especies de Candida asociada con mayor
frecuencia a la formacion de biofilms sobre catéteres. La mayoria de las
infecciones del tracto urinario por Candida son nosocomiales y ocurren en
pacientes con catéteres urinarios. La duracién de la exposicion al catéter esta
directamente relacionada con la incidencia de candiduria (Gentry y Price,
1993).

Método:

Las cepas de C. tropicalis se sembraron en Sabouraud dextrosa agar
y se incubaron durante 24 horas. Una vez transcurrido este periodo de
tiempo, se resembraron 1-2 colonias en 30 ml de Sabouraud dextrosa broth,

incubandose en agitacion a 130 r.p.m y 37°C durante 18 horas.
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Las levaduras se recuperaron por centrifugacion (8000 r.p.m durante
5 minutos) a 4°C, y se lavaron dos veces con 20 ml de PBS frio. El in6culo
se resuspendio con 10 ml de PBS, y se ajustd hasta una concentracion de 10°
levaduras/ml de orina artificial preparada como se describe en el apartado
anterior (la concentracion de levaduras se obtuvo mediante recuento en

camara de Neubauer).

El catéter de Foley de latex de 26 cm de longitud se dividié en dos
partes, siendo cada mitad (13 cm) valida para un experimento. Cada
extremidad del catéter se unié a un tubo de silicona para la entrada y salida
del medio (orina artificial). La union se sell6 con parafilm, para evitar la
salida de liquido, y el dispositivo se instal6 sobre una bomba de flujo
continuo. Durante 2 horas se hizo transcurrir el indculo a través del catéter a
una velocidad constante de 1 ml/minuto, a una temperatura de 37°C.
Posteriormente, y hasta completar un tiempo de 24 horas, se hizo pasar
orina artificial estéril a la misma velocidad. Transcurridas 24 horas, se liber6
el catéter y se dividié éste en dos segmentos. EI primer segmento se dividio
en varias secciones de 1 cm de longitud que se transfirieron a placas de 24
pocillos donde se les realizo la tincion de cristal violeta (descrita en el
apartado anterior) y se les determind la DOs7onm, tras el cambio a pocillos de
otra nueva placa. El segundo segmento se introdujo en un tubo Falcon de
50 ml al que se afiadieron 2 ml de PBS. Se procedid al raspado del biofilm
formado en el interior del catéter y a su sonnicacién (30%; 45 segundos).
Las células recuperadas en el PBS se homogeneizaron durante 30 segundos
con agitacion en vortex, y se inocularon 25 pl/placa para recuento de ufc/ml
en 3 placas de Sabouraud dextrosa agar. Despues de 24 horas de incubacion

se procedio al recuento de las colonias.
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Todos estos ensayos se completaron con estudios de microscopia

Optica y se realizaron al menos por triplicado.

3.7. Estudios morfoldgicos.

3.7.1. Estudio de la capacidad de filamentacién y crecimiento en

funciéon del tiempo v de la temperatura.

La capacidad y el grado de filamentacion de las diferentes cepas de
C. tropicalis del estudio se analizaron conjuntamente con la curva de
crecimiento en funcién del tiempo (24 y 96 horas), y la temperatura (37 y
22°C), utilizando placas de microtitulacion de 96-pocillos de poliestireno,
siguiendo el mismo método que para la formacion de biofilm (Ramage et
al., 2001 (a); Blanco et al., 2006).

Composicién del medio:

El medio RPMI-1640 se prepar6 previamente a cada ensayo como
un concentrado de 1,04 g de medio RPMI-1640, 2 g de D(+)-Glucosa
monohidrato, 3,45 g de tampdén MOPS, en 10 ml de agua destilada,

esterilizandose por filtracion, afiadiéndose posteriormente a 90 ml de agua
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destilada esterilizada por autoclavado a 121°C de temperatura y 1 atmdsfera
de presion durante 15 minutos. EI medio se ajusto a un pH de 7 y se repartio
en tubos estériles de 10 ml, a razén de 5 ml por tubo, y se conservaron a
5°C.

Método:

Cada cepa se sembro en Sabouraud dextrosa agar durante 48 horas.
Una vez transcurrido este tiempo, las levaduras se cultivaron por duplicado
en 5 ml de medio RPMI-1640 en agitacion (75 r.p.m) a 37°C y 22°C. Tras
24 horas, se resembraron 500 pl de estos inoculos en 4,5 ml de medio
RPMI-1640 fresco, en las mismas condiciones que las usadas previamente,

y se dejaron incubar durante 24 horas.

Se transfirieron 50 pl del in6culo anterior en 4,95 ml de medio
RPMI-1640, alcanzando una concentracion aproximada de 5*108 ufc/ml, y
se distribuyeron 250 ul/pocillo en placas de microtitulacién de 96-pocillos
de poliestireno. Se realizo la lectura de la D.O.492nm de las placas previa a la
incubacion. Las placas con el indculo procedente de levaduras crecidas a
37°C se incubaron a esa temperatura, mientras que las placas con las
procedentes de 22°C, se incubaron a 22°C. La incubacién se realiz6 en

condiciones estaticas en atmésfera himeda durante 24 y 96 horas.
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Alas 24 y alas 96 horas de incubacion se determind la D.Oag2nm
para establecer el crecimiento de las distintas cepas. A su vez, se procedio al

estudio del grado de filamentacién mediante microscopia Optica.

Estos estudios se realizaron al menos por triplicado.

3.7.2. Estudio de la capacidad de produccion de cambios fenotipicos

“switching”).

Mediante la capacidad de producir variaciones en su fenotipo
(“switching”), los microorganismos pueden generar variantes antigénicas de
manera espontanea, siendo estas modificaciones reversibles e

interconvertibles entre ellas (Soll, 1992).

La capacidad de “switching” se realizd segun el método descrito por
Anderson y Soll., 1987, con la utilizacion del medio descrito por Lee et al.,
1975.

La concentracion de zinc en el medio resulta fundamental en el
estudio del cambio morfoldgico, ya que variaciones de esta modifican la
frecuencia de un morfotipo caracteristico (Bedell y Soll, 1979). La adicion
de phloxina B permite tefiir diferencialmente de color rojo las células de
fase opaca en C. albicans (tanto colonias, como sectores de las colonias),
dejando las colonias blancas de color blanco (Anderson y Soll, 1987).
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Composicion del medio para 100 ml:

El medio para la realizacion del estudio de “switching” (Lee et al.,
1975) se preparé utilizando la siguiente composicion: 0,5 g de sulfato
amonico, 0,02 g de sulfato magnésico heptahidratado, 0,25 g de fosfato
potésico anhidro, 0,5 g de cloruro sddico, 1,25 g de D (+) -glucosa-
monohidrato, 0,05 g de L-alanina, 0,13 g de L-leucina, 0,1 g de L-lisina,
0,01 g de L-metionina, 0,007 g de L-ornitina, 0,05 g de L-fenilalanina, 0,05
g de L-prolina, 0,05 g de L- treonina, 1,5 g de agar bacteriolégico, 0,07 g de
arginina, 0,017 g de zinc y sulfato de cobre (maximo 1 mM). Se afiadi6
phloxine B a una concentracién de 5 pg/ml, ya que las diferentes
morfologias son facilmente distinguibles al afiadir al medio diferentes
colorantes, entre ellos, phloxine B (Anderson y Soll, 1987). EI medio se
esterilizd por autoclavado a 121°C, 20 minutos, y se distribuyo en placas de
Petri (10 ml/placa).

Método:

Se descongelaron las 30 cepas y se incubaron en Sabouraud dextrosa
agar durante 48 horas a 37°C. Se prepararon diluciones en suero fisiologico
hasta alcanzar una concentracion equivalente a 10° ufc/ml. 50 pl de esta
dilucion se repartieron en placas de Petri con 10 ml de medio Lee,

sembrandose por rotacién en toda la placa.
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Las placas se incubaron en oscuridad a 25°C, con y sin la presencia
de CO- a una concentracion de entre el 3y el 5%, realizandose lecturas a los
10y 15 dias.

El fendmeno de “switching” se estudié con ayuda de una lente de
aumento (x40), y se realizaron los recuentos de las diferentes colonias

observadas (Figura 29).

Estos estudios se realizaron al menos por triplicado.

Fig 29. Expresion de “switching” en diferentes cepas de C. tropicalis.
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3.8.Estudios de conjugacion. Confiquracion genotipica del locus MTLt.

La configuracion genotipica del locus MTLt de las cepas de C.
tropicalis del estudio, se llevo a cabo mediante el examen de los genes
MTLta2 y MTLto2 implicados en la capacidad de conjugacién de C.
tropicalis (Butler et al., 2009; Porman et al., 2011), a través de la reaccion

en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

- Extraccion del ARN cromosémico.

Método:

Se descongelaron las 30 cepas de C. tropicalis del estudio y se
incubaron en Sabouraud dextrosa agar durante 48 horas a 37°C. Se procedio
a realizar un inéculo en Sabouraud liquido a 37°C durante otras 24 horas
hasta alcanzar la fase estacionaria. Las levaduras se centrifugaron a 50009
durante 10 minutos. Se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 5 ml
de una solucion de lisis (Sorbitol 1M, EDTA 100 mM y 100 U de lyticasa),
incubandose a 30°C durante 5 horas en agitacion (150 rpm
aproximadamente). Las levaduras se centrifugaron a 5000 g durante 10
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minutos. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 350 ul de
Buffer de lisis del Kit Illustra RNAs isolation (GE Healthcare) y 3,5 ul de
mercaptoetanol, siguiendo posteriormente las indicaciones descritas en el
manual de dicho kit. Una vez obtenido el RNA se determind su

concentracion y pureza.

- Sintesis de cDNA a partir de RNA.

Para realizar la sintesis de cDNA a partir de RNA se utilizé el kit
iScript cDNA Synthesis (BioRad). Para cada muestra se afadieron las
cantidades de tampon y enzima recomendadas por el kit para un volumen
final de 20 ul (4ul de buffer y 1ul de enzima) y 100 ng de RNA

aproximadamente.

La reaccion siguio el siguiente protocolo:

5 minutos a 25°C

30 minutos a 42°C

5 minutos a 85°C
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- Amplificacion por PCR de los alelos de MTL (A2, a2)

Para la reaccién de PCR se utilizé el kit iTaqg DNA Polymerase de
BioRad. La mezcla de reaccion esta constituida por: iTaq buffer 1x, MgCI2
1.5 mM, dNTP mix 0,2mM de cada uno, iTag 1,25 U, primer F 200 nM,
primer R 200nM y 1 ul del cDNA sintetizado anteriormente. La reaccion

siguio el siguiente programa:

-Deshibridacion: 3 minutos a 95°C
-Los ciclos de PCR (35 ciclos):

30 segundos a 95°C

30 segundos a 55°C

45 segundos a 72°C

-Extensién final: 10 minutos a 72°C

Las secuencias amplificadas fueron reveladas mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, clasificando las cepas como
heterocigotas si incluian ambos locus (a/a) u homocigotas si poseian un solo

locus (a 6 o).
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Tabla 5. Primers utilizados en el estudio de la configuracion del locus

MTLt de C. tropicalis.

prz%m GATTTGGTATGAAAAGAGGAACTCTAAC
DY?LSYS CTACTAATTTTGAAACCATTTGGAGTCT
prBT_70
(alpha2) TAAAACATTAAGCATAGAGGACAAAGAA
prBT_71
(alpha?) AACTTCAAATGCAAAATGTAAAACATAC
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3.9. Estudio estadistico.

Con los resultados obtenidos en los distintos experimentos repetidos
al menos por triplicado se desarrollé un estudio estadistico descriptivo en el
que se us6 como medida de centralizacion para caracterizar los valores hacia
los que tendia la distribucion, la media aritmética. Para el estudio de la
cuantificacion de la expresion de la proteina Alstl se utilizé como medida
de tendencia central la media geométrica. Como medida de dispersion o
variabilidad para informar acerca de la agrupacion de los valores obtenidos
en torno a la media se utilizaron la desviacion estandar (raiz cuadrada de la
varianza) y el coeficiente de variaciébn de Pearson (cociente entre la
desviacién tipica y la media de la distribucion expresada en forma de

porcentaje).

Para la organizacion y representacion grafica de los datos se

utilizaron diagramas de barras y diagramas de sectores circulares.

Posteriormente, se procedio a la realizacion de un analisis inferencial
mediante el anlisis de las diferentes variables del estudio. Para establecer la
asociacion y correlacién existente entre las diferentes variables cuantitativas
se utilizaron los diagramas de dispersion y la regresion lineal simple, asi
como el coeficiente de correlacion de Pearson. Para comparar las medias de

varios grupos independientes (clasificadas las cepas segun el origen de
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procedencia) se utilizé la prueba del andlisis de la variancia (ANOVA). Para
comprobar la normalidad de las muestras se utilizaron graficos de caja y los
test de Shapiro-Wilks y Kolmogorov-Smirnov. Para el estudio de la
homogeneidad de las varianzas de utilizd la prueba de Levene. La
normalidad de las muestras y la homogeneidad de variancias se
consideraron cuando p resulté no significativa en estos tests. En caso de no
poder utilizarse el analisis de la varianza ANOVA por no cumplir los test
previos, se procedio a realizar el test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Para
comparar medias de dos grupos independientes (cepas de origen urinario-no
urinario) se realizd la prueba de Student-Fisher (T-test para muestras
independientes). Las condiciones de normalidad se verificaron con el test
de Shapiro-Wilks, y la homogeneidad de variancias mediante la prueba de
Levene. Cuando no se cumplieron los requisitos de normalidad vy
homogeneidad de varianzas se aplico la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney.

Estos estudios fueron desarrollados con el programa Microsoft
Office Excel 2003-2007-2013 y con el programa SPSS 11.5 para Windows.
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4.1. Aislamiento e identificacion.

La totalidad de las cepas de C. tropicalis utilizadas en este estudio
(n=29) se aislaron a partir de muestras obtenidas de pacientes intra y
extrahospitalarios del Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz
(CHUB) durante el periodo de tiempo comprendido entre abril de 2003 y
diciembre de 2007. Se recogieron datos acerca del tipo de muestra, del
servicio de procedencia, asi como de la existencia de patologia subyacente u
otro de tipo de afeccion concomitante (Tabla 6). La identificacion
microbioldgica hasta llegar al nivel de especie se realizd mediante el uso del
sistema de identificacion API ID 32 C (Vitek Systems, BioMérieux).

27 de las 29 cepas estudiadas (93,10%) se obtuvieron a partir de
pacientes ingresados. SoOlo una cepa (3,45%) presentd procedencia
extrahospitalaria. El origen de la cepa restante (3,45%) no pudo ser
determinado (Figura 30). La procedencia de los aislamientos de C.
tropicalis se recogio en las Figuras 30 y 31. En la Figura 31 se representaron
los servicios de procedencia de las muestras. Asi, pudo comprobarse cémo
el 21% de las cepas tuvo su origen en muestras de pacientes ingresados en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), el 21% provino de la Unidad de
Patologia Infecciosa (UPI), el 24% se aislo a partir de muestras procedentes
de servicios quirdrgicos, y hasta el 31% de las mismas se aislaron de otros
servicios (concretamente de Reumatologia, Neumologia, Digestivo,
Medicina Interna, Nefrologia y de la Unidad de Coronarias). EI 3% restante

no pudo ser determinado.

135




Resultados

Tabla 6. Cepas de C. tropicalis incluidas en el estudio (n=29). Tipo de muestra, servicio de
procedencia de las mismas y patologia concomitante con la infeccién por Candida.

CEPA ESPECIE MUESTRA SERVICIO PATOLOGIA
365 C. tropicalis Aspirado bronquial UCl VIH/TBC/ Neumonia
367 C. tropicalis Frotis lingual UPI TBC
368 C. tropicalis Catéter Neurocirugia Postcirugia
372 C. tropicalis Exudado vaginal Reumatologia Poliartritis
373 C. tropicalis Orina Neumologia Sindrome febril
379 C. tropicalis Catéter Cirugia general Obstruccion intestinal
381 C. tropicalis Orina Digestivo ITU
404 C. tropicalis Liquido ascitico UCl Peritonitis
405 C. tropicalis Orina Medicina Interna ND
408 C. tropicalis Orina ND Sonda uretral/ITU
413 C. tropicalis Frotis faringeo Medicina Interna Candidiasis orofaringea
416 C. tropicalis Orina Nefrologia Dialisis/Trasplante renal
419 C. tropicalis Aspirado bronquial UCl Nefrectomia radical
421 C. tropicalis Orina Neurocirugia ITU
429 C. tropicalis Orina UPI ITU
432 C. tropicalis Absceso abdominal Cirugia general ND
434 C. tropicalis Orina Urologia ND
435 C. tropicalis Ufia AP Extrahospitalario
436 C. tropicalis Orina Coronarias Sindrome febril
438 C. tropicalis Orina UPI Infeccién herida quirirgica
440 C. tropicalis Orina UPI ITU
441 C. tropicalis Orina UcCl Hepatopatia alcohdlica
442 C. tropicalis Orina Cirugia general ITU
443 C. tropicalis Frotis faringeo UCl ND
444 C. tropicalis Esputo espontaneo UPI TBC
445 C. tropicalis Orina UCl Sindrome febril
446 C. tropicalis Aspirado traqueal UCl ND
447 C. tropicalis Esputo espontdneo | Medicina Interna ND
448 C. tropicalis Orina UPI ITU/Meningitis bacteriana

CECT-1440 C. tropicalis Esputo espontaneo

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana; TBC:
Tuberculosis; UPI: Unidad de Patologia Infecciosa; ITU: Infeccidn del Tracto Urinario;

ND: No Determinado; AP: Atencion Primaria.
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Origen de los aislamientos

Aislamientos
intrahospitalarios

B Aislamientos
extrahospitalarios

No determinados

Fig 30. Procedencia de los aislamientos de C. tropicalis incluidos en el estudio
segun su origen intra o extrahospitalario.

40

Fig 31. Procedencia de los aislamientos de C. tropicalis de origen intrahospitalario
segun el servicio a partir del cual se obtuvieron las muestras.
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En la Figura 32 se resumid la procedencia de los aislamientos de las
cepas de C. tropicalis estudiadas esta vez en funcion de su origen anatomico
por aparatos y sistemas. Se pudo verificar como hasta el 51,72% de los
mismos (15 de las 29 cepas estudiadas) procedieron de muestras de orina. El
24,14% (7 de las cepas) tuvo origen respiratorio. El 24,14% restante se
obtuvo a partir de piel, anejos cutaneos y partes blandas y otros liquidos
biologicos.

Durante el periodo de tiempo comprendido entre abril de 2003 y
diciembre de 2006 se aislaron un total de 166 cepas de Candida spp.
procedentes de muestras de orina del CHUB, de las cuales 15 fueron C.
tropicalis (8,99% del total de candidurias). Todas procedieron de pacientes

hospitalizados. Estos resultados se resumieron en la Figura 33.

En funcidén de estos datos, se puede afirmar que en el CHUB
durante el periodo de tiempo estudiado, C. tropicalis llegd a ser aislada
como segunda especie de Candida productora de candiduria tras C.
albicans, teniendo en cuenta que hasta el 14,35% de las Candidas obtenidas

en las muestras de orina no se identificaron a nivel de especie.
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Origen de las cepas de C. tropicalis

100%

75%
50%
25%

0%

B Respiratorio B Orina M Piel y partes blandas Liquidos biologicos  Otros

|

Fig 32. Procedencia de los aislamientos de C. tropicalis del estudio seglin su
localizacion por aparatos y sistemas.

66,35% O C. albicans

0O C. parapsilosis
B C. glabrata

B C. tropicalis

O C. krusei

B Candida spp
0,45% B C. guilliermondii
O C. lipolytica

0 B C. |usitaniae
045 B C. sake

3,14%
0,45% 4,04%
14,35% 1,34% 8,99%
Fig 33. Proporcion de C. tropicalis en candidurias. Periodo 2003-2006; CHUB.
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4.2. Estudio de la actividad enzimatica.

4.2.1. Estudio de actividad aspartil-proteasa en medio solido.

Se midié la actividad aspartil-proteasa de todas las cepas a dos
temperaturas, 37°C y 22°C, en el medio YCB-BSA, segun el indice de

actividad enzimatica (Pz) con la formula de Williamson et al., 1986.

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0,40),
media (Pz 0,41-0,60), baja (Pz 0,61-0,99) y nula (Pz=1).

Se realizaron lecturas de las placas a las 24, 48, 72 horas, midiendo
el diametro de las colonias y el didmetro del halo de lisis alrededor de la
misma, obteniéndose una proporcion, resultado de la division del didmetro

de la colonia entre el diametro del halo de lisis:

Diametro de la colonia

Diametro del halo de lisis

En la Tabla 7 se expresaron los valores obtenidos tras hallar las
medias resultantes de los distintos experimentos realizados como minimo
por triplicado a 37°C y 22°C, asi como las desviaciones estandar

correspondientes.
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Tabla 7. Actividad aspartil-proteasa a las 24, 48 y 72 horas de incubacién a 37°C y 22°C.
Representacion de la media y desviacién estandar del indice Pz.

37°C 22°C
CEPAS 24h (X¢DS)  48h (X#DS)  72h (X&DS) 24h (X¢DS)  48h (X#DS)  72h (X£DS)
CECT-1440 071+0,25 0,48 + 0,04 0,53 0,06 091+0,16 0,83 0,30 0,62 0,07

I 365 0,82+0,32 0,46 + 0,04 0,43 0,02 0,86 +0,24 0,83+0,29 0,77 0,34
I 367 0,85+0,26 0,86 0,25 0,83+0,30 0,87 0,22 0,85+0,26 0,84+0,28
368 0,83+0,29 073+0,26 0,52 +0,04 1,00 +0,01 0,83+0,29 0,82+0,22

I 372 0,81+0,33 0,81+0,33 0,79+0,37 093+0,11 0,82 +0,32 0,81+0,33
I 373 0,85+ 0,26 0,57 +0,04 0,46 +0,04 0,96 + 0,06 0,84 +0,27 0,81+0,27
379 0,87 0,22 0,58 +0,07 0,48 +0,06 1,00 +0,01 0,83+0,29 079+0,28

I 381 0,82+0,32 0,81+0,32 0,83 +0,30 093 +0,13 0,87 +0,23 0,81+0,33
I 404 0,81+0,33 0,74 +0,26 0,52 +0,08 092 +0,14 0,83+0,30 0,81+0,32
405 0,85+0,26 0,69 +0,17 0,54 +0,01 0,86 0,25 0,84 +0,27 0,78 £0,30

I 408 0,83+0,29 0,83 +0,30 0,83+ 0,29 0,84 +0,27 0,83 +0,29 0,81+0,33
I 413 0,83+0,30 0,83+0,29 0,82+031 0,89 +0,19 0,82 +0,32 0,78 +0,30
416 0,84 +0,27 0,83+0,30 0,61+0,16 1,00 +0,01 0,85 +0,26 0,83+0,29

419 0,83+0,29 0,72+0.25 0,55+0,18 0,94 +0,10 0,86 + 0,24 0,81+0,18

421 0,83+0,30 0,81+0,33 0,80£0,35 091+0,16 0,80£0,35 0,80+£0,35

429 0,84 +0,27 0,82+0,32 081+0,25 1,00 +0,01 0,84 +0,27 0,82+0,32

432 0,83+0,29 0,53 +0,06 0,49 +0,09 0,88 +0,.21 0,83 +0,29 0,81 +0,25

434 0,85 +0,26 0,53 +0,02 0,51+ 0,06 092 +0,14 0,83 +0,34 0,79 +0,28

435 0,87+ 0,23 0,54 +0,05 0,48 +0,06 0,89 +0,19 0,84 +0,27 0,85 +0,27

436 0,83+0,29 0,81+0,32 0,66 +0,14 092 +0,14 0,81+0,25 0,70 0,27

438 0,82+0,32 0,81+0,32 1,00+ 0,01 0,88 +0,.21 0,83 +0,29 0,77 +0,26

440 0,83+0,30 0,78 £0,30 0,71+0,27 092 +0,14 0,85+0,26 0,85+0,26

441 0,84 +0,.28 0,64 +0,16 0,52+0,01 0,90 +0,18 0,85 +0,27 0,77 +0,25

442 0,82+0,32 0,83 +0,30 0,71+0,29 093+0,11 0,82 +0,32 0,83 +0,29

443 0,83 +0,29 0,67 0,29 0,48 + 0,04 1,00 +0,01 0,82+0,31 077+0,32

444 0,81+0,33 0,76 +0,28 0,64 +0,10 1,00+ 0,01 0,83 +0,29 0,83+0,30

445 0,82+0,32 0,60+ 0,09 0,45 +0,02 093+0,11 0,83 +0,29 0,85 +0,26

446 0,86 + 0,24 0,84 +0,27 0,82+0,31 091+0,16 0,82+0,31 0,80 £0,26

447 0,83+0,29 0,81+0,33 0,67 +0,15 0,90 +0,18 0,83 +0,29 0,80 +0,35

448 1,00+ 0,01 0,75+0,14 0,56 + 0,05 1,00 0,01 1,00+ 0,01 1,00 0,01

Global 0,83 +0,04 071+0,12 063+0,15 0,93 0,05 0,84 0,03 0,80 +0,06

142



Resultados

A las 24 horas de incubacion a 37°C, el indice Pz comprendid
valores entre 0,71 y 1, lo cual demostr6 como la actividad aspartil-
proteasa medida en este tiempo resultd6 muy baja (el 96,67% de las
cepas produjo baja actividad). Ninguna cepa presentd alta actividad.
Ninguna cepa presentd media actividad. Una cepa (3,33%) presentd
actividad nula. A 22°C, el 76,67% de las cepas aparecié con baja
actividad. No se detect6 actividad en el 23,33% restante. Ninguna cepa

presento actividad media o alta.

A las 48 horas de incubacion a 37°C, el indice Pz permanecid bajo
en el 73,33% de las cepas, mientras que el 26,67% comenzo a presentar una
actividad intermedia. Ninguna cepa presentd alta actividad. Ninguna cepa
presento actividad nula. A 22°C, el indice Pz permanecio alto (el 96,67% de
las cepas mostré baja actividad). Ninguna cepa present6 actividad alta.
Ninguna cepa present actividad media. Una cepa present6 actividad nula
(3,3%).

A las 72 horas de incubacion, el 46,67% de las cepas continu6 con
baja actividad, mientras que el 50% tuvo actividad media. Una de las cepas
(3,33%) presentd actividad nula. Ninguna cepa presentd alta actividad. A
22°C, el indice Pz se mantuvo en un nivel de actividad bajo para el 96,67%
de las cepas. Ninguna cepa presento alta actividad. Ninguna cepa presento
media actividad. Una cepa (3,33%) presenté actividad nula.
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En la Tabla 8 se recopilaron los valores del indice Pz obtenido a

37°C y a 22°C. Se confirm6 como el 100% de las cepas presento baja o nula

actividad aspartil-proteasa a 22°C, mientras que a 37°C la actividad

enzimatica medida fue mayor, haciéndose mas evidente a las 72 horas de

incubacion.

Tabla 8. Distribucion de las cepas segun su actividad proteolitica (indice Pz) a
las 24, 48 y 72 horas de incubacion a 37°C y a 22°C en medio YCB-BSA.

ASPARTIL

PROTEASA 3rc 22°C
Pzen YCB-BSA* | ALTA MEDIA BAJA NULA | ALTA MEDIA BAJA NULA
24n 96.7%  3.3% 76,7% 23,3%
48h 267% 73.3% 96,7% _3,3%
72h 50,0% 467% 3.3% 96,7% _3,3%

*alta (Pz=<0,40); media (Pz 0,41-0,60); baja (Pz 0,61-0,99) y nula (Pz=1).
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En la Figura 34 se represent6 la evolucién de la actividad aspartil-
proteasa detectada a 37°C, reflejando el aumento de actividad de la mayor
parte de las cepas a lo largo del tiempo de incubacién, con un rango de valor
Pz comprendido entre 0,71 y 1 a las 24 horas, y entre 0,43 y 1 a las 72
horas.

En la Figura 35 se establecid la comparacion entre la actividad
aspartil-proteasa detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas de
incubacion a 37°C. La lectura a las 24 horas no permitié discriminar la
actividad entre las distintas cepas, ya que el 100% de las cepas presentd baja

o nula actividad. A las 72 horas la diferencia entre cepas fue mayor.

En la Figura 36 se represent6 la evolucién de la actividad aspartil-
proteasa detectada a las 24, 48 y 72 horas de incubacién a 22°C, reflejando
el aumento de actividad de la mayor parte de las cepas conforme transcurrio
el tiempo. Asi, el indice Pz fluctud entre 0,84 y 1 (baja y nula actividad) en
funcién de la cepa, a las 24 horas de incubacion, mientras que a las 72 horas
se mantuvo en el rango comprendido entre 0,62 y 1 (también baja actividad

y nula actividad).

En la Figura 37 se establecié la comparacion entre la actividad
aspartil-proteasa detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas de
incubacion a 22°C, permitiendo discriminar la actividad entre las distintas
cepas, ya que a pesar de mantenerse baja a las 72 horas, resulté algo mayor

que a las 24 horas.

145




Resultados

indice Pz

Indice Pz

indice Pz

indice Pz

CECT1440

Fig 34. Evolucion de la actividad
aspartil-proteasa a las 24, 48 y
72h, 37°C.

365
367
368
372
373
379
381
104
405
408
413
416
419

Fig 35. Actividad aspartil-
2 proteasa medida a las 24 y 72h
BN de incubacién, 37°C.

Fig 36. Evolucion de la actividad
aspartil-proteasa a las 24, 48 y
72h, 22°C.

Fig 37. Actividad aspartil-
proteasa medida a las 24 y 72h
Cepas de incubacién, 37°C.

146




Resultados

4.2.2. Estudio de actividad fosfolipasa en medio sélido.

Se midié la actividad fosfolipasa de todas las cepas a dos
temperaturas, 37°C y 22°C, en el medio SEA, segun el indice de actividad

enzimatica (Pz) con la férmula de Williamson et al., 1986.

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0,40),
media (Pz 0,41-0,60), baja (Pz 0,61-0,99) y nula (Pz=1).

Se realizaron lecturas de las placas a las 24, 48, 72 horas de
incubacion, midiendo el diametro de las colonias y el diametro del halo de
lisis alrededor de la misma, obteniéndose una proporcion, resultado de la

divisién del diametro de la colonia entre el didmetro del halo de lisis:

Diametro de la colonia

Diametro del halo de lisis

En la Tabla 9 se expresaron los valores obtenidos tras hallar las
medias resultantes de los distintos experimentos realizados como minimo
por triplicado a 37°C y 22°C, asi como las desviaciones estandar

correspondientes.
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Tabla 9. Actividad fosfolipasa a las 24, 48 y 72 horas de incubacion a 37°C y 22°C.
Representacion de la media y desviacién estandar del indice Pz.

I 37°C 220C I

CEPAS
CECT-1440
365
367
368

372
373
379

381
404
405
408
413
416
419
421
429
432
434
435
436
438
440
441
442
443
444
445
446
447
448
Global

24h (X+DS)
083+0,16
082+0,16
1,00 0,01
1,00 + 0,01
0,88 +0,11
078+0,11
1,00 0,01
0,94 +0,10
0,89+0,19
0,92 +0,07
1,00 + 0,01
0,91 +0,16
1,00 + 0,01
0,89+0,19
0,86 +0,19
09+0,18
0,89 +0,19
0,88 0,10
090,17
0,89+0,19
0,85+0,13
0,81 +0,06
081+0,16
0,92 +0,14
0,96 +0,07
1,00 +0,01
0,91 +0,16
093+0,11
1,00 +0,01
1,00 +0,01

0,91+0,07

48h (X+DS)
0,97 0,06
0,93 0,06
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
0,91+0,05
0,93 +0,06
1,00+ 0,01
0,94 +0,10
1,00 +0,01
0,96 + 0,06
0,96 + 0,06
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
0,97 £0,05
1,00+ 0,01
0,91 +0,08
1,00+ 0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
0,94 +0,10
0,94 +0,10
0,94 +0,10
0.93 0,06
0,96 + 0,07
0,91+0,16
0,96 + 0,06
0,88 +0,13
0.87 £0,01
0,96 + 0,04

72h (X+DS)
0,97 £0,05
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
091+0,16
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
0,92 +0,14
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
0,92 +0,07
1,00+ 0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
0,90 +0,17
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
0,88 0,21
0,92 +0,14
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
0,98 +0,04

24h (X+DS)
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00 0,01
1,00 +0,01
1,00 0,01
1,00 +0,01
1,00 0,01
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00 0,01
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00+ 0,01
1,00 +0,01
1,00 0,01

48h (X+DS)
0,92 +0,14
0,78 0,09
0,96 +0,07
089+0,11
0,81 +0,07
091+0,16
093+0,13
0,86 +0,12
0,84 +0,14
0,84 +0,14
0,84 +0,14
0,89+0,19
079021
0,92 +0,14
0,79+0,18
0,93+0,10
0,81+0,17
073+0,23
0,75 +0,07
085+0,13
0,85 +0,14
0,89 +0,10
0,71 +0,07
0,91 +0,07
087+0,15
0,96 +0,07
0,84 +0,14
093+0,13
0,83+0,17
1,00 +0,01
0,86 +0,07

72h(XDS)
0,74+0,12
0,90 +0,10
093 +0,13
1,00 +0,01
0,78 +0,20
0,81 +0,10
0,78 £0,03
0,79+0,11
0,80 + 0,04
0,85 + 0,09
0,85 +0,08
0,85+0,13
0,84+0,18
0,92 +0,14
0,71+0,09
0,74 +0,06
0,91 +0,08
0,65 +0,14
0,79+0,19
0,91 +0,09
0,87 +0,15
0,78 +0,10
0,70+0,18
0,76 +0,15
0,75 +0,08
0,76 £0,22
0,75+0,13
0,81 +0,24
0,79 +0,06
0,75 0,01
0,81+ 0,07
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Resultados

A las 24 horas de incubacion a 37°C, el indice Pz obtenido
comprendié valores entre 0,78 y 1, lo cual demostr6 como la actividad
fosfolipasa medida en este tiempo resulté muy baja. El 73,33% de las cepas
present0 baja actividad, mientras que en el 26,67% restante la actividad fue
nula. Ninguna cepa presentd alta actividad. Ninguna cepa presenté actividad
media. A 22°C, el indice Pz obtenido fue igual a 1 (actividad nula) para
todas las cepas.

