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1. Introduccion

1.1. Contexto epidemioldgico de las infecciones fuingicas invasivas

Las infecciones fungicas invasivas (IFlI) se han convertido en un problema de relevancia
creciente desde el inicio de la década de los 1980. En esos primeros afos, se produjo un
incremento generalizado de los casos de infeccién fungica tanto invasiva como superficial.
Estos casos estaban ligados fundamentalmente con la aparicion de la infeccién por el VIH.
Durante este periodo, las micosis invasivas mds prevalentes en el mundo occidental fueron
la candidiasis diseminada, la criptococosis meningea o la neumonia por Pneumocytis
jirovecci, estando todas ellas asociadas con el déficit de inmunidad celular provocado por la
infeccidn por el VIH. De hecho, una cuarta parte de las enfermedades definitorias de SIDA
(incluidas en la categoria C de la clasificacion de la infeccion por el VIH propuesta por los
Centers for Disease Control -CDC- en 1993) son infecciones fungicas y de ellas, un 33% estan
causadas por levaduras del género Candida (Castro et al., 1993; Hermoso et al., 2000).
Afortunadamente, durante la década de los 1990, la disponibilidad clinica de nuevos
farmacos antifingicos, como el fluconazol, y la implantaciéon y generalizacién de la triple
terapia antirretroviral, supuso un cambio en la epidemiologia descrita, al favorecer el
control de la infeccion por el VIH y la disminucién del nimero de casos de infecciones
fungicas, al menos en el mundo occidental, pero quedando aun hoy en dia un largo camino

por recorrer en los pal'ses con Menos recursos econdémicos.

A pesar de los avances descritos, a finales de la década de los 1990 se observé un nuevo giro
epidemioldgico en la dindmica de las IFl. La mejora de las técnicas en los procedimientos
médicos y quirdrgicos asociados a los trasplantes (de érgano sélido -TOS- o de precursores
hematopoyéticos -TPH-) junto con el uso de farmacos inmunosupresores empleados para
evitar el rechazo y la enfermedad injerto contra huésped (EICH), con una posologia éptima y
con menores efectos adversos e interacciones farmacoldgicas, permitieron incrementar la
supervivencia de los pacientes receptores de trasplantes. Sin embargo, también supuso un
aumento del niumero absoluto de IFl que comenzaron a ser un problema clinico afiadido

importante en el manejo de estos pacientes. Este hecho auspicid una revolucion en la
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terapia antifungica existente hasta el momento con la aparicion de nuevos triazoles
(posaconazol y voriconazol), la mejora de algunos farmacos antifungicos existentes
(anfotericina B liposdmica) o el descubrimiento de nuevas familias terapéuticas, como las
equinocandinas (anidulafungina, caspofungina y micafungina). El desarrollo y la puesta en
marcha de todos estos hitos han tenido una gran relevancia en el arsenal antifingico y las

guias terapéuticas actuales de las IFI (Aguado et al., 2011; Pappas et al., 2016a).

En resumen, seguimos teniendo pacientes con un déficit en la inmunidad celular en los
cuales se constata un aumento de las IFl. Sin embargo, hay al menos tres diferencias

importantes con respecto a la situacidon observada en el paciente infectado con el VIH:

1. La inmunodepresion en este tipo de pacientes se mantiene, en mayor o menor grado de
por vida ya que de lo contrario el paciente perderia la funcionalidad del érgano trasplantado
por rechazo.

2. Este riesgo mantenido conlleva el uso de medidas profilaxis antifungica por un tiempo
variable, pero habitualmente prolongado, en aquellos pacientes con una inmunidad celular
deficiente.

3. El uso de profilaxis antifungica mantenida favorece en los aislamientos clinicos la

aparicién de resistencias a los farmacos antifungicos.

Es por esto, que en diversas instituciones sanitarias exista una preocupacion creciente por
las IFI motivado no sélo por el aumento significativo del nimero de casos de infecciones del
torrente sanguineo causadas por hongos (fungemias), sino también por la constatacion de
un aumento paulatino de las resistencias a los farmacos antifingicos y la aparicion de
especies multirresistentes como Candida auris (Arendrup et al., 2008; Ruiz Gaitan et al.,
2017; Tortorano et al., 2013). Por si esto fuera poco, el incremento descrito no puede
atribuirse sélo a la mayor probabilidad de supervivencia de los pacientes graves, sino al
aumento de factores de riesgo tanto intrinsecos como extrinsecos asociados a la practica
clinica actual, que causan un aumento de esta manera tanto el numero de pacientes en
riesgo de desarrollar una infeccion, como en el nimero de los que después de superar una
infeccion bacteriana puedan desarrollar una micosis invasiva (Chow et al.,, 2008;

Hammoudetal., 2013; Luzzati et al., 2016).
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1.1.1 Epidemiologia basica de las infecciones flingicas invasivas

Los microorganismos mas frecuentemente implicados en las IFl, pertenecen a los géneros
Candida, Cryptococcus, Pneumocystis y Aspergillus, siendo la candidiasis invasiva la mas
frecuente con una incidencia mundial estimada de mas de 250.000 personas/afio y una tasa

de mortalidad global aproximada del 20% (Kullberg & Arendrup, 2015).

De entre las diversas presentaciones clinicas registradas en las infecciones invasivas por
levaduras del género Candida, la mds comun es la infeccién del torrente sanguineo
(candidemia). Paralelamente a lo descrito anteriormente, la incidencia de candidemia
también ha ido en aumento desde la década de los 1980, siendo considerada la cuarta causa
de infeccion del torrente sanguineo en el medio hospitalario, por detras de las bacteriemias
provocadas por Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (Grupo

de estudio EPINE, 2017; Quindds, 2014).

Desde un punto de vista epidemiolégico, las candidiasis invasivas suelen ser infecciones
asociadas a la asistencia sanitaria o nosocomiales, aunque existen situaciones (como la
aparicién de una fungemia secundaria a la perforacién de una viscera hueca abdominal por
traumatismo u otra causa) en las cuales, dichas infecciones pueden ser consideradas
infecciones comunitarias. Por ello, es importante considerar los antecedentes personales, la
historia clinica y los procedimientos realizados a cada paciente que sufre una IFl. La
subdivisién de las infecciones segln su origen en nosocomial, cuando el inicio de la infeccion
tiene lugar 72 horas después de la hospitalizacién, o comunitarias, cuando la infeccidn
comienza antes de los dos dias de ingreso, carece de sentido practico sin un examen
cuidadoso de la historia clinica y de las circunstancias relacionadas con la apariciéon y/o el
desarrollo de la infeccién. Asi, por ejemplo, un paciente intervenido de un procedimiento de
cirugia colorrectal puede acudir tras recibir el alta a un centro sanitario con una infeccidn
invasiva por Candida motivada por una dehiscencia de una sutura del procedimiento
anterior. En este caso, y aunque la infeccidn esté presente al ingreso, esta serd etiquetada
como infeccidon nosocomial siempre y cuando no hayan transcurrido mas de 30 dias desde el
dia de la intervencién quirurgica. Si ademas, tenemos en cuenta que la cirugia abdominal es

un factor de riesgo asociado al desarrollo de una IFl por Candida, este caso pone de
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manifiesto la relevancia epidemioldgica de la revisidn cuidadosa de la historia clinica del
paciente antes de catalogar el origen de una infeccidn flngica invasiva como comunitaria o

nosocomial (Horn et al., 2009; Pfaller MA & Diekema DJ, 2012).

Por ultimo, cabe sefialar que la incidencia de candidemia puede variar no sélo segln el tipo
de area de hospitalizacion o las caracteristicas del paciente, sino que también puede hacerlo
en funcién de la localizacion geografica y la poblacién de estudio. La incidencia de
candidemia registrada en Australia, Canada, Europa y América Latina es significativamente
menor que la observada en EEUU, donde se han descrito incidencias de entre 6 y 10 casos
por 100.000 habitantes. En los Paises Nordicos se han reportado incidencias de 1,4-5,7 casos
por 100.000 habitantes, en Canadd del 2,9 y en Australia de 1,8 casos por 100.000
habitantes. En los estudios realizados en otros paises europeos, las incidencias oscilan entre
los 1,4 y los 5,7 casos por 100.000 habitantes. Sin embargo, dos paises, Dinamarca y Espania,
representan excepciones en Europa porque las incidencias observadas de candidemia han
sido mas alta que las registradas en el resto de los paises europeos (Quindds, 2014).
Arendrup y colaboradores publicaron un estudio realizado en Dinamarca durante los afios
2004-2009 con una incidencia estimada de 8,6 casos de candidemia por 100.000 habitantes,
mientras que en el estudio multicéntrico realizado en Espafia durante 2010-2011 por
Almirante y colaboradores (2013) se mostrd una incidencia de 8,14 casos por cada 100.000

habitantes (B. Almirante, 2013; Arendrup et al., 2008; Quindds, 2014).

1.1.2. Distribucion de especies de Candida

Hay descritas mds de 100 especies distintas de Candida; sin embargo, entre el 95 y el 97%
de los episodios de candidiasis invasivas son causados por cinco especies: Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis y Candida krusei (Peman &

Salavert, 2013).

Candida albicans sigue siendo la especie mas comun y es responsable de un 40-70% de los
episodios de candidemia e IFl, en funcidon del servicio clinico de ingreso y las caracteristicas
clinicas, antecedentes personales y procedimientos realizados al paciente hospitalizado que

desarrolla la infeccidn (Guinea, 2014; Pfaller & Diekema, 2007).
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Sin embargo, la frecuencia de aislamientos clinicos de las especies de Candida causantes de
candidiasis invasiva estd en continuo cambio debido, principalmente, a la variabilidad
geografica en su distribucién, por lo que, es muy importante el conocimiento de la etiologia
local y la asociacion con determinadas unidades y servicios hospitalarios de las mismas. En Ia
ultima década, estudios realizados en diferentes regiones geograficas, mostraron cambios
epidemioldgicos con mayor frecuencia en la distribucion de las especies que causan
candidiasis, con una disminucion de incidencia de las candidiasis causadas por
Candida albicans y por el contrario un incremento de las candidiasis causadas por especies
diferentes de Candida albicans (Benito Almirante et al., 2005; Pfaller, 2005; Pfaller &
Diekema, 2007; Tortorano et al., 2013)

En paises de América del Norte, como Canada y EEUU, del centro y norte de Europa, como
Alemania, Austria y Suecia, Candida glabrata es |la segunda especie mds comun que causa
candidiasis, por detras de Candida albicans. Mientras que, en el Sur de Europa, Asia y Sur de
América, Candida parapsilosis es la especie predominante después de Candida albicans
(Figura 1.1) (Kullberg & Arendrup, 2015; Quindds, 2014). Esta diferencia en la etiologia de
las candidiasis invasivas es un factor de vital importancia para establecer el diagndstico
correcto y el tratamiento adecuado de estas infecciones. Las caracteristicas fisioldgicas y
propias de estas especies demoran el diagndstico y la potencial resistencia a los farmacos
antifungicos empeora el diagnéstico al retrasar la instauracién de la terapia mdas intensa

(Pappas et al., 2016; Pfaller, 2005).



8] Introducciodn

X

Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida tropicalis

Candida dubliniensis

Figura 1.1. Distribucién geogréafica de las especies de Candida diferentes a Candida albicans mas
frecuentes (Quindds, 2014).

Ademads del drea geografica, el tipo de paciente, asi como sus caracteristicas clinicas
también son factores que influyen en la distribuciéon y frecuencia de aislamiento de especies
del género Candida. Candida albicans es mas frecuente en pacientes mayores de 18 afos,
pero también se ha observado que la incidencia relativa de Candida parapsilosis es mayor en
los pacientes pediatricos (disminuyendo con la edad) y que Candida glabrata es mas comun

en pacientes con edades avanzadas (Quindds, 2015).

Existen otros factores de riesgo que se asocian con la aparicion de un episodio de
candidemia, aunque muchos estan en discusidon por ser controvertidos, ya que pueden ser
posibles variables de confusién en el desarrollo de una candidemia al estar asociadas a otras
variables y al efecto. Este es el caso de la influencia del uso de determinados antibiéticos,
algunas enfermedades de base o determinados procesos invasivos en el desarrollo de
candidemias por especies concretas, existiendo datos dispares en la literatura cientifica. Asi
por ejemplo, se ha asociado el uso previo de vancomicina y otros farmacos con candidemias
por Candida glabrata y Candida krusei (Lin et al., 2005), la diabetes con Candida tropicalis y
la cirugia toracica y abdominal con Candida guilliermondii (Hajjeh et al., 2004; Kao et al.,

1999).
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Por ultimo, cabe resaltar que Candida albicans y Candida parapsilosis predominan en las
candidemias en neonatos y lactantes, sobre todo en los recién nacidos con bajo peso
ingresados en la UCI neonatales. De hecho, en un estudio reciente en Espafia en pacientes
pediatricos, se observé un alto porcentaje de casos de candidemia por Candida parapsilosis
(46,5%) situandose por delante de Candida albicans (36,5%) (Peman, Cantdn, Linares-Sicilia,
et al., 2011). Asi mismo, ambas especies causan candidemias relacionadas con el uso de
dispositivos biomédicos y/o la administracion de nutricién parenteral (Guinea, 2014),
hechos que, aunados a las circunstancias epidemiolégicas anteriores, explican el interés
generado en torno al diagnodstico, tratamiento y control de las infecciones provocadas por

estas dos especies.
1.2. Complejo Candida parapsilosis
1.2.1. Generalidades

Candida parapsilosis es un hongo levaduriforme aislado por primera vez en Puerto Rico en
1928 por Ashford a partir de las heces de un paciente con diarrea (Benito Almirante et al.,
2006; Ashford B, 1928; Weems, 1992). En un principio se clasificé taxondmicamente como
una especie de Monilia, incapaz de fermentar la maltosa, a la que se denominé Monilia
parapsilosis para distinguirla de la especie mas frecuente, Monilia psilosis, nombre con el

gue inicialmente se denomind a la especie Candida albicans (Trofa et al.,2008).