A las 48 horas de incubacion, el indice Pz permanecio alto. El 60%
de las cepas presentd actividad baja. EI 40% restante presento actividad
nula. Ninguna cepa presentd alta actividad. Ninguna cepa presento actividad
media. A 22°C, el indice Pz permanecié alto, aunque en este momento sélo
el 3,33% de las cepas presento actividad nula. EI 96,67% restante presentd
baja actividad, siendo el Pz de nueve de las cepas estudiadas (30%) mayor
de 0,9. Ninguna cepa presentd actividad alta. Ninguna cepa present6

actividad media.

A las 72 horas de incubacién, el 76,67% de las cepas mostrd
actividad nula, mientras que el 23,33% present6 actividad baja. Ninguna
cepa presentd alta actividad. Ninguna cepa present6 actividad media. A
22°C, el indice Pz se mantuvo con actividad baja en el 96,67% de las cepas,
siendo ahora el de cinco de ellas (16,67%) mayor o igual a 0,9. El 3,33%
presento actividad nula. Ninguna cepa present¢ alta actividad. Ninguna cepa
presento actividad media.
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Resultados

En la Tabla 10 se establecié una comparacion entre el indice Pz de la

actividad fosfolipasa obtenido a 37°C y a 22°C. Se confirm6 cémo el 100%

de las cepas presentd baja o nula actividad fosfolipasa a las dos

temperaturas.

Tabla 10. Distribucién de las cepas segun su actividad fosfolipasa (indice Pz) a las
24, 48 y 72 horas de incubacion a 37°C y 22°C en medio SEA.

FOSFOLIPASA 37°C 22°C
Pz en SEA * ALTA MEDIA BAJA NULA ALTA MEDIA BAJA NULA
24h 73,3% 26,7% 100%
48h 60,0% 40,0% 96,6%  3,3%
72h 23,3% 76,7% 96,6%  3,3%

*alta (Pz<0,40); media (Pz 0,41-0,60); baja (Pz 0,61-0,99) y nula (Pz=1).
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Resultados

En la Figura 38 se representd la evolucion de la actividad
fosfolipasa detectada a lo largo del experimento, a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion a 37°C. A las 24 horas, el indice Pz fluctu6 en un rango de
valores comprendidos entre 0,78 y 1, mientras que a las 72 horas vari6 entre
0,88 y 1, reflejando en muchas de las cepas un valor inferior de actividad,
dada la disminucion que experimentd el halo de lisis inversamente

proporcional al aumento del tamafio de la colonia.

En la Figura 39 se establecid la comparacion entre la actividad
fosfolipasa detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas de
incubacion a 37°C.

En la Figura 40 se represento la evolucion de la actividad fosfolipasa
detectada a lo largo del experimento, a las 24, 48 y 72 horas de incubacion a
22°C. A las 24 horas se pudo comprobar como todas las cepas presentaron
actividad nula, aumentando muy levemente su actividad a medida que

transcurri6 el estudio. A las 72 horas el Pz fluctud entre 0,65y 1.
En la Figura 41 se establecié la comparacion entre la actividad

fosfolipasa detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas, pudiendo

discriminar el ligero aumento de actividad producido al tercer dia.
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Resultados

4.2.3. Estudio de actividad esterasica en medio solido.

Se midi0 la actividad esterasica de todas las cepas a dos
temperaturas, 37°C y 22°C, en el medio Tween 80, segun el indice de

actividad enzimaética (Pz) con la férmula de Williamson et al., 1986.

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0,40),
media (Pz 0,41-0,60), baja (Pz 0,61-0,99) y nula (Pz=1).

Se realizaron lecturas de las placas a las 24, 48, 72 horas, midiendo
el diametro de las colonias y el didmetro del halo de lisis alrededor de la
colonia, obteniéndose una proporcidn, resultado de la division del didmetro
de la colonia entre el didmetro del halo de lisis:

Diametro de la colonia

Pz =
Diametro del halo de lisis

En la Tabla 11 se expresaron los valores obtenidos tras hallar las
medias resultantes de los distintos experimentos realizados como minimo
por triplicado a 37°C y 22°C.
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Resultados

Tabla 11. Actividad esterasica a las 24, 48 y 72 horas de incubacion a 37°C y
22°C. Representacion de la media y desviacion estandar del indice Pz.

37°C 22°C

CEPAS 24h (X¢DS)  48h (XxDS)  72h (X4DS) | 24h (X*DS)  48h (X*DS)  72h (X£DS)
CECT-1440 0,84 +0,14 0,53+0,07 0,36 +0,11 1,00 £0,01 0,58 +0,16 0,36+0,17
365 0,76 +0,08 0,57 +0,10 0,44 +0,01 1,00 +0,01 0,70 +0,27 0,44 +0,05
367 1,00 +0,01 0,68 +0,01 0,52 +0,01 1,00 £ 0,01 0,44 +0,08 0,22 +0,01
368 073+0,24 052+0,14 0,39+0,08 1,00 0,01 0,57 +0,13 040+0,14
372 0,88+0,20 0,58+0,18 0,49 +0,11 1,00 £ 0,01 0,56 + 0,04 0,28+0,01
373 077+0,20 057 +0,13 0,47 +0,01 1,00 £ 0,01 0,71+0,25 042+0,18
379 0,68+0,17 052+0,14 0,38 +0,02 0,97 +0,05 0,54 0,10 0,32+0,01
381 0,62 0,04 044 +0,17 0,41+0,16 0,94 +0,10 0,52+0,18 0,27 +0,03
404 0,72 +0,07 0,55+ 0,27 0,51+ 0,06 1,00 £ 0,01 0,60 + 0,37 0,36 +0,05
405 0,66 + 0,06 0,58+ 0,05 0,50 + 0,05 1,00 0,01 0,60 0,10 0,34+0,01
408 0,68 +0,03 0,51+0,07 0,54 +0,01 1,00 £ 0,01 0,56 +0,17 0,46 +0,03
413 0,71+0,09 0,59 + 0,02 0,42 +0,06 1,00 £ 0,01 0,49 +0,19 0,30+0,07
416 082+0,18 0,56+ 0,16 0,50 + 0,03 1,00 0,01 0,46 + 0,22 0,30+ 0,01
419 0,97 +0,05 0,64 +0,03 0,62+0,18 0,93+0,12 0,42 +0,07 0,30 +0,05
421 0,96 + 0,07 0,65+ 0,03 0,59 +0,01 1,00 +0,01 0,39+0,12 027 +0,11
429 0,86+ 0,13 0,63+ 0,07 0,49+ 0,09 1,00 0,01 0,78+0,19 044+0,11
432 077+0,13 0,63+0,05 0,54 +0,01 1,00 +0,01 0,53 +0,03 0,35+0,07
434 0,70 0,09 0,56 + 0,03 0,54 +0,01 1,00 +0,01 0,51+ 0,05 0,39+0,01
435 092+0,14 0,64+ 0,01 0,53+ 0,09 1,00 0,01 0,58+ 0,10 0,39+0,03
436 084+0,15 0,67 +0,01 0,55 + 0,05 1,00 +0,01 0,74+0,23 043+0,01
438 0,66 + 0,09 0,46 +0,14 0,28 +0,01 0,94 +0,08 0,55 + 0,01 0,23+0,01
440 078+0,12 0,64+ 0,08 0,54+ 0,06 1,00 0,01 0,54 0,09 0,38+ 0,09
441 0,67 +0,09 0,54 + 0,06 0,42 +0,03 1,00 +0,01 0,62 +0,02 0,46 0,05
442 0,64 +0,27 0,46 +0,05 0,48 +0,01 1,00 0,01 0,46 +0,22 0,48 +0,01
443 0,88+0,16 0474033 0,30 +0,01 1,00 £ 0,01 0,56 + 0,04 0,42 +0,01
444 0,62+0,16 042+0,18 0,36 +0,09 0,87 +0,22 0,38+0,21 033+0,15
445 0,64 +0,20 0,40+0,17 0,37+0,13 0,71+0,50 0,26 +0,17 029+0.21
446 0,80 0,02 0,53+0,01 0,42 +0,07 1,00 0,01 0,73+0,26 0,48 +0,09
447 0,71+0,09 0,56 + 0,02 0,46 +0,11 1,00 0,01 0,82 +0,04 0,54 0,04
448 0,67 +0,02 0,51+ 0,05 0,41 +0,01 1,00 0,01 0,71 +0,10 0,59 + 0,03
Global 076+0,11 0,55+ 0,07 0,46 +0,08 0,98+ 0,06 0,56 +0,13 0,38 +0,09
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Resultados

A las 24 horas de incubacion a 37°C, el indice Pz obtenido
comprendié valores altos, resultando la actividad esterasica medida en este
tiempo muy baja. EI 96,67% de las cepas presentd Pz con baja actividad. El
3,33% restante mostrd actividad nula. Ninguna cepa presento alta actividad.
Ninguna cepa presentd media actividad. A 22°C, la actividad esterasica fue
igual a 1 (actividad nula) para la gran mayoria de las cepas (80% de las
mismas). Solo el 20% mostro algo de actividad, aunque ésta fue muy baja
(Pz comprendido entre 0,71 y 0,97). Ninguna cepa presento alta actividad.
Ninguna cepa presento actividad media

A las 48 horas de incubacion, el 26,67% de las cepas continud
presentando baja actividad, mientras que ya el 70% de las cepas aparecid
con actividad media. Una cepa (3,33%) present6 alta actividad. Ninguna
cepa presento actividad nula. A 22°C, el 10% de las cepas presenté actividad
alta. En el 63,33% se detecto actividad media. Solo el 26,67% presento6 baja

actividad. Ninguna cepa presento actividad nula.

A las 72 horas de incubacion, el 73,34% de las cepas permanecio
con una actividad intermedia, mientras que el 23,33% aparecidé con alta
actividad. Solo el 3,33% de las cepas se mantuvo con baja actividad. A
22°C, el 63,33% de las cepas presentd alta actividad, mientras que el
36,67% restante mostrd actividad intermedia. Ninguna cepa presentd

actividad baja. Ninguna cepa presenté actividad nula.
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Resultados

En la Tabla 12 se establecié una comparacion entre el indice Pz
obtenido a 37°C y a 22°C. Se confirmé como el 100% de las cepas presento
baja 0 nula actividad tanto a 37°C como a 22°C a las 24 horas, siendo mayor
a 37°C. A las 72 horas el 23,33% de las cepas a 37°C presentd alta actividad,
frente al 63,33% a 22°C. A 37°C la mayoria de las cepas presentd actividad
media (73,34%), mientras que a 22°C sélo el 36,67% de las mismas
presentd actividad media. Ninguna cepa present6 actividad nula a las 48 ni a
las 72 horas. La tabla reflejo como a medida que transcurrio el tiempo, la

actividad esterasica se fue haciendo mas evidente.

Tabla 12. Distribucién de las cepas segln su actividad esterasica (indice Pz) a las
24,48 y 72 horas de incubacién a 37°C y a 22°C en medio Tween-80.

ESTERASICA 37° 22°
PzenTween80 | ALTA MEDIA BAJA NULA ALTA MEDIA BAJA NULA
24h 96,7% 3,3% 20,0% 80,0%
48h 33% 70,0% 26,7% 10,0% 63,3% 26,7%
72h 233% 73,3% 3,3% 63,3% 36,7%

*alta (Pz<0,40); media (Pz 0,41-0,60) y baja (Pz 0,61-1).
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Resultados

En la Figura 42 se representd la evolucion de la actividad esterasica
a 37°C detectada a lo largo del experimento, a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion. A las 24 horas, el indice Pz fluctud entre los valores 0,62 y 1. A

las 72 horas el Pz estimado estuvo comprendido entre 0,28 y 0,62.

En la Figura 43 se establecid la comparacion entre la actividad
esterasica detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas. La lectura a
las 72 horas permitio discriminar la actividad existente entre las distintas

cepas, ya que resulté mayor la diferencia que a las 24 horas.

En la Figura 44 se represento la evolucidn de la actividad esterasica
a 22°C detectada a lo largo del experimento, a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion. A las 24 horas de incubacion, el indice de actividad Pz oscil6
entre los valores 0,71 y 1; mientras que a las 72 horas la actividad esterésica
fue mucho mas manifiesta, comprendiendo el indice Pz valores entre 0,22 y
0,59.

En la Figura 45 se establecié la comparacion entre la actividad
esterasica detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas, permitiendo
discriminar la actividad existente entre las distintas cepas, ya que resulto

mayor la diferencia que a las 24 horas.
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Resultados

4.2 4. Estudio de actividad hemolitica en medio soélido.

Se determind la actividad hemolitica de todas las cepas a dos
temperaturas, 37°C y 22°C, en el medio agar Sabouraud glucosado
enriquecido con sangre de cordero desfibrinada, segun el indice de actividad
enzimatica (Pz) con la férmula de Williamson et al., 1986.

Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz<0,40),
media (Pz 0,41-0,60), baja (Pz 0,61-0,99) y nula (Pz=1).

Se realizaron lecturas de las placas a las 24, 48 y 72 horas,
midiendo el diametro de las colonias y el diametro del halo de lisis
alrededor de la misma, obteniéndose una proporcion, resultado de la
division del didmetro de la colonia entre el didmetro del halo de lisis:

Diametro de la colonia

Diametro del halo de lisis

En la Tabla 13 se expresaron los valores obtenidos tras hallar las
medias resultantes de los distintos experimentos realizados como minimo
por triplicado a 37°C y 22°C, asi como las desviaciones estandar

correspondientes.
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Resultados

Tabla 13. Actividad hemolitica a las 24, 48 y 72 horas de incubacion a 37°C y 22°C.
Representacion de la media y desviacién estandar del indice Pz.

37°C 22°C

CEPAS 24h (X£DS) 48h (X£DS)  72h (X£DS) 24h (X£DS) 48h (X£DS) 72h (X+DS)
CECT-1440 0,57 +0,10 0,47 £0,10 0,45+ 0,08 0,93+0,11 0,46 +0,06 0,46 +0,04
365 0,61+0,18 0,47 +0,07 0,47 +0,03 0,86+0,17 0,46 +0,14 0,44 0,09
367 0,72+0,08 0,65+ 0,09 0,65+ 0,12 0,93+0,11 0,59 +0,15 057+0,11
368 0,55+ 0,06 0,58 0,09 0,55+ 0,12 079+0,13 0,52 +0,09 054 +0,13
372 0,67 +0,22 0,56 + 0,14 0,47 +0,09 0,88+0,21 0,49 +0,12 0,42 +0,05
373 0,58+0,18 0,46 +0,14 0,45+ 0,07 0,91 +0,09 0,60 +0,19 0,50 +0,02
379 0,52 +0,07 0,58 0,09 0,60 0,09 0,82+0,18 0,47 +0,08 0,56 0,10
381 0,60+0,14 0,49 +0,05 0,50 0,12 0,83+0,08 0,55 + 0,24 051+0,14
404 0,55+ 0,02 0,49+0,11 0,51+ 0,07 0,84 +0,05 0,54 +0,20 0,55+0,11
405 0,54+ 0,09 0,50+ 0,10 0,50 0,07 0,67 +0,09 0,44 +0,06 0,46 +0,08
408 0,50 £0,12 053+0,15 0,43+0,08 0,83+0,06 0,52+0,13 0,45+ 0,06
413 0,60 +0,03 0,54 +0,07 0,49 +0,01 0,73+0,07 0,51+0,12 0,51+0,10
416 0,60+ 0,03 0,47 +0,07 0,40 0,09 0,86 0,13 0,50 +0,15 0,46 +0,04
419 057+0,12 0,58+0,11 0,52 +0,06 0,84+0,10 0,46 +0,03 0,40 0,03
421 053+0,15 0,48+0,10 0,53+ 0,08 0,93+0,11 0,48 +0,06 0,44 +0,04
429 0,49+ 0,09 0,48+0,11 0,43+ 0,05 1,00 +0,00 0,47 +0,06 0,45+0,08
432 0,55+ 0,05 0,61+0,10 0,53+ 0,09 0,86 0,12 0,59 +0,14 0,48 +0,03
434 0,58+ 0,08 0,55+ 0,12 0,50 + 0,06 0,79 +0,04 0,49 +0,05 0,49 +0,09
435 0,58+ 0,08 0,60 0,06 0,49+0,10 0,75+0,08 0,52 +0,17 0,52 +0,10
436 0,55+ 0,08 0,50+ 0,17 0,49 0,10 0,90 +0,10 0,52 +0,03 0,54 +0,13
438 0,58 +0,04 0,50 +0,16 0,47 +0,03 0,80+0,12 0,51+ 0,07 0,55+ 0,08
440 0,59+ 0,02 0,58+ 0,14 0,45+ 0,10 0,74+0,16 0,53+0,16 0,49 0,05
441 0,50 + 0,06 0,49+0,12 0,42 +0,09 0,82+0,07 0,46 +0,06 0,43+0,05
442 0,55+ 0,07 0,58+0,11 0,56 +0,17 0,80 +0,04 0,44 +0,06 0,47 +0,09
443 0,50+ 0,08 0,53+ 0,08 0,47 +0,06 0,85+0,14 0,44 +0,07 0,43 +0,09
444 0,53+0,10 0,55+ 0,12 0,43+0,08 1,00 £0,01 0,52 +0,10 052+0,13
445 0,60 +0,02 0,57 +0,07 0,58+0,13 0,93+ 0,06 0,56 +0,12 0,58 +0,13
446 0,50+0,13 0,54+0,21 0,47+0,11 0,90 +0,09 0,51+0,10 043+0,11
447 0,50+0,12 0,53+0,19 0,44 +0,07 0,94 +0,10 0,47 +0,08 0,37 +0,05
448 0,55+ 0,01 0,71+ 0,01 0,71+0,01 0,83 +0,16 0,53 +0,09 0,44 +0,08
Global 0,57 +0,05 0,54 +0,06 0,49+ 0,07 0,85+0,08 0,50 + 0,44 0,48 +0,05

160




Resultados

A las 24 horas de incubacion, el 90% de las cepas presentd un
indice Pz correspondiente a actividad media. El 10% restante presentd baja
actividad. Ninguna cepa presentd alta actividad. Ninguna cepa presento6
actividad nula. A 22°C, el 93,33% de las cepas presentd un indice Pz

correspondiente a baja actividad. El 6,67% restante presentd actividad nula.

A las 48 horas de incubacién, el 90% de las cepas continud
presentando actividad media, aunque mayor que a las 24h. EI 10% de las
cepas mostré aun baja actividad, siendo las mismas que a las 24 horas
presentaron también baja actividad. Ninguna cepa present6 alta actividad.
Ninguna cepa presentd actividad nula. A 22°C, el 100% de las cepas
presentd actividad media. Ninguna cepa presentd alta actividad. Ninguna

cepa presento actividad nula.

A las 72 horas de incubacidn, el indice Pz se mantuvo intermedio en
el 90% de los casos, mientras que el 3,33% de las cepas presentd alta
actividad. Sélo el 6,67% mostro ahora baja actividad. La mayor parte de las
cepas presentd mas actividad hemolitica a las 72 horas que a las 24 y a las
48 horas. Ninguna cepa present6 actividad nula. A 22°C, el indice Pz se
mantuvo intermedio en el 93,33% de los casos, mientras que el 6,67% de las
cepas presentd alta actividad. La mayor parte de las cepas presentd mas
actividad hemolitica a las 72 horas que a las 24 y a las 48 horas. Ninguna

cepa presento actividad nula.
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En la Tabla 14 se represent0 el porcentaje de cepas que mostro

actividad hemolitica alta, media, baja o nula segln su indice Pz a las 24, 48
y 72 horas de estudio para 37°C y 22°C.

Tabla 14. Distribucion de las cepas seguln su actividad hemolitica (indice Pz) a las
24,48 y 72 horas de incubacién a 37°C y 22°C en agar sangre.

HEMOLISINAS 37°C 22°C

Pz en Agar sangre * ALTA MEDIA BAJA NULA | ALTA MEDIA BAJA NULA
24h 90,0% 10,0% 93.3% 6,7%
48h 90,0% 10,0% 100%
72h 3,3% 90,0%  6,7% 6,7% 93,3%

*alta (Pz=<0,40); media (Pz 0,41-0,60); baja (Pz 0,61-1) y nula (Pz=1).
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En la Figura 46 se mostrd la evolucién de la actividad hemolitica a
lo largo del tiempo de incubacion a 37°C. A las 24 horas, el indice Pz
fluctué entre 0,49 y 0,72. A las 72 horas, se evidencié un aumento de

actividad, variando el indice Pz entre 0,40 y 0,71 segun la cepa estudiada.

En la Figura 47 se establecié la comparacion entre la actividad
hemolitica detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas de
incubacion. La lectura a las 72 horas permitié discriminar la actividad
existente entre las distintas cepas, ya que resulté mayor la diferencia que a

las 24 horas de estudio.

En la Figura 48 se mostré la evolucion de la actividad hemolitica a
lo largo del tiempo de incubacion a 22°C. A las 24 horas, el indice Pz
fluctud entre 0,67 y 1. A las 72 horas, se evidenci6 un aumento de actividad,

variando el indice Pz entre 0,37 y 0,58, segun la cepa estudiada.

En la Figura 49 se establecié la comparacion entre la actividad
hemolitica detectada a las 24 horas y la detectada a las 72 horas de
incubacion. La lectura a las 72 horas permitio discriminar la actividad
existente entre las distintas cepas, ya que resulté mayor la diferencia que a

las 24 horas de estudio.
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4.2.5. Estudio global de los diferentes perfiles enzimaticos.

En la Tabla 15 se establecié la representacion del numero de cepas
aisladas que mostraron 0 no actividad enzimatica segun el tiempo de
incubacion (24, 48 y 72 horas) en funcion del tipo de actividad enzimatica
estudiada  (aspartil-proteasa, fosfolipasa, esterasica y hemolitica,
respectivamente) y de la temperatura correspondiente (37°C y 22°C). A
37°C, todas las cepas estudiadas presentaron actividad aspartil-proteasa, la
mayoria (96,67%) incluso a las 24 primeras horas, mientras que a 22°C solo
mostraron actividad el 76,67% de las cepas en este tiempo, alcanzando una
vez transcurridas las 48 horas el 96,67% de las cepas actividad enzimatica.
La actividad fosfolipasa result6 variable, puesto que a 37°C a las 72 horas de
estudio hasta el 76,67% de los casos presentd actividad enzimatica nula. A
22°C el 96,67% de las cepas presentaba actividad a las 72 horas, aunque ésta
fue muy baja. A partir de las 48 horas de estudio en todas las cepas se pudo
detectar actividad esterasica tanto a 37°C como a 22°C. Se pudo comprobar
coémo todos los aislamientos presentaron actividad hemolitica tanto a las 24,
como a las 48 y 72 horas a 37°C, mientras que a 22°C, para las primeras 24
horas de incubacion, el 6,67% de las cepas presento actividad nula.
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Tabla 15. Representacion del numero de aislamientos con (positivos) o sin (negativos)
actividad enzimatica a las 24, 48 y 72 horas a 37°C y 22°C segun el tipo de enzima.

Positivos Negativos
ToC | Node
aislados || o4n | 48h | 72h || 24h | 48h | 72h
37°C 30 29 | 30 | 29 1 0 1
220C 30 23 | 29 | 29 7 1 1
ASPARTIL
PROTEASA
37°C 30 22 |18 | 7 8 | 12 | 23
220C 30 0 | 29 29| 3 | 1 1
37°C 30 29 | 30 | 30 1 0 0
220C 30 6 3 30| 24 | 0 0
37°C 30 30 | 30 | 30 0 0 0
0,
HEMOLITICA | 22°C 30 28 | 30 | 30 2 0 0
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En la Figura 50 se represento el indice Pz de actividad enzimatica
para aspartil-proteasas, fosfolipasas, esterasas y hemolisinas de las cepas de
C. tropicalis estudiadas a 37°C a las 72 horas de incubacion, permitiendo
establecer las diferencias obtenidas entre las mismas. La figura reflejé como
el rango de la actividad aspartil-proteasa (representada por el indice de
actividad Pz) present6 variacion entre 0,43 y 1; el de la actividad fosfolipasa
entre 0,88 y 1; el de la actividad esterasica entre 0,28 y 0,62 y el de la

actividad hemolitica entre los valores limites 0,40y 0,71.

En la Figura 51 se represento el indice Pz de actividad enzimatica
para aspartil-proteasas, fosfolipasas, esterasas y hemolisinas de las cepas de
C. tropicalis estudiadas a 22°C a las 72 horas de incubacidn, permitiendo
establecer las diferencias obtenidas entre las mismas. La figura reflejé como
el rango de la actividad aspartil-proteasa (representada por el indice de
actividad Pz) presentd variacion entre los valores limites 0,62 y 1; el de la
actividad fosfolipasa entre 0,65 y 1; el de la actividad esterasica entre 0,22 y

0,59 y el de la actividad hemolitica entre los valores limites 0,37 y 0,58.
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Actividad enzimatica 72 horas, 37°C

Aspartil-proteasa Fosfolipasa Esterdsica Hemolisina

~N
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Actividad enzimatica

Fig 50. Representacion de la media del indice Pz de actividad aspartil-proteasa,
fosfolipasa, esterasica y hemolitica a las 72 horas de estudio, a 37°C.

Actividad enzimatica 72 horas, 22°C

Aspartil-proteasa Fosfolipasa Esterdsica Hemolisina

PESE )

Actividad enzimatica

Fig 51. Representacion de la media del indice Pz de actividad aspartil-proteasa,
fosfolipasa, esterasica y hemolitica a las 72 horas de estudio, a 22°C.
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4.2.6. Comparacion de los perfiles enzimaticos de cepas urinarias frente

a las no urinarias.

En las Figuras 52 y 53 se representaron los perfiles enzimaticos (indice
Pz de actividad aspartil-proteasa, esterasica, fosfolipasa y hemolitica) de las
distintas cepas de C. tropicalis estudiadas procedentes de los aislamientos
obtenidos a partir de muestras de orina con respecto al resto de las muestras
procedentes de otros aislamientos a las 72 horas de incubacién. Los
resultados obtenidos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos excepto para la actividad fosfolipasa a
22°C, donde la diferencia si fue estadisticamente significativa (p=0,036). En

la Tabla 16 se resumieron estos resultados.

Tabla 16. Diferentes actividades enzimaticas de las cepas de C. tropicalis del estudio en
funcidn de su origen urinario o no urinario a las 72 horas de estudio. Valores estadisticos.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Orina ( X+DS) No orina ( X £DS) Valor p=
Aspartil-proteasa 0,67 +0,16 0,60+0,14 0,263*

370C Fosfolipasa 0,98+0,04 0,98+0,04 0,716*
Esterasica 0,47+0,08 0,45+0,09 0,446**

Hemolitica 0,49+0,08 0,50+0,06 0,271*
Aspartil-proteasa 0,81+0,06 0,79+0,05 0,547*
2900 Fosfolipasa 0,78+0,06 0,83+0,08 0,036**
Esterasica 0,38+0,10 0,37+0,08 0,601**
Hemolitica 0,48+0,04 0,48+0,06 0,879**

*Prueba no paramétrica de Mann-Whitney. **Prueba Student-Fisher para muestras
independientes.
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Comparacion del perfil enzimatico de C. fropicalis aisladas de orina con el resto de aislamientos,
37°C, 72 horas

@ Aspartil-proteasa

indice Pz i r Fosfolipasa

terasica

ceépas orina cepas no orina

Fig 52. Perfil enzimético (media del indice de actividad Pz a las 72 horas de
estudio a 37°C) de las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de muestras de
orina y las aisladas a partir de otros tipos de muestras.

Comparacion del perfil enzimatico de C. tropicalis aisladas de orina con el resto de
aislamientos, 22°C, 72 horas

W Aspartil-
proteasa

— BFosfolipasa
Indice Pz
@Esterasica

mHemolisina

cepas orina cepas no orina

Fig 53. Perfil enziméatico (media del indice de actividad Pz a las 72 horas de
estudio a 22°C) de las cepas de C. tropicalis obtenidas a partir de muestras de
orinay las aisladas a partir de otros tipos de muestras.
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4.2.7. Estudio comparativo de la actividad enzimética en funcion de la

temperatura de incubacion.

Se establecieron estudios comparativos entre las actividades
enzimaticas detectadas a 37°C (eje X) y 22°C (eje Y), tanto a las 24 primeras
horas de incubacion, como a las siguientes 48 y 72 horas. Se establecio la
dispersion entre la actividad enzimatica a las dos temperaturas y se hall6 la
recta de regresion correspondiente, asi como el coeficiente de correlacion de
Pearson, para comprobar si existia asociacion entre ellas. Para la actividad
aspartil-proteasa, en los tres casos se obtuvo escasa fuerza de asociacion,
con correlacion positiva muy débil, siendo mayor a las 24 horas (R?=0,068)
que en el resto de los tiempos (Figura 54). Para la actividad fosfolipasa, a
las 24 y a las 48 horas de estudio se obtuvo escasa fuerza de asociacion,
mientras que a las 72 horas el coeficiente de correlacion fue algo mayor
(R?=0,220) (Figura 55). Para la actividad esterasica, a las 24 y 48 horas de
incubacion, el coeficiente de correlacion fue similar (R?=0,093 a las 24
horas; R?=0,064 a las 48 horas), mientras que a las 72 horas la correlacion
fue menor (Figura 56). Para la actividad hemolitica, en los tres casos se
obtuvo escasa fuerza de asociacion, con correlacion positiva muy débil,
siendo mayor a las 72 horas (R?=0,144) que en el resto de los tiempos
(Figura 57).

Se realizaron estudios comparativos entre la actividad aspartil-
proteasa y la actividad fosfolipasa y esterasica a 37°C a las 72 horas de
incubacion, obteniéndose un coeficiente de correlacion muy bajo en ambos

casos (R?=0,002 para la actividad aspartil-proteasa y actividad fosfolipasa, y
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R?=5E-07 para la actividad aspartil-proteasa y actividad esterésica).
También se procedi6 al estudio comparativo entre la actividad fosfolipasa y
esterasica a esa misma temperatura y tiempo. Como anteriormente, se
calculd la recta de regresion y el coeficiente de correlacion, siendo éste
mayor que en los casos previos (R?=0,058). Los estudios comparativos entre
la actividad hemolitica y el resto de actividades enzimaéticas detectadas
(aspartil-proteasa, fosfolipasa y esterasica), a 37°C a las 72 horas de
incubacion mostraron a su vez una fuerza de asociacion muy baja en los tres
casos, siendo mayor con la actividad aspartil proteasa (R?=0,031 frente a
R?=0,018 para la actividad hemolitica y fosfolipasa y R?=0,007 para la

actividad hemolitica y esterasica).

Se realizaron estudios comparativos entre la actividad aspartil-
proteasa y la actividad fosfolipasa y esterasica a 22°C a las 72 horas de
incubacion, obteniéndose un coeficiente de correlacion muy bajo en ambos
casos (R?=3E-06 para la actividad aspartil-proteasa y actividad fosfolipasa,
y R?=0,042 para la actividad aspartil-proteasa y actividad esterésica).
También se procedi6 al estudio comparativo entre la actividad fosfolipasa y
esterasica a esa misma temperatura y tiempo. Como anteriormente se
calculd la recta de regresion y el coeficiente de correlacion, siendo
igualmente bajo (R?=0,027). Los estudios comparativos entre la actividad
hemolitica y el resto de actividades enzimaticas detectadas (aspartil-
proteasa, fosfolipasa y esterasica), a 22°C a las 72 horas de incubacién
mostraron a su vez una fuerza de asociacién baja en los tres casos,
(R?=0,001 para la actividad hemolitica y aspartil-proteasa, y R?>=0,036 para
la actividad hemolitica y fosfolipasa), siendo algo mayor con la actividad
esterasica (R?=0,238).
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22°C

37°C

22°C

37°C

2226

37°C

Fig 54. Estudio comparativo de la actividad aspartil-proteasa (indice Pz) a 37°C frente a la
actividad aspartil-proteasa (Indice Pz) a 22°C a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de estudio.
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Fig 55. Estudio comparativo de la actividad fosfolipasa (indice Pz) a 37°C frente a la
actividad fosfolipasa (Indice Pz) a 22°C a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de estudio.
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Actividad esterasica a las 24 horas a 37 y 22°C

Indice Pz 22°C

Indice Pz 37°C

Actividad esterasica a las 48 horas a 37 y 22°C
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Indice Pz 37°C

Actividad esterasica a las 72 horas a 37 y 22°C

Indice Pz 22°C

Indice Pz 37°C

Fig 56. Estudio comparativo de la actividad esterasica (Indice Pz) a 37°C frente a la
actividad esterésica (Indice Pz) a 22°C a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de estudio.
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Actividad hemolitica a las 24horas, 37

indice Pz
22°C

Actividad hemolitica a las 48 horas, 37
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Indice Pz
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Actividad hemolitica a las 72 horas, 37

Fig 57. Estudio comparativo de la actividad hemolitica (Indice Pz) a 37°C frente a la actividad
hemolitica (Indice Pz) a 22°C a las 24 (A), 48 (B) y 72 (C) horas de estudio.
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4.3. Estudio de la adherencia a material plastico (poliestireno).

4.3.1. Estudio de la adherencia inmediata v tardia.

Se determind la capacidad de adherencia inmediata (a los 15
minutos) y tardia (a las 24 horas de incubacion) a material plastico
(poliestireno) de todas las cepas del estudio a dos temperaturas, 37°C y
22°C. Los valores de DOag obtenidos >0,05 fueron considerados positivos.