Las células de Candida parapsilosis pueden presentar formas diversas (ovaladas, redondas o
incluso cilindricas) con un tamafio que oscila entre 2,5-4 um x 2,5-9 um. Las colonias tipicas
adquieren un color blanco, cremoso y de aspecto brillante en agar glucosado de Sabouraud,
mientras que el borde puede ser tanto liso como rugoso (Trofa et al., 2008). A diferencia de
otras especies, como Candida albicans o Candida tropicalis, Candida parapsilosis no forma
hifas verdaderas, pero si puede presentar tanto una fase de levadura como de pseudohifa
(Enger et al., 2001; Laffey & Butler, 2005). Existen evidencias de que éstas pseudohifas se
encuentran vinculadas a un conjunto especifico de aminoacidos, que parece ser responsable
de originar cambios importantes en su morfologia celular (Kim et al., 2006; Trevifio-Rangel

et al., 2012), lo que permite que Candida parapsilosis pueda adoptar diferentes fenotipos,
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exhibiendo colonias lisas/crateriformes o bien colonias con forma de crepé o concéntrica,
seglin se traten de levaduras o de pseudohifas, respectivamente (Trofa et al., 2008).
Candida parapsilosis es capaz de crecer sobre sustratos minerales que contengan fuentes de
carbono, como la glucosa u otros carbohidratos, nitrogeno, fosfato y azufre. Sin embargo es
incapaz de asimilar y fermentar la lactosa, lo que puede servir de ayuda para facilitar la

identificacion inequivoca de la especie en el laboratorio (Silva et al., 2011).

En la taxonomia fungica actual, se considera que Candida parapsilosis se trata en realidad de
un complejo de tres especies genéticamente relacionadas. Esta afirmacidn se sustenta en

una serie de ensayos moleculares que se resumen a continuacion.

En 1987, Scherer y Stevens propusieron la aplicacion de la técnica molecular Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) para el andlisis genético de aislamientos clinicos
de levaduras del género Candida y su posible aplicacién al estudio taxondémico vy
epidemioldgico de distintas especies. En los estudios realizados con esta técnica, se
descubrieron tres patrones de restriccidon diferentes para la especie Candida parapsilosis,
por lo que se sugirid que esta especie poseia una elevada variabilidad genética (Scherer &

Stevens, 1988).

Posteriormente, en 1992, Lehmann y colaboradores emplearon la técnica Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) y al igual que Scherer y Stevens (Scherer &
Stevens, 1988) encontraron tres patrones de bandas diferentes, que fueron clasificados
como tres grupos diferentes dentro de una misma especie (Candida parapsilosis grupo |,
Candida parapsilosis grupo Il y Candida parapsilosis grupo 1ll) (Lehmann et al., 1992). Estos
grupos genéticos dentro de Candida parapsilosis se asociaban con determinadas

caracteristicas patégenas y asociaciones clinicas (Cassone et al., 1995)

En 1998, Roy y Meyer basandose en estudios de homologia del ADN y en base a los patrones
de restriccion observados en estudios anteriores, confirmaron la existencia de tres
genotipos diferentes de Candida parapsilosis probablemente relacionados, que podrian
considerar especies (Roy & Meyer, 1998). Fue en el afio 2005, cuando se llevé a cabo una

reclasificacion, ya que se observé que el complejo a pesar de ser fenotipicamente idéntico
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poseia diferencias genotipicas relevantes. De manera que el grupo | paso a denominarse
Candida parapsilosis sensu stricto y los aislamientos que pertenecian a los grupos Il y IlI
pasaron a llamarse Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis respectivamente (Tavanti

et al., 2005).

1.2.2. Epidemiologia del complejo Candida parapsilosis

Candida parapsilosis es un microorganismo ubicuo en el medio ambiente natural, se
encuentra habitualmente como comensal en la piel y las mucosas de los seres humanos,
pero su habitat a diferencia de otras especies del género Candida, no esta restringido
exclusivamente como patdgeno humano obligado, ya que se ha aislado también de animales
domeésticos, insectos o de diversos habitats como el suelo y los ambientes marinos (Trofa et

al., 2008; van Asbeck et al., 2009).

Estudios recientes reflejan que de las tres especies descritas incluidas en el complejo
Candida parapsilosis, la especie Candida parapsilosis sensu stricto es la mas comunmente
aislada de candidemias producidas por este complejo, con porcentajes que oscilan entre el
75 y el 98% (Garcia-Effron et al., 2012; Miranda-Zapico et al., 2011), mientras que
Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis son mucho menos frecuentes, con porcentajes
entre el 1,4-23.5% (Blanco-Blanco et al., 2014; Garcia-Effron et al., 2012)y el 0,8-5,6%

respectivamente (Chen et al., 2010; Miranda-Zapico et al., 2011).

1.2.2.1. Epidemiologia global

Desde 1990 Candida parapsilosis ha mostrado un incremento paulatino en su incidencia
pasando a ser en muchos paises la segunda especie mas frecuente en infecciones del
torrente sanguineo. Segun datos del SENTRY Antimicrobial Surveillance Program de 2003,
Candida parapsilosis fue la segunda especie mds aislada en pacientes hospitalizados. En
América del Norte supuso el 15,5% de los aislamientos, el 16,3% en Europa y el 23,4% en
América Latina. Estos porcentajes sélo fueron superados por Candida albicans (51,5%,
47,8% y 36,5%, respectivamente) y Unicamente por Candida glabrata en América del Norte

(21,3%) (Messer et al., 2006; Trofa et al., 2008).
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En cuanto a las otras dos especies nuevas, Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis,
Lockart y colaboradores (2008) realizaron un estudio con cepas pertenecientes al ARTEMIS
Global Surveillance Study en el cual observaron una prevalencia del 6,1% para
Candida orthopsilosis y del 1,8% para Candida metapsilosis; sin embargo, esta prevalencia
variaba en funcién de la region estudiada. El porcentaje de Candida orthopsilosis aumentd
de forma global de un 4,5% en 2001-2004 a un 8,3% en los afios 2005 y 2006 (Lockhart,
Messer, Pfaller, & Diekema, 2008; Pfaller & Diekema, 2012). Estos datos contrastan con los
referidos por Tay y colaboradores (2009) en un estudio realizado en Malasia durante 2004-
2007 en el que observaron prevalencias superiores a las descritas tanto para
Candida orthopsilosis (23,8%) como para Candida metapsilosis (4,8%), poniendo de
manifiesto que la epidemiologia de las especies del género Candida en general y del
complejo Candida parapsilosis en particular, varian segln la localizacién geografica

(Miranda-Zapico et al., 2011; Tay et al., 2009).

No obstante, conviene destacar que con respecto a las especies cripticas pertenecientes al
complejo Candida parapsilosis, en la literatura cientifica hay muy pocos datos acerca de su
distribucién, asi como de su sensibilidad in vitro a los farmacos antifungicos (Cantén et al.,

2011; Lockhart et al., 2008; Miranda-Zapico et al., 2011; Tay et al., 2009)
1.2.2.2. Epidemiologia en Espaiia

En el estudio transversal multicéntrico FUNGEMYCA acerca de la epidemiologia de la
candidiasis invasora y la sensibilidad a los farmacos antifungicos realizado en Espanfia
durante los afios 2009 y 2010, en el que participaron 43 centros hospitalarios,
Candida albicans fue la especie predominante (44,7%), seguida de Candida parapsilosis
(26,6%), Candida glabrata (11,5%), Candida tropicalis (8,2%), Candida orthopsilosis (2,2%) y
Candida krusei (2%). Llama la atencién que la incidencia de Candida orthopsilosis superd a la
de Candida krusei. Teniendo en cuenta los datos mencionados en el apartado anterior, la
distribucién de las especies aisladas reveld diferencias sustanciales tanto por Comunidades
Autonomas (CCAA) (Figura 1.2) como segun el hospital estudiado. Candida parapsilosis se
aislé de manera mas notable en la Comunidad Valenciana (con una prevalencia del 40%) y

con una prevalencia sensiblemente inferior en Cataluiia (12%), difiriendo ambas de manera
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estadisticamente significativa de la prevalencia media estimada para el conjunto del Estado
(29%). El analisis de la distribucion de las especies en funcién de la unidad de hospitalizacion
determiné que Candida parapsilosis fue la especie predominante en los servicios de
neonatologia (46%) y de pediatria general (59%) (Peman, Cantdn, Linares-Sicilia, et al., 2011;

Peman & Salavert, 2013).

Andalucia Castilla Ledn
B ¢ abicansB C pamapsibsis [ C glabrata M C topicalis Bl Otrss especies

Cataluna Com. Valenciana Galicia Madrid

Figura 1.2. Distribucion de las principales especies de Candida aisladas en las comunidades

auténomas con mayor nimero de aislamientos, estudio FUNGEMYCA (Peman & Salavert, 2013).

En el estudio prospectivo poblacional sobre candidemia (CANDIPOP), realizado en Espafia
entre los afios 2010 y 2011 y en el que participaron un total de 29 hospitales, se
describieron datos similares a los observados en el estudio FUNGEMYCA. Candida albicans
(45,4%) continud siendo la especie mas prevalente seguida de Candida parapsilosis (24,9%),
Candida glabrata (13,4%), Candida tropicalis (7,7%) y Candida krusei (2%) (Puig-Asensio et
al., 2013).

En el estudio realizado en Barcelona durante 2002 y 2003 por Gomez-Lopez y colaboradores
(2008), se estimdé una prevalencia de Candida orthopsilosis del 1,4%, mientras que

sorprendentemente la prevalencia observada de Candida metapsilosis fue un poco superior
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(1,7%). Otros estudios han revelado una epidemiologia variable con el tiempo, como por
ejemplo en el estudio realizado en Cadiz durante 2007-2009 por Blanco-Blanco vy
colaboradores (2012) se obtuvo una prevalencia del 11,5% para Candida orthopsilosis
mientras que no se identificé ningun aislamiento de Candida metapsilosis. Por su parte,
Garcia-Effron y colaboradores (2012) en el estudio realizado en el Hospital Universitario y
Politécnico de la Fe de Valencia entre 1995 y 2007, determinaron una prevalencia del
23,54% para Candida orthopsilosis y un 2,05% correspondié a Candida metapsilosis. Por
ultimo, cabe destacar que en todos los estudios citados anteriormente, los aislamientos
correspondientes a Candida orthopsilosis correspondieron principalmente a pacientes
neonatos y pediatricos ingresados en la UCI (Blanco-Blanco et al., 2014; Garcia-Effron et al.,

2012; Gomez-Lopez et al., 2008).

1.2.3. Factores de virulencia

La patogénesis de la infeccién producida por Candida parapsilosis se fundamenta en la
participacién coordinada de diversos factores de virulencia de este microorganismo. De
entre todos los factores descritos, la adherencia a las células del hospedador, su capacidad
para formar biopeliculas y la secrecidn de ciertas enzimas hidroliticas junto con la capacidad
para transformarse de fase levaduriforme a pseudohifa («cambio fenotipico») son los que
desempefian los papeles mas relevantes en la patogénesis (Trofa et al., 2008; van Asbeck et
al., 2009).Estos factores han sido investigados ampliamente en Candida albicans; sin
embargo, su conocimiento y caracterizacion en el complejo Candida parapsilosis es

practicamente desconocido (Trofa et al., 2008).

1.2.3.1. Adherencia

Uno de los factores de virulencia vinculados a la colonizacion e infeccién por
Candida parapsilosis del microorganismo es su capacidad para adherirse a las células y
tejidos del hospedador, particularmente a las superficies mucosas. Ademas, el complejo
Candida parapsilosis tiene la capacidad para adherirse a la superficie de los dispositivos
biomédicos facilitando su colonizacién, asi como la formacion de biopeliculas, constituyendo

de esta manera un factor fundamental para la persistencia de la infeccién y favoreciendo la
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aparicién de candidiasis invasiva de brecha (Del Pozo & Cantdn, 2016; Trofa et al., 2008). La
hidrofobicidad de la superficie celular se ha asociado con la adherencia inicial de
Candida parapsilosis a las superficies abidticas (van Asbeck et al., 2009), asi como la
produccidon de biopeliculas se ha relacionado con la tendencia del microorganismo a

adherirse de forma persistente a catéteres biomédicos (Branchini et al., 1994).

1.2.3.2. Produccion de biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos adheridos a una superficie que estan
a su vez, embebidos en una matriz extracelular producida por el propio microorganismo.
Este tipo de crecimiento en comunidades microbianas es el mds prevalente de los

crecimientos microbianos en la naturaleza (Kuhn et al., 2002).

La mayoria de los estudios sobre la formacidon de biopeliculas se han efectuado con
Candida albicans. En esta especie se ha asociado su formacién con el cambio dimorfo de
levadura a hifa. La estructura de las biopeliculas producidas por Candida albicans muestran
dos capas celulares distintas: una capa basal fina, constituida esencialmente por levaduras, y
una segunda capa mas gruesa y menos compacta formada por hifas (Baillie & Douglas,
1999). Como ya se ha mencionado con anterioridad, Candida parapsilosis no produce hifas
verdaderas por lo que genera cuantitativamente menos biopelicula y esta posee una menor
complejidad que las biopeliculas de Candida albicans. Sin embargo, se ha observado que
ciertos fenotipos filamentosos de Candida parapsilosis son capaces de generar mas
biopelicula y son mas invasivos en agar que otras cepas que permanecen en fase

levaduriforme de forma permanente (Figura 1.3) (Laffey & Butler, 2005).
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1. Adherencia

2. Proliferacion

3. Dispersidn

3. Maduracidén

Figura 1.3. Etapas de la formacion de biopeliculas en Candida albicans(Modificado de Nobile &
Johnson, 2015).

Las biopeliculas de Candida parapsilosis pueden formarse sobre diversos dispositivos
biomédicos, incluyendo catéteres, valvulas protésicas y protesis articulares (Ramage etal.,
2006). Algunos aislamientos clinicos de Candida parapsilosis con gran capacidad de producir
biopeliculas se han asociado con la aparicion de brotes nosocomiales (Kuhn et al., 2004). No
obstante, conviene sefialar que siempre, con independencia del material o de la capacidad
para formar biopelicula, la formacion de la misma se encuentra precedida por la adherencia
a tejidos o dispositivos biomédicos, que tienen como resultado un cambio en la morfologia y
comportamiento del microorganismo (Trofa et al., 2008).

Las biopeliculas son un factor de virulencia importante para varias especies de Candida, ya
gue limita la penetracién de los farmacos antifungicos a través de la matriz, confiriendo una
resistencia a la terapia, ademas de servir de proteccién frente a la respuesta inmune del
hospedador. La diferencia exhibida por diferentes aislamientos de Candida parapsilosis para
causar lesiones en distintos tejidos parece estar influenciada por la habilidad del aislamiento
concreto para formar biopeliculas. Dentro de las especies de Candida, Candida parapsilosis

es la que presenta una mayor variabilidad, dentro de la especie, en produccién de
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biopelicula, y también muestra un amplio abanico en las presentaciones clinicas de las
infecciones que causa (Del Pozo & Cantén, 2016; Trofa et al., 2008).

De hecho, Song y colaboradores (2005) constataron que Candida parapsilosis sensu stricto
era la Unica especie del complejo capaz de producir biopeliculas. Sin embargo, un estudio
mas reciente de Lattif y colaboradores (2010) evidencié que tanto Candida orthopsilosis
como Candida metapsilosis son también capaces de producirlas y que la topografia de la
superficie de las biopeliculas generadas por las tres especies del complejo es muy similar y
se encuentra conformada por conglomerados de levaduras dispuestos irregularmente (Lattif

etal., 2010; Song et al., 2005; van Asbeck et al., 2009).

1.2.3.3. Cambio fenotipico

El «cambio fenotipico» es un fendmeno de inestabilidad fenotipica especifica, que permite a
las cepas cambiar su morfologia sin afectar a su genotipo, y aunque se ha estudiado
ampliamente en Candida albicans, también se ha observado en Candida parapsilosis (Enger
et al., 2001; Lockhart et al., 2008). Laffey y Butler (2005) encontraron que existe cierta
correlacién entre el cambio fenotipico y la formacién de biopeliculas, pero los mecanismos
moleculares que regulan este cambio en Candida parapsilosis aun se desconocen (Laffey &

Butler, 2005; van Asbeck et al., 2009).

1.2.4. Factores de riesgo asociados al complejo Candida parapsilosis

Ademas de los distintos factores de virulencia ya descritos, la mayoria de las infecciones
causadas por el complejo Candida parapsilosis pueden ocurrir sin colonizacidn previa de las
superficies mucosas o de la piel, siendo frecuente su transmisién horizontal a través de
fuentes externas contaminadas, sean éstas inanimadas o no (Trofa et al., 2008). Diversos
factores entre los que se incluyen) la capacidad selectiva del microorganismo de crecer en
soluciones ricas en glucosa (como las empleadas para la nutricion parenteral), su habilidad
para crecer y formar biopeliculas en catéteres y otros dispositivos biomédicos., la
produccidn y secrecién de proteinasas asparticas, su capacidad de diseminacidon nosocomial

(principalmente a través de las manos del personal sanitario) y la capacidad de persistir en
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el ambiente hospitalario, justifican el incremento registrado durante las Ultimas décadas de

las infecciones debidas a este complejo (Delfino et al., 2014; Magobo et al., 2017).

Los pacientes con enfermedades graves de base presentan un mayor riesgo de padecer IFl y
con las especies del complejo Candida parapsilosis no habitualmente se produce una
excepcion. Aquellos pacientes con inmunodeficiencias importantes, como los receptores de
trasplantes, los que estan infectados por el VIH, padecen cancer o han sido sometidos
recientemente a una intervencién quirdrgica (sobre todo del tracto gastrointestinal) tienen
un riesgo mas elevado de sufrir una infeccién por este complejo de especies. Ademas,
aquellos pacientes con otros factores de riesgo extrinsecos tales como catéteres venosos
centrales o algun otro tipo de dispositivos intravasculares que permanezca durante un
tiempo prolongado en el cuerpo, tienen un incremento adicional de riesgo de sufrir una
infeccidn invasiva por Candida parapsilosis (Trofa et al., 2008). No obstante, la poblacion
mas vulnerable para sufrir una infeccion nosocomial por dicho complejo, son los neonatos
con bajo peso. La colonizacion de la piel o el tracto gastrointestinal suele ser la primera
etapa de la infeccidn por Candida. Los neonatos de bajo peso son especialmente propensos
a la infeccién por especies del complejo Candida parapsilosis debido a la integridad alterada
de su piel, ademas de una mayor permeabilidad a los microorganismos del tracto
gastrointestinal y la necesidad del uso prolongado de dispositivos invasivos tales como
catéteres o intubacién endotraqueal que los predispone a la colonizaciéon. Asi mismo,
diversos trabajos han reflejado que el 23% de los neonatos sanos estaba colonizado por
Candida parapsilosis en la mucosa orofaringea, mientras que esta misma especie fue aislada
de aproximadamente un tercio de los neonatos con colonizacidon gastrointestinal por

especies del género Candida (Contreras et al., 1994; Saiman et al., 2001).

Diversos estudios también han reportado que las manos del personal sanitario son uno de
los principales vectores en la adquisicion exégena de Candida parapsilosis. Como un
comensal normal de la piel humana, este microorganismo plantea una grave amenaza para
aquellos pacientes que interactian con el personal sanitario colonizado, particularmente
cuando se viola el protocolo estandar para la higiene apropiada de las manos (Delfino et al.,

2014; Trofa et al., 2008). Aunque los porcentajes varian entre los estudios realizados,
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multiples trabajos han descrito que Candida parapsilosis es la levadura del género Candida
mas comUnmente aislada a partir de las manos de dicho personal (Delfino et al., 2014; Kuhn

et al., 2004; van Asbeck et al., 2007; van Asbeck et al., 2009).

En la Tabla 1.1 se muestran los principales factores de riesgo asociados con candidemia en

pacientes hospitalizados.

Tabla 1.1. Factores de riesgo de candidemia en pacientes hospitalizados (Modificado de Pfaller &
Diekema, 2012).

Factor de riesgo Posible papel en la infeccion

Agentes antimicrobianos (uso prolongado) = Promueven el acceso vascular y promueven la
colonizacién

Edad (< 1 afio, > 70 afios) Inmunosupresion

Enfermedades subyacentes Inmunosupresion
Procedimientos invasivos

Colonizacion previa Translocacién a través de la mucosa

Catéteres intravasculares permanentes Acceso vascular directo

(cve) Contaminacién

Nutricion parenteral Acceso vascular directo

Hiperglucemia

Contaminacién de los fluidos administrados
Cirugia gastrointestinal Ruta de infeccion

Disrupcién de la mucosa

Acceso vascular directo

Ventilaciéon mecanica Ruta de infeccidn

Estancias hospitalarias (UCI) Exposicion a los microorganismos patdgenos
Mayor exposicion a factores de riego

Quimioterapia Inmunosupresion

Disrupcién de la mucosa

1.2.4.1. Infecciones asociadas a catéteres y otros dispositivos biomédicos

La infeccién asociada a catéteres intravasculares centrales (CVC) es una causa frecuente de
candidemia. En el estudio EPINE de prevalencia de las infecciones nosocomiales en Espafia
realizado anualmente, se estimé que cerca del 50% de los pacientes hospitalizados son
portadores de un catéter vascular en algin momento de su estancia hospitalaria, y que la
prevalencia de la bacteriemia asociada a su uso oscila entre 2,5 y 3,4 episodios por cada

1000 pacientes ingresados. Generalmente, los microorganismos que producen con mayor
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frecuencia infecciones asociadas a CVC son comensales habituales de la piel, como es el
caso de estafilococos coagulasa negativos, algunas enterobacterias o el género Enterococcus
(Grupo de estudio EPINE, 2017). Sin embargo, en los ultimos afos se ha observado un
notable incremento de las infecciones asociadas a CVC producidas por levaduras del género
Candida, principalmente Candida albicans y Candida parapsilosis (Aguado et al., 2011;
Bouza E, Liflares J, Pascual, 2004). No obstante, existen pocos estudios relacionados con la
epidemiologia de las infecciones asociadas a dispositivos biomédicos por parte de especies
de Candida diferente de Candida albicans, asi como la existencia de biopeliculas en este tipo
de infecciones (frecuente en estas especies) y su posible asociacién con la cronicidad de las
mismas que en muchas ocasiones obliga al reemplazamiento de los dispositivos (Del Pozo &

Cantodn, 2016).

Actualmente, se proponen tres posibles vias de acceso de los microorganismos implicados
en infecciones relacionadas con el uso de dispositivos intravasculares (DIV) (Figura 1.4)

(Ferrer & Almirante, 2014):

1. Contaminacion de los liquidos de infusidn administrados por via parenteral.

2. Contaminacidn directa del catéter por contacto con las manos y del espacio
intraluminal.

3. Contaminacién de la piel adyacente al lugar de la insercién y la superficie

extraluminal.
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Paso 1: Manipulacion Paso 2: Transmision Paso 3: Colonizacion
del apésito y la via horizontal de del catéter y

venosa sin realizacion microorganismos diseminacion de

de higiene de manos ni desde las manos del microorganismos al
uso adecuado de personal sanitario al torrente sanguineo
guantes. catéter.

Figura 1.4. Eventos iniciales implicados en la contaminacion directa de una via venosa y generacion

posterior de una infeccion asociada a catéter (Modificado de Longtin et al., 2011).

De los tres mecanismos propuestos, la contaminacion de las soluciones para la nutricién
parenteral es hoy en dia la causa menos probable de infeccion hematégena debido al
desarrollo de la legislacion de medicamentos y productos sanitarios que establece la
realizacion de rigurosos controles para garantizar la esterilidad de estos productos. No
obstante, dentro de todos los productos disponibles para este fin, son las soluciones ricas en
lipidos las que presentan un mayor riesgo si no se cumplen las normas establecidas, ya que
pueden contaminarse por diferentes especies bacterianas o fungicas, principalmente

Candida parapsilosis o Malassezia furfur (Ferrer & Almirante, 2014).

El acceso del microorganismo desde la piel adyacente al lugar de la insercion del catéter es
la causa mas comun en la infeccién de los dispositivos intravenosos, principalmente en el

caso de catéteres de corta duracién (< 8 dias) (Ferrer & Almirante, 2014). Este mecanismo
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favorece la colonizaciéon externa del catéter y la posible formacidon posterior de una
biopelicula en la pared externa del mismo. Por el contrario, el uso inadecuado de las llaves
de tres vias y otros dispositivos de inyeccion acoplados al catéter favorecen la colonizacidn
del lumen por parte de los microorganismos presentes en las manos del personal sanitario y

la posible formacidn de biopelicula en la cara interna del mismo.

Considerando los criterios establecidos por los CDC de los EEUU, el Unico tipo de infeccién
que puede considerarse una infeccién relacionada a catéter (IRC) es aquella en la que
ademas de observarse sintomas clinicos claros de bacteriemia-fungemia y/o sepsis (fiebre,
escalofrios, etc.) sin otro foco aparente, se identifica la misma especie microbiana en el
cultivo de la piel circundante a la zona de insercion del catéter y en la muestra de la punta
del catéter, o bien entre esta Ultima muestra y el microorganismo aislado en el hemocultivo
de sangre realizado a través del catéter venoso (origen de la infeccion). Asi mismo, se puede
considerar una infeccién como asociada al catéter cuando la diferencia entre el tiempo de
crecimiento del hemocultivo obtenido a través del catéter (origen de la infeccién) y la via
periférica es superior a las dos horas (Centers for Disease Control (CDC)/National Healthcare

Safety Network (NHSN), 2017).

De acuerdo con estos criterios, el diagndstico microbioldgico de certeza del origen de estas
infecciones se realiza mediante técnicas de cultivo semicuantitativo y cuantitativo que
requieren la retirada del catéter. Sin embargo, estos métodos presentan limitaciones
porque no detectan ni permiten establecer las relaciones genéticas entre los aislamientos
clinicos y las diferentes especies microbianas aisladas, por lo que el diagndstico de las IRC
sigue siendo un reto y determinar que el catéter es la causa de la infeccién es crucial para

establecer un diagndstico correcto (Riboli et al., 2014).
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1.3. Control de las infecciones

1.3.1. Infecciones nosocomiales e infecciones asociadas a la asistencia sanitaria

Tal y como se esbozé en el apartado 1.1.1, se consideran infecciones nosocomiales aquellas
gue han sido adquiridas durante un episodio de asistencia hospitalaria (superior a 48 horas)
y que no estaban presentes ni durante el periodo de incubacién de las mismas, ni en el
momento del ingreso del paciente (Pujol & Limén, 2013). En Espafia, el estudio EPINE
realizado en 2016 estimé que alrededor del 6,84% (IC95% 6,64 — 7,05) de los pacientes
hospitalizados presentaban una infeccion nosocomial, estimandose que la prevalencia de
infeccion nosocomial adquirida en el presente ingreso fue del 5,50% (IC95% 5,32 — 5,69)

(Grupo de estudio EPINE, 2017).