Este punto de corte fue tomado de Blanco et al., 2006.

Todas las cepas fueron adherentes para las dos temperaturas. En la
Tabla 17 se expresaron los valores de la adherencia inmediata y tardia
obtenidos tras hallar las medias resultantes de los distintos experimentos
realizados como minimo por triplicado a 37°C. Los valores resultantes de la
adherencia inmediata estuvieron comprendidos en el intervalo de rangos de
0,06+£0,01 a 0,13+0,03, con un valor medio de 0,10+0,02. Los valores
resultantes de la adherencia tardia estuvieron comprendidos en el intervalo
de rangos de 0,05+0,03 a 0,16+0,04, con un valor medio de 0,10+0,03.

En las Figuras 58 y 59 se representd la comparacion entre la
adherencia inmediata y la tardia a los 37°C de incubacion, observandose
como los valores resultaron similares en la mayor parte de los casos,

presentando una correlacion entre ellos igual a R?=0,383.

177




Resultados

En la Tabla 17 se expresaron los valores de la adherencia inmediata
y tardia obtenidos tras hallar las medias resultantes de los distintos
experimentos realizados como minimo por triplicado a 22°C. Los valores
resultantes de la adherencia inmediata estuvieron comprendidos en el
intervalo de rangos de 0,08+0,02 a 0,15+0,03, con un valor medio de
0,11+0,02. Los valores resultantes de la adherencia tardia estuvieron
comprendidos en el intervalo de rangos de 0,11+0,04 a 0,19+0,10, con un
valor medio de 0,15+0,02.

En las Figuras 60 y 61 se representd la comparacion entre la
adherencia inmediata y la tardia a los 22°C de incubacion. A diferencia de lo
ocurrido a 37°C, los niveles de adherencia tardia resultaron superiores a los
de adherencia inmediata en el 86,67% de las cepas, siendo similares en dos

casos (6,67%). La correlacion entre los valores fue igual a R?=0,007.
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Tabla 17. Medida de la adherencia inmediata (15 minutos) y tardia (24 horas), 37°C y 22°C

I 37°C 22°C I

Adherencia Adherencia Adherencia Adherencia
inmediata tardia inmediata tardia

(15 minutos) (24 horas) (15 minutos) (24 horas)
(X£DS) ( XxDS) (X£DS) ( X+DS)

CECT-1440 0,09 +0,01 0,05+0,02 0,11+0,03 0,11+0,04

CEPAS

365 0,10 £0,02 0,13+0,10 0,10 £0,02 0,12+0,01
367 0,09 +£0,02 0,11 +0,03 0,10+0,01 0,11+0,01

I 368 0,08 +0,03 0,08 +0,02 0,10+0,01 0,15+0,06 I

372 0,08 0,05 0,07 +£0,01 0,13+0,03 0,12 +0,05
373 0,08 £0,01 0,05+0,03 0,13+0,01 0,17 +0,06
379 0,09 +0,01 0,13 +0,05 0,12 £0,02 0,14 £0,04
381 0,12 +0,01 0,11+0,01 0,12+0,01 0,12 +0,02
404 0,11+0,01 0,11+0,01 0,15+0,03 0,14 +0,03
405 0,09 +0,01 0,07+0,01 0,12+0,03 0,14 £0,05
408 0,13 +0,02 0,12 +0,01 0,12+0,01 0,14 +0,04
413 0,11+0,01 0,11 +0,02 0,11 +0,02 0,13+0,03
416 0,06 +0,01 0,06 +0,02 0,12 £0,02 0,17 £0,05
419 0,12+0,01 0,11 +0,02 0,09 +0,02 0,14 +0,04
421 0,12+0,01 0,10 +£0,01 0,11+0,01 0,17 +0,08
429 0,12+0,01 0,11+0,03 0,11+0,01 0,18 £0,10
432 0,10 £0,02 0,07 £0,02 0,12 +0,02 0,17 +0,05
434 0,12 +0,03 0,08 £0,02 0,08 +0,02 0,13+0,02
435 0,08 +0,01 0,07+0,01 0,11+0,01 0,16 £0,08
436 0,12+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,18 +0,10
438 0,12+0,01 0,12+0,01 0,11 +0,02 0,19+0,10
440 0,12+0,01 0,11+0,01 0,09+0,01 0,16 0,07
441 0,10 £0,02 0,10 +£0,01 0,08 +0,01 0,16 +0,11
442 0,11 +0,02 0,12 +0,01 0,12+0,01 0,16 + 0,06
443 0,11+0,01 0,11+0,02 0,09 +0,03 0,16 + 0,06
444 0,13 +0,03 0,16 £0,04 0,10 +0,02 0,17 +0,09
445 0,09 +0,03 0,07 +£0,01 0,13+0,02 0,18 +0,06
446 0,10 £0,02 0,12+0,01 0,09 +0,01 0,14 £0,05
447 0,11+0,01 0,06 +0,01 0,09+0,03 0,14 +0,06
448 0,08 £0,01 0,07 +£0,01 0,11 +0,02 0,15+0,05
Global 0,10 £0,02 0,10 +0,03 0,11 +0,02 0,15 +0,02
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En las Figuras 62 y 63 se representd la comparacion entre la
adherencia inmediata a los 37°C y 22°C de incubacion. Esta resulté similar
para el 66,67% de las cepas (DO-DS<0,02), y a 37°C fue menor en 8 cepas
(26,67%) y mayor para el resto (6,67%), sin encontrarse diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). La correlacion entre los valores fue
igual a R?=0,073.

En las Figuras 64 y 65 se representd la comparacion entre la
adherencia tardia a los 37°C y 22°C de incubacion. Esta resulté menor a
37°C para el 90% de las cepas, encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (p<0,005), y similar en tres (10%). La correlacion entre los
valores fue igual a R?=0,003. La figura 66 representa la mayor adherencia
tardia a 22°C.
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Fig 66. Adherenc
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4.3.2. Comparacion de la adherencia de cepas urinarias frente a las no

urinarias.

En la Figura 67 se representd la comparacion entre la adherencia

inmediata y tardia de cepas de origen urinario frente a las de origen no

urinario a 37°C y 22°C. Solo la adherencia tardia a 22°C presentd diferencias

estadisticamente significativas (p=0,010). Para el resto, no se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 18).

Tabla 18. Adherencia de cepas de origen urinario y no urinario a 37°C y 22°C.

37°C 22°C
Adherencia Adherencia Adherencia Adherencia Adherencia
inmediata tardia inmediata tardia
(15 minutos) (24 horas) (15 minutos) (24 horas)
(X+DS) ( X+DS) (XDS) (X«DS)
Cepas urinarias 0,11+0,02 0,09+0,02 0,11+0,02 0,16+0,02
Cepas no urinarias 0,10+0,01 0,10+0,03 0,11+0,02 0,14+0,02
Valor p= 0,093* 0,917* 0,191** 0,010**

*Prueba no paramétrica de Mann-Whitney. **Prueba de Student-Fisher para muestras independientes.

185




Resultados

Comparacion adherencia cepas orina-no orina
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Fig 67. Comparacion de la adherencia entre cepas de origen urinario y no urinario.
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4.3.3. Estudio de la adherencia inespecifica. HSC.

Se determind la hidrofobicidad de superficie celular (HSC) de todas
las cepas incluidas en el estudio a dos temperaturas, 37°C y 22°C, mediante
el test de adhesion microbiana a hidrocarburos (MATH), calculandose como

el siguiente porcentaje:

%HSC = [(DOinicial — DOFinal) / DOniciar] X 100.

Se establecieron los siguientes rangos de HSC: alta (HSC>50%),
media (HSC 25-50%) y baja (HSC<25%).

A 37°C, el 66,67% de las cepas de C. tropicalis fueron altamente
hidrofébicas, el 30% presentd actividad media, y Gnicamente la cepa control
presentd valores menores al 25% (Tabla 19). En la Tabla 20 se expresaron
los valores obtenidos tras hallar las medias resultantes de los distintos
experimentos realizados como minimo por triplicado a 37°C y 22°C, asi
como las desviaciones estandar correspondientes. A 37°C, la HSC present6
un amplio rango de dispersion en los valores, con una variacion
comprendida entre 17,44+3,72 y 91,18+2,89, con un valor medio de
64,04+21,25. Por el contrario, a 22°C, todas las cepas presentaron valores
altos de HSC, con un rango de valores comprendidos entre 64,25+4,00 y
98,26+0,86; con un valor medio de 89,08+8,24, siendo para todos los
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aislamientos estudiados, excepto en un caso en los que resultaron similares,

mayores los valores a esta temperatura que los obtenidos a 37°C (R?=0,37).

En las Figuras 68 y 69 se representd la comparacion entre los

resultados de la HSC obtenidos a las dos temperaturas estudiadas.

Tabla 19. Proporcion de cepas con HSC alta, media y baja a 37°C y 22°C.

%HSC

37°C

22°C

ALTA MEDIA BAJA

ALTA MEDIA BAJA

[(DOI-DOf) / DOI] * 100

66,7%

30%

3,3%

100%

0%

0%

*alta (>50%); media (25-50%); baja (<25%).
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Tabla 20. Medida de la hidrofobicidad de superficie celular a 37°C y 22°C.

CEPAS HSC (XDS) 37°C HSC (XDS) 22°C
| cecriao 17,44 43,72 65,04 + 17,96 1
I 365 71,26 + 22,04 85,15 + 9,44 1
I 367 43,95 +530 64,25 + 4,00 1

368 78,19 +2,21 94,33 + 2,60

a2 39,62 + 5,08 91,26 +5,18

373 44,04 +29,97 82,50 + 9,51

379 57,28+ 7,51 81,41+ 12,01

381 91,18 +2,89 96,14 + 1,36
I 404 7493 +11,21 92,60 + 4,51 1
I 405 68,12 + 2,96 83,53 + 10,01 1
I 408 89,93 + 9,65 97,17 1,19 1|

413 87,82 + 15,50 86,60 + 14,42

416 31,98 + 0,87 91,14 + 2,67

419 68,94 + 13,66 91,49 + 4,85

a1 82,43 + 4,29 89,23 + 7,30

429 84,28 + 12,83 93,86 + 1,82

432 46,37 23,19 84,80 + 4,25

434 68,72 + 4,64 94714312

435 40,29 + 18,42 89,21 + 4,69

436 80,27 + 9,50 95,94 +3:36

438 88,12 + 5,86 95,18+ 1,74

440 77,96+ 10,95 88,02+ 11,22

441 86,20 + 1,04 95,87 + 0,20

a2 72,68 +7,79 97,82 + 1,66

443 57,81+ 21,65 92,27 2,97

444 83,85 + 4,71 91,89 + 833

445 37,02+11,25 91,58 + 5,41

446 76,60 + 13,01 98,26 + 0,86

a47 33,68 + 351 81,25 + 11,99

448 40,08+823 89,65 + 5,05

Global 64,04 + 21,25 89,08 + 8,24
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Hidrofobicidad MATH C. tropicalis 37°C-22°C

Temperatura

Fig 68. HSC a 37°C y a 22°C.

Comparacion %HSC a 37 y 22°C
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%HSC, 37°C

Fig 69. Comparacion entre la proporcion de la HSC a 37°C y a 22°C.
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4.3.4. Comparacion de la HSC de cepas urinarias frente a las no

urinarias.

En la Tabla 21 se establecio la proporcidn de cepas que presentaron
HSC alta, media o baja a las dos temperaturas, en funcion de su procedencia
urinaria 0 no urinaria, observandose cémo las cepas de origen urinario
presentaron en ambos casos valores de hidrofobicidad mas elevados que las
cepas procedentes de otra localizacién diferente. S6lo para 22°C la
diferencia resultd estadisticamente significativa (p=0,049). Para 37°C, el
valor de p fue 0,141.

En la Figura 70 se establecio la representacion de las diferencias
existentes entre los valores medios de HSC en las cepas de origen urinario
frente a las de origen no urinario a 37°C y 22°C. En la Figura 71 se

establecieron comparaciones entre los diferentes grupos de hidrofobicidad.
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En las Figuras 72 y 73 se representd la diferencia entre la
correlacion de los resultados de HSC obtenidos a 37°C y 22°C en las cepas
de procedencia urinaria frente a la de cepas de procedencia no urinaria,
siendo mayor en las cepas de procedencia no urinaria (R?=0,42 frente a

R?=0,25 en cepas de origen urinario).

Tabla 21. Proporcion de cepas de origen urinario y no urinario con HSC alta, media y baja a 37°C y 22°C.

%HSC 37°C 220C
[(DOI-DOf) / DOI] * 100 MUY ALTA ALTA MEDIA BAJA MUY ALTAALTA MEDIA BAJA
(>82%) (>50%) (25-50%) (<25%) (>82%) (>50%) (25-50%) (<25%)
Cepas urinarias 40% 33,3% 26,6% 0% 100% 0% 0% 0%
Cepas no urinarias 133%  46,6%  333%  6,7% 733% 266% 0% 0%
Valor p= 0.667* 0357*  0475* 0,431*

*Prueba T de Student-Fisher para medias de dos grupos independientes.
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Comparacion de la HSC de cepas urinarias y no urinarias

@ orina

& no orina

Temperatura

Fig 70. Comparacion de los valores medios de HSC en las cepas de
procedencia urinaria frente a las de procedencia no urinaria a 37°C y 22°C.

HSC de cepas urinarias y no urinarias

B :.m‘ﬂlvf

MUY ALTA MEDIA BAJA | MUY | ALTA MEDIA|| BAJA
ALTA ALTA

Cepas orina Cepas no orina

Fig 71. Comparacion de los valores medios de HSC en las cepas de
procedencia urinaria frente a las cepas de procedencia no urinaria a 37°C y
22°C, clasificadas por niveles.
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Comparacion % HSC a 37 y 22°C
Cepas orina

%HSC, 22°C

%HSC, 37°C

Fig 72. Comparacion entre la proporciéon de la HSC a 37°C y a 22°C.
Cepas de procedencia urinaria.

Comparacion %HSC a 37 y 22°C
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Fig 73. Comparacion entre la proporciéon de la HSC a 37°C y a 22°C.
Cepas de procedencia no urinaria.
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4.35. Estudio de la adherencia especifica. Cuantificacion de la

expresion de la proteina Alstl en células plancténicas.

Se estableci6 la cuantificacion de la expresion de la proteina Alstl
en células planctdnicas de C. tropicalis mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa a tiempo real con el uso de sondas SYBR® Green. Se
determinaron la media y desviacion estandar de los valores obtenidos en los
diferentes experimentos, resumiéndose los resultados en la Tabla 22. (Los

valores son los resultados directos obtenidos, sin resta del housekeeping).

Se realiz6 la comparacién entre la media de los valores obtenidos
para las cepas de C. tropicalis incluidas en el estudio clasificadas
posteriormente en dos grupos como alta o escasamente productoras de
biofilm, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre la
expresion de proteina Alstl en células planctonicas de ambos grupos
(p=0,498). En la Figura 74 se representd graficamente la cuantificacion de
la expresion de la proteina Alstl en los dos grupos de cepas estudiadas.
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Tabla 22. Cuantificacion de la expresién de la proteina Alstl en células
planctonicas de C. tropicalis.

Cepas de C. tropicalis X+DS
373 21,71%0,40
Muy productoras 405  18,08+1,48
de biofilm 441 18,36+0,17
445  19,15+0,35
408 19,69+1,21
Poco productoras 438  19,91+1,82
de biofilm 440  20,04+0,48
448 20,05+1,71

Cuantificacion de la expresion de la proteina Alst-1
en celulas planctonicas de C. tropicalis

20
19,8
e
v R
19,21 .
19

Media de cepas muy Media de cepas poco
productoras de biofilm productoras de biofilm

Cepas de C. tropicalis

Fig 74. Representacion de la expresion de proteina Alstl en células planctdnicas de

C. tropicalis clasificadas segun su grado de produccion de biofilm.
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4.4. Estudio de la capacidad de formacién de biofilm

4.4.1. Determinacion del crecimiento de C. tropicalis

Para poder evaluar posteriormente el biofilm formado, se determiné
en primer lugar el crecimiento de todas las cepas incluidas en el estudio a
dos temperaturas, 37°C y 22°C, a las 24 y a las 96 horas de incubacion en
medio RPMI-1640, mediante la de terminacion de la DO, calculandose

como :

Crecimiento (DO) = DOFinal (24 6 96h) = DOlniciat (inéculo)

En la Tabla 23 se expresaron los valores obtenidos tras hallar las
medias resultantes de los distintos experimentos realizados como minimo
por triplicado a 37°C y 22°C, asi como las desviaciones estandar
correspondientes, a las 24 y las 96 horas de incubacion. Para 37°C, la fase
estacionaria del crecimiento se alcanzé a las 24 horas, permaneciendo los
valores similares a las 96 horas. A las 24 horas, el crecimiento presentd una
variacion comprendida entre 0,80+0,23 y 1,10+0,04 en funcion de la cepa
estudiada, con un valor medio de 0,96+0,08. A las 96 horas, estos valores
estuvieron entre 0,96+0,03 y 1,16+0,09, con un valor medio de 1,06+0,06.

Para 22°C, el crecimiento fue mas lento, siendo necesario esperar a las 96
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horas para alcanzar la fase estacionaria. A las 24 horas, el crecimiento
presentd una variacion comprendida entre 0,40+0,08 y 1,06+0,14, con un
valor medio de 0,82+0,13, mientras que para las 96 horas, los valores
minimo y méaximo alcanzados fueron de 1,07+0,06 y 1,34+0,03,
respectivamente, con un valor medio de 1,23+0,07.

En las Figuras 75 y 76 se representaron los resultados del
crecimiento a las 24 y 96 horas a 37°C y a 22°C, observandose un alto grado
de correlacion entre los dos tiempos de incubacion (R?=0,559 para 37°C;
R?=0,499 para 22°C).

Las Figuras 77 y 78 muestran la comparacion de los resultados
obtenidos para las dos temperaturas del estudio a las 24 y 96 horas,
respectivamente. En ellas se observa un mayor crecimiento a los 37°C de
incubacion para las primeras 24 horas, con un grado de correlacion entre las
dos temperaturas de R?=0,171, existiendo una diferencia estadisticamente
significativa al establecer la comparacién de medias (p<0,05). Para las 96
horas, se aprecié un mayor crecimiento a los 22°C de incubacion para el
96,67% de las cepas, con un grado de correlacion entre las dos temperaturas
de R?=0,357, siendo estadisticamente significativa la diferencia entre ambos
(p<0,05).

198




Resultados

Tabla 23. Medida del crecimiento a las 24 horas v 96 horas a 37°C vy 22°C.

37°C 22°C
Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
CEPAS 24h-0h 96h-0h 24h-0h 96h-0h
( X+DS) ( X+DS) (X+DS) (X+DS)

I CECT-1440 0,93 £ 0,07 1,09 £0,03 0,93+0,17 1,29 £0,02
I 365 0,99 + 0,04 0,97 +£0,02 0,83+0,18 1,20 £0,05
I 367 0,93+0,17 1,11+0,03 0,83+0,12 1,31+0,03
I 368 0,81 +0,06 0,96 +0,03 0,88+0,13 1,25 +0,06
372 0,88 +0,07 1,01+0,01 0,76 +0,10 1,18 £0,01

373 0,90 + 0,06 1,01 +0,04 0,40+0,08 1,17 £ 0,06

379 1,01+£0,17 1,10+0,10 0,99+0,12 1,27 £0,02

381 0,95+ 0,09 1,10 +£0,01 0,87 +0,09 1,22 £0,05

404 1,04 £0,07 1,15+0,01 0,89 +0,10 1,32 £0,02

405 0,85+ 0,09 0,96 +0,01 0,59 + 0,05 1,12 £0,02

408 1,04 £0,08 1,09 +£0,01 0,90 +0,08 1,25 +0,03

413 1,08 £0,02 1,12 +£0,04 0,91+0,10 1,34 £0,03

416 1,10 £ 0,04 1,10 +£0,02 0,81+0,22 1,22+0,10

419 0,97 £0,04 1,01+0,03 0,78+0,19 1,22 £0,04

421 1,01 +£0,09 1,09 +£0,02 0,73+0,26 1,22 £ 0,06

429 0,98 £0,02 1,13 +0,05 0,71+0,23 1,27 £0,06

432 1,04 £0,07 1,11+0,04 0,93+0,21 1,27 £ 0,06

434 0,80+0,23 0,97 +0,11 0,62 +0,20 1,07 £0,06

435 1,07 £0,06 1,07 £0,03 0,97 £0,10 1,31 +£0,01

436 0,93 +0,09 1,04 £0,03 0,92 +0,10 1,23 £0,05

438 0,92 +0,07 1,02 +£0,03 0,76 £0,17 1,18 £0,04

440 0,95 + 0,05 1,01 +£0,02 0,79+0,13 1,21 +0,08

441 0,85+ 0,04 1,00 £0,29 0,79 0,09 1,11 £0,02

442 0,93+0,02 1,05 +0,04 0,82+0,28 1,28 +£0,04

443 0,97 £0,07 1,06 +£0,06 1,00£0,10 1,32£0,02

444 1,01 £0,04 1,06 +£0,05 0,73+0,25 1,22 £0,05

445 1,03 +£0,05 1,08 £0,03 0,87 0,20 1,25 +0,08

446 0,88+0,12 0,98 0,10 0,81+0,21 1,20 £ 0,06

447 1,08 £0,04 1,11 +0,04 0,73+0,15 1,08 +£0,20

448 1,02+0,12 1,16 £0,09 1,06 £0,14 1,32 £0,04

Global 0,96 +0,08 1,06 + 0,06 0,82 +0,13 1,23+0,07
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4.4.2. Estudio de la capacidad de formacion de biofilm

4.4.2.1.Estudio de la capacidad de formacion de biofilm sobre placas de

poliestireno utilizando como medio de cultivo medio RPMI-1640.

1. Determinacion de la formacion de biofilm mediante la medida de la DO.

Se determind la capacidad de formacion de biofilm de todas las
cepas incluidas en el estudio a dos temperaturas, 37°C y 22°C, alas 24y a
las 96 horas de incubacion en medio RPMI-1640 mediante la de terminacion
de la DO. El limite inferior de formacion de biofilm medida por DO (BF-
DO) se establecié como el valor de adherencia media a 24 horas (BF-
DO+>0,13 para 37°C; BF-DO+>0,17 para 22°C).

En la Tabla 24 se expresaron los valores de formacién de biofilm
(DO) obtenidos tras hallar las medias resultantes de los distintos
experimentos realizados como minimo por triplicado a 37°C y 22°C, asi
como las desviaciones estandar correspondientes, a las 24 y las 96 horas de
incubacion. Para 37°C, 27 cepas fueron formadoras de biofilm a las 24
horas, con unos valores comprendidos entre 0,14+0,01 y 0,99+0,14 (valor
medio: 0,52+0,29), y 28 para las 96 horas de incubacién. A este tiempo, los
valores estuvieron comprendidos entre 0,14+0,01 y 1,01+0,05 (valor medio:

0,48+0,27). Para 22°C, solo 17 cepas fueron formadoras de biofilm a las 24
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horas, con unos valores de biofilm comprendidos entre 0,18+0,07 y
0,75%0,16 (valor medio: 0,49+0,22), siendo 27 positivas para las 96 horas de
incubacion. A este tiempo, los valores estuvieron comprendidos entre
0,19+0,11 y 1,20+0,01 (valor medio: 0,68+0,36).

De la Figura 79 a la 82 se representd la comparacion entre los
resultados del biofilm formado a las 24 y 96 horas a 37°C y a 22°C,
observandose un alto grado de correlacion entre los dos tiempos de
incubacion (R?=0,816 para 37°C; R?=0,864 para 22°C). Para todas las cepas,

a 22°C la formacion de biofilm fue mayor para las 96 horas.

De la Figura 83 a la 86 se mostrd la comparacion entre los
resultados del biofilm formado a 37°C y a 22°C para los dos tiempos de
incubacion. Para las 24 horas de incubacion la correlacion fue R?=0,384
considerando todas las cepas incluidas en el estudio. Cuando la correlacion
se realiz6 teniendo en cuenta solo las cepas positivas para la formacion de
biofilm a las dos temperaturas, la correlacion fue menor (R?=0,160), sin
encontrar diferencias estadisticamente significativa entre valores a este
tiempo de incubacion (p=0,691). Para las 96 horas, esta correlacion fue
R?=0,356 considerando todas las cepas. Al utilizar sélo las cepas positivas
para la formacién de biofilm a las dos temperaturas, la correlacién fue
R?=0,202.

En la Figura 87 se seleccionaron tres cepas representativas de los
diferentes grados de produccién de biofilm a ambas temperaturas de estudio.
Asi, como cepa no productora de biofilm se eligio la cepa 432, como cepa
con produccion intermedia de biofilm la cepa 429 y como cepa muy

productora de biofilm la cepa 434.

202




Resultados

Tabla 24. Medida de la formacion de biofilm (D.O.) a las 24 horas v 96 horas, a 37°C-22°C.

37°C 22°C
Biofilm Biofilm Biofilm Biofilm
CEPAS 24h-0h 96h-0h 24h-0h 96h-0h
(X+DS) (X+DS) (X+DS) (X+DS)
I CECT-1440 0,04 £0,01 0,21+0,12 0,08 +0,04 0,15+0,03 I
I 365 0,17 £0,05 0,28+0,12 0,17 +0,03 0,62 0,26 I
I 367 0,05+0,02 0,13 +0,06 0,06 +0,03 0,09 +0,03 I
I 368 0,19 +£0,04 0,21 +0,09 0,09 +0,01 0,32+0,19 I
I 372 0,26 + 0,06 0,23+0,07 0,51+0,13 0,79+0,19 I
373 0,67 +0,21 0,78 +0,16 0,03+0,01 0,21+0,09
379 0,17 +0,05 0,19 0,07 0,09 +£0,04 0,42 +0,26
381 0,33+0,04 0,40 0,09 0,55+ 0,09 0,89 +0,24
404 0,33+0,15 0,44 +0,19 0,15 + 0,04 0,47+0,18
405 0,94 +0,07 1,01 +£0,05 0,65+ 0,07 1,15 +0,03
408 0,35+0,14 0,37 +0,27 0,27 £0,14 0,32+0,13
413 0,17 +£0,02 0,15 +0,03 0,15+0,02 0,26 0,05
416 0,80 0,07 0,49 0,16 0,32+0,19 0,95+0,17
419 0,67 +0,23 0,54-+ 0,16 0,07 £0,02 0,30+0,13
421 0,14 +0,01 0,14 +0,01 0,27+0,12 0,88+0,29
429 0,39 +£0,04 0,40 + 0,05 0,16 +0,07 0,52 +0,24
432 0,22+0,02 0,08 0,03 0,05+0,02 0,09 +£0,02
434 0,82+0,20 0,93+0,08 0,54 +0,19 1,05+0,03
435 0,26 +0,07 0,15 +0,03 0,08 +0,02 0,19+0,11
436 0,27 £0,07 0,31+0,12 0,27 £0,07 0,45+0,23
438 0,55+ 0,09 0,40 0,09 0,70+0,11 1,12+0,13
440 0,52+0,13 0,32+0,16 0,70+0,12 1,14 £ 0,06
441 0,78 +0,08 0,61+0,15 0,75+0,16 1,09 +0,06
442 0,73+0,20 0,93+0,08 0,18 +0,07 0,65+0,28
443 0,72+0,11 0,57 £0,13 0,18 +0,03 0,42 +0,10
444 0,98 +0,10 0,97 £0,12 0,75+0,25 1,20 £ 0,04
445 0,74 +0,19 0,43+0,13 0,19+0,03 0,30 +0,09
446 0,89 +0,09 0,92 +0,10 0,71+0,09 1,09+0,14
447 0,99 +£0,14 0,93+0,10 0,74 +0,14 1,20+0,01
448 0,11 +£0,04 0,25 +0,09 0,12+0,01 0,31+0,22
Global (BF+) 0,52+0,29 0,48 +0,27 0,49+0,22 0,68 + 0,36
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Fig 87. Representacion de cepas no productoras de biofilm (1, cepa 432), cepas con
produccion intermedia (2, cepa 429) y cepas muy productoras de biofilm (3, cepa
434), a 37°C (A) y 22°C (B).

206




Resultados

1. a. Comparacion del biofilm formado (DO) por cepas urinarias frente a las

no urinarias.

En la Figura 88 se representd la comparacion entre los resultados
del biofilm formado por las cepas de origen urinario frente a las de
procedencia no urinaria a las 24 y a las 96 horas a 37°C y 22°C. A pesar de
que la produccién de biofilm resulté mayor para las cepas de procedencia
urinaria, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
ninguna de las dos temperaturas (37°C y 24 horas, p=0,152; 37°C y 96
horas, p=0,141; 22°C y 24 horas, p=0,065; 22°C y 96 horas, p=0,097).

N

4 hora 96 hora

Fig 88. Comparacion entre la formacion de biofilm de cepas de procedencia
urinaria frente a las de origen no urinario.
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2. Determinacion de la formacién de biofilm mediante la medida del indice
de Slime (IS-DO).

La capacidad de formacién de biofilm de todas las cepas incluidas
en el estudio a dos temperaturas, 37°C y 22°C, a las 24 y a las 96 horas de
incubacion en medio RPMI-1640, se expresé como porcentaje mediante la
utilizacion del indice de Slime, que establece la relacion entre el biofilm

formado (DO) y el crecimiento del cultivo, mediante la siguiente formula:

IS = (Biofilm/Crecimiento del cultivo) x 100

El indice de Slime se utilizd por tanto como factor de correccion,
con el fin de mejorar los valores obtenidos mediante la medida de la DOag».
El limite inferior positivo del indice de Slime se establecié considerando el
menor valor de indice de Slime obtenido cuya cepa correspondiente habia
presentado previamente formacion de biofilm positivo medido por DO (BF-
DO) (IS-DO+>12,69 para 37°C, y 1S-DO+>14,54 para 22°C).

En la Tabla 25 se expresaron los valores del indice de Slime (1S-
DO) obtenidos tras hallar las medias resultantes de los distintos
experimentos realizados como minimo por triplicado a 37°C y 22°C, asi
como las desviaciones estandar correspondientes a las 24 y las 96 horas de

incubacion. Para 37°C, 27 cepas fueron formadoras de biofilm a las 24
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horas, con unos valores de indice de Slime comprendidos entre 13,61+0,31
y 109,82+3,16 (valor medio: 55,43+30,46), y 28 para las 96 horas de
incubacion. A este tiempo, los valores estuvieron comprendidos entre
12,69+0,98 y 104,14+5,09 (valor medio: 46,96+29,18). Hasta el 76,92% de
las cepas a las 24 horas presentaron valores de 1IS-DO+ mayores que para 96
horas. Para 22°C, 21 cepas fueron formadoras de biofilm a las 24 horas, con
unos valores de indice de Slime comprendidos entre 16,27+1,68 vy
110,75+3,01 (valor medio: 56,21+35,23), y 27 para las 96 horas de
incubacidn, con valores comprendidos entre 14,54+8,64 y 122,13+38,05
(valor medio: 57,25£33,23).

De la Figura 88 a la 91 se representd la comparacion entre los
resultados del biofilm formado a las 24 y 96 horas a 37°C y a 22°C,
observandose un alto grado de correlacién entre los dos tiempos de
incubacion para las dos temperaturas estudiadas (R?=0,889; para 37°C;
R?=0,888 para 22°C).

De la Figura 92 a la 95 se representd la comparacion entre los
resultados del biofilm formado a 37°C y 22°C para los dos tiempos de
incubacion, observandose una correlacion de R?=0,469 para las 24 horas y
de R?=0,421 para las 96 horas, considerando todas las cepas. Cuando la
correlacion se realizo teniendo en cuenta solo las cepas positivas para la
formacion de biofilm a las dos temperaturas, la correlacion fue menor
(R?=0,43 para 24 horas; R?=0,34 para 96 horas).
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Tabla 25. Medida de la formacion del biofilm (indice de Slime) a las 24 horas
y 96 horas, a 37°C y 22°C.

37°C 22°C

Biofilm-IS 24 h Biofilm-1S 96 h Biofilm-IS 24 h Biofilm-1S 96 h

CEPAS (X+DS) (X+DS) (X+DS) (X+DS)

CECT-1440 451054 14,37 £13,39 8,22 2,21 11,63+2,03
365 26,28 +15,09 29,48 £13,12 21,04 £8,29 52,02 + 26,14
367 551+1,26 8,61 +6,15 6,91+2,73 7,15+1,95
368 28,82 +6,89 21,42 £9,03 10,50 £ 1,51 25,89 £17,95
372 30,36 +6,94 22,73 +6,95 68,33 22,31 66,88 + 17,68

I 373 73,91+21,19 78,62 + 18,90 8,61+171 18,29 £5,78 I

379 23,42 +16,44 17,67 +6,95 8,95 + 3,40 33,30 £22,48
381 34,67 3,72 36,06 +6,81 63,94 12,59 72,99 +18,53
404 32,13 +16,89 38,29 +17,80 16,75+ 3,91 35,26 14,54
405 109,82 + 3,16 104,14 +5,09 110,75 £ 3,01 102,35 + 3,26
408 34,25+18,21 33,57 £26,12 31,28 +£ 20,38 25,85+9,96
413 16,07 £ 2,07 13,30+ 2,82 16,27 +£ 1,68 19,60 + 1,47
416 73,00 +7,88 44,61 + 16,30 37,45 + 14,75 78,66 +15,39
419 69,24 + 25,35 54,52 +1791 8,40 £ 0,50 24,66 + 10,09
421 13,61+0,31 12,69+0,98 38,92 +£ 14,82 72,20 15,55
429 39,78 +4,16 35,61+4,01 22,98 +7,60 40,80 + 20,66
432 21,10+3,11 752 %242 535%1,22 7,50 +1,39
434 102,28 + 3,32 95,38 £2,97 86,61 +9,94 98,74 +4,04
435 24,30 +4,75 13,73+2,98 8,05+2,09 14,54 + 8,65
436 29,89 +£10,28 29,94 +£13,14 29,53 + 10,65 37,37 £21,07
438 60,27 £11,12 39,17 +10,32 94,00 +8,93 94,29 + 8,82
440 55,05+11,33 31,88 +16,12 88,87 + 0,89 94,46 + 4,06
441 91,48 +10,78 64,71+4,18 95,86 + 15,36 97,56 +1,67
442 70,94 + 28,10 67,65+ 32,72 22,07 +3,93 50,92 + 22,07
443 74,00 +6,79 53,19 +8,89 17,84 +2,10 31,57 +7,50
444 96,99 + 6,50 91,84 +£8,27 103,07 + 2,07 98,47 +2,71
445 72,15 +19,75 39,41+ 10,48 22,95+4.22 23,46 +6,37
446 101,74 £5,27 93,90 + 2,62 89,70 +11,07 90,43 +13,77
447 91,10 +11,00 84,00 +10,05 102,16 + 3,54 122,13 + 38,05
448 10,63 £ 1,42 16,51+ 11,70 11,17 £ 2,10 23,14 £13,80
Global (1S-DO+) 55,43 + 30,46 46,96 + 29,18 56,21 + 35,23 57,25 +33,23
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mmmmmmmmmmm Fig 93

. Indice de sli
imiento) a las 24 horas a

indice slim

R’ = 0,4698

Fig 94. Estudio com
24 horas a 37°C y 22°C.