Las infecciones nosocomiales mas frecuentes estan asociadas con procedimientos invasivos
y/o con el uso de dispositivos médicos, siendo las mas comunes las infecciones urinarias, las
infecciones de la herida quirudrgica, la neumonia y la bacteriemia primaria. Pero estos
procedimientos invasivos no son los Unicos factores responsables del desarrollo de las
infecciones nosocomiales, ya que el estado de salud del propio paciente también es de gran
relevancia, siendo la inmunosupresién el principal factor desencadenante de estas

infecciones (Pujol & Limén, 2013).

Las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria constituyen una importante causa de
morbilidad y mortalidad entre los pacientes. Por este motivo, es fundamental desarrollar
técnicas preventivas y de vigilancia con el fin de reducir al maximo el nimero de infecciones,
limitar todo lo posible la mortalidad y las secuelas en los enfermos y contener el gran gasto
econdmico que suponen estas para los centros sanitarios (Del Pozo & Cantdn, 2016; Pujol &

Limdn, 2013).
1.3.2. Brotes nosocomiales

Se considera un brote infeccioso a un aumento excepcional o inesperado en el nimero de
casos de una infeccién conocida o de nueva aparicién, con independencia de que los casos

se hallen agrupados en el espacio y/o el tiempo (Girard et al., 2003).
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La rapida identificacion de un brote infecciosos es esencial para disminuir al maximo la
transmisién del agente etioldgico entre los pacientes, ya sea por mediacién del personal
sanitario o de material contaminado. Para el adecuado manejo de un brote infeccioso, sea
nosocomial o comunitario, es necesario identificar la causa o fuente de la infeccidn,
mediante la recoleccién tanto de los aislamientos causantes de la infeccion como de los
presentes en el entorno del paciente (ambiente del hospital, el domicilio o la comunidad) y
los provenientes del personal sanitario, ya que como se ha comentado, estos ultimos juegan
un papel muy importante en la transmisiéon horizontal de clones microbianos entre
pacientes, sobre todo en el ambito de los distintos centros sanitarios (Girard et al., 2003;

Marcos-Zambrano et al., 2014).
1.3.3. Prevencion de las infecciones nosocomiales

La prevencién de las infecciones nosocomiales exige un programa integrado de vigilancia y
control basado en el esquema de transmisién de las infecciones que se resumen en la Figura

1.5. Este programa ha de incluir como minimo los siguientes puntos:

1. Limitar la transmisién de microorganismos entre los pacientes, realizando practicas
apropiadas de higiene de manos, uso adecuado de guantes y otras medidas de
barrera, técnicas de asepsia correctas cuando sean necesarias (insercién de
catéteres, realizacion de procedimientos quirurgicos, etc.) y procedimientos

adecuados de esterilizacién y desinfeccion.

2. Controlar los riesgos de origen ambiental y disponer de un manual y protocolo de

medidas a instaurar en caso de aparicién de algin elemento de riesgo de este tipo.
3. Usar de forma apropiada la profilaxis antimicrobiana en cirugia.

4. Evitar la malnutricidn en los pacientes y asegurar un buen control metabdlico en los

pacientes diabéticos.

5. Instaurar y/o potenciar los programas de vacunacién adecuados para los pacientes y

el personal sanitario.
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Reducir al minimo posible los procedimientos invasivos diagndsticos y terapéuticos
con el fin de limitar el riesgo de infecciones enddgenas y exdgenas asi como la

formacién de biopeliculas en los dispositivos médicos utilizados (Tabla 1.2).

Identificar de forma temprana las infecciones nosocomiales, asi como instaurar las

medidas adecuadas para su control y la vigilancia de brotes.
Prevenir la infeccion y colonizacidn microbiana del personal sanitario.

Mejorar las practicas de atencién al paciente y ensefiar buenas practicas al propio

paciente.
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AGENTES INFECCIOSOS
-Bacterias - Hongos
- Virus - Parasitos

WL TS, RESERVORIOS
PERSONAS SUCEPTIBLES - Personas (sobre todo colonizadas)
Cualquier persona, en especial -Agua
aquellas que reciben -Tierra
asistencia sanitaria - Animales / insectos

- Superficies sucias y/o conta

PORTAL DE ENTRA

- Rotura de la barrera cutdnea

DISEMINACION

- Solucién de continuidad de la piel

(incisiones, heridas...)

- Tracto respiratorio

- Mucosas

- Dispositivos invasivos (CVC ...)

(heridas abiertas ...)
- Aerosoles y gotas de Pliiffge
- Salpicaduras de fluidos biolégicos

MODO DE TRANSMISION
-~ - Contacto (directo o indirecto)
- Inhalacién (aerosoles y gotas)

- Ingestion

7

Figura 1.5. Recomendaciones para la prevencién de las infecciones asociadas a catéteres

(Modificacién de APIC. Break the chain of infection, 2016).
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Tabla 1.2. Recomendaciones para la prevencién de las infecciones asociadas a catéteres (Modificacion
de Ferrer & Almirante, 2014).

Educacion sanitaria
Llevar a cabo campaiias de educacidn sanitaria entre el personal en relacién al uso de catéteres
vasculares, procedimientos de inserciéon y mantenimiento, y medidas de control para la prevencién
de infecciones relacionadas.

Higiene de manos
El uso de guantes no excluye la higiene de manos, por lo que hay que instar al personal sanitario a
realizar una correcta higiene de manos.

Técnicas asépticas durante la insercion y el cuidado de los catéteres
Mantener una técnica aséptica para la insercidn y el cuidado de los catéteres.

Actuaciones sobre el punto de insercion de los catéteres
Antisepsia de la piel con una solucidn de clorhexidina al 2% antes de la insercion de los catéteres o
al manipularlos y cubrir con gasas el punto de insercién.

Retirada de los catéteres vasculares
Retirar los catéteres vasculares que no sean necesarios.
Evitar recambios rutinarios, especialmente de los CVC.

Recambio de los sistemas de perfusion
Recambio de los sistemas de perfusién en un intervalo no inferior a las 72 h. Los sistemas
destinados a la administracion de sangre se han de cambiar cada 4 h y los de administracion de
emulsiones lipidicas cada 24 h.

Accesos de inyeccidn intravenosos
Desinfectar los accesos de inyeccion antes de acceder al sistema, ya sea con alcohol al 70%, o con
una solucién de clorhexidina o yodada.

1.4. Resistencia a los farmacos antiftingicos

Existen diversas circunstancias que pueden explicar el cambio de tendencia y el incremento
de la infecciones debidas a especies de Candida diferente de Candida albicans, siendo
probablemente el uso generalizado de agentes antifingicos una de las principales causas
(van Asbeck et al., 2009). El estudio de la sensibilidad in vitro a los farmacos antifingicos
juega un papel importante tanto en la orientacidn terapéutica y seleccion de los agentes
antifungicos, como en el desarrollo de nuevos farmacos y en la vigilancia de las resistencias
microbioldgicas (nuevas y preexistentes) a los farmacos antifungicos mediante estudios

epidemioldgicos adecuados (Pfaller, 2005).

El tratamiento de las candidiasis invasivas se realiza considerando tanto criterios clinicos,

microbioldgicos, farmacoldgicos, el estado inmunolégico del paciente, las caracteristicas
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concretas de la candidiasis (etiologia, sensibilidad a los farmacos antifingicos, localizacion
organica, diseminacion, etc.) y las caracteristicas de los farmacos antifungicos disponibles
(administracion, metabolismo, eliminacion, interacciones con otros farmacos y toxicidad).
Todos ellos son importantes para la toma de una decisidn terapéutica adecuada (Quindds,

2015).

Aungque existen guias clinicas que incluyen el tratamiento de las candidiasis invasivas, no hay
consenso respecto al tratamiento de la enfermedad invasiva originada por
Candida parapsilosis (Aguado et al., 2011; Pappas et al., 2016a). Sin embargo, el manejo
terapéutico habitualmente incluye medidas generales como la extraccién de cualquier
dispositivo médico (catéter, proétesis, etc.), asi como la administracion de farmacos
antifingicos sistémicos (Tabla 1.3) (Trofa et al., 2008). Aunque Candida parapsilosis es
bastante sensible a la mayoria de los agentes antiflngicos disponibles (van Asbeck et al.,
2009). En la mayoria de las candidiasis invasivas se utiliza equinocandinas o anfotericina B
liposdmica y como alternativa y en caso de contraindicacion, reaccion adversa y/o

insuficiencia renal, se administra fluconazol (Pappas et al., 2016a; Trofa et al., 2008).

Las especies de Candida formadoras de biopeliculas, se caracterizan por presentar una
mayor resistencia tanto a los mecanismos de defensa del hospedador como a los farmacos
antifungicos. El estudio de la sensibilidad in vitro de las células sésiles de las biopeliculas
candidiasicas, muestra que las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los farmacos
antifungicos son mucho mds elevadas que las necesarias contra las células planctdnicas.
Diferentes estudios coinciden en que las biopeliculas por lo general son resistentes a los
azoles y sensibles a los equinocandinas y la anfotericina B; sin embargo esta actividad esta
influida por la especie de Candida y el tipo de farmaco, en el caso de Candida parapsilosis, |a
micafungina es la mas activa seguida de la anidulafungina y caspofungina (Del Pozo &

Cantdn, 2016; Perlin et al., 2017; Valentin et al., 2016; Ziccardi et al., 2015).
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Tabla 1.3. Grupos principales de farmacos antifingicos y su mecanismo de accion (Modificacion de
Murray et al, 2009).

Antifliingico Via Mecanismo de accion

Triazoles
Fluconazol Oral
Isavuconazol Intravenosa . . . i
Inhiben la enzima 14-a-dimetilasa del lanosterol
Itraconazol . .
dependiente de citocromo P-450
Posaconazol
Voriconazol

Equinocandinas

Anidulafungina Intravenosa
-g Inhiben la sintesis de glucanos de la pared celular del
Caspofungina N . .
. ) hongo, al inhibir la enzima 1,3-B-D-glucano sintetasa

Micafungina
Polienos

. Intravenosa Se une al ergosterol y provoca su dafio oxidativo directo
Anfotericina B L.

Topica en la membrana celular

Antimetabolitos
Flucitosina Oral Inhibicién de sintesis de ADN y ARN

1.5. Diagndstico de laboratorio

La identificacién microbioldgica de los aislamientos de Candida se lleva a cabo atendiendo a
criterios tanto morfolégicos, bioquimicos y fisioldgicos como genotipicos. A continuacidn, se
describen algunos de los métodos microbioldgicos convencionales y moleculares empleados

mas frecuentemente para identificar las tres especies del complejo Candida parapsilosis.
1.5.1. Métodos microbioldgicos convencionales

Los medios cromdgenos como CHROMagar Candida (Becton, EEUU) y ChromID Candida
(bioMérieux, Francia) son medios diferenciales utiles para la identificacién de algunas de las
especies del género Candida. El fundamento de los mismos se basa en la deteccion de
determinadas actividades enzimaticas mediante la hidrdlisis especifica de un sustrato
cromageno en presencia de un indicador de la enzima (Eraso et al., 2006; Linares-Sicilia &
Solis-Cuesta, 2007).La identificacién del complejo Candida parapsilosis empleando este

método puede ser complicada ya que las especies pertenecientes a este complejo pueden
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adoptar diferentes coloraciones que van desde el blanco al malva que no permiten su

identificacion presuntiva (Eraso et al., 2006).

La identificacion definitiva se efectua principalmente por las caracteristicas fisioldgicas o
bioquimicas de estas especies, mediante la utilizacién de ciertos métodos, como la galeria
bioquimica API ID 32C (bioMérieux). Este sistema de identificacion se basa en la capacidad
del microorganismo para asimilar de forma diferente los distintos carbohidratos u otras
fuentes de carbono, generandose asi un perfil bioquimico caracteristico y distintivo de cada

especie (Truant, 2002).

Sin embargo, el complejo Candida parapsilosis presenta una elevada variabilidad genética
con escasa variabilidad fenotipica. Este hecho condiciona la capacidad de los métodos
microbioldgicos convencionales para identificar de manera fiable las especies cripticas que
componen el complejo. Por ello, cada vez mas se recurre a técnicas moleculares, para
identificar y diferenciar de manera precisa entre Candida parapsilosis sensu stricto,

Candida metapsilosis y Candida orthopsilosis.

1.5.2. Métodos moleculares

Por lo general los métodos moleculares empleados para la identificacidn, son técnicas
basadas en el analisis del ADN mediante la reaccién en cadena de la polimerasa, referida a
ella como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction). Esta reaccién enzimatica
permite la amplificacién exponencial de fragmentos especificos de ADN(K.B. Mullis &

Faloona, 1987).

En las dltimas décadas la PCR se ha convertido en un método atractivo y relativamente
generalizado en la préctica clinica para la identificacion rdpida y fiable de diversos
microorganismos causantes de enfermedades infecciosas de interés clinico. En concreto
para la identificacion de especies fungicas comunes suelen emplearse las regiones
denominadas Internal Transcribed Spacers (ITS) que se componen de genes multicopia
dispuestos en tandem en regiones no codificantes que separan a las regiones codificantes
de las subunidades 18S, 5,85 y 26S del ARN ribosémico (Petti & Clinical and Laboratory

Standards Institute, 2008). El desarrollo de la PCR y el disefio de cebadores universales (ITS1,
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ITS4) han facilitado la investigacidén de las caracteristicas taxondmicas y filogenéticas entre

especies del mismo género (Figura 1.6) (Marcos-Zambrano et al., 2014; White et al., 1990).

ITS1
18SrARN ITS1 5.8SrADN ITS 2 28S rARN

L l 1TS 4
Internal transcribed spacers

Figura 1.6. Regiones Internal Transcribed Spacers (ITS).

Otro método molecular muy utilizado para la identificacién de levaduras es el denominado
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). En la PCR-RFLP, se amplifican
fragmentos especificos de ADN, que tras la PCR son tratados con endonucleasas de
restriccion que generan patrones de corte especificos. Las diferencias en las secuencias
nucleotidicas de las diferentes especies dardn lugar a un patrén de bandas caracteristico de

la especie (Orberd Ratdn, 2004).

La identificacion molecular del complejo Candida parapsilosis se centra principalmente en
técnicas basadas en el andlisis del ADN como ITS y RFLP. La mas empleada es la
amplificacidon de un fragmento del gen de la deshidrogenasa alcohdlica secundaria (SADH)
mediante PCR-RFLP. El producto de PCR resultante se digiere con la enzima de restriccion
Banl obteniéndose fragmentos cortos, que tras una electroforesis en gel de agarosa y
comparacion de los patrones de bandas obtenidos caracteristicos de cada especie, permiten
diferenciar entre las tres especies pertenecientes al complejo Candida parapsilosis (Marcos-

Zambrano et al., 2014; Miranda-Zapico et al., 2011; Tavanti et al., 2005)
1.5.3. Técnicas de tipificacion molecular

Los métodos de tipificacion comprenden una gran variedad de técnicas capaces de
comparar secuencias génicas de dos o mas cepas, de modo que se puede conocer la relacidn

filogenética entre varios aislamientos clinicos. La principal caracteristica de estas técnicas es
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qgue son capaces de diferenciar aislamientos clinicos no relacionados, con independencia de
si pertenecen a la misma especie microbioldgica, siendo muy Utiles para esclarecer el origen
de una infeccién y contribuir a su posterior seguimiento hasta que se consigue su
erradicacion. Las técnicas mas utilizadas para la tipificacion del complejo
Candida parapsilosis son el Sourthern Blot con sonda Cp-13, la amplificacion por PCR de
elementos palindromicos extragénicos repetitivos (Rep-PCR) y la espectrofotometria de
masas de desorcidn/ionizacién (MALDI-TOF) (Marcos-Zambrano et al., 2014). Sin embargo,
debido al elevado poder discriminatorio, reproducibilidad y fiabilidad de las técnicas de
genotipificacién basadas en microsatélites, comparado con las demas técnicas moleculares
de tipificacion, han convertido esta técnica de genotipificacidon basadas en microsatélites en
una técnica de referencia para la tipificacién de aislamientos de Candida parapsilosis sensu

stricto (Magobo et al., 2017; Romeo et al., 2013)

1.5.3.1. Microsatélites o Short Tandem Repeats (STR)

Los microsatélites, también conocidos como short tandem repeats (STR), son secuencias de
ADN compuestas por unidades nucleotidicas de entre dos y seis pares de bases repetidas en
tdndem un ndmero variable de veces y que se encuentran distribuidas ampliamente al azar
en el genoma de todos los organismos eucariotas (Garcia-Hermoso, 2016; Vadzquez-Lobo &

Morales-Garcia, 2014).

Se localizan de forma preferente en las regiones no codificantes del genoma vy, de forma
infrecuente, en las regiones codificantes. Se caracterizan por ser altamente polimorfos como
consecuencia de su elevada tasa de mutacion, por lo que son adecuados para su uso como

marcadores moleculares (Putman & Carbone, 2014).
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1.5.3.1.1 Clasificacion de los STR

Los loci microsatélites pueden variar en el tamafo de la unidad de repeticién, en el nimero
de veces que se repite/n la/s unidad/es y en las caracteristicas del patrén de repeticion.
Segun el numero de pares de bases que constituye la unidad de repeticidén, se pueden
diferenciar STR compuestos por repeticiones del mismo nucledtido (mononucleétidos), por
dos (dinucleédtidos), por tres (trinucledtidos) y asi hasta seis nucledtidos (hexanucledtidos),
siendo las mas comunes las repeticiones dinucleotidicas, trinucleotidicas vy

tretranucleotidicas (Selkoe & Toonen, 2006).

En cuanto al patrén de repeticién, los STR se clasifican en: compuestos, cuando estdn
conformados por dos o mas motivos repetitivos (ejemplo, TATATATATAGTGTGTGTGT);
perfectos o puros si estdn compuestos por un Unico motivo sin interrupciones (ejemplo,
TATATATATATATATA) y STR interrumpidos o imperfectos cuando un nucleétido o mas se
inserta entre el motivo repetitivo (ejemplo, TATATATACTATATATA) (Oliveira, 2006; Vazquez-
Lobo & Morales-Garcia, 2014).

1.5.3.1.2 Mecanismos de mutacion

El patron de mutacién de los microsatélites se debe, en la mayoria de los casos, a
alteraciones en su longitud, producidas tanto por la ganancia como por la pérdida de

nucledtidos que conforman la unidad de repeticion (Selkoe & Toonen, 2006).

La tasa de mutacion que presentan, va desde 102 hasta 10°® (promedio 5 x 10**) nucleétidos
por locus y por generacion (Oliveira et al., 2006). La elevada tasa de mutacion que presentan
(Oliveira et al., 2006; Schlétterer, 2000), se atribuye a diferentes mecanismos de mutacion
como:

1. Inclusidn de errores durante la recombinacion.

2. Fendmenos de entrecruzamiento desigual.

3. Deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion o reparacion del ADN.

El mecanismo de entrecruzamiento desigual puede tener lugar durante la recombinacién del

ADN, dando como resultado la pérdida de repeticiones en una de las cromatidas y ganancia
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de repeticiones en la homdloga (Oliveira et al., 2006; Vazquez-Lobo & Morales-Garcia,
2014). Sin embargo, algunos estudios han determinado la presencia de mutaciones en
regiones microsatélites en ausencia de recombinacion, sugiriendo que este no es un
mecanismo predominante en el origen de la variabilidad de los microsatélites (Oliveira et al.,

2006).

Durante la replicacién o reparacion del ADN, pueden ocurrir alineamientos erréneos por el
deslizamiento de la ADN polimerasa. Este fendmeno consiste en la formacion de
alineamientos erréneos por deslizamiento de la ADN polimerasa durante la extension de la
nueva cadena de ADN. Cuando el deslizamiento tiene lugar en la hebra nueva se produce un
incremento del nimero de repeticiones del microsatélite (insercién), mientras que cuando
el deslizamiento ocurre en la hebra molde hay un decremento del nimero de repeticiones
(delecidn) (Oliveira et al., 2006; Schlotterer, 2000; Wierdl, 1997). Se ha demostrado in vitro
que el deslizamiento de la polimerasa ocurre con una frecuencia muy elevada. Sin embargo,
existe una discrepancia importante entre el grado de mutaciones observado en estudios in
vitro e in vivo. Se cree que esta diferencia es debida a la presencia en in vivo de un sistema
reparador de errores. Se ha observado que un sistema de reparacién funcional, es capaz de

reducir la ratio de mutacidn en los microsatélites entre 100 y 1000 veces (Schlotterer, 2000).

1.5.3.1.3 Métodos de analisis de los STR

El ADN que rodea a la regién STR, denominada regién flanqueante, esta altamente
conservada (es idéntica) entre los individuos de una misma especie y, en algunas ocasiones
entre diferentes especies, lo que permite el disefio de cebadores especificos y la posterior
identificacion de los loci microsatélites mediante amplificacion por PCR (Selkoe & Toonen,

2006).

La utilizaciéon de PCR multiples permiten la amplificacion de varios loci simultdaneamente,
disminuyendo el tiempo de analisis (Edwards & Gibbs, 1994). Una reaccién multiple consiste
en combinar en una Unica reaccién todos los pares de cebadores especificos de las regiones

STR que se quieren analizar, junto con el resto de componentes de la PCR. Esta técnica tiene
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la misma especificidad y eficiencia que las PCR sencillas, siempre y cuando no existan

fendmenos competitivos en la reaccion (Mullis, 1991).

Los productos de PCR pueden ser detectados por electroforesis en geles de agarosa o de
poliacrilamida, o bien, a través de secuenciadores automadticos (electroforesis capilar)
(Vazquez-Lobo & Morales-Garcia, 2014). El analisis en geles de agarosa es relativamente
sencillo; sin embargo, tiene baja resoluciéon por lo que se recomienda su utilizacidn
Unicamente para verificar el éxito de la amplificacién. La electroforesis en geles de
poliacrilamida poseen un grado mayor de resolucidn y permiten la separacién de
fragmentos con diferencias de tamaio de hasta un par de bases; sin embargo, la técnica es
laboriosa y no esta exenta de cierta complejidad técnica (Vazquez-Lobo & Morales-Garcia,

2014).

Por su parte, la electroforesis capilar presenta una efectividad mayor, en comparacién con
las electroforesis mencionadas anteriormente, ya que permite la inyeccion, separacion y
deteccion de los fragmentos de un ndmero alto de muestras de una manera totalmente
automatizada. Los secuenciadores automdticos tienen la ventaja de no necesitar la
utilizacién de un gel como soporte, ya que en su lugar utilizan un polimero que se inyecta de
forma automadtica en un capilar antes de cargar la muestra. Como en estos secuenciadores
la disipacién del calor es muy efectiva, se pueden aplicar voltajes mayores en la
electroforesis, lo que se traduce en una reduccién del tiempo de analisis y una mayor

resolucién (Barron & Blanch, 1995; Vazquez-Lobo & Morales-Garcia, 2014).

En los secuenciadores automaticos, los fragmentos de PCR migran y se separan en funcién
de su tamafio. Estos equipos van a detectar dichos fragmentos a través de un laser de argon,
el cual detecta una sefial fluorescente que corresponde con cada alelo. Por ello, para que las
muestras puedan ser detectadas por el laser, es necesario que los productos amplificados
estén marcados con diferentes fluorocromos. En el caso de la genotipificacién de loci STR el
marcaje se realiza en el extremo 5' del cebador y sélo es necesario marcar uno de los
cebadores por cada locus estudiado, el Forward (FWD) o el Reverse (REV). Cuando estos, son

excitados por el laser, los fluorocromos emiten luz a diferentes longitudes de onda que es
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recogida por una camara fotografica CCD que convierte la informacién fluorescente en

datos digitales (Vazquez-Lobo & Morales-Garcia, 2014).

Con la inyeccidn de cada muestra en el capilar se carga un patrén interno que contiene
fragmentos de ADN con un tamafio molecular conocidos. Los equipos empleados para llevar
a cabo la electroforesis capilar presentan multiples capilares que permiten procesar hasta

96 muestras en paralelo (Butler, 1998; Dolnik, 1999).

Cada sefial fluorescente se representa como un pico de lectura, y serda el programa
informdtico, mediante un cdlculo de regresién y en base al tiempo de migracién de los
fragmentos del estandar interno, el encargado de determinar el tamafio en pares de bases

de cada uno de los alelos (Figura 1.7) (Butler, 1998).
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Figura 1.7. Ejemplo de regiones STR.
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1.5.3.1.4 ¢Por qué usar STR como marcador molecular para la tipificacion molecular de

Candida parapsilosis?

Los marcadores moleculares basados en el ADN se caracterizan por su capacidad para
evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia del ADN entre diferentes especies
permitiendo el seguimiento de estas a través de las sucesivas generaciones. Se han descrito
numerosas técnicas con este fin, entre las que destacan RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), STR (Short Tandem Repeat) o SSR (Simple Sequence Repeat). Sin
embargo, el poder de discriminacidn de la mayoria de estas técnicas en relacién a la
subtipificacion o identificacion de Candida parapsilosis es reducido y un numero
considerable de aislamientos no pueden ser diferenciados (E. C. van Asbeck et al., 2009).
Con el fin de soslayar este problema, se emplean los marcadores polimorfos de tipo
microsatélites (tales como STR), merced al alto poder de discriminacion y reproducibilidad
de esta serie de técnicas, lo que permite obtener una mayor discriminacién entre
aislamientos clinicos y ambientales de Candida parapsilosis (Lasker, 2006; van Asbeck,
2008). Entre las posibles ventajas del uso de un sistema de genotipificacion basado en

marcadores microsatélites cabe |la pena destacar que:

1. Son regiones de longitud corta por lo que se pueden amplificar a través de PCR,
incluso a partir de muestras de ADN escasas o degradadas, ya que el material

genético necesario no tiene que ser de mucha calidad (Selkoe & Toonen, 2006).

2. Son secuencias ampliamente distribuidas en el genoma y repartidas de forma mas o

menos homogénea (Forbes, 1995).

3. Son marcadores codominantes, lo que permite diferenciar entre microorganismos
homocigotos (alelos iguales para un mismo locus) y heterocigotos (alelos diferentes

para un mismo locus).

4. Presentan una elevada variabilidad (multialélicos).
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Poseen un elevado polimorfismo como consecuencia de su alta tasa de mutacién, y
por lo tanto un elevado poder de discriminacion entre individuos (Selkoe & Toonen,

2006).

Su analisis se lleva a cabo con métodos automatizados lo que permite la obtencién
de resultados reproducibles y la posibilidad de poder intercambiarlos entre

laboratorios.

Se puede realizar el analisis de varios marcadores (/oci) en una sola reaccién de PCR
(PCR multiple), reduciendo los costes econdmicos y agilizando la obtencion de los

resultados.

Todas estas caracteristicas han propiciado que el uso de protocolos de tipificacién molecular

de microorganismos basados en la amplificacion y analisis de fragmentos de regiones

microsatélites se haya extendido ya que presentan una multitud de caracteristicas

ventajosas frente a otros tipos de marcadores y técnicas de genotipificaciéon. En la

actualidad se ha empleado el analisis de los STR en Candida parapsilosis sensu stricto con

diferentes objetivos y en distintos campos de aplicaciéon entre los cuales merece la pena

resaltar:

1.