Fig 95. Indice de sli
imiento) a las 96 horas a

R?=0421

Fig 96. Estudio com
96 horas a 37°C y 22°C.
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2. a. Comparacion del biofilm formado (IS-DO) por cepas urinarias frente a

las no urinarias.

En la Figura 97 se representd la comparacion entre los resultados
del biofilm formado (IS-DO) por las cepas de procedencia urinaria con
respecto a las cepas de origen no urinario a las 24 y 96 horas, a 37°C y 22°C.
Se observé una mayor produccién en cepas de origen urinario,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas s6lo para 22°C y
24 horas (37°C y 24 horas, p=0,130; 37°C y 96 horas, p=0,141; 22°C y 24
horas, p=0,029; 22°C y 96 horas, p=0,093).

4 Nnora 96 hora

Fig 97. Comparacién de la formacion de biofilm (IS-OD) en cepas de
origen urinario en relacion con las de origen no urinario a 37°C y 22°C.
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3. Determinacion de la formacién de biofilm mediante la medida de la
actividad mitocondrial del biofilm (XTT).

La actividad metabdlica del biofilm formado por todas las cepas
incluidas en el estudio a dos temperaturas, 37°C y 22°C, alas 24 y a las 96
horas de incubacion en medio RPMI-1640, se determiné mediante la

utilizacion del método colorimétrico basado en la reduccion del XTT.

El limite inferior positivo de la actividad metabdlica del biofilm
(BF-XTT+) se definio como el menor valor obtenido por la reduccion del
XTT obtenido cuya cepa correspondiente habia presentado previamente
formacion de biofilm positivo medido por DO (BF-XTT+>0,20 para 37°C, y
BF-XTT+>0,34 para 22°C).

En la Tabla 26 se expresaron los valores de la actividad metabolica
del biofilm (BF-XTT+) obtenidos tras hallar las medias resultantes de los
distintos experimentos realizados como minimo por triplicado a 37°C y
22°C, asi como las desviaciones estandar correspondientes a las 24 y las 96
horas de incubacion. Para 37°C, 28 cepas fueron formadoras de biofilm a las
24 horas, con unos valores de actividad metabdlica del biofilm
comprendidos entre 0,35+0,09 y 2,14+0,25 (valor medio: 1,03+£0,47), y 29
para las 96 horas de incubacion. A este tiempo, los valores estuvieron
comprendidos entre 0,20+0,22 y 1,25+0,17 (valor medio: 0,60+0,29). Para
22°C, 20 cepas fueron formadoras de biofilm a las 24 horas, con unos

valores de actividad metabolica comprendidos entre 0,34+0,12 y 2,41+0,53
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(valor medio: 1,07+0,61), y 30 para las 96 horas de incubacién. A este
tiempo, los valores estuvieron comprendidos entre 0,38+0,27 y 2,37+0,18
(valor medio: 1,03+0,63).

De la Figura 98 a la 101 se representd la comparacion entre los
resultados de la actividad metabdlica del biofilm formado a las 24 y 96
horas a 37°C y a 22°C, observandose un buen grado de correlacion entre los
dos tiempos de incubacion (R?=0,641 para 37°C; R?=0,844 para 22°C).
Calculando la correlacion s6lo con las cepas positivas (BF-XTT+) los
valores resultantes fueron algo menor R?=0,582 para 37°C y R?=0,807 para
22°C.

De la Figura 102 a la 106 se mostr6 la comparacion entre los
resultados del biofilm formado a 37 y 22°C para los dos tiempos de
incubacion. Para las 24 horas se observo una correlacion entre las dos
temperaturas de incubacion de R?=0,568 al considerar todas las cepas.
Cuando la correlacién se realizé teniendo en cuenta s6lo las cepas que
fueron positivas para la formacion de biofilm a las dos temperaturas, la
correlacion  fue menor  (R?=0,465), sin encontrar  diferencias
estadisticamente significativa entre valores a este tiempo de incubacion
(p>0,05). Para las 96 horas, la correlacion fue de R?=0,285, considerando
todas las cepas. Valorando sélo las cepas positivas para la formacion de

biofilm a las dos temperaturas la correlacion fue R?=0,276.
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Tabla 26. Medida de la actividad mitocondrial del biofilm (XTT) a las 24 horas y 96

horas, a 37°Cy 22°C.

37°C

22°C

CEPAS

CECT-1440
365
367
368
372

|

|
373
379
381
404

|

|

405
408
413
416
419
421
429
432
434
435
436
438
440
441
442
443
444
445
446
447
448
Global (BF-XTT+)

Biofilm-XTT 24h
(X+DS)

0,19 £ 0,06
050+0,11
0,16 0,07
0,51+0,07
0,63+0,12
1,28 £0,38
0,39+0,23
0,89 +0,20
0,70 £0,27
1,72+0,27
0,64 0,25
0,76 +0,07
1,24+0,12
1,06 +£0,36
0,81+0,21
1,15+0,23
0,53+0,12
1,36 £0,13
0,50+0,17
1,07 £0,21
1,32+0,28
1,15+0,29
2,14+0,25
1,11+0,43
1,07 +0,21
2,00 £0,38
1,10+0,33
1,32+0,09
1,66 + 0,06
0,35+0,09
1,03 £0,47

Biofilm-XTT 96h
(X+DS)

0,20 £0,22
0,31+0,13
0,12+0,11
0,27 0,12
0,32+0,13
0,88 +0,46
0,42 +0,19
0,55+0,31
0,80+0,41
0,85+0,42
0,44 £0,31
0,44 +0,31
0,77 +0,25
054+0,13
0,37+0,23
0,36 £0,19
0,53 +0,53
1,09+0,13
0,26 +0,10
0,44 +0,21
0,51+0,23
0,43+0,21
0,83 +0,26
0,89 +0,36
0,69+0,14
1,25+0,17
0,56 0,10
1,08 +0,14
1,12+0,22
0,28 +0,20
0,60 +0,29

Biofilm-XTT 24h
(X+DS)

0,20+0,11
0,33+0,12
0,35+0,39
0,31+0,20
0,79+0,12
0,10+0,01
0,30+0,21
1,53 +0,15
0,32+0,19
1,15+0,21
0,66 0,12
0,68 +0,23
0,65+0,31
0,21+0,14
1,18 +0,36
0,65+0,32
0,16 £0,13
1,10+0,78
0,31+0,30
0,94+0,19
1,40+0,31
1,44 +0,37
2,41+0,53
0,39+0,18
0,41+0,19
2,16 £0,73
0,34+0,12
1,28 +0,22
1,96 +0,23
0,27 +0,14
1,07 £0,61

Biofilm-XTT 96h
(X+DS)

0,40 +0,22
0,70+0,13
0,63 +0,47
0,74 +0,33
1,02 +0,22
0,62 +0,33
0,47 +0,14
1,08 +£0,85
0,46 + 0,36
1,11+0,83
0,52 +0,39
0,38 £0,27
1,04+0,18
0,55+0,14
1,670,551
0,73+0,29
0,67 +0,43
1,51+0,27
0,42 +£0,16
1,05+0,20
2,00+0,41
2,10+0,16
2,37+0,18
0,82+0,21
0,65 +0,08
2,26 £0,21
0,49 +0,07
1,70+0,33
2,23+0,16
0,61+0,12
1,03 +0,63
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3. a. Comparacion de la actividad metabdlica del biofilm formado por cepas

urinarias frente a las no urinarias.

En la Figura 106 se representd la comparacién entre los resultados
de la actividad metabolica del biofilm formado (XTT) a las 24 y 96 horas, a
37 y 22°C de las cepas de procedencia urinaria con respecto a las cepas de
origen no urinario. Se observd una mayor actividad en cepas de origen
urinario, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas en
ninguno de los casos estudiados (37°C y 24 horas, p=0,051; 37°C y 96
horas, p=0,272; 22°C y 24 horas, p=0,101; 22°C y 96 horas, p=0,071).

Comparacion de la formacion de biofilm por cepas de
origen urinario - no urinario

12

1
0,8 | ‘
Biofilm (XTT) 0,6 . orina
4 |
04 . .“ # no orina
0,2 .

0
37°C 22°C 37°C 22°C

24 horas 96 horas

Fig 106. Comparacion de la actividad del biofilm (XTT) de cepas urinaria y
no urinarias a 37°C y 22°C.
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4. Determinacion de la formacion de biofilm mediante la medida del indice
de Slime de la actividad mitocondrial del biofilm (XTT).

La determinacion de la actividad metabolica mitocondrial del
biofilm formado por todas las cepas incluidas en el estudio a dos
temperaturas, 37°C y 22°C, alas 24 y a las 96 horas de incubacion en medio
RPMI-1640, se expresé como porcentaje mediante la utilizacion del indice
de Slime, que establece la relacion entre la actividad metabodlica del biofilm
formado (DO-XTT) y el crecimiento del cultivo, mediante la siguiente

férmula;

IS-XTT = (Biofilm (BF-XTT)/Crecimiento del cultivo) x 100

El indice de Slime-XTT se utilizd por tanto como factor de
correccion, con el fin de mejorar los valores obtenidos mediante la medida
de la DOusg-XTT. El limite inferior positivo del indice de Slime-XTT se
establecié considerando el menor valor de indice de Slime-XTT obtenido
cuya cepa correspondiente habia presentado previamente formacion de
biofilm positivo medido por BF-XTT (IS-XTT+>15,94 para 37°C, y IS-
XTT+>31,01 para 22°C).
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En la Tabla 27 se expresaron los valores del indice de Slime-XTT
(IS-XTT) obtenidos tras hallar las medias resultantes de los distintos
experimentos realizados como minimo por triplicado a 37°C y 22°C, asi
como las desviaciones estandar correspondientes a las 24 y las 96 horas de
incubacion. Para 37°C, 30 cepas fueron formadoras de biofilm a las 24
horas, con unos valores de Indice de Slime-XTT comprendidos entre
18,72+9,09 y 253,63+42,08 (valor medio: 104,13+57,17), y 29 para las 96
horas de incubacion. A este tiempo, los valores estuvieron comprendidos
entre 15,94+18,36 y 118,62+22,62 (valor medio: 57,93+£29,54). Para 22°C,
23 cepas fueron formadoras de biofilm a las 24 horas, con unos valores de
indice de Slime-XTT comprendidos entre 33,93+17,37 y 305,62+52,97
(valor medio: 125,88+86,44), y 29 para las 96 horas de incubacion. A este
tiempo, los valores estuvieron comprendidos entre 31,01+15,94 vy
226,74+70,73 (valor medio: 93,73+58,74).

De la Figura 107 a la 110 se representd la comparacion entre los
resultados del biofilm formado a las 24 y 96 horas a 37°C y a 22°C, ,
observandose un alto grado de correlacién entre los dos tiempos de
incubacion (R?=0,669 para 37°C; R?=0,933 para 22°C).

De la Figura 111 a la 114 se represent0 la comparacion entre los
resultados del biofilm formado a 37°C y 22°C para los dos tiempos de
incubacion, observandose una correlacion de R?=0,608 para las 24 horas y
de R?=0,354 para las 96 horas considerando todas las cepas. Cuando la
correlacion se realizd teniendo en cuenta sélo las cepas que fueron positivas
para la formacién de biofilm a las dos temperaturas, la correlacion fue
similar (R?=0,626 para 24 horas; R?=0,317 para 96 horas).
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Tabla 27. Medida de la actividad del biofilm (indice de Slime-XTT)
a las 24 y 96 horas, a 37°C y 22°C.

3

2

CEPAS

CECT-1440
365
367
368
372
373
379
381
404
405
408
413
416
419
421
429
432
434
435
436
438
440
441
442
443
444
445
446
447
448

Global (IS-XTT)

Biofilm IS-XTT
24 h (X+DS)

21,02 +8,53
50,70 +10,83
18,72 +9,09
62,58 + 4,25
72,84 +18,75
140,87 + 40,42
42,92 + 31,65
95,31 29,58
68,09 + 25,04
202,50 + 38,25
63,57 +31,31
70,64 1,81
113,94 +14,94
109,76 + 41,60
81,77 28,97
117,13 £ 26,24
51,09 + 13,06
178,06 + 47,43
47,09 +15,31
116,53 + 33,99
144,94 + 39,89
121,59 + 20,80
253,63 +42,08
119,26 + 50,07
109,83 + 18,15
200,30 + 48,53
107,73 + 38,50
153,70 £ 27,55
153,56 + 9,85
34,18 +5,98
104,13 £ 57,17

Biofilm I1S-XTT
96h (X+DS)

15,94 + 18,36
32,10 + 14,86
10,58 +9,92
27,84 + 13,50
31,83 +14,62
90,05 + 55,99
37,37 +£13,08
49,95 + 30,69
70,18 +40,44
87,65 +48,01
40,52 +32,35
39,72 +32,36
70,58 + 24,83
54,21 +8,20
34,26 + 24,27
31,36 + 18,42
49,66 + 56,49
113,24 +£18,32
24,66 + 10,48
42,85 + 23,64
50,43 + 25,31
42,83 +23,13
88,29 + 25,85
84,01 + 36,56
64,97 15,10
118,62 + 22,62
51,63+0,28
109,97 + 18,91
100,83 + 22,57
24,35+19,84
57,93+29,54

Biofilm IS-XTT

24 h (X+DS)
21,04 +9,18

40,16 +9,90
38,63 42,45
33,93+17,37
105,12 +£ 24,01
25,08 +1,62
28,89 +19,51
176,33 £ 16,49
35,06 + 19,37
194,84 + 21,44
73,81 +15,83
73,73 £19,57
75,87 +27,43
24,85+ 12,62
164,35 + 19,46
91,14 + 32,56
20,43+12,90
155,00 £ 112,70
30,98 +£21,01
101,71 +14,29
190,55 + 39,36
185,59 + 16,44
305,62 +52,97
45,20 7,05
39,82 + 15,62
295,21 +9,74
39,15 +6,76
162,01 + 19,90
272,46 *+ 25,40
24,78 11,41
125,88+86,44

96 h (X+DS)
30,77 £ 18,43

57,94 +10,37
48,74 £ 41,57
60,07 + 32,64
86,97 + 21,09
54,03 +34,73
31,01 £15,94
135,15 + 28,56
51,25 +15,32
147,92 + 3,02
60,93 7,79
40,69 +6,70
85,21+6,97
45,31 +9,75
135,34 £ 38,42
56,66 + 22,66
53,44 +3 8,43
140,83 £ 21,15
32,11 +13,25
85,61 +16,53
168,74 + 28,48
174,84 + 14,92
213,03 +15,04
63,89 +16,11
49,04 +4,05
185,73 +13,99
39,33 £4,80
141,78 + 31,46
226,74 £ 70,73
45,70 £4,08
93,73 +58,74

Biofilm IS-XTT
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R%=0,6079 .

Fig 112. Estudio
a las 24 horas a

Fig 114. Estudio
a las 96 horas a
F-).
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4. a. Comparacion del Indice de Slime de la actividad mitocondrial del

biofilm formado por cepas urinarias frente a las no urinarias.

En la figura 115 se represent6 la comparacion entre los resultados
del biofilm formado (IS-XTT) a las 24 y 96 horas, a 37 y 22°C de las cepas
de procedencia urinaria con respecto a las cepas de origen no urinario. Se
observo una mayor actividad corregida por crecimiento (IS-XTT) en cepas
de origen urinario, pero solo para 37°C y 24 horas la diferencia resultd
estadisticamente significativa (37°C y 24 horas, p=0,033; 37°C y 96 horas,
p=0,503; 22°C y 24 horas, p=0,054; 22°C y 96 horas, p=0,054).

Comparacion de la formacion de biofilm por cepas de
origen urinario - no urinario

140
120

100 — ‘
Biofilm| 80 i 1 -
(IS-XTT) 60 H | ™= N ® orina
40 - ‘. - ‘. & no orina
20 H | H ||

0
37°C 22°C 37°C 22°C

24 horas CAIES

Fig 115. Comparacion de la actividad del biofilm de cepas de origen urinario y no
urinario a 37°C y 22°C.

225




Resultados

226




Resultados

4.4.2.2 .Estudio de la capacidad de formaciéon de biofilm sobre placas de

poliestireno utilizando como medio de cultivo orina artificial.

Se procedié a la realizacion del estudio de la capacidad de
formacion de biofilm sobre placas de microtitulacion de poliestireno a las 24
horas de incubacion a 37°C de tres cepas de C. tropicalis procedentes de
pacientes con candiduria (cepas 368, 441, 442), y de la cepa control CECT-
1440, siguiendo el mismo método que el utilizado en el apartado anterior,
pero usando orina artificial estéril como medio de cultivo. Estas cepas se
escogieron como representacion de cepas poco productoras o muy
productoras de biofilm detectadas previamente en placas de microtitulacién
en medio RPMI-1640.

Se establecio la determinacion de la formacion de biofilm mediante
la medida de la DO, asi como mediante la correccion de ésta por el
crecimiento, determinando el IS (IS-DO). El limite inferior de formacién de
biofilm se establecid al igual que en el apartado anterior con el valor de
adherencia media a las 24 horas (BF-DO+>0,13).

En orina artificial, sélo dos de las cuatro cepas estudiadas fueron
productoras de biofilm (cepas 368 y 441). El indice de Slime de las cepas
productoras de biofilm fue de 49,15 y 75,17%, respectivamente. La tercera
cepa (cepa 442) y la control no fueron productoras de BF (D0O=0,05-0,12;
1S=35,53-43,21%, respectivamente).
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A su vez, se procedio a la realizacion del estudio de la capacidad de
formacion de biofilm sobre placas de microtitulacion de poliestireno a las 24
horas de incubacion a 37°C de las mismas tres cepas de C. tropicalis
utilizadas anteriormente, procedentes de pacientes con candiduria,
utilizando medio RPMI-1460 como medio de cultivo. Al igual que en el
caso previo, el limite inferior de formacién de biofilm se establecié con el
valor de adherencia media a las 24 horas (BF-DO+>0,13). Utilizando este
método, tres de las cuatro cepas fueron productoras de biofilm. La cepa
control result6 no formadora de biofilm. Estos datos, asi como los obtenidos

en el parrafo anterior se resumieron en la Tabla 28 y en las Figuras 116.

Tabla 28. Crecimiento, formacion de biofilm e indice Slime en placa de
poliestireno a las 24 h de incubacion en orina artificial y en medio RPMI-1460.

CEPAS CECT-1440 368

Orina artificial

Crecimiento 0,15+0,05 0,31+0,02 0,24+0,02 0,28+0,04
MediatDS

Biofilm 0,05+0,02 0,15+0,05 0,18+0,07 0,12+0,04
MediatDS

Indice slime 35,53 49,15 75,17 43,21

RPMI-1460

Crecimiento 0,97+0,08 1,05+0,03 0,97+0,05 1,07+0,07
MediatDS

Biofilm 0,05+0,02 0,17+0,05 0,81+0,06 0,68+0,17
MediatDS

Indice slime 4,98 16,59 83,00 63,92
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Biofilm orina ar

2 CE
368

Biofilm RPM

Biofilm orina art

o CE
368

Biofilm RP

Fig 116. Formacion de biofilm e indice de Slime a las 24 horas de incubacion en placas de
poliestireno a 37°C incubadas en orina artificial (A y C) y en medio RPMI-1440 (B y D).
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Fig 117. Formacion de biofilm utilizando medio de cultivo orina artificial (A) o medio
RPMI-1640 (B) a 37°C, 24 horas. Cepas CECT-1440 (1), 368 (2), 441 (3) y 442 (4).
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4.4.2.3.Estudio de la capacidad de formacion de biofilm sobre catéter

Foley bajo condiciones de flujo continuo de orina artificial y su

determinacion por UFC/ml.

Se procedié a la realizacion del estudio de la capacidad de
formacion de biofilm en catéteres urinarios de latex (sondas Foley) de las
mismas tres cepas de C. tropicalis procedentes de pacientes con candiduria
de los apartados anteriores, asi como de la cepa patrén, utilizando como
medio de cultivo orina artificial estéril. Posteriormente, se determind el
nimero de UFC recuperadas tras el raspado del biofilm formado en el
interior del mismo. Dos de las cuatro cepas estudiadas fueron productoras
de biofilm. La formacion de biofilm en el catéter Foley tuvo unos valores de
DOs7o de 0,07 y de 0,11, oscilando el recuento de las UFC/ml entre
0,643E+04 y 2,42E+04 (Tabla 29, Figuras 118 y 119). Las dos cepas

formadoras de biofilm presentaron el menor recuento de UFC/m.

Tabla 29. Formacion de biofilm en catéter Foley a 37°C en orina artificial estéril.
Resultados ELISA (Cristal violeta 1%) y recuento de UFC/ml.

CECT-1440

Biofilmen

catéter con 0,03+0,01 0,07+0,01 0,11+0,02 0,02+0,03
orina artificial

MediatDS

Recuento de
UFC/ml
MediatDS

2,42E+04+ 6,43E+03+ 9,53E+03+ 1,78E+04+
4,88E+02 2,83E+03 4,54E+03 7,84E+02
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Biofilm orin

Fig 118. Formacion de biofilm en catéteres Foley a 37°C en orina artificial.

Fig 119. Recuento de unidades formadoras de colonia por mililitro, catéter Foley.
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4.4.2.4.Comparacion de la capacidad de formacion de biofilm de

aislamientos de C. tropicalis de origen urinario en catéteres Foley

y en placas de poliestireno.

Se establecié la comparacion entre la capacidad de formacion de
biofilm en catéteres urinarios de latex (sondas Foley) de las tres cepas de C.
tropicalis procedentes de pacientes con candiduria de los apartados
anteriores utilizando como medio de cultivo orina artificial estéril frente a la
determinacion del biofilm formado sobre placas de microtitulacion de
poliestireno utilizando orina artificial estéril y medio RPMI-1640.

Se observo como la formacion de biofilm fue variable entre las
diferentes cepas asi como en relacion con el medio de cultivo utilizado.
Utilizando orina artificial estéril como medio de cultivo se obtuvieron
resultados similares usando ambos métodos, tanto en el catéter Foley como
en las placas de microtitulacion de poliestireno, siendo dos de las cuatro
cepas estudiadas productoras de biofilm (cepas 368 y 441). A diferencia de
lo ocurrido anteriormente, los resultados obtenidos en placas de
microtitulacion de poliestireno utilizando como medio de cultivo RPMI-
1640 no fueron superponibles con los resultados obtenidos con la formacion
de biofilm en catéteres Foley con orina artificial estéril como medio de
cultivo. Las dos cepas productoras de biofilm en orina también fueron
formadoras de biofilm en RPMI-1640. En este medio, la tercera cepa no
productora de biofilm en orina si resultd positiva. La cepa patron no produjo

biofilm en ningln caso. Estos datos se resumieron en las Figuras 120 y 121.
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biofilm

Fig 120. Formacion de biofilm en catéter urinario (BF-Foley) y en placa
de microtitulacion en orina artificial (BF-OA mp) o en medio RPMI-1640
(BF RPMI-1460).

CECT-1440

Fig 121. Representacion de la formacion de biofilm en catéter urinario
(BF-Foley) y en placa de microtitulacion en orina artificial (BF-OA mplS)
0 en medio RPMI-1640 (BF-RPMI mp IS), en funcion del indice de Slime.
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4.43. Estudio de la adherencia especifica. Cuantificacion de la

expresion de la proteina Alstl en células sésiles.

Se establecid la cuantificacion de la expresion de la proteina Alstl
en células sésiles de biofilm de C. tropicalis mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa a tiempo real, con el uso de sondas SYBR® Green. Se
escogieron ocho cepas, cuatro de ellas muy formadoras de biofilm (cepas
373, 405, 441, 445) y las otras cuatro poco productoras de biofilm (cepas
408, 438, 440, 448). Se determinaron la media y desviacion estandar de los

diferentes experimentos.

En la Tabla 30 se representaron los valores de la media del
porcentaje de la expresion del gen ALStl, sin resta de los valores del
housekeeping ni de su calibrador. En la Figura 122 se representd la
expresion de la proteina Alstl en células sésiles de C. tropicalis y su
comparacion entre cepas con alta o baja produccién de biofilm. No se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas.
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Tabla 30. Cuantificacion de la expresion de la proteina Astl en células
sésiles de distintas cepas de C. tropicalis. Valores netos.

Cepas de C. tropicalis X+DS

373 19,06+0,52

Muy productoras 405 17,35%1,25
de biofilm 441 16,490,557
445  17,33+0,49

408 17,38%0,52

Poco productoras 438  18,31+1,03
de biofilm 440 17,2240,36

448  18,86%0,36

Cuantificacion de la expresion de la proteina Alst-1 en
células sésiles de C. tropicalis

20 1
19,51
19+
18,51

181 _._.5:5:5:5:5:5:_-:,"”—" ;
17,51

17

Media de cepas muy  Media de cepas poco
productoras de biofilm productoras de biofilm

Cepas e C. tropicalis

Fig 122. Cuantificacion de la expresion de la proteina Alstl en células sésiles de
cepas de C. tropicalis muy productoras o poco productoras de biofilm.
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4.4.3.1.Comparacion de la expresion de la proteina Alstl en células

plancténicas y en células sésiles.

Se procedio a la comparacion de la expresion de la proteina Alstl
en células planctonicas y en células sésiles de biofilm, determinandose el
namero de veces que se expresan en mayor proporcién en células sésiles en
relacién con las células planctonicas, una vez restados los valores del
housekeeping y de los valores del calibrador correspondiente a cada cepa,

reflejandose los resultados obtenidos en la Tabla 31.

Para todas las cepas de C. tropicalis estudiadas se observo una
sobreexpresion de la proteina Alstl en las células del biofilm, presentando
variacion en funcién de la cepa utilizada, siendo 1,67 y 6,59
respectivamente, el menor y el mayor valor de nimero de veces expresada
en el biofilm con respecto a sus correspondientes plancténicas. La media de
la sobreexpresion de proteina Alstl en el biofilm con respecto a las
correspondientes planctonicas fue de 4,52+1,83. Los resultados se
representaron en la Figura 123. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las cepas muy formadoras y las poco

formadoras de biofilm.
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Tabla 31. Expresion de la proteina Alstl en células sésiles de biofilm con
respecto a sus correspondientes plancténicas.

Cepas de C. tropicalis  Planctonicas S)’f;gess
373 1 6,592,57
Muy productoras 405 1 1,67+0,32
de biofilm 441 1 3,98+2,26
445 1 3,530,39
408 1 5,9414,52
Poco productoras 438 1 3,5142,14
de biofilm 440 1 7,0540,72
448 1 3,91%4,38

Valores relativos de proteina Alst-1 en biofilm respecto a su

expresion en células planctonicas

OFRP NDWPHS Ul OO

Alta produccion de biofilm

Cepas de C. tropicalis

373‘405‘441‘445 408‘438‘440‘448

Baja produccion de biofilm

Planctonicas
Biofilm

Fig 123. Expresion de la proteina Alst1 en células sésiles de biofilm
en relacion a sus correspondientes planctonicas.
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4.5. Cambios morfologicos v capacidad de conjugacion

45.1. Dimorfismo. Capacidad de filamentacion.

Segun su capacidad de filamentacion, las cepas de C. tropicalis
incluidas en el estudio se clasificaron en cuatro niveles: nivel 0, cepas no
formadoras de filamentos (-), nivel 1, cepas con formacion de escasos
filamentos (+/-), nivel 2, cepas con formacion de filamentos (+) y nivel 3,

cepas con formacion de alto nimero de filamentos (++).

En la Tabla 32 se recogieron los resultados de la capacidad de
filamentacion determinada en medio RPMI-1640, expresando los cambios
producidos segun la diferente temperatura, y los distintos niveles de
filamentacion. El grado de filamentacion en medio RPMI-1640 fue muy
variable en funcién de la temperatura y del tiempo de incubacién. EI mayor
grado de filamentacion se alcanz6 a las 96 horas a 37°C, estando a esta
temperatura el 70% de las cepas clasificadas en el nivel 3, mientras que el
solo el 13,3% de las cepas se incluyd en este grupo al realizar el estudio a
22°C. No fue posible detectar formas filamentosas en cuatro cepas a las dos
temperaturas y tiempos, y para dos cepas Yy para la cepa control (incluida en
el nivel 1), el grado de filamentacion permanecié estable para ambas
temperaturas. EI menor grado de filamentacion se obtuvo a las 24 horas a
22°C, presentando en este tiempo el 56,6% de las cepas filamentacion nula

(nivel de filamentacién 0). Estos porcentajes se recogieron en la Tabla 33.
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Tabla 32. Niveles de filamentacion a las 24 y 96 horas, a 37°C y 22°C.
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Tabla 33. Clasificacion en niveles de la capacidad de filamentacion a 37°C y 22°C.

Filamentacién

37°C

22°C

Niveles de filamentacién

3 2 1 0
(++) *) th O

3 2 1 0
() *) () 0

24 horas

26,7% 30,0% 20,0% 23,3%

10% 16,7% 16,7% 56,6%

96 horas

70% 6,7% 6,7% 16,6%

133%  133% 30%  43,4%

Fig 124. Estudio de filamentacion a 37°C (A,C) y 22°C (B,D)
a las 24 (A,B) y 96 horas (C,D).
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45.2. Determinacion de la capacidad de “switching”.

La capacidad de “switching” se realiz6 segin el método descrito por
Anderson y Soll, 1987, con la utilizacion del medio descrito por Lee et al.,
1975. Se estudiaron los diferentes morfotipos de las colonias de las cepas

incubadas a 25°C en ausencia y en presencia de CO; al 5%.

La variabilidad morfologica de las cepas de C. tropicalis del estudio
fue clasificada segun los diferentes morfotipos de colonias descritos por Soll
et al., 1988, aunque con modificaciones en funcion de la variedad de
morfologias de colonias encontradas. Asi, para el estudio realizado sin CO,
se estableci6 la clasificacion de las colonias segun las siguientes

morfologias:

Colonias elevadas, lisas, oscuras.
Colonias elevadas, lisas, con centro oscuro y borde maés claro.

Colonias elevadas, lisas, oscuras, con micelio aéreo (filamentos).

A W

Colonias elevadas, lisas, con centro oscuro y borde mas claro, con

micelio aéreo (filamentos).

5. Colonias elevadas, lisas, oscuras, con sectores mas claros lisos sin
borde micelial (sin filamentos).

6. Colonias elevadas, lisas, oscuras, con sectores mas claros lisos con
borde micelial (con filamentos).

7. Colonias mixtas, mitad oscura con filamentos, mitad rosa lisa.

8. Colonias en diana.
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9.

10.
11.
12.
13.

Colonias claras, de fenotipo pequefio.

Colonias claras, de fenotipo pequefio, con filamentos.
Colonias claras grandes.

Colonias claras grandes con sectores 0SCuros.

Colonias con doble halo rugoso, con bultos.

Para el estudio realizado con CO>, se establecio la clasificacion de

las colonias en:

M W o

o

10.
11.
12.
13.
14.

Colonias elevadas, lisas, oscuras.

Colonias elevadas, lisas, con centro oscuro y borde més claro.
Colonias elevadas, lisas, oscuras, con micelio aéreo (filamentos).
Colonias elevadas, lisas, con centro oscuro y borde mas claro, con
micelio aéreo (filamentos).

Colonias lisas, planas, oscuras.

Colonias lisas, planas, oscuras, con micelio aéreo.

Colonias elevadas, lisas, oscuras, con sectores mas claros lisos sin
borde micelial (sin filamentos).

Colonias elevadas, lisas, oscuras, con sectores mas claros lisos con
borde micelial (con filamentos).

Colonias mixtas, mitad oscura con filamentos, mitad rosa lisa.
Colonias en diana.

Colonias claras, de fenotipo pequefio.

Colonias claras, de fenotipo pequefio, con filamentos.

Colonias claras grandes.

Colonias claras pequefias con sectores 0scuros.
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15. Colonias con doble halo rugoso.

16. Colonias con doble halo con filamentos.

En términos generales, para esta Gltima condicion atmosférica las
colonias fueron mas aplanadas y extendidas, y a pesar de la similitud de las
diferentes morfologias detectadas con las obtenidas sin la presencia de COo,
la mayor proporcion de las cepas tendio a presentar menor variabilidad que

en las condiciones anteriores.