Elaboracién de mapas genéticos, con el objetivo de identificar la localizacidon de
genes de interés, principalmente aquellos implicados en determinadas

enfermedades.

La genotipificacion de cepas pertenecientes a una misma especie o especies

diferentes

La realizacion de estudios filogenéticos para estudiar bien la variacién genética o las
relaciones evolutivas entre aislamientos, asi como identificar la presencia de

aislamientos clonales dentro de una serie de muestras.

La identificacién de brotes hospitalarios, asi como su control y el seguimiento

generacional de las infecciones.
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1.5.4 Lla tipificacion molecular en el estudio de brotes nosocomiales por

Candida parapsilosis

Como ejemplo y compendio de lo mencionado con anterioridad, cabe destacar que se han
realizado estudios relacionados con brotes nosocomiales causados por especies del genero
Candida, siendo especialmente relevantes los casos debidos a Candida albicans. Sin
embargo, se ha observado que Candida parapsilosis sensu stricto es uno de los principales
microorganismos de este género responsable de un numero significativo de brotes

nosocomiales, especialmente en UCI (Wang, 2016).

En la Tabla 1.4 aparece un resumen de algunos de los brotes de Candida parapsilosis a lo
largo de diferentes afios y paises. Aproximadamente la mitad de los articulos referenciados
en dicha tabla describen brotes en UCI neonatales y dos de ellos se desarrollaron en UCI
pedidtricas (Barchiesi et al., 2004; Garcia San Miguel et al., 2004).Asi mismo, cabe destacar
los dos ultimos estudios realizados en 2016 puesto que son los Unicos que se han realizado
en el ambiente hospitalario (Magobo et al., 2017; Wang, 2016). Si analizamos las técnicas
microbioldgicas empleadas para el estudio de esta serie de brotes, llama la atencidén que en
nueve de estos estudios, la genotipificacion de los aislamientos clinicos se llevd a cabo
mediante la técnica de microsatélites, y tres de ellos que compararon la genotificacién por
STR con otras técnicas concluyeron que los STR son la técnica que mayor poder
discriminatorio y reproducibilidad presentan, considerandolos un método ideal para realizar
estudios epidemioldgicos (Brillowska-Dabrowska et al., 2009; Diab-Elschahawi et al., 2012;

Pulcrano et al., 2012).
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Tabla 1.4. Brotes de Candida parapsilosis (Modificacion de Wang et al., 2016).

Referencia Ao del estudio  Pais Técnica de genotipificacion
Barchiesi et al., 2004 1999 Italia Cariotipo electroforético
, . . Cariotipo electroforético,
Garcia San Miguel et al., 2004 2004 Espafia
RAPD
Kuhn et al., 2004 2001 EEUU DNA fingerprinting
Dizbay et al., 2008 2006-2008 Turquia RAPD
Reiss et al., 2008 1998-2000 EEUU Cp3-13
STR
Brillowska-Dabrowska et al., 2009 2006-2007 Suecia
RAPD
Hernandez-Castro et al., 2010 2010 México RAPD
Vazetal., 2011 2003 Portugal STR
. . . STR
Diab-Elschahawi et al., 2012 2006-2008 Austria
Rep-PCR
STR
Pulcrano et al., 2012 2007-2011 Italia PFGE
MALDI-TOF
Reiss et al., 2012 2012 EEUU STR
. . PFGE
Miranda et al., 2012 2002-2008 Brasil
RAPD
Romeo et al., 2013 2011-2012 Italia STR
daSilvaetal., 2013 2012 Brasil STR
Wang et al., 2016 2010-2014 China STR
Magobo et al., 2016 2009-2010 Sudéfrica  STR

Como se ha comentado en apartados anteriores, Candida parapsilosis se caracteriza por su
habilidad para colonizar la piel y mucosas humanas, y otras superficies inanimadas,
favoreciendo su persistencia en el ambiente hospitalario y su adhesidn a catéteres u otros
dispositivos médicos. Por lo que una rdpida identificacion molecular de los aislamientos de
Candida parapsilosis y la investigacion de su clonalidad, puede contribuir a un control
efectivo de aquellos brotes causados por esta especie mediante las instauracion de las

medidas necesarias (Wang, 2016).

En resumen, considerando que la gran mayoria de las infecciones por el complejo
Candida parapsilosis estan ligadas a la asistencia sanitaria y que estos microorganismos

tienen una serie de caracteristicas fenotipicas y genotipicas que les permiten sobrevivir en el
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medio hospitalario, parece relevante la adaptacién y validacion de una técnica de
genotipificacién para este complejo, tal y como se propone en el presente trabajo de Tesis
Doctoral, con el fin de mejorar el manejo adecuado de este tipo de infecciones y garantizar
una respuesta rdpida a las mismas que redunde en la prevencién de la aparicidon de brotes

nosocomiales.
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2. Justificacion y objetivos

2.1. Justificacion

A lo largo de la ultima década y con las mejoras aportadas en el campo de la biologia
molecular, diversos estudios han aportado evidencias suficientes de que la tipificacidn
molecular de regiones microsatélites (STR) es una herramienta util para detectar variaciones
microevolutivas en el material genético de diferentes microorganismos (incluidos los
hongos) obtenido de diversas fuentes, tales como cepas de referencia, muestras clinicas,
muestras ambientales, etc. Este hecho posibilita el establecimiento de relaciones
filogenéticas entre los distintos aislamientos y tiene numerosas aplicaciones en areas tan
dispares como los mecanismos epidemioldgicos asociados a la interaccidn entre patdgeno y
huésped o la identificacion de mecanismos de transmisién de un microorganismo entre la

poblaciéon y el entorno (Romeo et al., 2013; Sabino et al., 2010; van Asbeck et al., 2009).

En este sentido, la aplicacion de los STR en la deteccion de brotes nosocomiales causados
por distintas especies de Candida puede ser una herramienta de aplicacion directa y enorme
utilidad en el campo de diagndstico microbioldgico, provocando un impacto directo tanto en
el control de la infeccion como en el conocimiento epidemioldégico mas profundo de
aquellos factores que se encuentran asociados a la candidiasis nosocomial y posibilitar la
adopcidn de medidas preventivas que permitan disminuir la incidencia de estas infecciones

en las poblaciones con un riesgo mayor de sufrirlas.

A pesar de las ventajas y aplicaciones descritas para el estudio y deteccién de STR y de ser
considerada por muchos autores una técnica molecular de genotipificacion con alto poder
de discriminacidn (incluyendo la diferenciacion de aislamientos de Candida parapsilosis
sensu stricto), esta técnica no estd suficientemente difundida probablemente por su relativa
laboriosidad y por presentar ciertas peculiaridades técnicas que dificultan |Ia
estandarizacién. Pese a lo descrito anteriormente, Lasker y colaboradores en 2006 vy
después Sabino y colaboradores en 2010 describieron sendos protocolos basados en la
deteccidn y estudio de marcadores STR situados en diferentes regiones del genoma con el

objetivo de obtener un método de genotipificacion fiable tanto de cepas de referencia como
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de aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto (Lasker et al., 2006; Raquel

Sabino et al., 2010).

Pese a este gran avance, la técnica descrita por Sabino y colaboradores, considerada como
referente, ha sufrido pequefias modificaciones, tales como el redisefio de algunos de los loci
propuestos con objeto de mejorar los resultados obtenidos (Barbedo et al., 2015; Diab-
Elschahawi et al., 2012; Vaz et al., 2011). No obstante, todos los protocolos publicados se
han realizado como una técnica singleplex con cada uno de los cuatro /oci amplificados por
separado. Ademas, sélo se ha enfocado el andlisis de los resultados obtenidos hacia la
estimacion del poder discriminatorio de los marcadores descritos tanto en el trabajo

original, como en las modificaciones realizadas al mismo con posterioridad.

El presente trabajo de Tesis Doctoral ha pretendido, en primer lugar, modificar el protocolo
singleplex de PCR original descrito por Sabino y colaboradores en 2010, mediante el
desarrollo de un nuevo protocolo de deteccion multiple en una sola reaccion de PCR
multiplex, variando las condiciones de temperatura originales e incluyendo un esquema de

gradiente decreciente de temperatura de hibridacién (touchdown).

La segunda pretensién ha sido valorar la eficacia del protocolo optimizado, a través del
estudio de dos aspectos fundamentales en cualquier evaluacién de una prueba diagndstica
(Santabarbara-Serrano, 2016) como son la validacion interna del rendimiento de la misma
(mediante la estimacién de la sensibilidad y especificidad de la técnica) y su concordancia
(mediante la estimacion del indice kappa) con estandares técnicos adoptados por norma o
de manera tdcita en la literatura (en nuestro caso el protocolo original publicado por Sabino
y colaboradores en 2010). Tras la oportuna revision bibliografica realizada, no hay evidencia
de que ninguno de estos aspectos haya sido estudiado hasta el momento actual, quedando
por tanto la validacidn de esta prueba sin un estudio exhaustivo y con una caracterizacién

parcial de la misma.

En resumen, este trabajo pretende avanzar en la utilidad y aplicabilidad de esta técnica
«novedosa» tras la adaptacion del protocolo original, mediante la validacion de la eficacia y

la efectividad de esta mediante el estudio tanto de cepas de referencia como aislamientos
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clinicos de Candida parapsilosis obtenidos de pacientes con candidemia asociada a
dispositivos intravasculares. Ademas, se ha planteado la realizacidon de un andlisis del poder
discriminativo de la misma, similar al realizado por otros autores en trabajos previos,
empleando como muestra los aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto
procedentes del estudio FUNGEMYCA, un estudio multicéntrico de las candidemias invasivas

en Espafia (Peman, Cantdn, Linares-Sicilia, et al., 2011).

2.2. Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo de Tesis Doctoral ha sido la validaciéon de un
protocolo de PCR multiple para la genotipificacion de aislamientos clinicos de

Candida parapsilosis sensu stricto mediante microsatélites.

Para la consecucién de dicho objetivo principal se propusieron los siguientes objetivos

secundarios:

1. Optimizar el conjunto de cebadores y componentes de la PCR.

2. Valorar el efecto de distintas enzimas polimerasas y sus respectivas soluciones

tampodn en los resultados obtenidos tras la realizacién de la reaccién de PCR.

3. Desarrollar un protocolo de amplificacion touchdown con el fin de aumentar la

especificidad de los productos de PCR.

4. Comprobar la eficacia de la técnica mediante la estimacién de la sensibilidad,
especificidad, sus intervalos de confianza (IC) al 95% y la concordancia tomando
como patron oro (Gold Standard) el método de genotipificacion mediante STR

descrito por Sabino y colaboradores en 2010.

5. Evaluar la efectividad de la técnica una vez validada, en el diagndstico de las

candidemias relacionadas con el catéter (CRC).

6. Comprobar la aplicabilidad de la técnica al estudio de las relaciones filogenéticas
entre los diferentes aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto procedentes

de muestras clinicas de sangre obtenidas durante el estudio FUNGEMYCA de
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candidemia observacional prospectivo, realizado a lo largo de los afios 2009 y 2010

en Espafa.
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3. Material y métodos

3.1. Diseio del estudio

Para la consecucion de los objetivos propuestos se ha realizado un estudio de validacion de
una prueba diagndstica, pero con dos enfoques diferentes, con el fin de alcanzar los
objetivos secundarios y las distintas peculiaridades de los mismos. Para la realizacién de los
cuatro primeros objetivos secundarios, se realizaron dos ensayos, uno seriado de
adaptacion del protocolo de una prueba de genotipificacion por PCR, y otro final de
evaluacién de una prueba diagndstica para evaluar los resultados obtenidos con el nuevo
protocolo de genotipificacidon por PCR multiple (disefiado), en comparacidn con la técnica de
genotipificacién por microsatélites descrita por Sabino y colaboradores (2010). Esta ultima
técnica de genotipificacion se considerd el patrén oro en la comparacion. Esta opcidn
permitid valorar la validez interna de la nueva técnica propuesta y su eficacia en condiciones
ideales. Sin embargo, al incorporar la evaluacién en términos de aplicaciéon y efectividad (en
condiciones reales) esta estrategia no fue valida siendo necesaria la realizacidn de estudios
observacionales que permitieran dar respuestas a la finalidad planteada en los objetivos
secundarios cinco y seis. Los disefios esbozados en esta introduccién, asi como las técnicas
de muestreo y de andlisis empleadas se describirdn especificamente a continuacién para
cada uno de los seis subapartados en los cuales se dividen los tres grandes bloques

experimentales realizados a lo largo del presente trabajo de Tesis de doctorado.

3.2. Metodologia empleada para valorar la eficacia de un protocolo de PCR muiltiple para

la genotipificacion mediante STR (Objetivos secundarios 1-4).
o Tipo de estudio

Estudio de evaluacidn de una prueba diagndstica.
e Técnica de muestreo empleada

Muestreo de conveniencia.
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e Cepas empleadas

Se emplearon 13 cepas de referencia tanto de la coleccion American Type Culture Collection
(ATCC, EEUU), National Collection of Pathogenic Fungi (NCPF, Reino Unido), National
Collection of Yeast Cultures (NCYC, Reino Unido) y Centraalbureau voor Schimmelcultures

(CBS, Holanda) que se detallan en el proximo parrafo.