Para ambas atmosferas, globalmente, C. tropicalis presenté una
gran variabilidad morfoldgica. En las Figuras 125 y 126 se representaron las
fotografias de los principales morfotipos de las colonias observadas con la
ausencia o la presencia de CO2, mientras que en la Tabla 34 se reflejo el
namero variable de morfotipos diferentes presentados por las distintas cepas
de C. tropicalis del estudio. En las Tablas incluidas en el Anexo Il (Tablas
40 y 41) se establecio la proporcion en que fueron expresados los variables
fenotipos presentados por las cepas de C. tropicalis segun los distintos
experimentos (realizados al menos por triplicado). Debido a la gran
variabilidad observada en los resultados obtenidos en funcion de los
diferentes experimentos, asi como la elevada desviacion estandar obtenida a
partir de los mismos, se opto por representar los resultados en funcién del
rango de valores minimo y maximo entre los que oscilaron los diferentes
fenotipos por cepa estudiada. En las Figuras 127, 128 y 129, se expresaron
el numero de morfotipos en funcion del origen urinario o no urinario de las

cepas incluidas en el estudio.
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Fig 125. Principales morfotipos de las colonias de C. tropicalis
estudiadas sin presencia de CO..
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Fig 126. Principales morfotipos de las colonias de C. tropicalis

estudiadas en presencia de COa.
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Tabla 34. Namero de fenotipos observados en ausencia o
presencia de CO,,, y origen de la muestra a 25°C.

I Switching fenotipico I
I Cepas Origen Sin CO, Con CO; I
CECT 1440 4 5
365 Asplra(_io 3 4
bronquial
367 Frotis lingual 5 4
368 Catéter 5 3
Exudado
I 372 vaginal 6 4 I
373 Orina 5 3
379 Catéter 2 3
381 Orina 7 7
Liquido
I 404 ascitico 4 3 I
405 Orina 3 2
408 Orina 7 8
413 Frotis faringeo 8 7
416 Orina 8 5
419 Asplrac_jo 3 4
bronquial
421 Orina 8 5
429 Orina 9 4
Absceso
432 abdominal ! 5
434 Orina 6 5
435 Ufa 9 4
436 Orina 9 6
438 Orina 7 6
440 Orina 6 5
441 Orina 3 4
442 Orina 5 3
443 Frotis faringeo 6 5
444 Esputo 6 7
espontaneo
445 Orina 9 8
Aspirado
446 traqueal 8 8
447 Esputo 7 6
espontaneo
448 Orina 7 4
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Ndmero de morfotipos de cepas de C. tropicalis
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Fig 127. Namero de morfotipos de cepas de C. tropicalis
en ausencia o presencia de CO..
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Fig 128. Namero de morfotipos de cepas de C. tropicalis
de origen no urinario en ausencia o presencia de CO,.
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Fig 129. Namero de morfotipos de cepas de C. tropicalis
de origen urinario en ausencia o presencia de COa..
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4.6. Estudios de conjugacion. Configuracion genotipica del locus MTLt

La configuracion genotipica del locus MTLt de las cepas de C.
tropicalis del estudio se llevd a cabo mediante el examen de los genes
MTLta2 y MTLto2 implicados en la capacidad de conjugacion de C.
tropicalis (Butler et al., 2009; Porman et al., 2011), a través de la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR).

De las 28 cepas estudiadas, 20 (71,4%) resultaron heterocigotas para
los genes MTLt (MTLa/MTLa). De las cepas que mostraron homocigosis
para el locus MTLt (8 cepas; 28,6%), s6lamente una cepa (cepa 365; 12,5%
de cepas homocigotas) resulto positiva para MTLO/a, siendo MTLO/a (cepas
368, 379, 405, 432, 435, 436 y 447) el resto de las mismas (87,5%). En la
Figura 130 se recogio la deteccién de los genes MTLa/MTLa en las cepas

de C. tropicalis estudiadas.
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Fig 130. Deteccion de genes MTL
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4.7.1.Relacion entre la HSC v la adherencia inmediata y tardia a

material plastico.

A 37°C, tanto la adherencia inmediata como la adherencia tardia
presentaron una buena correlacion con la HSC (R?=0,488; R?=0,548,
respectivamente). La mejor correlacion con la adherencia tardia se obtuvo
cuando solo las cepas con valores de adherencia tardia <0,109 (R?=0,840), o
cuando las cepas con valores de HSC<90% (R?=0,556), fueron
consideradas, observandose por tanto una buena correlacion entre ambos
factores hasta determinados valores maximos de HSC y de adherencia,
perdiéndose esta correlacion a partir de estos niveles, reforzando asi la idea
de la importancia de la HSC en los primeros estadios de la adherencia. A
22°C, sin embargo, no fue posible establecer una buena correlacion entre
estos dos factores, a diferencia de lo ocurrido a 37°C (R?<0,001; R?=0,232;
para adherencia inmediata y tardia, respectivamente), puesto que todas las
cepas presentaron valores elevados de adherencia (inmediata y tardia) y de
HSC. Fue posible encontrar una correlacion considerablemente mayor
cuando Unicamente fueron tenidas en consideracion las cepas con los
menores valores de adherencia tardia (<0,13; R?=0,966), o de HSC (<90%;
R?=0,554). Estos datos tanto a 37°C como a 22°C se representaron en la
Figura 131.
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En la Figura 132 se representaron la HSC y la adherencia inmediata
y tardia tanto a 37°C como 22°C, pudiéndose observar el aumento de la

adherencia en relaciéon con el aumento de la hidrofobicidad hasta los niveles
indicados anteriormente.
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Relacion HSC-Adherencia inmediata (15 minutos); 37

HSC 37°C

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Adherencia 15 min, 22°C

40 60
HSC 22°C

Relacion HSC-Adherencia tardia (24 horas), 37°C

S
N

o
i
o

0,05

Adherence, 24 horas, 37°C
o
[

o

HSC 37°C

Relacion HSC-Adherencia tardia (24 horas), 22°C

Fig 131. Relacion entre la HSC y la adherencia inmediata
(AyB)ytardia(CyD)a37°C (AyC)y22°C (By D).
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Vol EEa 374C

Cepas Cirropiodis

Cepas Coniopicalis

22°C, 15min-24 horas

32 15min

® Adhcrencia

Fig 132. HSC y adherencia inmediata y tardia a 37°C y 22°C.
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4.7.2. Relacion entre la HSC vy la formacién de biofilm

Se estudid la influencia de la HSC en la formacion de biofilm (BF-
DO) a las 24 y 96 horas de incubacién tanto a 37°C como a 22°C. Para ello
se establecid el grado de correlacion existente entre estos dos factores. Los
resultados se representaron en la Figura 133. A las 24 horas de incubacion a
37°C no se encontr6 correlacion (R?=0,005), siendo algo mayor para los
22°C (R?=0,101). Tampoco se encontré correlacion para las 96 horas de
incubacion, variando de R?=0,014 para 37°C a R?=0,129 para 22°C.

4.7.3. Relacion entre la adherencia y la formacion de biofilm.

Se estudi6 la influencia de la adherencia inmediata (15 minutos) y
tardia (24 horas) a material plastico (poliestireno) en la posterior formacion
de biofilm (DO) a las 24 horas de incubacién a los 37 y 22°C. Estos

resultados se resumieron en la Figura 134.

No se obtuvo correlacidn entre la adherencia inmediata y el biofilm
formado a las 24 horas de incubacion a 37°C (R?=0,029), al igual que para
los 22°C (R?=0,096). Para la adherencia tardia (24 horas) y la formacion de
biofilm a las 24 horas de incubacion, tampoco se observd correlacion
variando los valores entre R?>=2E-06 para 37°C y R?=0,010 para 22°C.
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Relacion HSC-Biofilm, 24 horas, 37°C

% HSC

Relacion HSC-Biofilm, 24 horas, 22°C

60 120
% HSC

Relacion HSC-Biofilm, 96 horas, 37°C

40
% HSC

Fig 133. Relacion entre la HSC y la formacion de biofilm (BF-DO) a

las 24 (A 'y B) y 96 horas (C y D), para 37 (A,C) y 22°C (B,D).
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Relacion adherencia inmediata-Biofilm (D ©)
24 horas, 37°C

0,1 b 0,2

Adherencia 15 minutos

Relacion adherencia inmediata-Biofilm (DO)
24 horas, 22°C

0,1
Adherencia 15 minutos

Relacion adherencia 24 horas-Biofilm (PO)
24 horas, 37°C

0,1
Adherencia 24 horas

Relacion adherencia 24 horas-Biofilm (DO©)
24 horas, 22°C

0,1
Adherencia 24 horas

Fig 134. Relacion entre la adherencia inmediata (A, B) y tardia (C, D) y la formacion de
biofilm (BF-DO) a las 24 y 96 horas, para 37°C (A,C) y 22°C (B,D).
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4.7.4. Relacion entre la actividad enzimatica y la HSC, la adherencia y

la formacién de biofilm.

En este apartado se analizd la correlacion existente entre las
diferentes actividades enzimaticas (aspartil-proteasa, fosfolipasa, esterasica
y hemolitica) a las 24, 48 y 72 horas de estudio y la HSC, la adherencia
inmediata y tardia, y la formacion de biofilm, tanto a 37°C como a 22°C. El

resumen de todos estos datos se representd en las Tablas 35 y 36.

En general, no se encontrd correlacion entre la actividad enzimética
y los otros factores de patogenicidad incluidos en este apartado al considerar
todas las cepas en conjunto. Sin embargo, en funcion de diferentes puntos

de corte establecidos si se pudo conseguir una mejor correlacion.

Dentro de las asociaciones que se encontraron entre estas variables
estudiadas destaco la correlacion entre la actividad hemolitica a las 24 horas
y la adherencia tardia a 22°C, obteniendo buena correlacion sélo para
valores bajos de adherencia (hasta 0,14), observandose como se fue
perdiendo la relacion para valores mas elevados. Para 37°C, si existio
correlacion entre la actividad hemolitica a las 48 horas de incubacién y la
adherencia inmediata, ya que a medida que se produjo la disminucion de la
actividad hemolitica se observo una menor relacion. No se observo de forma
tan evidente en funcién de los cambios producidos en los valores de
adherencia, s6lo ordenando la actividad hemolitica segin valores. Entre la

actividad hemolitica a las 48 horas de incubacién y la adherencia tardia, al
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igual que sucedi6 anteriormente con la adherencia inmediata, también se
observo relacién entre las dos variables, ya que cuanto menor resulté la
actividad hemolitica se obtuvo una menor relacion con la adherencia tardia.
Asi, cuando se ordenaron segun valores de adherencia tardia, la relacion
result6 muy evidente, existiendo correlacion para valores bajos de
adherencia. Para 22°C, entre la actividad hemolitica a las 48 horas de
incubacion y la adherencia inmediata, al igual que lo observado para 37°C,
también para valores mas bajos de actividad enziméatica se observd una
mayor correlacion con la adherencia tardia. Ademéas de la correlacion
encontrada entre la actividad hemolitica y la adherencia, también para el
estudio de la actividad esterasica a las 24 horas y el desarrollo de biofilm
(96 horas) se observé una relacion decreciente a medida que fue
disminuyendo la formacion de biofilm, siendo estas las Unicas asociaciones

que pudieron establecerse en este apartado.
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Tabla 35. Coeficiente de correlacion de Pearson (R?). Relacion entre la actividad aspartil-

proteasa y fosfolipasa a las 24, 48 y 72 horas y la HSC, la adherencia inmediata y tardia y la

formacion de biofilm a las 24 y 96 horas. Todas las cepas.

Biofilm
. S Adherencia | Adherencia | Biofilm (D.O.) | (D.O.)
Actividad enzimatica HSC inmediata tardia 24 horas 96
horas
24 | 0001 | 0,060 <0,001 8E-06 <0,001
horas
sroc | %8 | 0155 0,084 0,099 0,011 0,002
horas
2 | o191 | 0183 0,117 0,007 0,007
] horas
Aspartil-proteasa
24 | 5036 0,003 0,095 0,005 0,003
horas
220c | *8 | 0098 0,004 AE-05 0,015 0,025
horas
2 | h060 | 0,002 0,042 0,004 <0,001
horas
24 | h009 | 0125 0,017 0,025 <0,001
horas
sroc | *8 | 0046 0,002 0,040 0,147 0121
horas
2 1 000a | 0021 0,015 0,078 0,08
. horas
Fosfolipasa
24 ] ] ] ] ]
horas
220C h48 0,078 0,007 8E-05 0,069 0,087
oras
2 | 5031 0,011 0,216 0,124 0,149
horas
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Tabla 36. Coeficiente de correlacion de Pearson (R?). Relacion entre la actividad
esterasica y hemolitica a las 24, 48 y 72 horas y la HSC, la adherencia inmediata y

tardia y la formacién de biofilm a las 24 y 96 horas. Todas las cepas.

Biofilm
- S Adherencia | Adherencia | Biofilm (D.O.) | (D.O.)
Actividad enzimatica HSC inmediata tardia 24 horas 96
horas
24 | 077 0,038 0,026 0,102 0,138
horas
s7oc | *8 | 0004 0,012 0,027 0,125 0,141
horas
2 1 6001 0,002 0,020 0,010 0,006
. horas
Esterasica
24 | 4016 | 0,034 0,100 0,004 8E-05
horas
22oc | *8 | <0001| 0,010 0,012 0,011 0,058
horas
2 1 0056 0,045 0,026 0,001 0,001
horas
24 10164 0,143 0,057 0,052 0,067
horas
s7oc | *® | 0053 | 0035 AE-06 0,058 0,061
horas
2 | o062 | 0,090 <0,001 0,125 0,050
] horas
Hemolitica
24 10032 | 1E-04 0,013 0,055 0,007
horas
220 | #8 1 0019 0115 0,012 0,035 0,115
horas
2 o011 | 0120 0,027 0,059 0,087
horas
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4.75. Relacién entre la capacidad de filamentacion y los otros factores

de patogenicidad estudiados.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
la adherencia tardia de las cepas clasificadas en funcion de los diferentes
grupos de filamentacién a las 24 horas a 37°C (p=0,193), ni entre la HSC a
esta temperatura (p=0,236), ni entre el crecimiento a las 24 horas (p=0,696).
Sin embargo, para el biofilm (DO) a las 24 horas, si se encontraron
diferencias entre los grupos de los diferentes grados de filamentacion
(p=0,010), con el biofilm corregido con el crecimiento (IS) (p=0,020), con
la actividad del biofilm (p=0,012), y con la actividad del biofilm corregida
con el crecimiento (IS-XTT) (p=0,018).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
el crecimiento a las 96 horas a 37°C de las cepas de C. tropicalis
clasificadas en funcion de los grupos de los diferentes grados de
filamentacion a 96 horas (p=0,427), ni para el biofilm (DO) a las 96 horas,
(p=0,053) , ni para el biofilm corregido con el crecimiento (IS) (p=0,051), ni
entre la actividad del biofilm (p=0,077) de los diferentes grupos de
filamentacion, ni entre la actividad del biofilm corregida con el crecimiento
(IS-XTT) (p=0,088).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
la adherencia tardia a 22°C de los grupos de los diferentes grados de
filamentacion (p=0,951), ni entre la HSC (p=0,673), ni entre el crecimiento
a las 24 horas (p=0,199). No obstante, para el biofilm (DO) a las 24 horas,

si se encontraron diferencias entre los grupos de los diferentes grados de
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filamentacion (p=0,040), asi como con el biofilm corregido con el
crecimiento (IS) (p=0,032). Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido a 37°C,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
actividad del biofilm (p=0,078) de los diferentes grupos de filamentacion, ni
entre la actividad del biofilm corregida con el crecimiento (IS-XTT)
(p=0,061).

Si se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
crecimiento a las 96 horas a 22°C de las cepas clasificadas en funcién de los
grupos de los diferentes grados de filamentacién (p=0,037), aunque no para
el biofilm (DO) a las 96 horas, (p=0,054), ni para el biofilm corregido con
el crecimiento (IS) (p=0,054). Para la actividad del biofilm de los diferentes
grupos de filamentacion si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,038), asi como entre la actividad del biofilm corregida
con el crecimiento (IS-XTT) (p=0,021).

Por tanto, se pudo comprobar como las cepas que se clasificaron en
niveles de menor filamentacion o no filamentadas, presentaron menor
produccién de biofilm en los estadios iniciales de la formacion del biofilm a
37°C, no detectandose esta diferencia una vez obtenido el biofilm a las 96
horas. Para la actividad metabdlica a 22°C, no se observan diferencias
durante las primeras 24 horas, pero si a las 96 horas, a diferencia de lo
detectado a 37°C. Cuando se establecieron diferencias en el grado de
filamentacion de las cepas segun su clasificacion por niveles de HSC < 6
>50% a 37°C, si se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos (p=0,02). Asi, al determinar la filamentacion durante
las primeras 24 horas, se observé como hasta el 70% de las cepas con

HSC>50% alcanzaron el nivel 2 o mas de filamentacién, mientras que de
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entre las cepas con HSC<50%, solo el 30% llegd a este grado de
filamentacion. A las 96 horas, el 50% de las cepas con HSC<50% alcanzo el
nivel 2 0 méas de filamentacion, frente al 90% de las cepas con HSC>50%.
Para 22°C no se observd esta relacion, puesto que todas las cepas
presentaron una HSC muy elevada.
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4.7.6. Relacion entre el crecimiento y la formacién de biofilm, v la

capacidad de filamentacion.

Para 37°C y 24 horas, aunque de las 9 cepas que presentaron menor
crecimiento 7 (77,78% de las mismas) mostraron alta formacion de biofilm,
no se pudo observar que las cepas con menor crecimiento conllevaran una
mayor formacion de biofilm o un mayor grado de filamentacion que el resto
de las cepas. Sin embargo, como se comentd en el apartado anterior, las
cepas con mayor capacidad de formacion de biofilm a esta temperatura y
tiempo si mostraron a su vez mayor nivel de filamentacién. Para las 96
horas de estudio si se observé como de las 17 cepas que tuvieron menor
crecimiento, 11 (el 64,70% de las mismas) coincidieron con las cepas méas
formadoras de biofilm, presentando todas a su vez una elevada capacidad de

filamentacion.

Para 22°C y 24 horas, esta relacion fue méas evidente que para 37°C,
mostrando 10 de las 14 cepas con menor crecimiento (71,4% de las mismas)
valores comprendidos entre los mas elevados de biofilm (DO, 1S-DO)
obtenidos en este estudio. Se aprecid sin embargo que los valores mayores
de actividad enzimatica del biofilm (XTT-DO, IS-XTT), correspondian en
su mayoria a las cepas con mayor nivel de crecimiento. Para las 96 horas a
esta temperatura fue cuando se comprob6 con mayor claridad la relacion
entre el menor crecimiento y la mayor formacion de biofilm, ya que de las
15 cepas con crecimiento mas bajo, 12 de ellas (80%) tuvieron a su vez los
valores més altos de biofilm medidos por DO, y 13 de ellas (86,67%) los
valores de biofilm mas altos de los obtenidos medidos por I1S-DO, estando a

su vez los mayores niveles de filamentacion comprendidos entre estas cepas.
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4.7.7. Relacion entre la capacidad de conjugacion vy los otros factores de

patogenicidad estudiados.

Se establecieron comparaciones entre las diferentes variables
estudiadas en funcion de las cepas homocigotas y heterocigotas para el locus
MTL. Asi, para la HSC a 37°C, no se encontraron diferencias entre ambos
grupos (p=0,203), ni para 22°C (p=0,093). Para la adherencia inmediata y
tardia a 37°C, tampoco se encontraron diferencias (p=0,179 y p=0,143,
respectivamente), ni para 22°C (p=0,944 y p=0,808). En cuanto al
crecimiento, tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas para 37°C (p=0,868 y p=0,793, para 24 y 96 horas,
respectivamente), ni para 22°C (p=0,365 y p=0,745, para 24 y 96 horas,
respectivamente). Con respecto a la produccién de biofilm, para la
determinacion por DO, para 37°C, para 24 y 96 horas, no se encontraron
diferencias (p=0,610 y p=0,154), ni para 22°C (p=0,333 y p=0,610, para 24
y 96 horas). Para la actividad metabdlica del biofilm (XTT), tampoco se
observaron diferencias para 37°C, 24 y 96 horas (p=0,568 y p=0,661), ni
para 22°C (p=0,359 y p=0,799).

En general, las cepas homocigotas para el gen MTL presentaron bajo
grado de filamentacion (excepto la cepa 405), asi como baja produccion de
biofilm en relacion con las cepas heterocigotas para todas las temperaturas y
periodos de tiempo estudiados. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (p=0.53 para 37°C y 24
horas; p=0.38 para 22°C y 24 horas; p=0.26 para 37°C y 96 horas; p=0.84
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para 22°C y 96 horas). A su vez, en relacién con los resultados del biofilm
obtenido expresados en funcion del indice de Slime, la media de los valores
pertenecientes al grupo de las cepas homocigotas resultd menor que la
media del indice de Slime obtenido de las cepas heterocigotas para las
mismas temperaturas y periodos de tiempo estudiados. Sin embargo, esta
diferencia no resulto estadisticamente significativa (p=0,43 para 37°C y 24
horas; p=0,46 para 22°C y 24 horas; p=0,33 para 37°C y 96 horas; p=1 para
22°C y 96 horas). En general, las cepas homocigotas presentaron menor
nivel de filamentacién y biofilm que las heterocigotas para la misma
temperatura y periodo de tiempo estudiado. Estos datos se resumieron en la
Tabla 37. En la Tabla 38 se recogieron las principales caracteristicas de las

cepas homocigotas para el gen MTL.

Tabla 37. Comparacion entre la formacion de biofilm (DO; 1S-DO) y la filamentacion el
grupo de cepas heterocigotas para el locus MTL frente a las homocigotas.

HETEROCIGOTAS HOMOCIGOTAS

24 horas 96 horas 24 horas 96 horas

37°C 22°C 37°C 22°C 37°C 22°C 37°C 22°C

MediaBF-0D 0,49 0.26 0,48 0,63 0,40 0,27 0,39 0,55

Media
BF-IS

Media
Filamentacion 17 09 2,47 1,05 1 . 1,87 0,62

51,88 43,94 44,86 52,30 44,34 37,04 38,49 49,39

268




Resultados

Tabla 38. Principales caracteristicas de las cepas de C. tropicalis

homocigotas para el gen MTL.

Biofilm  gistilm  Biofilmis  Biofilm
. . . c s 0 0
Cepas Origen Filamentacion Filamentacion 37°C, 220C, 24- 37°C, 1S22°C,
24 horas 96 horas 24-96 24-
96horas 24-96 horas
horas 96horas
. 0,17+0,05 0,17+0,03
365 sz"ﬁ‘f; oo No a 22°C ; - 263-295  21,0-52,0
d 028£0,12  0,62£0,26
No 0,19+0,04 0,09+0,01
368 Catéter . - - - 28,8-21,4 10,50-25,9
filamentacion 021+0,09  0,320,19
No 0,17+0,05 0,09+0,04
379 Catéter filamentacion No filamentacion - - 23,4-17,7 8,9-33,3
0,19+0,07 0,42+0,26
_ 0,94£0,07  0,65£0,07 100.82- 110.7-
405 Orina N - 104,14 102,3
1,01+0,05 1,15+0,03 ! !
No 0,22+0,02 0,05+0,02
432 aﬁ(?gr(ﬁzc;I filamentacion No filamentacion - - 21,1-75 5,3-7,5
0,08+0,02 0,09+0,02
No 0,26+0,07 0,08+0,02
435 Ungueal . - No filamentacion - - 24,3-13,7 8,0-14,5
filamentacion 015003  0,19+0,02
Orina 0,27+0,07 0,27+0,07
436 No a 22°C No a 22°C - - 29,9-29,9 29,5-37,4
0,31+0,13 0,45+0,23
0,99+0,14 0,74+0,15
447 st No a 22°C } - 91,1-84,0 ol
P 093:011  1,200,01 '
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El creciente aumento de las infecciones relacionadas con las
diferentes especies de Candida no albicans observado en los ultimos afios se
ha visto favorecido por la presencia de un mayor nimero de pacientes
inmunocomprometidos, con alteracion de las barreras de proteccion, con
presencia de dispositivos biomédicos o previamente tratados con
antibioterapia de amplio espectro (Hazen, 1995; Beers y Berkow, 1999;
Aktas et al., 2002; Sugita et al., 2002). Asi, en nuestro estudio, la mayor
proporcion de las cepas de C. tropicalis incluidas en el mismo presentaron
un origen intrahospitalario, aislandose principalmente a partir de pacientes
ingresados en unidades quirdrgicas, de cuidados intensivos o de patologia
infecciosa, tratdndose por tanto de pacientes con una patologia de base
subyacente, con inmunodepresion previa o sujetos a estrés postquirargico, lo

cual ratifica el predominio de esta especie en pacientes hospitalizados.

Ademas de ser una causa frecuente de candidemia de origen
nosocomial y representar el agente etiolégico mas habitualmente productor
de candidiasis invasiva en pacientes neutropénicos, C. tropicalis se ha
asociado con la produccion de infecciones del tracto urinario de origen
nosocomial (Jang et al., 2005; Kothavade et al., 2010; Negri et al., 2010).
Segun los datos recogidos en este estudio y coincidiendo con los
previamente descritos por Nucci, 2000; Matsumoto et al., 2002; Kobayashi
et al., 2004; Da Silva et al., 2007 y Negri et al., 2011, los aislamientos de
C. tropicalis en el Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz durante
el periodo de tiempo comprendido entre abril de 2003 y diciembre de 2006,
fecha de recoleccién de las cepas, representaron la segunda especie de

Candida productora de candiduria tras C. albicans. Todas tuvieron su origen
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en pacientes hospitalizados. Para otros autores como Kauffman et al., 2000
y Alvarez-Lerma et al., 2003, C. tropicalis, sin embargo, constituye la
tercera especie del género Candida aislada con mayor frecuencia a partir de
cultivos de orina tras C. albicans, siendo probablemente debida esta
diferencia a las amplias variaciones en la prevalencia en funcion de la

localizacion geografica presentadas por esta especie.

C. albicans posee una serie de factores de patogenicidad que
facilitan la colonizacién y la posterior infeccion del hospedador (Haynes,
2001; Pontén y Ruiz, 2006), siendo ampliamente estudiados en esta especie,
mientras que en otras especies de Candida no-albicans, como en el caso de
C. tropicalis, aun permanecen poco esclarecidos. Hasta hace relativamente
poco tiempo se habia prestado escasa atencién a estos factores de virulencia
en estas especies diferentes de C. albicans, y sin embargo, muchos de los
factores identificados en C. albicans tienen sus homologos en otras especies
de Candida, aunque su papel en el inicio y la progresion de la infeccién es
aun poco conocido (Haynes, 2001). En los ultimos afios sin embargo, el
namero de estudios enfocados a dilucidar estos aspectos en las especies de
Candida no-albicans se estan viendo aumentados en relacion con afios
previos, debido probablemente al aumento en la incidencia comentado
anteriormente detectado en estas especies, aungque aun es necesaria la
realizacion de estudios amplios y extensos centrados en la capacidad
patdgena de estas especies emergentes, siendo por ello éste el principal

motivo de la realizacion de esta tesis doctoral.
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Dentro de los determinantes de patogenicidad de Candida spp. ocupa
un lugar destacado la capacidad de secrecion de enzimas que permiten
destruir barreras y alcanzar nutrientes del medio externo, siendo considerada
uno de los principales factores de virulencia microbianos (Schaller et al.,
2005), ya que la hidrolisis de los sustratos producida por las mismas puede
terminar afectando a la funcién y a la viabilidad del hospedador. Asi, las
proteasas y las lipasas extracelulares (fosfolipasas y esterasas) juegan un
importante papel tanto en la destruccion de las membranas celulares
(constituidas principalmente por proteinas y lipidos), como en la
degradacion de proteinas necesarias en la defensa del hospedador, como
inmunoglobulinas, factores del complemento y citocinas (Haynes, 2001;
Kantarcioglu y Ydcel, 2002). Los factores hemoliticos que permiten la
adquisicion de hierro a partir de los eritrocitos del hospedador también se
consideran importantes factores de virulencia (Manns et al., 1994,
Watanabe et al., 1999; Luo et al., 2001).

En este estudio se procedio a determinar las diferentes actividades
enzimaticas de las cepas de C. tropicalis, expresando los resultados
mediante la valoracién del indice Pz (‘“Precipitation zone™) en medio sélido,
que permite establecer una relacion directa entre los halos de precipitacion o
lisis formados (H), corregidos con el diametro del crecimiento de la colonia
(C), y la actividad enzimatica producida (C/H). Desde su descripcién por
Price et al., 1982, este indice ha sido ampliamente utilizado (Williamson et
al., 1986; Kantarcioglu y Yicel, 2002; Samaranayake et al., 2005; Koga-Ito
et al., 2006), ya que permite obtener una medida objetiva de los resultados

obtenidos, siendo una técnica semicuantitativa reproducible, que permite un

275




Discusion

facil screening de varias cepas simultdneamente, con desviaciones estandar
aceptables. Sin embargo, los puntos de corte para determinar el grado de
actividad enzimatica y su clasificacion en diferentes categorias difieren
segln los distintos autores. En este estudio se utilizaron los puntos de corte
descritos por Williamson et al., 1986, que establecen diferentes rangos de
actividad enzimatica, clasificando ésta en alta (Pz<0,40), media (Pz 0,41-
0,60), baja (Pz 0,61-0,99) o nula (Pz=1). Sin embargo, otros autores como
Kantarcioglu y Yicel, 2002 y Kumar et al., 2006 (a), utilizan cuatro
categorias muy diferentes: 4+ (Pz<0,69), 3+ (Pz 0,79-0,70), 2+ (Pz 0,89-
0,80), 1+ (Pz 0,9-1) o negativo (Pz=1). A su vez, otros autores como Franca
et al., 2010, clasifican la produccion enzimatica no por el indice Pz, sino por
la formula (H-C)/2, siendo H la medida en milimetros del halo de hemolisis
y C el diametro de la colonia, dividiendo estos valores en actividad franca
(+), media (++), fuerte (+++) o muy fuerte (++++), 0 segun la formula H-C
(empleada por Borst y Fluit, 2003), estableciendo las siguientes categorias: -
no actividad; +/- para valores comprendidos entre 1,01 y 1,25; + para
valores entre 1,26 y 1,50; ++ para valores entre 1,51 y 1,75; +++ para
valores entre 1,76 y 2,00; y ++++ para valores entre 2,01 y 2,25. Por todo
lo anteriormente expuesto, seria conveniente considerar la unificacién de los
criterios para establecer las diferentes categorias de actividad enzimatica,
puesto que un determinado valor puede corresponder, dependiendo de los
autores, a categorias distintas, dificultando la comparacion entre los

diferentes resultados obtenidos.

La temperatura de incubacion, junto con el pH, representa uno de los
principales factores que afectan a diferentes propiedades de Candida spp,
entre ellas la actividad enzimatica. Por este motivo se compard la actividad

de las cuatro enzimas detectadas en este estudio a dos temperaturas
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diferentes, 37°C y 22°C, obteniéndose importantes variaciones en funcion de
la temperatura entre los resultados hallados segun el tipo de actividad

enzimatica.

En primer lugar, se determind la actividad proteolitica
extracelular, una de las principales actividades enzimaticas descritas en
Candida spp., y que es debida a las enzimas aspartil-proteasas (“Secreted
aspartic proteinases”; Sap) (Odds, 1988). Los elevados niveles de
produccion de este tipo de actividad enzimatica se ha correlacionado con un
mayor grado de patogenicidad, tanto a nivel clinico como de laboratorio,
considerandose por ello que estas enzimas desempefian un importante papel
en la virulencia (Hube, 1996; Pichové et al., 2001), ya que se ha demostrado
en C. albicans que mutantes con alteraciones en los genes que codifican
para estas enzimas muestran una virulencia atenuada (Hube et al., 1997;
Schaller et al., 2000). Desde las primeras observaciones de actividad
proteolitica en C. albicans realizadas por Staib en 1965, el papel de la
actividad aspartil-proteasa en la virulencia de Candida spp. ha sido
ampliamente analizado (Barrett-Bee et al., 1985; Hube et al., 1997; De
Bernardis et al., 2001; Kantargcioglu y Yicel, 2002; Sugita et al., 2002;
Borst y Fluit, 2003; Naglik et al., 2003; Fotedar y Al-Hedaithy, 2005;
Schaller et al., 2005; Kumar et al., 2006 (a); Silva et al., 2011 (1)),
destacando su papel tanto en la adherencia y penetracion de los tejidos
(Sap5 en C. albicans degrada E-cadherina, involucrada en las uniones
celulares, Sap2p en C. albicans degrada mucina y facilita la diseminacion a
partir de la colonizacion gastrointestinal), como en las interacciones con el

sistema inmune del hospedador.
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C. tropicalis, al igual que C. albicans, presenta in vitro actividad
aspartil-proteasa cuando es incubada en medio con albimina sérica bovina
como Unica fuente de nitrégeno (Pichova et al., 2001; Zaugg et al., 2001).
Asi, para la determinacion de la produccion de la actividad aspartil-proteasa
de las diferentes cepas de C. tropicalis incluidas en este estudio se utilizd
como medio de cultivo Yeast Carbon Base con albumina bovina (YCB-
BSA) como Unica fuente de nitrégeno, usado previamente por Cassone et al.
1987, con el fin de estimular la produccion de aspartil-proteasas. A 37°C
todas las cepas presentaron actividad aspartil-proteasa, siendo baja o nula en
el 100% de las cepas a las 24 horas de incubacién. La actividad fue en
aumento, hasta presentar el 50% de las cepas a las 72 horas de estudio
actividad media. El 46,7% de las mismas continu6 con baja actividad. A
22°C todas las cepas presentaron actividad aspartil-proteasa a las 72 horas,
siendo ésta menor que la obtenida a 37°C (el 100% de las cepas presento
actividad baja o nula) y tardando mas tiempo en detectarse la aparicion de
actividad, ya que a las 24 horas hasta el 23,3% present6 actividad nula. Esta
actividad proteolitica obtenida en funcion de las variaciones de la
temperatura en C. tropicalis resulta semejante a la detectada en C. albicans.
A su vez, estos resultados son coincidentes con los obtenidos por
Kantarcioglu y Yiucel, 2002, y los de Mohan das y Ballal, 2008, donde
detectan actividad aspartil-proteasa en todas las cepas de C. tropicalis
estudiadas por ellos. En este estudio solo una de las cepas presentd actividad
nula a las 72 horas a 37°C, habiéndose detectado en ella actividad en las
horas previas. Yamamoto et al., 1992, también detectaron actividad
proteolitica en 13 de 18 cepas de C. tropicalis incluidas en su estudio, y
Kumar et al., 2006 (a), en 17 de 22 cepas estudiadas en su analisis, asi como
Marcos-Avrias et al. 2009 (a), donde observaron actividad en 11 de 18 cepas.