Las cepas Candida parapsilosis ATCC 22019 y Candida parapsilosis ATCC MYA-4646
(CDC317) se emplearon como controles positivos, mientras que las cepas genéticamente
relacionadas con Candida parapsilosis, como Candida orthopsilosis ATCC 96139,
Candida metapsilosis ATCC 96143 y otras levaduras del género Candida como las cepas de
referencia  Candida albicans ATCC 90028, Candida africana ATCC MYA-2669,
Candida dubliniensis NCPF 3949, Candida glabrata ATCC 90030, Candida bracarensis NCYC
3133, Candida nivariensis CBS 9984, Candida tropicalis NCPF 311, Candida krusei ATCC 6258
y Candida guilliermondii NCPF 3099 fueron afiadidas como controles subrogados negativos
para valorar la especificidad de deteccion de la técnica. Finalmente, también se incluyd un
control, agua de grado PCR (Roche Diagnostics, Alemania) estrictamente negativo sin

material genético, con el fin de disponer de un control externo de la reaccidn de PCR.
e Regiones microsatélites (loci) empleadas

El protocolo de PCR muiltiple para la genotipificacion de Candida parapsilosis sensu stricto se
realizé con cuatro marcadores STR denominados CP1, CP4, CP6 y B5 descritos previamente

por Sabino y colaboradores en 2010 (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Regiones microsatélites incluidas en este estudio.

STR N2 de acceso!? Cromosoma? Counting? Motivo repetitivo

cp1 cparall3lhll.pilk 8 005807 (AAG)27
CP4  cpara838b06.q1k 4 006372 (AAC)29
CP6 cpara692b10.qlk 2 005809 (AAC)4s
B5 2 005809 (CA)30

' Numero de acceso de la secuencia en el Sanger Institute:
(Http://www.sanger.ac.uk/cgibin/blast/submitblast/c_parapsilosis).

2 Datos obtenidos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

En la Tabla 3.2 se muestran los cebadores empleados para amplificar los loci referenciados
en la Tabla 3.1, asi como tamafos tedricos esperados con cada uno de los marcadores. Los
cebadores directos o forward de cada una de las parejas empleadas fueron marcados en su
extremo 5' con diferentes fluorocromos: 5' 6-Fluorescein (56-FAM), 5' MAX (NHS Ester)
(5MAXN), 5' 5-TAMRA™ (Azida) (55-TAMK), y finalmente 5' Rhodamine Red™-X (NHS Ester)
(5RhoR-XN) (IDT, Bélgica) con el fin de poder identificar de manera inequivoca el producto
de PCR obtenido a partir de la amplificaciéon de cada locus y generar resultados fiables de

manera automatica mediante la realizacién de una electroforesis capilar.

Tabla 3.2. Cebadores empleados para amplificar los loci STR seleccionados.

Tamano esperado del

Locus Secuencia del cebador * Fluorocromo?
fragmento (pb)

FWD 5' AAAGTGCTACACACGCATCG 3'
P REV 5' GGCTTGCAATTTCATTTCCT 3' >6-FAM 207-270

FWD 5' CAAATCATCCAGCTTCAAACC 3'
cpa REV 5' CATCAAACAAGAATTCGATATCAC 3' SMAXN 299-386

FWD 5' CAGGAACAGGACAATGGTGA 3'
cpe REV 5' TCTGGAGCCTCTAGGACGTTT 3' >>-TAMK 177-375

FWD 5' AGGTTTGTAGTAGTGTCCCTATGG 3'
55 REV 5' TATCTCTCTCGCCATTTGAACG 3' 5RhoR-XN 95-135

IFWD, Cebador forward; REV, Cebador reverse.

256-FAM: 56-carboxi-fluoresceina; SMAXN: Max 557 NHS Ester; 55-TAMK: TAMRA-tetrametil-6-carboxirodamina;
5RhoR-XN: Rhodamina Red-X.
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o Disefio experimental

Para la creacidon y optimizacion del protocolo de PCR multiple con una técnica de gradiente
decreciente de temperatura de hibridacién (touchdown) se emplearon tres tipos de

experimentos:

a. Ensayo dirigido a optimizar el conjunto de cebadores y distintos componentes de la

reaccion de PCR (MgCl,, tipo de Taq polimerasa, etc.).

b. Ensayos dirigidos a valorar la efectividad de la actividad de la enzima Tag polimerasa

escogida para realizar la amplificacién del ADN contenido en cada reaccién de PCR.

c. Desarrollo del protocolo de amplificacién touchdown para aumentar la especificidad

de los productos de PCR obtenidos a partir de una reaccién multiple.

Una vez realizadas las tres etapas anteriores se dispondra de un protocolo de PCR multiple

ajustado y se procedid a la valoracién de su validez interna en condiciones ideales (eficacia).
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Ensayos de optimizacion del conjunto de cebadores y componentes de la PCR
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En la Figura 3.1 se describe de forma esquematica como se realizd la optimizacion del

conjunto de cebadores empleados en la PCR.

Objetivo Fase |: Optimizacion del conjunto de cebadores

g

Estrategial
Optimizacion
realizando la
determinacion

de cada locus
por separado
mediante una
reaccion de
PCR (singleplex)

~—

( R

Estrategia 2
Optimizacion
realizando la
determinacion

simultédnea de
varios loci en
una misma
reaccion de
PCR (multiplex)

Estrategia 2.a: Realizacion de 2 reacciones de PCR
agrupando los loci por parejas (CP1 y CP4) y (CP6 y B5)
atendiendo a sus diferencias en la longitud del tamafo
de PCR obtenido y de la temperatura tedrica de
hibridacion de los cebadores.

Estrategia 2.b: Realizacion de 2 reacciones de PCR
((CP1, CP4 y CP6) y BS aisladamente) agrupando los loci
atendiendo a sus diferencias en la longitud del tamafo
de PCR segun fuera mayor o menor de 200 pares de
bases (pb).

Estrategia 2.c: Deteccion de todos los loci en una Unica
reaccion de PCR, determinando la longitud de los
fragmentos de PCR obtenidos.

(L

Figura 3.1. Esquema de los ensayos realizados para la optimizacién de los cebadores.

El objetivo del primer ensayo fue la optimizacién de la concentracidon de cada pareja de

cebadores de cada uno de los locus a amplificar por separado mediante realizaciéon de

reacciones de PCR Unicas (singleplex).
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Una vez obtenida la concentracién dptima de cada pareja de cebadores por separado, se
inicié el segundo ensayo que consistié en la amplificacién de todas las regiones de interés
delimitadas por las distintas parejas de cebadores, de manera simultdnea empleando para

ello una sola reaccién de PCR (multiplex) (Figura 3.2).

CP1F CP4F B5F CP6F
TR )
Counting 005807 Counting 005809 Counting 006372
A
CP1R CP4R B5R CPER
l I Producto de PCR

I I Electroforesis capilar

RFU

Tamafio del fragmento en pb

Figura 3.2. Representacion grafica el desarrollo de la PCR mdltiple.

Para asegurar el resultado y verificar la eficacia de la reaccion de PCR muiltiple disefiada, se
procedid a realizar la unién de las distintas parejas de cebadores de manera secuencial en
funcién de su temperatura de hibridacion tedrica o del tamafio esperado del producto de
PCR obtenido tras la amplificacién. Asi, en primer lugar, se agruparon las parejas de
cebadores con temperaturas de hibridacién similares, correspondientes a los loci CP1y CP4,

por un lado, y CP6 y B5, por el otro. En el segundo paso se agruparon las parejas de
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cebadores en funcidn de la homologia del tamafio esperado del producto de PCR a obtener
agrupandose los loci CP1, CP4 y CP6 en una misma reaccion, y dejando una reacciéon de PCR
aislada (singleplex) para la amplificacidn de la regién correspondiente al locus B5, debido a
que la longitud esperada de su producto de PCR era aproximadamente el 50% del tamafio

esperado para los productos de PCR resultantes de la amplificacién de los otros /oci.

Por ultimo, se optd por agrupar los pares de cebadores correspondientes a los cuatro loci
en una Unica reaccién de PCR multiple, determinando si la longitud de los fragmentos de

PCR obtenidos eran los esperados.

En la Tabla 3.3 se indican las concentraciones ensayadas, asi como las PCR multiples

realizadas.

Tabla 3.3. Concentraciones y combinaciones ensayadas de los loci.

Concentraciones ensayadas de los cebadores 25 puM (pl)

Ensayo de PCR!
0,2-02 0,203 0,204 0205 0303 0304 0305 0404 0405 0,505
CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1-
CP4 CP4 CP4 CP4 CP4 CP4 CP4 CP4 CP4 CP4
Ensayo 2.a
CP6- CP6- CP6- CP6- CP6- CP6- CP6- CP6- CP6- CP6-
B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5
CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1-
Ensayo 2.b CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4-
CP6 CP6 CP6 CP6 CP6 CP6 CP6 CP6 CP6 CP6
CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1- CP1-
CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4- CP4-
Ensayo 2.c

CPé6- CPé6- CPé6- CPé6- CPé6- CPé6- CPé6- CPé6- CPé6- CP6-
B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5 B5

1 Ensayos realizados para la optimizacion de los cebadores (Figura 3.1).

El analisis de los productos de PCR obtenidos tras la amplificacion de todas las pruebas
ensayadas se realizé en geles de agarosa de baja electroendodsmosis (EEO) al 1% en TBE 1X
(Tris-borato EDTA) tefiido con GelRed Nucleic Acid Gel Stain disuelto en agua a una
concentracién 10000X (Biotium, EEUU), un fluorocromo intercalante que se sitla entre los

puentes de la hélice de ADN y es capaz de tefiirlo en geles de agarosa. Para estimar la
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longitud de los productos de PCR obtenidos, se empled HyperLadder™ 100 pb (Bioline,

Inglaterra) como marcador de peso molecular.

La electroforesis de las muestras se efectud a un voltaje constante de 90 V/cm durante 80
min empleando un equipo PowerPac 300 (Bio-Rad, EEUU). La visualizacidn del gel obtenido
se realizd6 mediante transiluminacién con luz ultravioleta (UV) en un Chemi Doc XRS (Bio-
Rad), que permite tanto la documentacién grafica como el andlisis de los geles a través del

programa Quantity One (Bio-Rad).

Una vez verificada la concentracién éptima de los cebadores, se realizé la secuenciacidn de
cada una de las regiones microsatélites por separado con el fin de asegurarnos la
especificidad de los resultados obtenidos, verificando no sélo la correcta amplificacion de la
regidn de interés, sino, ademas, el tamafio real en pares de bases (pb) de dichas regiones.
Para ello, una vez realizadas las PCR por separado de cada uno de los /oci, los productos de
amplificacidn fueron enviados al Servicio General de Investigacion de la Universidad del Pais
Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea (UPV/EHU) (SGiker) donde se realizé la secuenciacion

de dichas regiones.

b. Ensayos para establecer diferencias en el efecto de la enzima polimerasa

Tras la optimizacion de la reaccidn multiple incluyendo todos los cebadores para realizar la
amplificacidn de todas las regiones microsatélites de interés, se ensay6 el posible efecto de

la actividad de la Tag polimerasa escogida con los resultados obtenidos.

En este ensayo se probaron tres combinaciones de solucién tampdn mas Taqg polimerasas
(mastermixes) comerciales, cada una de ellas compuestas por ADN Taqg polimerasas
diferentes, pero todas ellas especialmente disefiadas y optimizadas para llevar a cabo
protocolos de PCR multiple. Cada una de las mastermixes fue probada en paralelo en las
mismas condiciones de amplificacion con minimas adaptaciones segun las necesidades de la

polimerasa empleada (Tabla 3.4). Las mastermixes empleadas fueron:

1. TaKaRa Ex TagTM Hot Start Version (Takara Bio Inc., Japon).
2. KAPA2G Fast Multiplex PCR kit (Kapa Biosystems, Inglaterra).
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3. AmpliTag Gold® DNA Polymerase (Applied Biosystems Inc., EEUU).

Tabla 3.4. Reacciones de PCR con cada una de las combinaciones de Taq polimerasa (mastermixes)

ensayadas.

TaKaRa Ex Tag™ Hot Start

KAPA2G Fast Multiplex PCR kit

AmpliTaq Gold® DNA

Version Polymerase
, KAPA2G Fast Multiplex ,
Tampon Ex Tag 10X 2,5 ul M 12,5 ul Tampon Gold 10X 2,5 ul
ix
Cebador forward 0,2 pl
dNTPs (10 mM 2 MgCl, (25mM 1,5 ul
( ) H (25uM) (X4) gCla ( ) H
Cebador forward Cebador reverse 0,2 pl
0,2 pl (X4) dNTPs (10 mM) 2.l
(25uM) (25uM) (X4)
Cebador reverse 0.2 4l (X4) ADN extraido 20l Cebador forward 0.4 pl(X4)
(25uM) ’ (10 ng/ul) (25uMm) ’
. Cebador reverse
ADN polimerasa 0,125 pl BSA 100X 0,25 pl 0,4 ul (X4)
(25uM)
ADN extraido 21l Agua de grado PCR 865 ul ADN polimerasa 0.5 ul
o] u ) K /] M
(10 ng/ul) (5U/ W)
BSA! 100X 0,25 ul ADN extraido 2l
’ (10 ng/ul)
Agua de grado PCR 16,53 pl BSA 100X 0,25 pl
Agua de grado PCR 14,8 pul

1BSA: Bovine Serum Albumin (Albumina de suero bovino).

Al igual que se hizo con la optimizacién de la concentracién éptima de los cebadores, la

verificacion de la correcta amplificacion de los fragmentos de PCR obtenidos tras la

realizacion de las PCR multiples con cada una de las combinaciones de Tag polimerasa

ensayadas, se realizd mediante electroforesis de los productos de PCR obtenidos en geles de

agarosa de baja EEO al 1% en TBE 1X a voltaje constante y posterior visualizacion y andlisis

del patrén electroforético en el sistema Chemi Doc XRS (Bio-Rad) de forma analoga a lo

descrito con anterioridad.
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c. Desarrollo del protocolo de amplificacién touchdown

En la Figura 3.3 se describe de forma esquemadtica los protocolos de

touchdown ensayados durante la optimizacién del protocolo de PCR.

amplificacién

Objetivo Fase lll: Optimizacion del protocolo de PCR

Amplificacion
{protocolo con
AmpliTaq Gold #)
usando distintos
programas de
FCR

Figura 3.3. Esquema de los protocolos de amplificacion touchdown ensayados.