Bramono et al., 2006 y Seneviratne et al., 2011, también obtuvieron alta
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produccion de actividad proteolitica en sus cepas, considerandolas altamente
productoras, junto con las cepas de las especies C. albicans y C.

parapsilosis.

Se ha observado que la produccion de actividad proteasa en C.
albicans no depende solo del tipo de cepa o del lugar de procedencia de la
misma, sino también del fenotipo que presenta, de las condiciones
ambientales o del estado de la infeccién (De Bernardis et al., 2001). Asi,
Sugita et al., 2002, encontraron diferencias en la actividad proteasa en
funcién del origen de la cepa. En este estudio, al comparar cepas de
procedencia urinaria frente a no urinaria no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas, aunque si resulté mayor en las
cepas de origen urinario. Algunos estudios han correlacionado el
dimorfismo con la expresion de los genes de proteinasas, especialmente en
los genes SAP4-SAP6 asociados a la formacion de hifas (Schroppel et al.,
2000; Felk et al., 2002; Staib et al., 2002). Factores de transcripcion como
Efgl, involucrados en la regulacién de la transicion levadura-hifa, se
encuentran a su vez implicados en la expresion de los genes SAP (Felk et
al., 2002). Se ha sugerido la existencia de vias regulatorias comunes o
coordinadas en la expresion de proteinasas (Saps) y la produccion de hifas
(Naglik, 2003). Korting et al., 2003, demostraron en C. albicans que la
alteracion de los factores de transcripcion involucrados en la transicion
levadura-hifa presentan consecuencias también en la expresién de genes
hifa-independientes, como los genes de las proteinasas SAP1 y SAP3. En
este estudio, se encontraron diferencias en la produccion de actividad
enzimatica en funcién de las diferentes cepas, siendo por tanto la
produccidén cepa dependiente, aunque estas diferencias en funcion del origen

de las mismas resultaron ser no estadisticamente significativas. Cuando se
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correlacion6 la produccion de actividad aspartil-proteasa con el grado de
filamentacion a las dos temperaturas, si se pudo observar una mayor
actividad enzimatica a 37°C, temperatura a la cual el grado de filamentacion
resulté mayor que a 22°C, pudiendo por tanto afirmarse que en este estudio
si existio relacion entre el dimorfismo o transicion levadura-hifa y la

produccién de actividad aspartil-proteasa.

Para finalizar con este apartado, resulta conveniente afiadir que el
método utilizado en este estudio presenta una serie de limitaciones, ya que
la especificidad de sustrato de todas las proteinas Saps por el medio BSA no
estd completamente definida, no pudiéndose excluir que otras proteinas no
Sap hidrolicen también el medio BSA, contribuyendo al alcance de los
niveles de actividad proteasa detectados (Tavanti et al., 2004). Otros
autores (Lerman y Morschhéuser, 2008) afirman que en medio YCB-BSA,
la expresion el gen SAP2 es especificamente inducida en C. albicans,
permitiendo su crecimiento bajo estas condiciones limitantes de nitrgeno,
sin que ocurra expresion significativa de otros genes SAP bajo estas
condiciones, ya que mutantes defectivas en el gen SAP2 no son capaces de
crecer en este medio. A su vez, este método es relativamente insensible para
detectar cepas con bajos niveles de actividad proteinasa (Naglik et al.,
2003), siendo necesarios otros tipos de estudios, como los basados en
fluorescencia, para observar actividad en este tipo de cepas.

Varias especies de Candida han sido descritas como productoras de
actividad lipolitica (Chattaway et al., 1971; Zviagintseva y Pitriuk, 1976;
Rudek, 1978; Ghannoun, 2000). Algunas de las especies patogenas de
Candida secretan enzimas lipoliticas como esterasas (Slifkin, 2000) y

fosfolipasas (Ghannoun, 2000). La secrecion de fosfolipasas extracelulares
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se considera un potencial determinante de virulencia de las especies de
Candida (Anil y Samaranayake, 2003; Birinci et al., 2005), ya que
representan un importante papel en la invasion de los tejidos del hospedador
por rotura de las membranas de las células epiteliales, al degradar los lipidos
que las constituyen, permitiendo a las hifas penetrar hasta el citoplasma
(Banno et al., 1985; Borst y Fluit, 2003). Se ha observado como mutantes
deficientes para genes de fosfolipasa presentan una virulencia atenuada
(Mukherjee et al., 2001), siendo menos eficientes en la produccion de
invasion y colonizacién del hospedador. Para C. albicans, la produccion de
actividad fosfolipasa ha sido extensamente comprobada, siendo descrita por
primera vez por Costa et al., 1967. Sin embargo, para C. tropicalis los
estudios se presentan contradictorios, existiendo controversia entre los

resultados obtenidos por los diferentes autores.

Para la determinacién de la actividad fosfolipasa de las cepas de C.
tropicalis del estudio se utilizé el medio agar malta yema de huevo (MEA) y
el medio agar Sabouraud yema de huevo (SEA), desarrollado por Price y
Cawson, 1977. Se evalud el indice de actividad enziméatica (Pz) con la
formula de Williamson et al., 1986, y se midié a dos temperaturas
diferentes, 37°C y 22°C. La actividad estudiada en el medio MEA resulté
negativa para todas las cepas a ambas temperaturas. Sin embargo, en medio
SEA, a 37°C, hasta el 73,3% de las cepas estudiadas presentaron baja
actividad a las 24 horas, teniendo el resto actividad nula. A las 72 horas de
estudio solo el 23,3% de las cepas presentd actividad, aunque ésta fue muy
baja. El 76,7% restante mostr0 actividad nula. EI fenomeno de
negativizacion de la actividad enzimética observado puede deberse al hecho
de que en cepas productoras de niveles muy bajos de actividad fosfolipasa,

al producirse el crecimiento del diametro de la colonia a lo largo del tiempo,
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termina produciéndose la ocultacion del halo de lisis. A 22°C a las 24 horas
de estudio, el 100% de las cepas mostro actividad nula. A las 72 horas, el
96,6% presentd actividad muy baja, llegando a ser nula en hasta en el 3,3%
de los casos. A esta temperatura no se observo el fendmeno de disminucion
de actividad detectado a 37°C, pudiendo deberse al menor crecimiento del
diametro de la colonia a esta temperatura. Estos datos coinciden con los
publicados por Tamura et al.,, 2007, quienes también encontraron
produccion de actividad fosfolipasa en 6 cepas de C. tropicalis, presentando
un indice Pz para fosfolipasa muy bajo (0,80-0,82), al igual que en las cepas
de este estudio. A su vez, Clancy et al., 1998, observaron cémo el 70% de
las cepas de C. tropicalis incluidas en su trabajo presentaba actividad
fosfolipasa, aunque el nimero de cepas estudiado por estos autores fue muy
limitado. Kumar et al., 2006 (a), también encontraron actividad fosfolipasa
en 4 de 22 cepas de C. tropicalis analizadas por ellos. Cafarchia et al., 2008,
encontraron que los mayores valores de actividad fosfolipasa en las cepas de
su estudio, realizado en levaduras aisladas a partir de aves y asociadas a
enfermedad en humanos, correspondieron a las especies C. albicans, C.
tropicalis, C. glabrata y C. lusitaniae, entre otras. Anil y Samaranayake,
2003, también encontraron actividad fosfolipasa en todas las cepas de C.
tropicalis de su estudio, aunque menor que la detectada en C. albicans, y
Furlaneto-Maia et al., 2008, Mohan das y Ballal, 2008, y Rorig et al., 2009,
también detectaron actividad fosfolipasa en C. tropicalis. Negri et al., 2010,
encontraron que s6lo una cepa de su estudio produjo actividad fosfolipasa.
Sin embargo, Samaranayake et al., 1984, no encontraron cepas de C.
tropicalis productoras de fosfolipasas extracelulares, mientras que el 73%
de los aislamiento de C. albicans estudiados por ellos si. Otros autores
(Kantarcioglu y Yicel, 2002; Birinci et al., 2005; Gumri et al., 2006;
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Gokce et al., 2007; Da Costa et al., 2009) tampoco detectaron actividad

fosfolipasa en las cepas de C. tropicalis estudiadas.

Todas estas contradicciones observadas en los resultados obtenidos
por los diferentes autores pueden deberse a las limitaciones que presenta el
método usado para la determinacion de la actividad fosfolipasa extracelular,
descrita por primera vez mediante el crecimiento de las levaduras en medio
solido con yema de huevo o lecitina, analizando los productos liberados por
la rotura de los lipidos, utilizado por Price et al., 1982, ya que al contener el
medio sustratos tanto para fosfolipasas (fosfolipidos), como para lipasas
(triglicéridos), no es considerado un medio especifico para el estudio de la
actividad fosfolipasa, debiendo por ello limitarse su uso para la realizacion
de estudios iniciales de screening de actividad. En relacién con los medios
utilizados en este ensayo, Echevarria et al., 2002, concluyeron que ninguno
de los dos medios resultaba 6ptimo para el estudio de actividad fosfolipasa
en otros hongos levaduriformes como Cryptococcus neoformans,
obteniendo mayor sensibilidad en medio Sabouraud suplementado con yema
de huevo, al igual que muestran los resultados de este estudio, donde
también el medio SEA resultdé ser méas sensible para detectar estas cepas,
mientras que segun estos autores, para C. albicans resulta mejor emplear el
medio agar malta yema de huevo. Sin embargo, afirman que ninguno de los
dos medios muestra la suficiente sensibilidad, sin poder aceptarse como
definitivo un resultado negativo obtenido por cualquiera de las dos
metodologias, siendo necesario por tanto el empleo de al menos dos
métodos para asegurar un resultado negativo. Tambien demostraron que la
mejor medida en C. albicans se realizaba a las 72 horas, ya que a las 24
horas los resultados fueron negativos. En este estudio, esta ultima

afirmacion coincide con los resultados obtenidos a 22°C, donde la actividad
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resulta mayor conforme transcurre el tiempo de incubacion. Sin embargo,
para 37°C, la lectura resulta mejor a las 24 horas, ya que a las 72 horas el
crecimiento de la colonia termina ocultando el halo de precipitacién. A su
vez, este método presenta una segunda limitacion, ya que no detecta
actividad fosfolipasa en los aislamientos de las especies de Candida que
producen niveles muy bajos de fosfolipasa (Ghannoum, 2000; Kumar, 2005
(a)), requiriendo por tanto la confirmacion de la actividad fosfolipasa el uso
de un ensayo radiométrico o colorimétrico especifico, especialmente en

cepas poco productoras de actividad fosfolipasa.

Adicionalmente, las discrepancias observadas al analizar los trabajos
realizados por los diferentes autores para la determinacion de la actividad
fosfolipasa detectada en las especies no-albicans debe atribuirse tanto a la
variacion de la produccion de actividad existente entre cepas como al
limitado nimero de cepas incluidas en los estudios (en ocasiones muy bajo),
asi como a las diferencias en la preparacion del método de agar-yema de
huevo en placa utilizado por los distintos autores. Hay que tener en cuenta
como se menciona anteriormente, que el método utilizado en este estudio no
detecta actividad en aislamientos de Candida que producen niveles muy
bajos de fosfolipasa (Ghannoum, 2000), como parece ser que ocurre en C.
tropicalis, siendo quizas éste un importante argumento para justificar la falta
de uniformidad de resultados. En este estudio se consiguié obtener una
mayor sensibilidad de la técnica utilizada debido a que el seguimiento de la
actividad se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas, y ademas, la cantidad de medio
utilizado se limité a 10 ml/placa, consiguiendo de esta manera una fina capa

que permite observar con claridad los halos de lisis producidos.

284




Discusion

En general, las diferencias encontradas en la actividad fosfolipasa al
realizar la determinacion por triplicado fueron minimas, coincidiendo con
estudios como los de Borst y Fluit, 2003 y otros estudios previos en los
cuales si se observaron diferencias entre los diferentes aislamientos, pero
bastante similitud en el grado de actividad de aislamientos individuales
(Price et al., 1982, Samaranayake et al., 1984), siendo la actividad

observada independiente del tamafio del in6culo.

Para C. albicans, Price et al., 1982, asi como Borst y Fluit, 2003,
encontraron diferencias entre la actividad fosfolipasa en relacién al lugar de
procedencia de las cepas, mostrando las de origen hematoldgico vy
respiratorio, segun respectivos estudios la mayor actividad enzimética. Sin
embargo, para C. tropicalis en nuestro estudio, y probablemente al
obtenerse valores tan bajos de actividad y ser muy similares los resultados

obtenidos, no se encontraron diferencias entre cepas de diferentes origenes.

Desde el momento en que la actividad aspartil proteasa y fosfolipasa
se consideran importantes factores de virulencia, la ausencia o la expresion
disminuida de estas enzimas puede indicar una menor virulencia en la

especie estudiada en comparacion con C. albicans.

La actividad esterasica se ha detectado en los aislamientos clinicos
de C. tropicalis (Slifkin, 2000; Aktas et al., 2002; Ycesoy y Marol, 2003;
Dolapci et al., 2004; Keceli y Budak, 2004; Kumar et al., 2006 (b)). Esta
actividad ha sido demostrada usando el test de opacidad del Tween 80
(Rudek, 1978; Slifkin, 2000; Aktas et al., 2002), ya que los acidos grasos
liberados se unen con el calcio afiadido al medio, precipitando y formando

cristales insolubles visibles alrededor de las colonias. La ausencia de una
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fuente de carbohidratos combinada con Tween 80 resulta crucial para la
induccion de la actividad esterasica extracelular. Los Tweens (consistentes
en una mezcla de compuestos de polioxietilensorbitano) son usados
normalmente como detergentes, al ser solubles en agua, y el Tween 80
(polioxietilensorbitano monooleato) actia como un sustrato esencial para la
induccion de esterasas (Tsuboi et al., 1996), siendo los niveles de actividad
enzimatica dependientes de la concentracion de Tween 80 en el medio. La
falta de una fuente de carbohidratos combinada con la presencia de un
monoester soluble conjugado con un &cido graso de cadena larga parece ser
determinante para la induccion de la actividad esterdsica. La esterasa
(monoéster hidrolasa) parece ser rapidamente secretada al medio. Puesto
que se trata de un método muy util debido a que es simple, econémico y
facil de preparar e interpretar (Aktas et al., 2002; Yiicesoy y Marol, 2003;
Keceli y Budak, 2004), este test se utilizd para la determinacion de la

actividad esteréasica de las cepas de C. tropicalis del estudio.

El indice de actividad enzimatica (Pz) se evalué con la férmula de
Williamson et al., 1986 a dos temperaturas, 37°C y 22°C. A 37°C todas las
cepas estudiadas presentaron actividad esterasica, siendo mayor a las 72
horas del estudio (hasta el 23,3% de las cepas present6 alta actividad). A
22°C a las 24 horas de estudio s6lo es 20% de las cepas presento actividad,
siendo este nimero menor que el detectado a 37°C para este tiempo. Sin
embargo, a las 48 y 72 horas las cepas mostraron mayor actividad que a
37°C, siendo positiva en el 100% de las cepas, alcanzando hasta el 63,3% de
las mismas, alta actividad a las 72 horas. Este fendmeno pudo deberse al
crecimiento mas lento producido a esta temperatura. Los datos obtenidos
fueron coincidentes con los descritos por otros autores como Slifkin, 2000,

quien comprobd como todas las cepas de C. tropicalis incluidas en su
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estudio fueron positivas para la actividad esterésica, al igual que Dolapci et
al., 2004, Keceli y Budak, 2004, y Giltekin et al., 2011. Aktas et al., 2002,
también afirmaron en su investigacion que el 100% de las cepas de C.
tropicalis estudiadas presentaron actividad esterasica entre las 48-72 horas
de incubacidén. Sin embargo, otros autores como Yicesoy y Marol, 2003,
encontraron que no todas las cepas de C. tropicalis incluidas en su estudio
presentaron actividad esterasica, ya que s6lo para el 93% de sus cepas los
resultados fueron positivos, a pesar de prolongar la incubacion hasta diez
dias, observando diariamente la produccién de actividad. A su vez, Kumar
et al., 2006 (b), tampoco detectaron actividad en todas sus cepas, ya que
solo el 92,3% presento actividad. La diferencia observada en los resultados
segun los distintos autores podria ser debida a las variaciones en la
composicion de calcio en el medio o por la baja concentracion de sustrato
utilizada, ya que algunos autores como Rudek, 1978, observaron incluso
ausencia total de actividad lipolitica en el medio Tween 80, observando que

era debido a la falta de suplementacion del medio con CaClo.

La produccion de un factor hemolitico en C. albicans esta
ampliamente estudiado (Manns et al., 1994; Tanaka et al., 1997; Tsang et
al., 2007). Sin embargo, existen pocas investigaciones respecto a la
actividad hemolitica presentada por C. tropicalis. En este estudio se intentd
evidenciar la capacidad de hemolisis de C. tropicalis tal y como afirmaban
Luo et al., en 2001.

Para la evaluacion de la actividad hemolitica de las cepas de C.
tropicalis del estudio se utilizd una modificacion del ensayo en placa de
Manns et al., 1994, descrito por Luo et al., 2001, usando como medio agar

Sabouraud, suplementado con glucosa al 3% al que se afladié sangre de
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cordero desfibrinada para poder determinar si las cepas de C. tropicalis
producian algun factor hemolitico que tuviera capacidad de lisar los
hematies. EI método de Luo et al., 2001, permite comparar cualitativa y
cuantitativamente las diferencias especie-especificas en la produccion de
hemolisinas. En relacion al tipo de sangre utilizada en el estudio, en 2011,
Favero et al. observaron que los aislamientos de C. tropicalis estudiados por
ellos mostraban un patrén de hemdlisis similar tanto en sangre de cordero
como en sangre humana. También recientemente, Yigit y Aktas, 20009,
realizaron un estudio comparativo entre la produccién hemolitica de
Candida en sangre de diferentes origenes, comprobando que el medio de
sangre de cordero representa el medio mas apropiado para el estudio de la
actividad hemolitica, motivo por el cual se utiliz6 ésta en el estudio. Favero
et al., 2011 también demostraron que el suplemento del 3% de glucosa no es
necesario cuando se utiliza para el estudio Sabouraud dextrosa, puesto que
se obtienen resultados similares. Sin embargo, estos autores probaron gue la
presencia de glucosa en el medio es necesaria, ya que parece ser un factor
determinante en la produccion de actividad hemolitica en Candida spp. Asi,
Manns et al., 1994, describieron que C. albicans no produce actividad
hemolitica cuando el medio no contiene glucosa, y Luo et al., 2001,
encontraron Unicamente produccion de actividad alfa pero no beta en medio
de crecimiento sin glucosa, por lo que se cree que la produccion de este
factor hemolitico en C. tropicalis puede estar regulada por la glucosa,
considerando la posibilidad de que este factor hemolitico contenga residuos
glucidicos (Watanabe et al., 1999). Autores como Moors et al., 1992,
mostraron la importancia en la adquisicion del hierro de moléculas similares
a los receptores del complemento en C. albicans, pero Watanabe et al.,
1999, pusieron de manifiesto que el componente activo con alta

probabilidad no era una proteina, ya que la actividad hemolitica no es
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inhibida por pepstatina A (inhibidor de la aspartil-proteasa) ni por el calor
(100°C, 10 minutos), confirmando el papel del manano de la pared celular
en la hemolisis. A pesar de que la naturaleza de estos factores hemoliticos
en C. tropicalis aun es muy desconocida, estudios realizados con
posterioridad plantean la posibilidad de que la hemolisis observada en
presencia de glucosa se deba a la produccion de etanol generada en la propia
fermentacion de la glucosa, siendo por tanto un factor de virulencia

inherente en C. tropicalis (Shuster et al., 2004).

La produccion de hemolisinas se evaludé calculando el indice de
actividad enzimatica (Pz) con la formula de Williamson et al., 1986. Las
placas se incubaron a 37°C al 5% de CO, Para los estreptococos beta
hemoliticos, las condiciones de la atmdsfera de incubacion puede influir en
las reacciones hemoliticas, siendo 6ptima la produccion de hemolisis bajo
una atmosfera enriquecida con CO2 entre el 5y el 10%, siendo éste el
motivo principal por el cual en este estudio se afiadié para la incubacion
aproximadamente una atmdsfera enriquecida al 5% de COa. Sin embargo,
Favero et al., 2011, no encontraron diferencias entre la incubacién bajo
condiciones normales o bajo condiciones enriquecidas con CO2, observando
que la expresion de los factores hemoliticos en C. tropicalis se muestra

influenciada de forma diferente a su expresion en los modelos bacterianos.

Coincidiendo con los datos publicados por Luo et al., 2001 y con los
de Franga et al., 2009 (a), todas las cepas estudiadas produjeron actividad
hemolitica. Una vez transcurridas las primeras 24 horas de incubacion a
37°C, todas las cepas de C. tropicalis estudiadas presentaron actividad
hemolitica. EI 90% de las mismas mostrd actividad media, mientras que el

resto, baja. S6lo a las 72 horas de estudio la hemdlisis comenzé a ser mas
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evidente (en ese momento el 3,3% de las cepas presentd alta actividad),
continuando el 90% con actividad media. El resto presentd actividad baja.
Estos resultados parecen coincidir con los observados por Luo et al., en
2001, a pesar de que ellos establecieron diferencias entre la produccion de
hemdlisis parcial (lisis parcial de los eritrocitos causada por la reduccion de
la hemoglobina a metahemoglobina) y total (lisis completa de los
eritrocitos) del medio. Asi, describieron como durante las 48 primeras horas
de incubacion las cepas presentaron actividad parcial, y no fue hasta pasadas
las 48 horas cuando la actividad hemolitica comenz6 a ser més evidente,
mostrando ya hemdlisis completa del medio (hemdlisis beta), lo cual
evidencié un aumento de la actividad conforme transcurrié el tiempo, al
igual que los resultados obtenidos en el presente estudio. Los resultados de
Furlaneto-Maia et al., 2008 y los de Favero et al., 2011, también coinciden,
ya que a mayor periodo de incubacion encontraron mayor actividad
hemolitica. A 22°C, durante las primeras 24 horas, la actividad permanecié
baja (93,3%) o incluso nula para algunas cepas (6,7%). Sin embargo a las 72
horas, el 6,7% presento valores altos y el resto mostrd actividad media,
observandose por tanto el mismo aumento de actividad que se describio para
37°C conforme transcurrié el tiempo. Para Negri et al., 2010, todos los
aislamientos de C. tropicalis de su estudio presentaron actividad hemolitica,
y autores como Seneviratne et al., 2011, encontraron que C. tropicalis junto
con C. albicans y C. glabrata fueron las tres especies mas productoras de
actividad hemolitica incluidas en su estudio, y por el contrario, C.

parapsilosis y C. guilliermondii resultaron no hemoliticas, en general.

Franca et al., 2010, asi como Favero et al., 2011, no encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la produccion de actividad

hemolitica entre cepas de C. tropicalis procedentes de diferentes origenes, al

290




Discusion

igual que reflejan los resultados de este estudio, donde la mayoria de las
cepas presentd un patron enzimatico similar para la misma temperatura y
tiempo, s6lo con pequefias diferencias. Sin embargo, debido a que el
namero de cepas clasificadas por su origen en cada grupo es pequefio, los
resultados obtenidos podrian no ser extrapolables, siendo por tanto
necesarios estudios con un mayor nimero de cepas para intentar aclarar este

aspecto.

Manns et al., 1994, encontraron que las formas filamentosas de C.
albicans producian una mayor actividad enzimatica que las formas
levaduriformes. Estos resultados podrian estar en concordancia con los
hallados en este estudio, puesto que a 37°C, temperatura a la cual existe una
mayor proporcién de formas filamentosas frente a las encontradas a 22°C, se
obtiene una mayor produccion de actividad enzimatica. Posteriormente,
Tanaka et al., 1997, publicaron que sélo las formas filamentosas son las que
poseen capacidad para producir actividad hemolitica. Sin embargo,
convendria afadir que C. glabrata, considerada una especie hifa negativa, si
posee capacidad hemolitica, no estando por tanto muy claras las
afirmaciones realizadas por estos ultimos autores. A su vez, Tanaka et al.,
1997, encontraron que la capacidad de unir hemoglobina se encontraba
aumentada en las formas filamentosas de C. albicans, ya que el nimero de
receptores en las hifas era mayor que en las levaduras, y que solo las hifas

usaban hemoglobina como recurso de hierro, pero no asi las levaduras.
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Otros factores de patogenicidad como la capacidad de adherencia a
los tejidos del hospedador asi como a los dispositivos médicos,
principalmente determinada por los componentes de la pared celular,
constituye un primer paso fundamental en la produccion de la infeccion por
Candida (Haynes, 2001; JabraRisk et al., 2001; Jones, 2001; Silva et al.,
2011 (b)), siendo necesaria para la posterior progresion de la enfermedad y
presentando una buena correlacion con la patogenicidad (Glee et al., 2001,
Okawa et al., 2008). C. tropicalis ha sido descrita junto con C. albicans
como una de las especies de Candida con mayor capacidad de adherencia
(Klotz et al., 1983). En este estudio se determiné la capacidad de adherencia
a material plastico, mostrando todas las cepas capacidad de adherencia tanto
inmediata como tardia a 37°C y 22°C, mayor en general a 22°C, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa sélo en el caso de la adherencia
tardia. Para la evaluacion de la capacidad de adherencia a plastico se utilizd
el método descrito por Christensen et al., 1985, con modificaciones
posteriores realizadas por Blanco et al., 1997. A su vez, para la
determinacion de la adherencia se han utilizado otros métodos, como
técnicas de fluorescencia, immunohistologia y radioisétopos en el caso de
adherencia a tejidos. En las fases iniciales, se observa un aumento rapido de
la adherencia (aproximadamente durante los 5 primeros minutos iniciales),
conocida como fase de anclaje o de interaccion célula-superficie.
Posteriormente, una segunda fase tiene lugar, y ocurre a entre los 5 y los 20
minutos de incubacién, donde se forman los agregados intercelulares (fase
de agregacion o interaccion célula-célula). El anclaje inicial de las células a
la superficie representa un paso transicional hacia la fase de agregacion,

constituyendo ambas etapas lo que se mide como adherencia (Gaur et al.,
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1999). En la adherencia se encuentran involucradas tanto uniones de tipo
especifico ligando-receptor, como uniones de tipo no especificas (Gallardo
et al., 2002). Estas uniones no especificas se han atribuido principalmente a
las fuerzas hidrofobicas de la superficie celular (Blanco et al., 1997; Jabra-
Rizk et al., 2001; Gallardo et al.,, 2002; Colling et al., 2005). La
hidrofobicidad de superficie celular facilita de manera indirecta la
adhesion al sustrato, siendo uno de los factores primordiales en la union a
los tejidos, estando en C. tropicalis, a diferencia de lo que ocurre en C.
albicans, poco estudiada. Se han descrito numerosos factores ambientales y
condiciones de crecimiento que modifican la hidrofobicidad, como el
crecimiento en medio liquido frente al crecimiento en medio sélido, las
variaciones en la concentracion de glucosa y otras sustancias como el
estradiol, y sobre todo, destacando entre ellos, las variaciones observadas en
funcién de la temperatura de incubacion (Colling et al., 2005). Asi, en C.
albicans se han descrito modificaciones del comportamiento en funcion de
la temperatura, siendo hidrofdbicas a 22°C, e hidrofilicas a 37°C (Blanco et
al., 1997; Glee et al., 2001; Colling et al., 2005; Blanco et al., 2008). De
acuerdo con esto, Hazen et al., 2001, describieron la importancia de la
distribucion y conformacion de las fibrillas de la pared celular en la
hidrofobicidad en funcion de la temperatura, observando cdmo alteraciones
en los componentes de la superficie celular pueden implicar variaciones en
la hidrofobicidad. Sin embargo, C. dubliniensis presenta hidrofobicidad
constante, probablemente debido a la falta de variacion de la capa fibrilar
externa, no presentando cambios en funciéon de la temperatura. En este
estudio, para las cepas estudiadas de C. tropicalis, al igual que lo observado
en los estudios realizados en C. albicans, se encontraron variaciones de la
hidrofobicidad en funcion de la temperatura de incubacion, mostrando

mayores niveles de hidrofobicidad las cepas incubadas a 22°C que las
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incubadas a 37°C. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con C.
albicans donde se ha observado que las cepas muestran un caracter
totalmente hidrofilico a 37°C, hasta el 66,7% de las cepas de C. tropicalis de
este estudio presentaron hidrofobicidad alta a 37°C, aunque siempre,
excepto para un caso, menor que a 22°C. Para la medida de la
hidrofobicidad se han empleado diferentes métodos, como la determinacion
de ésta por angulos de contacto, la adherencia a hidrocarburos y solventes
organicos, estudios de coagregacion o el anclaje a superficies hidrofobicas
como el estireno. EI método utilizado en este estudio (test de adhesion
microbiana a hidrocarburos; MATH; descrito por Rosenberg et al., 1980)
constituye una técnica de facil realizacion, til y practico incluso para su uso
diario en laboratorios de microbiologia clinica como un método diagnostico
répido al que aun no se le ha prestado la suficiente atencion en este campo,
siendo fundamental para la diferenciacion entre especies similares y de
dificil diferenciacion por otros tests rapidos, como el test de filamentacion,
como ocurre con C. albicans y C. dubliniensis (Blanco et al., 2008). Otros
métodos, como la medida de la hidrofobicidad por &ngulos de contacto,
requiere de un equipamiento mas sofisticado y costoso no encontrado
habitualmente en los laboratorios de microbiologia clinica, no siendo dtil
por tanto para ser utilizado con este fin. La utilizacion de la formula: [(DOi-
DOf) / DOIi] * 100, es también aplicada por otros autores, como en el
trabajo de Rodrigues et al., 1999 ([1-(DOf/DOi)] * 100).

El papel de la HSC en la virulencia no se encuentra aun totalmente
aclarado. Algunos autores (Hazen et al., 2001; Jabra-Rizk et al., 2001), han
publicado que las células hidrofobicas de C. albicans, incubadas a 22°C,
muestran mayor virulencia que las hidrofilicas, incubadas a 37°C,

comprobandose que las células hidrofobicas son méas adherentes que las
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hidrofilicas. Sin embargo, estudios realizados en otras especies, como los de
Okawa et al., 2008, en C. tropicalis, mostraron que la hidrofobicidad no
presentaba correlacion con la patogenicidad. En esta linea, Hazen et al.,
2001, afirman que la hidrofobicidad por si misma no confiere a las cepas
mas virulencia, y Camacho et al., 2007, y Silva et al., 2010, no encontraron
relacién entre la HSC y la adherencia. En este estudio, sin embargo, a 37°C,
para C. tropicalis, las cepas con mayor grado de HSC presentaron mayores
valores de adherencia inmediata y permanente que las de menor nivel de
hidrofobicidad. Estos datos parecen coincidir con los publicados por otros
autores, como Glee et al., 2001, Gallardo-Moreno et al., 2002, y Masuoka y
Hazen, 2004, quienes también encuentran una mayor capacidad de
adherencia en las cepas hidrofébicas. En el estudio, esta correlacion positiva
entre el aumento de la hidrofobicidad y adherencia se encontrd Unicamente a
37°C, ya que no ocurrié lo mismo a 22°C cuando se consideraron todos los
valores obtenidos en su conjunto. Sin embargo, tomando Gnicamente valores
bajos de HSC y de adherencia a 22°C, se observa cdmo esta correlacion
lineal también se mantiene. Probablemente este hecho sea debido a que los
niveles de HSC y de adherencia obtenidos fueron muy elevados a 22°C, y
aqui se puede comprobar como a partir de un determinado valor maximo de
HSC, la adherencia no continua aumentando, pudiendo ser causado por
mecanismos de saturacion de las levaduras adheridas al pocillo, ya que a
partir de valores elevados de adherencia y de HSC se termina perdiendo la
correlacion entre ambas, sugiriendo estos datos que una vez alcanzado un
determinado valor maximo de HSC, la adherencia y la HSC se comportan
como variables independientes, pudiendo por tanto la falta de coincidencia
observada entre los resultados de los diferentes autores deberse a este hecho,
ya que muchos autores analizan los resultados globales obtenidos en

general, y no tienen en cuenta la eliminaciéon de los valores elevados de
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HSC y adherencia a la hora de establecer correlaciones entre ellos. Asi, los
datos obtenidos en este analisis coinciden con los descritos previamente en
C. albicans por Hazen, 1989, quien también encontrd correlacion positiva
entre HSC y adherencia a 37°C, pero no a 22°C, o Samaranayake et al,
2005. Estos resultados parecen corroborar la idea de que la hidrofobicidad, a
pesar de contribuir a la adherencia de manera significativa, no constituye el
unico factor involucrado en la misma, si influyendo en los estadios iniciales
de la adherencia, pero debiendo encontrarse implicados otros mecanismos a
partir de un determinado grado de adherencia, pudiéndose por tanto
considerar que solo la HSC por si misma no predice la capacidad de
adherencia a los tejidos, al igual que afirmaban Colling et al., 2005, aunque
si proporciona una medida de la afinidad intrinseca del organismo a las
superficies hidrofobicas.

En relacion a la adherencia de tipo especifico, ésta se debe
fundamentalmente a uniones de tipo ligando-receptor. Las interacciones
hidrofobicas inespecificas facilitan a su vez las interacciones especificas
adhesina-receptor, ya que permiten el acercamiento de las estructuras de
superficie favoreciendo la uniéon entre ligandos y receptores. Los
componentes de superficie celular de Candida involucrados en la adherencia
de tipo especifico reciben el nombre de adhesinas, e incluyen glicoproteinas
(Chaffin et al., 1998), principalmente manoproteinas, polisacaridos
(Fukazawa y Kagaya, 1997) y lipidos (Ghannoum et al., 1986; en: Gaur et
al., 1999). En Candida, el principal grupo de adhesinas esta constituido por
glicoproteinas de superficie celular codificadas por la familia de genes ALS
(agglutinin-like sequence; ALA (agglutinin-like adhesin)) (Hoyer et al.,
1995), conteniendo la mayor parte de las especies patdgenas de Candida

maultiples ortélogos de estos genes (Butler et al., 2009). Al tratarse de una
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especie muy proxima genéticamente en la evolucién a C. albicans (Barns et
al., 1991; Fitzpatrick et al., 2006; Butler et al., 2009), muchos de los genes
presentes en esta especie muestran un nivel de similitud entre sus secuencias
con los de C. albicans mayor del 99%. Hasta 16 genes diferentes que
codifican regiones ALS-like han sido identificados en C. tropicalis (genes
ALSt) (Moran et al., 2011). En este estudio se procedié a la determinacion
de la expresion de la proteina Alstl en las cepas de C. tropicalis, tanto en
células planctonicas como sésiles de biofilm mediante la utilizacion de
transcripcion reversa-PCR a tiempo real a partir del RNA aislado. La
secuencia del gen ALST1 estudiado se obtuvo en primer lugar por
homologia con el genoma de C. albicans publicado en la base de datos

http://www.candidagenome.org/, siendo posteriormente comprobada con las

secuencias previamente descritas por Punithavathy y Menon, 2012. Los
genes que codifican para este tipo de proteinas tienden a estar localizados en
cromosomas que también contienen los genes SAPs, principalmente en los
cromosomas 3, 6 y R (Monod et al., 1994; Monod et al., 1998). Este dato en
C. tropicalis fue comprobado por Hoyer et al., 2001, indicando que la
expresion de estos genes puede ocurrir de manera simultanea,
relacionandose por tanto una mayor expresion de genes SAPs con una
elevada expresion de los genes involucrados en la adherencia. A su vez, las
proteinas Saps activan enzimas que modifican proteinas de union o ligandos
tanto de superficie de Candida como de células del hospedador, que alteran
la hidrofobicidad de superficie celular o facilitan cambios conformacionales,
permitiendo una mejor adhesion. Asi, algunos estudios han demostrado que
las cepas de C. albicans que presentan mayor actividad proteolitica se
adhieren de manera mas significativa a las células epiteliales in vitro que las
de menor produccion de proteasas (Ghannoum et al., 1986). Otros autores

han demostrado disminucion de la adherencia al afiadir inhibidores de
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proteinasas (pepstatina) (Borg y Riichel, 1988; El-Maghrabi et al., 1990).
En este estudio no se encontraron correlaciones aceptables entre la actividad
aspartil-proteasa detectada y la adherencia inmediata y tardia tanto a 37
como a 22°C. Sin embargo, para valores elevados de expresion enzimatica
se obtuvo siempre cierta mejoria en relacion con la adherencia, aunque
siempre con una correlacion baja. Se cree que en C. albicans, las proteinasas

pueden actuar como ligandos a complejos de superficie celular.

La adherencia de C. albicans a proteinas y células se caracteriza por
dos pasos secuenciales, ya que en primer lugar tiene lugar el anclaje a las
superficies, seguido posteriormente de agregacion entre las células de
Candida (interacciéon célula-célula) (Gaur et al., 1999). El anclaje de las
levaduras induce agregacion por sobreexpresion del gen ALAL, y ALS1 se
comporta de manera similar. Cuando las células no expresan cantidades
suficientes de adhesina, produciendo baja concentracion, sélo tiene lugar el
anclaje a las superficies, mientras que si la expresion ocurre en cantidades
suficientes, tanto el anclaje como la posterior agregacién entre células tienen
lugar, sirviendo ya de este modo como lugar de anclaje no Unicamente la
superficie colonizada, sino a su vez las propias células de Candida. Este
hecho ha demostrado ser fundamental a la hora de la formacion de los
biofilms. Coincidiendo con estos datos, en este estudio se observd como en
las células sésiles crecidas en los biofilms presentaban claramente una
mayor expresion de esta proteina que en sus correspondientes plancténicas,
apareciendo una evidente sobreexpresion de la misma de aproximadamente
4,5 veces méas (valor medio) de las cantidades obtenidas en las celulas
planctonicas. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la expresion
proteica entre las cepas muy productoras y las poco productoras de biofilm.

A su vez, autores como Mores et al., 2009, también destacan que otras
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proteinas, como las enzimas saps también presentan sobreexpresion en

biofilms.

Otro factor decisivo en la patogenicidad de las diferentes especies de
Candida reside en su capacidad de produccién de biofilm. La mayoria de
los microorganismos en su habitat natural se encuentran formando
ecosistemas de biofilms generalmente anclados a superficies, y no como
estructuras de vida libre (células planctonicas). El biofilm debe ser
comprendido como una comunidad microbiana compleja y altamente
diferenciada (Watnick y Kolter, 2000). Variables estudios genéticos han
mostrado que los biofilms se forman siguiendo mudltiples etapas o fases,
requieren de sefalizacion intercelular (quérum-sensing) y presentan un
perfil de transcripcion génica diferente de sus correspondientes
planctonicas. La formacion de estas organizaciones multicelulares debe
ayudar a la supervivencia en ambientes con condiciones limitantes de
nutrientes mediante el acceso a los que se encuentran acumulados en las
superficies, o bien por su obtencion a partir de las células lisadas en la
propia poblacién. La formacion de biofilm se encuentra involucrada en una
considerable proporcion de infecciones clinicas, teniendo una enorme
importancia su implantacién sobre las superficies de los dispositivos
biomédicos, ya que las células inmersas en el biofilm presentan una
resistencia a los distintos antifngicos y al sistema inmunitario aumentada
en comparacion con sus correspondientes planctdnicas (Hawser y Douglas,
1994; Chandra et al., 2001; Ramage et al., 2001 (c); Douglas, 2002;
Ramage et al., 2002 (a); Cocuaud et al., 2005; Kumamoto y Vinces, 2005;
Lopez-Ribot, 2005; Seneviratne et al., 2008). La adherencia juega por tanto
un papel determinante en la formacién del biofilm, ya que en primer lugar

las células deben anclarse a la superficie colonizada para posteriormente
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producirse el desarrollo del biofilm (Colling et al., 2005; Kumamoto et al.,
2005; Perumal et al., 2007). Como los dispositivos biomédicos se
encuentran normalmente en contacto con fluidos corporales como orina,
sangre, saliva o liquido sinovial, su superficie adquiere glicoproteinas y
sustancias que favorecen la union especifica de las adhesinas, como
proteinas del suero (fibrindgeno y fibronectina) o de la saliva, constituyendo
de esta manera un primer paso para la implantacion del biofilm en el

dispositivo.

En este ensayo se procedi6 a realizar el estudio de la formacion de
biofilm mediante la determinacion por espectrofotometria (densidad Optica)
de la biomasa formada, asi como mediante el indice de Slime, que permite
establecer una relacion entre el biofilm formado y el crecimiento, y
adicionalmente mediante la reduccion del XTT, medida de la actividad
metabolica de las células que forman parte del biofilm. El ensayo de
reduccion del XTT (2,3-bis  (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
[phenylamine)  carbonil]-2H-tetrazolium  hydroxide) demuestra una
excelente correlacién entre la densidad celular de la biopelicula y su
actividad metabolica (Ramage et al., 2001 (a)). ElI uso de ensayos
colorimétricos como el XTT para determinar la viabilidad celular y por
tanto la sensibilidad de las células de Candida en los biofilms a
antifngicos, estd ampliamente aceptada. Todas estas determinaciones se
realizaron tanto a 37°C como a 22°C, midiendo el biofim a las 24 y a las 96
horas de incubacion, ya que segun lo observado en C. albicans (Ramage et
al., 2001 (b)), durante las primeras horas del desarrollo de biofilm, entre las
0 y 2 horas se produce la adherencia inicial de las formas levaduriformes,
seguida de la germinacion y de la formacién de micro-colonias entre las 2 y

las 4 horas, y posteriormente ocurre la filamentacion, crecimiento
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confluente (6-8 horas), proliferacion (8-24 horas) y maduracion o
envejecimiento del biofilm (a partir de las 24-48 horas), tratando por tanto
de realizar el estudio durante la proliferacion del biofilm y durante la fase o
estado de maduracién del mismo. El estudio se realizé en agitacion, ya que
se ha comprobado diferente desarrollo de biofilm en condiciones estaticas y
dindmicas, puesto que la agitacion favorece la formacion de la matriz
exopolimérica. Estas condiciones ademas se aproximan mas que la
incubacion en condiciones estaticas a las encontradas in vivo, favoreciendo
la formacion de biofilm en ciertas cepas. Otros autores sin embargo (Krom
et al., 2009) afirman que los efectos de la agitacion no se observan en las
placas de 96 pocillos, debido a que no se produce suficiente flujo de medio
en esto pocillos. En cuanto al punto de corte (cut-off) utilizado a la hora de
decidir si una cepa se considera productora o no de biofilm se tom6 como
valor limite inferior la media de la adherencia para esa temperatura y
tiempo, considerando que valores superiores a ellos ya definen a una cepa
como productora de biofilm y no simplemente adherente. Autores como
Hasan et al., 2009, establecen otros puntos de corte diferentes. Asi, una cepa
que presente una DO<0,1 equivaldria a ser incluida en el grupo de cepas no
formadoras de biofilm, y dividen a su vez a las cepas como poco o
altamente productoras de biofilm a partir de una DO de 0,50, aunque en esta
publicacion los autores no explican el motivo de la eleccion de estos

valores.

La produccion de biofilm en Candida resulta variable en funcion de
la especie estudiada y a su vez, esta variabilidad aparece también entre las
diferentes cepas de una misma especie, aungque parece permanecer estable y
ser especifica en cada cepa. Autores como Hasan et al., 2009, Negri et al.,

2010 o Silva et al., 2011 (b), consideran a C. tropicalis como una de las
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especies de Candida con mayor capacidad de formacion de biofilm. Asi,
coincidiendo con estos datos, en este estudio, todas las cepas de C.
tropicalis fueron formadoras de biofilm, aunque los resultados variaron en
funcién del método usado en su determinacion, asi como en las condiciones
de cultivo utilizadas. Hasan et al., 2009 encontraron claras evidencias de
asociacion entre la formacion de biofilm y la tasa de crecimiento de la cepa,
procediéndose por tanto también a realizar la determinacién del crecimiento
con el fin de establecer su posible relacién a través de la determinacion del
indice de Slime. A 37°C se observd como la fase estacionaria del
crecimiento se alcanzo a las 24 horas, permaneciendo los valores similares a
las 96 horas, mientras que a 22°C, el crecimiento fue mas lento, siendo
necesario esperar a las 96 horas para alcanzar la fase estacionaria de
crecimiento. De igual manera, cuando se midi6 el biofilm formado mediante
absorbancia (DO), para 22°C y 24 horas de incubacién, s6lo 17 cepas
aparecieron como formadoras de biofilm, siendo necesario esperar hasta las
96 horas para detectar actividad en 27 de las 30 cepas del estudio. A esta
temperatura para todas las cepas el biofilm fue mayor para las 96 horas que
para las 24 horas, observando por tanto que no se alcanza la formacion
completa del biofilm hasta transcurridas mas de 24 horas. Por el contrario, a
37°C y para ambos tiempos, resulto similar el nimero de cepas productoras
de biofilm, pudiendo pensarse segin estos datos que la maduraciéon del
biofilm se alcanza antes a 37°C que a 22°C. Estos resultados ponen de
manifiesto que la formacién del biofilm depende del crecimiento,
encontrando que a 24 horas, la DO del crecimiento fue menor para 22°C que
para 37°C, y sin embargo, para las 96 horas de incubacion fue mayor a 22°C,
probablemente debido a la mayor turbidez de las formas levaduriformes
predominantes a esta temperatura. Por esta razdn, se procedio a expresar 10s

resultados en funcion del indice de Slime, ya que de esta manera no se ven
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afectados los resultados del biofilm en funcion del crecimiento. Los mejores
resultados se obtuvieron a 22°C y 24 horas, ya que a esta temperatura y
tiempo aumentaron en 4 el nimero de cepas consideradas productoras de
biofilm, llegando a la conclusion que el indice de Slime resulta un buen
marcador cuando por causa de diferentes factores no existe un buen
crecimiento, siendo util como factor corrector de la produccién de biofilm
en estas condiciones. Al aplicar este parametro, se comprueba coOmo tras
corregir con el crecimiento, para 37°C la formacién de biofilm es similar a
las 24 y a las 96 horas, mientras que para 22°C, resulta superior para 96
horas, corroborando que a 37°C y 24 horas el biofilm ya aparece maduro,
mientras que para 22°C tiene que transcurrir mas tiempo para la maduracion.
Hasan et al., 2009, encontraron relacion entre la mayor formacion de
biofilm y la menor tasa de crecimiento. En este ensayo, coincidiendo con lo
descrito por estos Gltimos autores, al realizar la diferenciacidn entre cepas, si
se pudo comprobar como para ambas temperaturas, las cepas con menor
crecimiento resultaron comprendidas entre las méas formadoras de biofilm.
La cuantificacion del biofilm formado mediante el ensayo de reduccion del
XTT permite establecer la actividad metabdlica de las células inmersas en el
mismo. En el estudio, para 22°C la mayoria de las cepas presenté mayor
actividad a las 96 que a las 24 horas. Sin embargo, al corregir mediante el
crecimiento, los valores obtenidos resultaron similares, siendo ligeramente
mayores a 96 horas para algunos casos, existiendo una relacion lineal entre
ellos muy elevada (R?=0.93). Por el contrario, a 37°C, en el 90% de las
cepas la actividad resulté mayor para las primeras 24 horas. Ramage et al.,
2001 (a) describieron cémo los biofilms son muy activos metabdlicamente
durante las 8 primeras horas de incubacion, pero a medida que el biofilm
madura, y su complejidad aumenta (a las 24-48 horas), la actividad

metabolica alcanza un maximo, probablemente siendo reflejado el aumento
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del ndmero de células del biofilm maduro. Asi, en este estudio, el valor
maximo a 22°C se alcanza pasadas las primeras 24 horas, permaneciendo
elevado. Sin embargo, para 37°C, al alcanzarse antes el valor maximo, la
disminucion de la actividad observada a las 96 horas puede ser debida a que
el biofilm se encuentra en fases de desarrollo més avanzadas que a 22°C,
estando por tanto ya en fase de envejecimiento del biofilm. Esto explicaria
ademas por qué la actividad enzimatica a 37°C desciende a las 96 horas con
respecto a las primeras 24 horas, ya que en este estadio comenzaria la
deplecién de oxigeno o nutrientes en el biofilm. Los resultados del estudio
coinciden con los de Bizerra et al., 2008, ya que se observa una relacion
lineal entre la actividad metabolica y la densidad celular (biomasa del
biofilm) detectada por espectrofotometria. Por tanto, si Unicamente se
pretende cuantificar el biofilm formado, la evaluacion utilizando el método
del XTT para la actividad enzimatica no resulta necesario. Andes et al.,
2004, describen que la maduracién del biofilm in vivo ocurre en las
primeras 24 horas del desarrollo, mientras que in vitro aparece tardiamente

entre las 48 y las 72 horas.

Las células sésiles del biofilm se caracterizan por diferir de sus
correspondientes  plancténicas en mdltiples aspectos y presentar
caracteristicas fenotipicas diferentes de éstas. Asi, se ha observado una
sobreexpresion de multiples genes involucrados en los mecanismos de
resistencia a antifangicos (Bizerra et al., 2008), en el metabolismo de los
aminoacidos y de los nucledtidos, en la sintesis proteica, y diversas
funciones metabolicas, asi como en genes implicados en la adherencia,
como se ha comentado anteriormente. Se ha observado como mutaciones
que afectan a la adherencia repercuten en la formacion del biofilm. Asi,

alteraciones en factores de transcripcion que regulan la expresién de
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proteinas de pared, muestran reducida adherencia y formacién de biofilm
disminuida. Como se comento en el apartado anterior, en este estudio, las
células sésiles de los biofilms presentaron una sobreexpresion de la adhesina
Alst-1 con respecto a las planctonicas, reforzando de esta manera la
importancia que desempefian las proteinas involucradas en la adherencia en
la formacion del biofilm. En S. cerevisiae se ha detectado que la estabilidad
de la adherencia no se encuentra afectada por los niveles de Alalp, pero sin
embargo, la agregacion resulta proporcional a los niveles de Alalp. En
Candida, Gaur et al., 1999, observaron que Alsl se comporta en este
aspecto como Alalp, siendo responsable de un tipo de adherencia
caracterizado por el anclaje a la superficie colonizada, y la posterior
agregacion celular. Por tanto, la sobreexpresion de la proteina Alsl
encontradas en este estudio en biofilm con respecto a las células
planctonicas resulta congruente con estas afirmaciones, ya que en este caso,
la agregacion entre células facilitaria la formacién del biofilm. A su vez, los
datos coinciden con los publicados por Nailis et al., 2010, ya que estos
autores también demostraron una sobreexpresion de las adhesinas de la

familia ALS en biofilms de C. albicans.

En este estudio se relacionaron las diferentes actividades enzimaticas
con la produccién de biofilm al estudiarse todas las cepas conjuntamente,
sin encontrarse correlacion clara entre ambos factores de patogenicidad.
Estos resultados coincidieron con los obtenidos por Marcos-Arias et al.,

2009 (c), ya que tampoco observaron correlacidn entre estos factores.

La colonizacion por Candida de los diferentes dispositivos
biomédicos no sélo predice una posterior infeccion, sino que también

desarrolla un efecto adverso sobre la funcion del mismo. La formacion de
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biofilm sobre dispositivos como shunts, protesis, catéteres venosos centrales
0 periféricos, catéteres de hemodidlisis y de dialisis peritoneal, catéteres
urinarios, etc..., permite la persistencia de la infeccion a este nivel. Con
respecto a los catéteres de origen urinario, Candida spp. representa el
patdgeno més frecuentemente aislado a partir de muestras urinarias de
pacientes en UCIs quirdrgicas (Ramage et al., 2006), viéndose aumentada la
presencia de candiduria en estas unidades en los Gltimos afios (Alvarez-
Lerma et al., 2003). Las infecciones urinarias por Candida son en su
mayoria nosocomiales, y ocurren en pacientes con catéteres urinarios. La
duracion del mantenimiento del catéter se relaciona directamente con la
incidencia de candiduria. C. tropicalis constituye la segunda (Matsumoto et
al., 2002, Weinberger et al., 2003; Kobayashi et al., 2004; Da Silva et al.,
2007) o tercera especie (Kauffman et al., 2000; Alvarez-Lerma et al., 2003),
segun autores, del género Candida aislada con mayor frecuencia a partir de
cultivos de orina. Las infecciones del tracto urinario por Candida guardan
relacion con la presencia de catéteres urinarios, y poseen una elevada
mortalidad, atribuida principalmente a las enfermedades de base que suelen
presentar los pacientes con candiduria (Kojic y Darouiche, 2004). A su vez,
la presencia de candiduria puede constituir un marcador precoz de
infecciones diseminadas en pacientes criticos, aungue en otros casos puede
constituir una situacion benigna autolimitada, incluso sin necesidad de
tratamiento. En este estudio se trato de cuantificar el biofilm formado sobre
los dispositivos biomédicos en el curso de una candiduria producida por C.
tropicalis, reproduciendo in vitro las caracteristicas que tienen lugar in vivo
durante la infeccion. Asi, se procedio a establecer la cantidad de biofilm
formado sobre catéteres urinarios (sondas Foley) de latex con cubierta de
silicona, y con el fin de intentar asemejar las condiciones que tienen lugar in

vivo durante el curso de una candiduria, se hizo pasar a su través un flujo
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dinamico continuo de orina a una temperatura de incubacién de 37°C,
favoreciendo de esta manera el desarrollo extensivo del biofilm. La
composicion de la orina artificial fue tomada de Silva et al., 2010, usada
previamente por Jain et al., 2007. Hasta ahora, el método mas utilizado para
este fin ha sido el modelo del dispositivo de Robbins y sus variaciones y
multiples modificaciones. También existen otros tipos, como el dispositivo
de Calgary, reactor-disco, CDC reactor, etc... Sin embargo, el método
usado en este trabajo se basé en el procedimiento seguido por autores mas
recientes (Negri et al., 2012), que consiste en un dispositivo que incluye una
bomba de flujo que permite el paso del liquido con el indculo inicial a traves
del catéter y su posterior salida del dispositivo. Una vez conseguida la
formacion in vitro del biofilm, dentro de los métodos utilizados con mayor
frecuencia para conseguir el desprendimiento del mismo y la liberacion de
los organismos asociados a él, figuran los que incluyen algun tipo de fuerza
mecanica, como el cepillado intraluminal, la sonicacién o la agitacion por
vortex (Donlan y Costerton, 2002). A su vez, el procedimiento més usado
para la medida del biofilm una vez liberado consiste en la realizacion del
recuento en placa. En este procedimiento, las células resuspendidas y
dispersas del biofilm son inoculadas en un medio sélido y posteriormente se
procede a la realizacion del recuento de las unidades formadoras colonias
presentes en la placa, cuantificando de esta forma las células del biofilm, y
obteniendo una medida del total del biofilm acumulado en el dispositivo.
Otros métodos como la rotacion del catéter en placa (técnica de Maki), la
medida de la absorbancia o la cuantificacion de las proteinas totales, han
sido adicionalmente utilizados para la cuantificacion del biofilm. Para que
este estudio fuera mas completo, se incluyeron dos técnicas diferentes de
entre las descritas anteriormente para obtener la cuantificacion del biofilm

formado en el catéter Foley. En primer lugar, se utilizd la técnica del
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recuento en placa tras el raspado mecénico de su interior y la posterior
sonicacion y vorteado del catéter, consiguiendo de esta manera un
desprendimiento y recuperacion del biofilm del interior del catéter,
cuantificando posteriormente las unidades formadoras de colonias
recuperadas en la placa de Sabouraud inoculada tras la incubacion de la
misma durante 24 horas. Como segundo meétodo se utilizé la técnica de
tincién directa del catéter con cristal violeta y su posterior cuantificacion por
absorbancia. De las cuatro cepas estudiadas, dos resultaron formadoras de
biofilm por la medida de la absorbancia del cristal violeta, y dos fueron no
formadoras. Sin embargo, tras realizar el raspado, sonicacion y vorteado del
catéter, la recuperacion de las unidades formadoras de colonias resulto
mayor para las cepas no productoras de biofilm. Estos resultados parecen
coincidir con los obtenidos por Silva et al., 2010, quienes observaron que en
orina artificial C. tropicalis no formaba densas cantidades de biofilm, y sin
embargo, el recuento de células viables resultd elevado. No obstante, esta
aparente contradiccién observada en los resultados puede deberse a varios
motivos. En primer lugar, es posible que estos datos reflejen el mayor grado
de filamentacion existente en el biofilm. En las cepas no formadoras de
biofilm, las unidades formadoras de colonias recuperadas se deberian a
células que se encontrarian simplemente adheridas al catéter,
fundamentalmente en forma de levaduras, mientras que las incluidas en el
biofilm presentarian una mayor variabilidad morfologica, estando presentes
simultaneamente formas filamentadas y levaduriformes, que retendrian en
gran medida el cristal violeta y sin embargo, el recuento en placa no seria
tan elevado como el caso anterior. Otra posibilidad a destacar es que en el
caso de las cepas no productoras de biofilm, la adherencia pudiera ocurrir a
lo largo de toda la longitud del catéter, y sin embargo en las formadoras de

biofilm, las células del biofilm se encontrarian agregadas en microcolonias
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separadas entre ellas por canales de agua, no ocupando toda la superficie del
catéter, quedando por tanto zonas del catéter libres de células. También es
posible que estos resultados deriven de las caracteristicas especificas
presentadas por las células constitutivas del biofilm, ya que como se ha
descrito anteriormente, difieren en gran medida de sus correspondientes
planctonicas, existiendo en el biofilm células quiescentes y persistentes, que
pueden presentar un menor grado de actividad y poseer por tanto una curva
de crecimiento diferente 0 méas ralentizada en referente a las plancténicas,
pudiendo presentar inhibicion de la division y multiplicacion celular, o
actividad celular minima. En relacion a este punto, Jain et al., 2007,
encontraron que el mayor numero de unidades formadoras de colonias
recuperadas correspondia a los biofilms que presentaban mayores valores de
XTT. En este estudio sin embargo, no se midié actividad, y simplemente
biomasa, con lo cual, ésta también podria se una de las razones que
justificarian los resultados obtenidos, pudiendo presentar sin embargo las
cepas que produjeron menor biofilm mayor actividad metabolica. Hay que
tener también en consideracion que la medida del biofilm se realiz6 a las
primeras 24 horas. Es posible sin embargo, que si el estudio se hubiera
realizado en condiciones mas tardias, con el biofilm ya en fase de
envejecimiento, o en condiciones donde los nutrientes escasearan, podrian
existir un mayor namero de células desprendidas del biofilm con capacidad
de diseminacion hacia otros érganos, pudiendo dar de esta manera un mayor
recuento en el estudio en placa. Finalmente, otra posibilidad que tampoco
puede descartarse es que el método utilizado en este estudio no recupere
totalmente el biofilm adherido al catéter, y que existiera por tanto un defecto
en la obtencion del biofilm formado, siendo en este caso necesaria la
aplicacion de otra serie de técnicas para conseguir la correcta recuperacion

de las células constitutivas del biofilm. De cualquier modo, la recuperacion
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de un alto ndmero de unidades formadoras de colonias en cepas no
productoras de biofilm resulta de enorme importancia, ya que implica que
bajo las condiciones adecuadas, C. tropicalis puede colonizar y proliferar
en el interior del catéter en presencia de orina y poseer potencial para
infectar otros 6rganos distales. Para ratificar la formacion de biofilm
obtenida por este método, se comprobd también por la técnica descrita
anteriormente realizada en placa de microtitulacion de 96 pocillos,
obteniendo resultados similares cuando en lugar de utilizar medio RPMI-
1640 como en los apartados previos, se utilizé orina artificial, observando
que en medio RPMI-1640, los resultados obtenidos no son superponibles ni
se correlacionan con los obtenidos al incubar con orina artificial, destacando
asi la importancia del medio de cultivo utilizado en los ensayos. Estos datos
coinciden con el estudio realizado por Jain et al., 2007, donde se obtienen
diferentes resultados en la formacion del biofilm en funcion del medio
utilizado. Uppuluri et al., 2009, encontraron que los biofilms producidos en
presencia de orina artificial presentaban menor grado de complejidad y una
estructura més distorsionada que los crecidos en medio RPMI-1640. Tal y
como se ha comentado anteriormente, la formacion de biofilms maduros
depende fundamentalmente de las condiciones ambientales, como la
composicion del medio de cultivo (observado en este estudio), las
variaciones de pH, de concentracion de oxigeno,.. A su vez, se ha observado
que un aumento en la concentracion de glucosa del medio de cultivo
favoreceria la formacién de biofilm, pudiendo este hecho ser representativo
de lo que ocurre en los pacientes con Diabetes Mellitus. La naturaleza de la
superficie de contacto influye también significativamente en la magnitud de
la formacion del biofilm, que se encuentra incrementada en latex en
comparacion con otras sustancias como polivinilo, pero siendo menor que el

formado sobre poliuretano o silicona, probablemente debido a la altamente
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especifica expresion génica inducida por la superficie de contacto. Para la
realizacion de este estudio se incluyeron catéteres Foley fabricados de latex
recubiertos de silicona, puesto que son los mas frecuentemente utilizados en

el hospital de origen de las cepas incluidas en este trabajo.

En relacion con el dimorfismo o transicion levadura-
hifa/pseudohifa, Hazen et al., 1991, describieron en C. albicans cémo las
levaduras hidrofébicas producen tubos germinales, mientras que las
hidrofilicas permanecen en forma de levaduras. También Glee et al., 1995,
afirmaron que las levaduras hidrofébicas de C. albicans producian hifas,
mientras que las hidrofilicas s6lo presentaban pseudohifas y morfologias
levaduriformes. De acuerdo con este punto, se ha publicado que las formas
filamentosas de C. albicans se adhieren mas que las levaduras (Martinez-
Lopez et al., 2006) y presentan un mayor grado de HSC (Rodrigues et al.,
1999). C. tropicalis, al igual que C. albicans, produce hifas verdaderas
(Martin, 1979; Silva et al., 2011 (b)). En este estudio, coincidiendo con lo
observado en C. albicans, para C. tropicalis esta relacion se aprecia de
forma evidente a 37°C, tanto a las primeras 24 horas de filamentacién como
a las 96 horas, alcanzando las cepas de mayor HSC un mayor nivel de
filamentacion, siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Para
22°C, sin embargo, y probablemente debido al elevado grado de HSC
presentado por todas las cepas, los resultados obtenidos si indicaron una
relacién clara entre la HSC y la adherencia cuando s6lo los niveles bajos de
éstas se tuvieron en consideracion, pero menos clara sin embargo en
relacion con la filamentacion. De esta forma, a esta temperatura, donde la
HSC y la adherencia tardia son mayores que a 37°C, se detecta no obstante,
un menor grado de filamentacion, conduciendo estos datos a pensar que la

HSC ejerce mas influencia en la adherencia que la propia filamentacion.
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Estos datos parecen coincidir con los obtenidos por Negri et al., 2010, ya
que estos autores tampoco encontraron una evidente relacion entre la
filamentacion y la capacidad de adherencia. Jin et al., 2005, encontraron
relacion entre la adherencia y el grado de filamentacion, pero sin embargo, y
siguiendo la linea de los resultados obtenidos en este estudio, otros autores
muestran la falta de claridad existente entre ambos. Asi, estudios como el
realizado en C. albicans por Grubb et al., 2009, en condiciones estaticas,
muestran una mayor adherencia de las hifas a las células endoteliales que las
levaduras. Sin embargo, el mismo estudio realizado bajo condiciones de
flujo dinamico revela gque las formas levaduriformes se adhieren en mayor
namero que las hifas y pseudohifas. Estas consideraciones son consistentes
con el modelo general de infeccion por Candida, ya que las formas
levaduriformes se adhieren al endotelio previamente a su germinacion, y se
ha demostrado que mutantes defectivas en capacidad de filamentacion
pueden producir extravasacion hacia tejidos profundos. A su vez, también se
ha observado como levaduras como C. glabrata, que permanece en forma
levaduriforme, también produce candidiasis diseminada, no estando por
tanto totalmente aclarada la relacion entre la adherencia y la filamentacion.
Klotz et al., 1983, afirmaron que las levaduras de C. albicans y C.
tropicalis, penetraban a través del endotelio mediante un mecanismo
independiente de la formacion del tubo germinal, demostrando que la
invasion vascular ocurre cuando los tubos germinales aun no se han
desarrollado. Por otro lado, se ha comprobado en C. albicans, que la mayor
penetracion en los tejidos se correlaciona con un aumento del nimero de
hifas (Schaller et al., 2000), y que alteraciones en genes implicados en la
transicion de levadura a hifa como CPH1 o EFG1 producen fallo en la
formacion de hifas, mostrando estas cepas menor virulencia (Korting et al.,

2003). Asi, el grado de dafio de las células endoteliales resulta proporcional
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a la longitud media del tubo germinal en C. albicans (Ghannoum et al.,
1992). Algunos estudios realizados en C. albicans han demostrado que
durante la transicion de levadura a hifa, cientos de genes son regulados,
sugiriendo que una amplia red de genes se encuentra involucrada en los
cambios morfoldgicos (Lane et al., 2001). Se conoce que los antigenos de
superficie de C. albicans varian de manera significativa cuando ocurre la
transicion de levadura a hifa. Como ejemplo de la diferencias antigénicas, se
sabe que las levaduras estimulan la formacion de IFN-y, y sin embargo
existe una pérdida de su produccién en respuesta a las formas filamentosas,
mostrando este hecho relevante importancia, ya que el IFN-y promueve la

respuesta inmunitaria contra este patégeno (van der Graaf et al., 2005).

La filamentacion parece desempefiar un papel fundamental en el
desarrollo de la organizacion espacial de la arquitectura del biofilm maduro.
Asi, para C. albicans, Ramage et al., 2002 (c), describieron que la
filamentacion es esencial para proporcionar integridad estructural al
completo desarrollo del biofilm, ya que cepas defectivas en el gen EFG1
que presentan falta de filamentacion son incapaces de formar biofilm. Estos
datos van acordes con los descritos previamente por Hawser y Douglas,
1994, y Baillie y Douglas, 1999, que demostraron la importancia de las hifas
en la formacion del biofilm. También Hasan et al., 2009 observaron que la
formacion de hifas era mas generalizado en las cepas altamente productoras
de biofilm que en las poco productoras, y Jin et al., 2005, relacionaron a su
vez la capacidad de filamentacion con la produccién de biofilm. Los datos
de este estudio parecen ir en consonancia con los de estos autores, ya que las
cepas que no presentaron filamentacion o filamentaron en menor grado
fueron las menos formadoras de biofilm, pareciendo de esta manera que la

capacidad individual de filamentacion de cada cepa influye de manera
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decisiva en la posterior capacidad de formacion de biofilm. En este estudio,
para 37°C si se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
el biofilm formado corregido con el crecimiento (IS-DO) a las 24 horas de
los diferentes grupos clasificados en funcion de los distintos grados de
filamentacion, ocurriendo de manera similar con la actividad metabolica del
biofilm, asi como la actividad del biofilm corregida con el crecimiento (IS-
XTT). Para las 96 horas sin embargo no se pudo apreciar esta diferencia de
forma estadisticamente significativa. A 22°C para el biofilm (DO) a las 24
horas, si se encontraron diferencias entre los grupos de los diferentes grados
de filamentacion asi como con el biofilm corregido con el crecimiento (IS),
pero a diferencia de lo ocurrido a 37°C, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la actividad del biofilm de los
diferentes grupos de filamentacion, ni entre la actividad del biofilm
corregida con el crecimiento (IS-XTT), mientras que a las 96 horas, fue
cuando si se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la
actividad del biofilm, asi como para la actividad del biofilm corregida con el
crecimiento (IS-XTT).

Segun estos datos, se pudo comprobar por tanto como las cepas que
se clasificaron en niveles de menor filamentacion o no filamentadas,
presentaron menor produccién de biofilm en los estadios iniciales de la
formacion del biofilm a 37°C, no detectindose esta diferencia una vez
obtenido el biofilm a las 96 horas. Para la actividad metabolica a 22°C, no se
observan diferencias estadisticamente significativas durante las primeras 24
horas, pero si a las 96 horas, a diferencia de lo detectado a 37°C. Segun los
resultados de este trabajo se puede afirmar que cepas con niveles de menor
filamentacion o no filamentadas presentan menor produccion de biofilm en

los estadios iniciales de la formacion del biofilm a 37°C, no detectdndose
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esta diferencia una vez obtenido el biofilm a las 96 horas. Para la actividad
metabolica a 22°C, no se observan diferencias durante las primeras 24 horas,
pero si a las 96 horas, de manera distinta a lo detectado para 37°C.
Adicionalmente, Hasan et al., 2009, también ponen de manifiesto que las
cepas de crecimiento lento presentan mayor grado de filamentacion
coincidiendo con las mas formadoras de biofilm. A su vez, Sudbery et al.,
2004, y coincidiendo con los datos obtenidos en este estudio, afirman que la
temperatura de 37°C induce la formacion de formas filamentosas, y
temperaturas por debajo de los 30°C favorecen la aparicion de morfologia
levaduriforme. Asi, en este estudio, a 37°C se aprecid una mayor
filamentacion a esta temperatura al compararla con las formas recuperadas a
22°C. Esta diferencia se observo tanto a las 24 como a las 96 horas de
estudio. Al analizar la variabilidad observada entre las cepas a 37°C y 22°C,
en funcion del crecimiento y su relaciéon con la formacién de biofilm, se
comprobd como a 22°C el crecimiento resultd mas lento que a 37°C, aunque
a las 96 horas éste termind siendo mayor. De acuerdo con las afirmaciones
de Hasan et al., 2009, la formacién de biofilm para 22°C y 96 horas resultd
mayor que para 37°C, observando por tanto una mayor produccion de
biofilm en las condiciones que favorecieron un crecimiento mas lento
(22°C). Al correlacionar estos factores entre las diferentes cepas crecidas a
una misma temperatura y tiempo, se obtuvo que para 37°C y 24 horas, no se
pudo observar que las cepas con menor crecimiento conllevaran una mayor
formacion de biofilm o un mayor grado de filamentacion que el resto de las
cepas. Sin embargo, las cepas con mayor capacidad de formacién de biofilm
a esta temperatura y tiempo si mostraron a su vez mayor nivel de
filamentacion. Para las 96 horas de estudio si se probd como el 64,70% de
las cepas que tuvieron menor crecimiento coincidieron con las cepas mas

formadoras de biofilm, presentando todas a su vez una elevada capacidad de
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filamentacion. Para 22°C y 24 horas, esta relacion fue mas evidente que para
37°C, mostrando el 71,4% de las cepas con menor crecimiento valores
comprendidos entre los mas elevados de biofilm medidos por DO e 1S-DO.
Se aprecio sin embargo, que los valores mayores de actividad enzimatica del
biofilm (XTT-DO, IS-XTT), correspondian en su mayoria a las cepas con
mayor nivel de crecimiento. Para las 96 horas a esta temperatura fue cuando
se comprob6 con mayor claridad la relacion entre el menor crecimiento y la
mayor formacion de biofilm, ya que el 80% y el 86,67% de cepas con
crecimiento mas bajo tuvieron a su vez los valores méas altos de biofilm
medidos por DO y por IS-DO, respectivamente, estando a su vez los
mayores niveles de filamentacion comprendidos entre estas cepas. Autores
como Nobile y Mitchell, 2005, identificaron moléculas especificas que
producian defectos en la formacion del biofilm de manera independiente de
la capacidad de filamentacion, y por tanto, mutantes incapaces de formar
biofilm presentaban capacidad de filamentacién conservada, lo que
demuestra que son mdltiples las vias regulatorias que se encuentran
implicadas en la formacion del biofilm, no dependiendo Unicamente de la
filamentacion, aunque ésta sea fundamental para los mismos. Estudios de
microscopia electronica han demostrado que el biofilm en C. albicans
consiste en dos capas bien diferenciadas: una region basal compuesta por
formas levaduriformes constituyendo una estructura densa compacta, y una
capa mas externa constituida por las formas filamentosas, siendo esta Gltima
capa mas gruesa, pero mas abierta, rodeada de la matriz exopolimérica.
Estudios realizados en cepas defectivas, incapaces de formar estructuras
levaduriformes, presentando Unicamente formas filamentadas forman
biofilms mas facilmente desprendibles de las superficies de los dispositivos
estudiados, sugiriendo el importante rol que desempefia en el anclaje del

biofilm a la superficie la capa interna de estructuras levaduriformes (Baillie
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y Douglas, 1999). Sin embargo, otros autores como Kumamoto, 2002,
considera que los dos tipos morfoldgicos son capaces de formar biofilm, y
que los biofilms pueden estar compuestos por cada uno de los morfotipos o
por ambos, dependiendo de las condiciones, y que ningun tipo morfolégico
resulta absolutamente esencial para la formacién de biofilm. Entre los
factores que promueven el crecimiento en forma filamentosa se encuentran
el pH neutro, el suero, las condiciones de microaerofilia, la densidad celular
(>107células/ml), la temperatura, como se ha sefialado anteriormente, y las

sefiales nutricionales (condiciones limitantes de nitrégeno), entre otras.

El cambio en el dimorfismo celular también ocurre durante la
variacién fenotipica macroscopica reversible que ocurre en las colonias
de Candida. Para ser patdgenos, muchos organismos han desarrollado la
capacidad de producir variantes fenotipicas y antigénicas. Este fendmeno
debe ser reversible, ocurrir espontaneamente y con relativa alta frecuencia,
tratdndose de un fendmeno epigenético, y es diferente de la mera transicion
levadura-hifa/pseudohifa. Asi, en el dimorfismo, todas las células de una
poblacién expresan fenotipos alternativos bajo las mismas condiciones
ambientales, mientras que en el “switching”, s6lo un pequefio numero de
células en una poblacion expresan un fenotipo diferente bajo presion
ambiental (Soll, 1992). Este mecanismo conlleva un reordenamiento
genético reversible, pudiendo de forma espontanea generar variantes
antigénicas en una misma poblacion, siendo esta caracteristica ampliamente
estudiada en C. albicans. Asi, las levaduras forman habitualmente colonias
suaves, romas, y sin embargo, con escasa frecuencia, pueden de manera
espontanea y reversible convertirse en una morfologia de la colonia
diferente, en las que las colonias estdn compuestas por una mezcla de

levaduras y formas filamentosas. En C. albicans, cuando se cultiva en un
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agar rico en aminodacidos (medio de Lee), con concentraciones limitantes de
zinc a 25°C, aparecen de manera espontanea variantes de colonias, descritas
como “estrella”, “anillo”, “rugosa”, y si se irradia con bajas dosis de luz UV
se ha observado que la frecuencia de variacion aumenta y que aparecen otras
morfologias diferentes, como de tipo “algodonosas”,..., siendo este mismo
medio el utilizado en el estudio del cambio morfoldgico en C. tropicalis de
este estudio. En C. tropicalis, este fenomeno de “switching” fue demostrado
por primera vez por Soll et al.,, 1988. Asi, incluyeron un fenotipo
algodonoso micelial, con proyecciones irregulares, con sectores mas suaves,
con sectores algodonosos miceliados, colonias mixtas con sectores de
diferente morfologia..., apareciendo al igual que en C. albicans mdultiples
fenotipos morfoldgicos en el curso de un misma infeccion. De acuerdo con
estos autores, las cepas de C. tropicalis del estudio también presentaron
cambios fenotipicos en el aspecto de las colonias, siendo variables en
funcién de la cepa. Se ha demostrado que los diferentes morfotipos en C.
albicans presentan caracteristicas variables, como diferencias en la
asimilacion de azUcares, en la adherencia, en la formacion de biofilm, en la
capacidad de filamentacion (Jin et al., 2005) y en la secrecion enzimatica
(encontrandose descrita en la actividad aspartil-proteasa y en la fosfolipasa).
Asi, Lane y Garcia, 1991, encontraron diferencias en la produccion de
actividad fosfolipasa. Sin embargo en este estudio, para C. tropicalis esta
diferencia entre fenotipos no se aprecié de forma evidente, ya que la
produccién de este tipo de enzima fue muy escasa o nula para todas las
cepas. A su vez, en funcién del origen de las cepas, Soll et al., 1988,
encontraron diferencias fenotipicas segun las diferentes localizaciones de
procedencia de las cepas. En este estudio, sin embargo, no fue posible
establecer diferencias en funcién del lugar de aislamiento. Hay que destacar

que la concentracion de zinc resulta fundamental a la hora de realizar el
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estudio del cambio morfoldgico, ya que puede inhibir la aparicion de algin
morfotipo en particular y favorecer el cambio a otro morfotipo diferente
(Soll, 1992), y por tanto, cuando en una cepa se describe poca variabilidad
morfolégica o no variable, debe tenerse en cuenta que la cepas se ha
analizado en un agar cuyas propiedades permitan de manera adecuada la

expresion de estos cambios morfoldgicos.

Otro punto interesante a destacar de los biofilm es su capacidad para
favorecer la conjugacion, apareciendo tasas aceleradas en comparacién con
sus correspondientes planctonicas. Esto sugiere que la evolucion por
transferencia horizontal de material genético ocurre rapidamente en el
biofilm bacteriano, constituyendo un lugar idéneo para la emergencia de
nuevos patdgenos por adquisicion de genes de resistencia antibidtica,
factores de virulencia y habilidades de supervivencia ambiental aumentadas.
La comparacion entre genomas de hongos patdgenos en humanos ha
revelado que algunos procesos genéticos han desarrollado un importante
papel en la adquisicion de los genes asociados a la virulencia. Asi, uno de
estos mecanismos es la duplicacion o expansion de familias de genes (genes
ALS, SAP...), que constituye una importante fuerza en la evolucion, aunque
también se ha comprobado que la transferencia horizontal de genes también
desempefia un papel importante en estos patégenos (Moran et al., 2011).
Hasta hace relativamente poco tiempo, se creia que C. albicans y las
especies de Candida no albicans relacionadas no poseian ciclo de
reproduccion sexual. Sin embargo, en la actualidad, se conoce que la
conjugacion entre individuos del género Candida es posible (Hull et al.,
2000). La configuracion genotipica o tipo conjugativo (“mating type”) viene
determinada por los genes localizados en el locus MTL (“Mating Type-

Like”). Asi, cepas homocigotas para el gen MTLa pueden conjugar con
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cepas homocigotas MTLa. La capacidad de conjugacion en C. tropicalis,
considerada hasta ahora asexual, fue descrita recientemente por Porman et
al., 2011, presentando un mecanismo similar al de C. albicans, pero
mostrando, a diferencia de esta especie, conjugacion eficaz tanto a 25°C
como a 37°C, ya que a 37°C las células en fase “opaque” presentan
inestabilidad a esta temperatura en C. albicans, produciéndose una
transformacion masiva a fase “white”. Para que sea posible la produccion de
conjugacion es necesario que la cepa sea homocigoto para el locus MTL.
Células diploides a y o adquieren una forma conjugativa competente,
resultando en la formacion de tetraploides a/o. En C. albicans, cepas
homocigotas para este locus presentan un sistema de cambio morfoldgico
bifasico conocido como “white-opaque”, aunque no todos los homocigotos
son capaces de modificar el fenotipo, y la heterocigocidad para el locus
MTL suprime la transicion “white-opaque”. Este sistema bifasico parecia ser
unico para C. albicans, asi como para su especie proxima C. dubliniensis,
sin estar previamente descrita en otra especie de hemiascomicetos. Los
estudios desarrollados en C. albicans en cepas “white-opaque” han
demostrado que este fenotipo facilita la conjugacion, cambiando de fenotipo
“white” a “opaque” para conjugar, ya que este Ultimo fenotipo es el
necesario para la conjugacion. Se cree que feromonas secretadas por las
células en fase “opaque” de tipo conjugativo opuesto o condiciones de
hipoxia o concentraciones elevadas de CO: estabilizan las células en fase
“opaque”, de ahi la importancia de los biofilms como nichos donde se
favorece la conjugacion. Otro factor determinante de la estabilizacién de las
a células en fase “opaque” es la temperatura, ya que a temperaturas bajas
permanecen estables, a diferencia de lo que ocurre a 37°C, donde las celulas
“opaque” son estimuladas a cambiar a fenotipo “white”, de ahi que la

conjugacion se limite a localizaciones externas del cuerpo humano, como la

320




Discusion

piel, o a reservorios ambientales, y siendo este dato fundamental a la hora de
estudiar in vitro esta propiedad en las diferentes especies de Candida.
Adicionalmente, presentan un metabolismo fundamentalmente oxidativo,
mientras que las células en fase “white” expresan un metabolismo
fermentativo (Ramirez-Zavala et al., 2008). A su vez, la edad de la colonia
parece afectar igualmente la produccién de cambios fenotipicos, ya que con
mayores dias de incubacidn aparecen mas colonias con sectores opacos en la
periferia de las colonias. En las colonias blancas predominan las células
ovales, con morfologia levaduriforme normal. Las colonias opacas
contienen a su vez celulas mas alargadas, de doble tamafio que las de las
colonias blancas, y tienen enorme importancia ya que esta forma es
competente para producir conjugacion. Porman et al., 2011, comprobaron
que C. tropicalis a su vez, exhibe una forma de cambio fenotipico “white-
opaque”, que regula un programa de reproduccion sexual, observando, al
igual que en este estudio que bajo una variedad de condiciones in vitro, las
colonias presentan de forma ocasional sectores diferentes del resto de la
colonia, indicativos de cambio fenotipico. En este estudio no se observaron
llamativas diferencias entre las células aisladas de los sectores de las
colonias y el resto de las células de la colonia. Sin embargo, Porman et al.,
2011, si observaron diferencias en la morfologia de ambas, al igual que se
observa en C. albicans. La transicion de fases en C. albicans es identificada
en agar conteniendo phloxina B, que tifie las células en fase opaca de rojo
(Anderson y Soll, 1987), aunque otras tinciones como rojo metilo 0 medio
con bismuto también se han utilizado con este fin. Sin embargo, a diferencia
de lo que ocurre con C. albicans, la tincion de las colonias en fase opaque
no se distinguid utilizando phloxina B en las cepas de C. tropicalis del
estudio. Estos datos coincidirian con los publicados por Portman et al.,

2011, que demostraron cémo otras tinciones como fluoresceina-isocianato-
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concanavalina A (verde) (FIAC-ConA) y rodamina-concanavalina A (rojo)
que tifien especificamente homocigotos MTLa y MTLa en células en fase
“opaque”, respectivamente, SON necesarias para la adecuada visualizacion de
la fusion entre los dos tipos celulares, ya que es su estudio tampoco
observaron utilidad de la phloxina B para este fin. La conjugacion en C.
albicans ocurre de manera similar a la acontecida en S. cerevisiae. Asi, en
respuesta a feromonas liberadas desde el tipo conjugativo opuesto, las
células forman un tubo de conjugacién. Cuando los tubos de tipos
conjugativos opuestos coinciden, fusionan sus apices, hacia donde migran
los nucleos celulares. En C. tropicalis se ha observado un mecanismo
similar de polarizacion de las proyecciones celulares hacia la célula del tipo

opuesto en respuesta a feromonas.

En este estudio se procedié por Gltimo a la determinacién mediante
PCR de la presencia de los genes MTLa y MTLa en C. tropicalis, con el fin
de estudiar si las cepas incluidas en el estudio presentaban heterocigocidad u
homocigocidad para los mismos. De las 28 cepas estudiadas, 20 (71,4%)
resultaron heterocigotas para los genes MTLt (MTLa/MTLa). De las cepas
gue mostraron homocigosis para el locus MTLt, s6lo una cepa resultd
positiva para MTLa, siendo positivas solo para el gen MTLa el resto de las
mismas. Siguiendo esta linea, Martinez-Zavala et al., 2008, también
encontraron que solo una minoria de las cepas de C. albicans de su estudio
resultaron homocigotas para MTL, considerandose por tanto que la
heterocigocidad constituye en general la forma predominante. Este Gltimo
dato hace pensar que el cambio fenotipico “white-opaque” ocurre solamente
a una frecuencia muy baja, y por tanto, la probabilidad de que células en
fase “opaque” de fenotipos conjugativos opuestos coincidan de forma

natural para permitir la conjugacién y el intercambio genético es muy baja,
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siendo fundamental entonces como se menciond anteriormente la formacion
del biofilm. Para que las células en fase “opaque” de diferente fenotipo
conjugativo entren en contacto, las células en fase “white” forman biofilms,
inducidas por las feromonas secretadas por las células “opaque”, sirviendo
asi de nicho conjugativo. Sin embargo, existen condiciones ambientales que
inducen la transformacion en masa de células hacia la fase “opaque”, no
siendo necesario en este caso la formacion de biofilm. Al intentar
correlacionar esta variabilidad con el resto de los factores de patogenicidad
estudiados, en términos generales, cabe destacar la ausencia o bajo grado de
filamentacion (excepto para una cepa) presentado por las cepas
homocigotas, asi como su bajo grado de formacién de biofilm (éste ultimo
resulté no estadisticamente significativo en relacion con las cepas
heterocigotas). Sin embargo, para el resto de los factores como la HSC, la
adherencia inmediata y tardia o el crecimiento, tanto a 37°C como a 22°C,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo

de cepas heterocigotas y el grupo de cepas homocigotas para el locus MTL.
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En funcion de los datos analizados en esta tesis doctoral en relacion
con los mdltiples factores de patogenicidad presentados por la especie C.
tropicalis, se puede afirmar que la capacidad de producir enfermedad
presentada por la misma no puede ser atribuida a un Unico factor, sino que
deben valorarse en conjunto y de manera combinada los multiples factores
gue globalmente presenta esta especie, ya que como se ha observado en este
estudio, existen amplias correlaciones entre ellos, dependiendo en muchas
ocasiones unos de otros, siendo necesaria su actuacion de manera
combinada y coordinada en los diferentes estadios de la infeccidon. Hasta
ahora, la mayoria de los estudios realizados en levaduras del género
Candida se encontraban centrados principalmente en C. albicans. Sin
embargo, y debido al aumento que se ha venido observando en las Ultimas
décadas en la frecuencia de las infecciones causadas por diferentes especies
de Candida no-albicans, resultan necesarias amplias revisiones e
investigaciones acerca de la virulencia de estas nuevas especies, debiendo ir
dirigidas fundamentalmente a dilucidar la cascada de patogenicidad que
tienen lugar in vivo durante la infeccién y a establecer las asociaciones
existentes entre los diversos eventos patogénicos que ocurren durante la

misma .
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De los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral al estudiar las 29
cepas de C. tropicalis incluidas en la misma, se obtienen las conclusiones

gue se enumeran a continuacion:

1. C. tropicalis representd el 8,9% del total de las candidurias
detectadas en el Complejo Hospitalario Universitario de Badajoz
durante el periodo de tiempo estudiado, situandose como la segunda
especie identificada del género Candida productora de candiduria

tras C. albicans.

2. C. tropicalis presenta actividad esterdsica media-alta a 22°C;
actividad aspartil proteasa y hemolitica media-baja y actividad
fosfolipasa baja-nula a las dos temperaturas. La lectura a las 72

horas permite discriminar mejor la actividad enzimatica.

3. Todas las cepas son adherentes a plastico a las dos temperaturas. La
adherencia tardia fue similar a la adherencia inmediata a 37°C,

presentando valores superiores a 22°C.

4. C. tropicalis es hidrofébica a ambas temperaturas, con valores de
HSC dentro de un amplio rango a 37°C con predominio de cepas

altamente hidrofobicas, alcanzando niveles mayores a 22°C.

5. A 37°C, la adherencia inmediata y la adherencia tardia presentan

buena correlacion con la HSC. A 22°C sin embargo, no se puede
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7.

8.

10.

establecer, ya que al presentar todas las cepas valores elevados de

adherencia e HSC, no se observa linealidad.

C. tropicalis es capaz de filamentar en RPMI-1640. El grado de
filamentacion es variable en funcion de la temperatura y del tiempo
de incubacion, alcanzando el mayor grado de filamentacién a 37°C a

las 96 horas.

A 22°C, el crecimiento plancténico fue més lento que a 37°C, siendo
necesario esperar 96 horas para alcanzar la fase estacionaria; a 37°C,
ésta se alcanzd a las 24 horas. Sin embargo, el crecimiento a 22°C
resulté mayor para las 96 horas que a 37°C. A 37°C se alcanzo
maduracion del biofilm en las primeras 24 horas, mientras que a

22°C fueron necesarias 96 horas de incubacion.

Todas las cepas presentan produccidon de la adhesina Alstl en células
planctonicas y una sobreexpresion de la misma en las células del
biofilm. No hay diferencias significativas entre las cepas altamente

formadoras y las poco formadoras de biofilm.

El calculo del indice de Slime es util para la valoracion de la

formacion de biofilm cuando el crecimiento es bajo.
La determinacion de la formacién de biofilm mediante el estudio de

la actividad metabdlica mitocondrial del biofilm formado (XTT) fue
superponible a la determinacién por DO.
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11.

12.

13.

14.

15.

No se encuentra correlacion entre la formacion de biofilm y la HSC,
ni con la adherencia inmediata y tardia, a las 24 y 96 horas de

incubacion, tanto a 37°C como a 22°C.

Las cepas con mayor nivel de filamentaciébn muestran a su vez
mayor capacidad de formacion de biofilm a ambas temperaturas, asi
como de hidrofobicidad a 37°C, no encontrandose diferencias

significativas con la adherencia tardia, ni con el crecimiento.

En general, las cepas que tuvieron menor crecimiento coincidieron
con las cepas mas formadoras de biofilm, presentando todas a su vez
una elevada capacidad de filamentacion. Se aprecié sin embargo,
que los valores mayores de actividad metabdlica del biofilm
correspondian en su mayoria a las cepas con mayor nivel de

crecimiento.

C. tropicalis es capaz de crecer y de producir biofilm en orina
artificial estéril utilizada como medio de cultivo, con una produccion
variable entre las diferentes cepas, asi como en relacion con el medio
RPMI-1640 utilizado. EI 50% de las cepas presenta mayor indice de
Slime en orina artificial en comparacion con el medio RPMI-1640.

La capacidad de formacién de biofilm en orina artificial estéril de
aislamientos de C. tropicalis de origen urinario, fue similar en
catéter Foley y en placas de poliestireno. Se obtuvo una menor
recuperacion de unidades formadoras de colonia/ml en las cepas
productoras de biofilm sobre catéter urinario de latex que en las no

productoras de biofilm.
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16.

17.

18.

19.

Las cepas de procedencia urinaria presentaron tanto a 37°C como a
22°C valores més elevados de hidrofobicidad y de adherencia tardia
(@ 22°C) que las cepas de origen no urinario. La produccion de
biofilm resulté también mayor. El perfil enzimético es similar al del
resto de los aislados, excepto la actividad fosfolipasa a 22°C para 72

horas, que resulté menor para las cepas de origen urinario.

C. tropicalis presenta una gran variabilidad fenotipica en la
morfologia de las colonias (“switching” fenotipico). En atmosfera
enriquecida con CO., las colonias son mas aplanadas y extendidas,
con morfologias similares a las detectadas sin la presencia de CO»,

aungue la mayoria de las cepas presenta una menor variabilidad.

De los aislados clinicos de C. tropicalis, una minoria presenta
homocigosis en el gen MTL necesario para la conjugacion. De las 8
cepas que mostraron homocigosis para el locus MTLt, s6lo una cepa
fue homocigota para MTLa, siendo el resto de ellas homocigotas

para el gen MTLa.

En las cepas homocigotas para el locus MTL cabe destacar la
ausencia o bajo grado de filamentacion (excepto para una cepa), asi
como un bajo grado de formacion de biofilm. No se encuentran
diferencias significativas entre el grupo de cepas heterocigotas y el
grupo de cepas homocigotas para el locus MTL para la HSC, ni para
la adherencia inmediata y tardia, ni para el crecimiento a 37°C y
22°C.
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20. En funcion de los datos analizados en esta tesis doctoral en relacion
con los multiples factores de patogenicidad presentados por la
especie C. tropicalis, se puede afirmar que la capacidad de producir
enfermedad presentada por la misma no puede ser atribuida a un
Unico factor, sino que deben valorarse en conjunto y de manera
combinada los multiples factores que globalmente presenta esta
especie, ya que como se ha observado en este estudio, existen
amplias correlaciones entre ellos, dependiendo en muchas ocasiones
unos de otros, siendo necesaria su actuacion de manera combinada

en los diferentes estadios de la infeccién.
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Tabla 39. Resultados de HSC, adherencia y biofilm de 30 cepas de C. tropicalis a 37°C y 22°C.

37°C 22°C Estadisticos
NCcepas+ Rangos Media NCcepas+ Rango Media p R?
HIDROFOBICIDAD 17.4443.72 - 64.25+4.00 -
%) 30 91.18+2 89 64.04+21.25 30 98.26+0 90 89.08+8.24 | <0.005  0.367
ADHERENCIA
(DO) 30 0.06+0.01 - 0.12+0.03 0.1040.02 30 0.08+0.02 - 0.15+0.03 0.11 +0.02 >0.05 0.073
-15 min
-24h 30 0.05+0.02 - 0.16+0.04 0.10+0.03 30 0.11+0.04 - 0.19+0.10 0.15 +0.02 <0.005 0.003
CRECIMIENTO
(DO) 30 0.80+0.23 - 1.09+0.04 0.96+0.08 30 0.39+0.07 - 1.06+0.14 0.82 £0.13 <0.005 0.171
-24h
-96 h ] 30 0.96+0.02 - 1.16+0.09 1.06+0.06 30 1.07+0.06 - 1.34+0.03 1.23+0.71 <0.005 0.357
FILAMENTACION
Nivel a 24h 23 1-2 1.7 13 1-2 1.4
Nivel a 96h 26 1-2 1.9 17 1-2 1.47
B|O|f|2L4|\é|-DO 27 0.14+0.01 - 0.99+0.14 0.52+0.29 17 0.18+0.01 - 0.75+0.16 0.49 +0.22 >0.05 0.160
- 96h 28 0.1940.07 - 1.01+0.05 0.48+0.27 27 0.19+0.11 - 1.19+0.01 0.68 +0.36 <0.05 0.202
13.61+0.31 - 16.27+1.68 -
IS-DO-24h 27 109.82+3 16 55.43+30.46 21 110.7543 01 56.21+35.23 | >0.05 0.417
12.69+0.98 - 14.54+8.64 -
IS-DO-96h 28 104.1445 09 46.96+29.18 27 122 13+38.05 57.25+33.23 | >0.05 0.339
BIOF_I IQZI]'XTT 28 0.35+0.09 -2.14+0.25 1.03+0.47 20 0.34+0.12 - 2.40£0.53 1.07 £0.61 >0.05 0.473
- 96h 29 0.20+0.22-1.25+0.17 0.60+0.29 30 0.38+0.27- 2.37+0.18 1.03 £0.63 <0.05 0.221
18.72+9.1 - 33.93+£17.37- 125.88
IS-XTT-24h 30 53 63442 1 104.13+57.17 23 305.62452 9 1 86.44 >0.05 0.647
15.94+18.4- 31.01+15.94-
IS-XTT-96 h 29 118.62422 6 57.93+£29.54 29 996.74470.7 93.73 £58.74 | <0.05 0.331
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Tabla 40. Diferentes morfotipos de C. tropicalis, a 25°C, sin CO.. Rango de frecuencia de morfotipos segun los diferentes estudios.

Elevada, Elevada, lisa, Elevada, _Elevada, Oscura con Oscura con Mixta, Clara
. . lisa, oscura, X . Clara, Clara, Clara
Cepa/ lisa, oscura, borde | lisa, oscura, ; segmento, segmento, rosa lisa- | Colonia - grande Doble
. sin borde . - sin con grande
Morfot centro claro con sin borde sin con oscuracon | endiana | . . con halo
- claro, con . . . filament | filament rosa
oscuro filamentos claro : filamentos filamentos | filamentos segment
filamentos
CECT
1440
12,5-44,4% 22,2-60% 0-37,5% 0-50%
66,7-100% 0-33,3% 0-16,7%
367 0-1,7%
0-33,3%
- 0,
0- 66,7% 0-40,0% 0-50,0%
0- 33,3%

87,3-98,2%

0,6-4,5%

0-2,7%

0-4,5%
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373
96,0- 99,4% 0-1,0% 0-0,9% 0-.5%
379
6,1%
381
0-1,3% 0-0,9% 0- 0,5%
404 u E
0-0,4%
0,
0,2-76,3% 99,2%
95,8- 98.7% 1- 4,2%
0-76,7% 22.0-857% |  0-6,5% 0-1,9% 0-6,8% | 0-1,2% 0-1,8%
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413 0-0,3%
72,5-100%
416
419
421
0-98,9%
0-96,9%

90,4- 97,6%

0- 0,4%
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O

0-7,7%

434

87,9- 97,5% 0- 3,2% 0- 0,6%
435

92,3-97,5%
436

0-. 95,4%
438 0-1,4%
58,3-98,4%

440

80,4-98,8%

0,8-18,3%

0,9-1,7%

0- 0,4%
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441
37,5-88,0%
442 o Q 0-82,3%
0- 77.8% 0-29.2%
443
0-1,0%
93,9-98,5% 0- 0,6% 0,5-5,1% °
444
83,0-985% | 0-152 % 0,5-1,2% 0-1,2% 0- 0,5% 0,6%
445 0-0,4% u
o 04- | 0-0,4%
537-92,6% | 45-105% | 19,9- 27,5% 1.2%

1,1-4,1%
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0-0,9%

0-1,8%

446
57,1-85,7% 0,6-8,1% | 8,3-18,8% | 1,4-152%
447
2,5- 98,4%
448 0-1,5%

84,9-96,1%

2,4- 8,0%

0-1,0%

0,5-
1,2%

0- 0,3%

VI
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Tabla 41. Diferentes morfotipos de C. tropicalis, a 25°C, con CO2. Rango de frecuencia de morfotipos segun los diferentes estudios.

Elevada | Elevada | Elevada, Mixta
Elevada . . . . Oscura
. lisa, lisa, lisa, . Lisa, Oscura rosa Clar | Dobl
lisa, . Lisa, con . Clara | Clara | Clara
Cepa/ oscura, | oscura, | oscurasin plana, con lisa- En . peq, | halo, | Doble
oscura, . plana, segmento . sin con grand
Morfot borde sin borde oscura | segmento oscura | diana | . . con | con halo
borde oscura - . con filam. | filam. rosa ;
claro borde claro, filamen | no filam. . con segm | filam
claro . . filam. .
filament claro filamentos filam
et | o 7e S [) o
1440 | 075% - 0-
0-63,6% 0-100% 0-50% | gy
0-
- 0, - 0, - 0,
365 0-78,6% 0-100% 0-36,4% 22.2%
367
0-25% 0-
97% 97,1%
25,0%
0_
368 80%
- 0,
66.7% 0-100%
0-
372 2,3%

2,1-35%

0-3,4%

65-98%

VIl
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373 a
0'0 84,1-
3,4% 98,7%
0-
379 L8%
381 0-0.4%
32,2% :
0-100% 0-1,0%
404
0,5%
405
0_
-0,
408 0-2% 0.9%
0-2.7 69-94%

VI




Anexo Il

0-
-7.09
413 0-7,0% 10.5%
0-1,9% | 0-4,8% 11,6-
-88.49 ' ' 9 '
0-88,4% 0% 97.5%
\
0-
-25 89
416 0-25,8% 0,3%
0-7,5% 0-
-92 49 ,
0-92,4% 100%
0-
419 1.9%
56,4-
-38.59 519 '
0-38,5% 0-5,1% 100%
421
0-
0,4%
61,9-
96,2%
0-
429 1.9%
83,5-
-16.29 :
0-16,2% 94.5%
0-8,4%
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O-
432 290
86.5- 0-
97.8% 1,0%
434
81.1- - 0,5-
96,60 | 06:8% 3.8%
f
O_
435 e :
89-
- 0,
0-3,3% e
436
1.3%
438

0-24%

0-0,8%

71,1-
96,7%
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440 0-5,8%
92,2- 0-
99,1% 0.6%
4.7%
48- 0-
441 53.5% 21,7%
- 0,
0-14,3% 95,2%
442 | 0-100% E
0- 0
o 0-100%
O_
- 0,
443 H 0-0,5% 0,5%
0-97,1% 1.1- 0
- 0-98,0%
444 0-5,5%
O-
0-92,9% 0,8-2.9% | 0,8-2.5% 0.4%
0- 0-
445 . 0,7% 0,4%
0-9,8% 0-0.4% 0-6 2% 64,6-98

6,2%

Xl
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4.7-
27,0

0-0,9%

43,7-
92,6%

446
43,7- . 4,4- 0- 0- 0-
9350 | 0-34% 51,29 | 11,5% 11% | 1,1%
0,9-
18,4%
0- 0-
447 04% | 0,7%
2,0-
28,4%
448
88,4-
94,4% 3,7%

Xl
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