N

Lo

95°C

Fase 3: 14 ciclos

Fase 2: 29 cklos |

Touchdown: 0.2°C/ciclo

Fase 1: 14 cicdos Fase 2: 29 ciclos |

Fase 2: 14 cicios

Towhdowa: 0.21°C/ciclo

Fase 1: 14 ciclos

95°C 95°C

Touchdown: 0,35°C/ciclo

Fase 2: 19 ciclos

El objetivo de esta fase fue aumentar la especificidad de los productos de PCR resultantes

tras la amplificacién, a fin de poder realizar un analisis fiable de los fragmentos obtenidos y

poder estimar su tamafio con exactitud.
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Dado que las temperaturas de hibridacion de los cebadores estaban comprendidas entre
50,4 °C y 55,9 °C, los diseifos de las reacciones de PCR tradicionales recomendaban una
temperatura de hibridacién excesivamente baja que, al menos teéricamente, permitiera la
aparicion de productos inespecificos de amplificacién fundamentalmente de aquellas
parejas de cebadores con mayor temperatura de hibridacién calculada. Con objeto de
minimizar este problema se optd por desarrollar un protocolo de amplificacién touchdown.
Por tanto, se disefaron y ensayaron cuatro protocolos de tipo touchdown dado que este
tipo de esquema de amplificacién permite que la temperatura de hibridacion decrezca
gradualmente hasta aproximarse a la temperatura de unién éptima de todos los cebadores
(van Pelt-Verkuil et al., 2008).

La amplificacidn siguiendo cada uno de los cuatro protocolos (Figuras 3.4-3.7) con cada una
de las combinaciones de Tag polimerasa escogidas (descrito en el apartado anterior) fueron
realizadas en un termociclador C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad). El andlisis del rendimiento
se realizé mediante la visualizacién de los patrones electroforéticos obtenidos de manera

analoga a lo descrito con anterioridad ademas de realizar un andlisis de los fragmentos de

PCR mediante electroforesis capilar.

Fase 1: 14 ciclos Fase 2: 29 ciclos

95°C 95°C

Touchdown: 0,2°C/ciclo

Figura 3.4. Protocolo touchdown 1.
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Fase 1: 14 ciclos Fase 2: 29 ciclos

95°C 95°C 95°C

Touchdown: 0,2°C/ciclo

Figura 3.5. Protocolo touchdown 2.

Fase 1: 14 ciclos Fase 2: 14 ciclos Fase 3: 29 ciclos

95°C | 95°C i 95°%C i 95°C

72°C |

72°C |

Touchdown: 0,21°C/ciclo

Figura 3.6. Protocolo touchdown 3.
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Fase 1: 14 ciclos Fase 2: 19 ciclos

95°c | 95°C i 95°C

Touchdown: 0,35°C/ciclo

Figura 3.7. Protocolo touchdown 4.

Una vez comprobada la correcta amplificacion mediante electroforesis en geles de agarosa y
la posterior visualizacion de los mismos, todos los productos de PCR fueron enviados al
SGiker donde se llevd a cabo una electroforesis capilar. Para ello, se mezclaron 2 ul de cada
producto de PCR obtenido con 8,7 pl de formamida de alta pureza (Hi-Di™ formamide,
Applied Biosystems) y 0,3 ul de la matriz y marcador GenScan™ 500 LIZ® Size Standard
(Applied Biosystems). La mezcla fue desnaturalizada por calentamiento a 95 °C durante 5
min e inmediatamente enfriadas en hielo después para garantizar la completa separacién de

las hebras de cada fragmento de ADN obtenido.

La deteccidn y separacién de los productos amplificados se llevé a cabo por electroforesis
capilar en el secuenciador ABI PRISM® 3130XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
empleando un capilar de 36 cm de longitud y 16 peines y el polimero POP-7™ (Applied
Biosystems) como soporte para la separacion de los fragmentos. Para la deteccién de los
fluorocromos con los que fueron marcados los cebadores empleados en la amplificacién de
los fragmentos (Tabla 3.2) se utilizd la matriz G5 (Dye Set G5). Las caracteristicas fisicas de la
migracién fueron las que por defecto indica el fabricante segun el capilar, polimero y dye set

empleado.
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La deteccion y el analisis inicial de los resultados se llevd a cabo con el programa
GeneMapper version 3.5 (Applied Biosystems), realizdndose la asignacién alélica final de
manera automatica supervisada mediante el programa PeakScanner software version 1.0
(Applied Biosystems). Los resultados se muestran en forma de electroferogramas donde
cada pico representa un fragmento de PCR y cada uno de estos fragmentos tiene una
motilidad dependiente de su peso molecular, que a su vez se corresponde con el nimero de
repeticiones del marcador STR estudiado. A cada producto amplificado se le asigna su alelo
correspondiente por comparacidn directa con el tamafio relativo de los aislamientos clinicos
de Candida parapsilosis sensu  stricto definidos como cepas de referencia

(Candida parapsilosis sensu stricto ATCC 22019 y ATCC MYA-4646-CDC317).

Para el estudio de las relaciones filogenéticas, llevado a cabo en los apartados 3.3y 3.4, se
consideraron que dos cepas eran genéticamente idénticas cuando presentaban la misma
composicion alélica para todos los marcadores estudiados, que dos cepas eran
genéticamente diferentes cuando la combinacién alélica fue diferente para mas de uno de
los locus estudiados y que dos cepas estaban relacionadas clonalmente cuando se
constataron cambios minimos en un Unico locus (diferencias >3, <9), consideradas

microvariaciones (Barbedo et al., 2015; Raquel Sabino et al., 2010).

Las relaciones filogenéticas entre los genotipos fueron visualizadas mediante la realizacion
de un dendrograma usando la versién on-line del programa POPTREEW (Takezaki et al.,
2014) empleando el algoritmo Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
(UPGMA).
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d. Valoracion de la eficacia del nuevo protocolo

En la Figura 3.8 se describe de forma esquematica como se llevd a cabo la valoracién de la

eficacia del nuevo protocolo.

Objetivo Fase IV: Valoracion de la eficacia del nuevo protocolo

Patronoro (gold standard):
Técnica original publicada por
Sabino et al. (2010)

Valoraciéndela
validez interna

empleando una Estimacion de:
muestra de * Sensibilidad (S)
cepasde + Especificidad (E)

* Razones de probabilidad diagnostica
(positiva (RP+)y negativa (RP-))

referencia

Patroncon el que se establece la
comparacion: Técnica original

Valoraciéndela

concordandia
publicada por Sabino et al. (2010)
empleando una A -
Estimacion de:
muestra de oo .
+ Indice de concordancia (IC)
cepasde

+ [ndice de Chamberlain (ICh)

ferenci g
referencia + indice Kappa (IK)

Figura 3.8. Esquema de la valoracién de la eficacia del nuevo protocolo de PCR multiple.

Para llevar a cabo la validacién interna de la técnica propuesta, se compararon los
resultados obtenidos tanto con el protocolo de PCR multiple como con el protocolo descrito

por Sabino y colaboradores en 2010, tomando este ultimo como patrén oro.

Para la evaluacién de una prueba diagndstica, la manera mas sencilla de representar los

datos es mediante una tabla 2 x 2 (Tabla 3.5). Esta tabla permite el cdlculo de diversos

1 Esto implica que de todas las muestras ensayadas en las fases IV y V se obtuvo un genotipo
empleando tanto el protocolo original basado en una reaccion de PCR singleplex propuesta por
Sabino y colaboradores (2010) como el protocolo adaptado en este trabajo de Tesis Doctoral basado
en una reaccion de PCR multiplex.
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parametros que resumen la validez interna de una prueba diagndstica y que se encuentra
determinada por la sensibilidad y especificidad de la misma (Cohen et al.,, 2016;

Santabdrbara-Serrano et al., 2016).

Asi mismo, dicha tabla contiene el cdlculo de las razones de probabilidad diagndstica
positiva y negativa que como puede apreciarse son pardmetros derivados de los dos

anteriores, pero con algin matiz de interpretacion que se vera con posterioridad (Tabla 3.6).

Tabla 3.5. Relacién entre el resultado de una prueba diagnostica y la prueba patrén (Santabarbara-
Serrano et al., 2016).

Resultado de la Técnica patrén o gold standard

técnica Positivo (+) Negativo (-) Total
. Verdaderos positivos Falsos positivos
Positivo (+) (VP+FP)
(VP) (FP)
. Falsos negativos Verdaderos negativos
Negativo (-) (FN+VN)
(FN) (VN)
Total (VP+FN) (VN+FP) (VP+FP+EN+VN)
VN
Validez interna S = vp E= ——
~ VP+FN VN +FP
Razén de S RP E
probabilidad RP+= 1—+ T 1-S§

S: sensibilidad, E: especificidad, RP+: Razén de probabilidad positiva, RP-: Razén de probabilidad negativa.
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Tabla 3.6. Parametros estadisticos empleados para determinar la validez y seguridad de métodos
diagndsticos.

Parametro Medida Interpretacion
VP
Sensibilidad Capacidad de la prueba para detectar la enfermedad. S= VP + FN
E e VN
Especificidad Capacidad de la prueba para descartar la enfermedad ~ VN +FP
VPP
Valor predictivo Probabilidad de padecer la enfermedad, obteniéndose un VP
positivo resultado positivo en la prueba. ~ VP +FP
VPN
Valor predictivo Probabilidad de no padecer la enfermedad, obteniéndose _ VN
negativo un resultado negativo en la prueba. ~ VN+FN
S
Razén de Probabilidad de un resultado concreto segun la presencia RP+= 1—E
probabilidad o ausencia de la enfermedad E
RP—=1—%

La valoracién de la concordancia entre los dos métodos comparados se realizé mediante la
estimacidon puntual y por intervalo del indice Kappa. De forma andloga, los resultados
obtenidos con ambas técnicas fueron agrupados en tablas 2 x 2 con el objeto de facilitar su

calculo.

Para realizar el analisis y la interpretacion del valor del indice kappa obtenido se empleé la

escala propuesta por Landis y Koch que se recoge en la Tabla 3.7 (Landis & Koch, 1977).

Tabla 3.7. Valoracion del indice Kappa.

Valor de indice Kappa Grado de concordancia
<0,00 Pobre
0,00-0,20 Débil
0,21-0,40 Considerable
0,41 -0,60 Moderado
0,61-0,80 Bueno

0,81-1,00 Muy bueno
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Tanto los parametros de evaluacién de la validez interna de una prueba diagndstica como el
indice Kappa fueron calculados empleando el software estadistico Stata(R) v.12. (Material

suplementario 8.2).
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3.3. Estudios observacionales para verificar la efectividad y utilidad de la técnica

propuesta (Objetivo 5).

e Tipo de estudio

Estudio retrospectivo de evaluacién de prueba diagnostica.

e Técnica de muestreo empleada

Muestreo de conveniencia.

e Muestras empleadas

Las dos cepas de referencia de Candida parapsilosis indicadas en el apartado 3.1
pertenecientes a la coleccion ATCC se emplearon como controles positivos. Ademas, se
empled agua de grado PCR (Roche Diagnostics) como control negativo en los disefios

experimentales realizados durante esta fase.

Se estudiaron 76 aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto, 38 obtenidos de
hemocultivo y otros 38 del cultivo de la punta de catéter, aislados de 38 pacientes
ingresados en el Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia durante los afios
2010-2016 con sospecha de candidemia relacionada a catéter (CRC), a los cuales se les retird
el catéter. Los aislamientos clinicos con los que se llevd a cabo el estudio fueron gentilmente
cedidos por los doctores Javier Peman y Emilia Cantdon del Hospital Universitario y

Politécnico La Fe de Valencia.

e Disefio experimental

Para verificar la efectividad y utilidad de la técnica propuesta como método de diagndstico

de CRC mediante estudios observacionales se llevaron a cabo las siguientes etapas:
a. Procesamiento y cultivo convencional de las muestras.

b. Identificacidn de las especies de Candida aisladas.



70 | Materiales vy métodos

c. Genotipificacién mediante el nuevo protocolo de PCR multiple basado en STR de

aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto.
d. Valoracién de la efectividad de la nueva técnica.

e. Analisis de la informacién contenida en las regiones analizadas para la tipificacién

molecular.

a. Procesamiento de las muestras y cultivo de Candida parapsilosis
a.l. Procesamiento de las muestras

Para el estudio de la infeccidn asociada a catéter se procedid al estudio de las muestras de
sangre extraidas tanto a través de catéter sospechoso de infeccion como de una via
periférica. Ademas, si se decidia la retirada del catéter sospechoso, éste era remitido al

laboratorio para el cultivo de la punta del mismo.

Los hemocultivos, independientemente del lugar de extraccidn de la sangre, se realizaron en
el sistema automatico BACTEC™ FX (Becton Dickinson, EEUU), mientras que las puntas de
catéter fueron procesadas de acuerdo con lo establecido para los métodos semicuantitativo

y cuantitativo de cultivo.

En el cultivo semicuantitativo de la punta del catéter propuesto por Maki y colaboradores
en 1977, un segmento de catéter se rueda entre tres o cuatro veces sobre la superficie de
una placa de agar sangre, con el fin de detectar la posible presencia de microorganismos en
la superficie externa del mismo. Cuando en el cultivo crecen 2 15 unidades formadoras de
colonias (UFC) por placa, se considera que hay una colonizacién del catéter (Bouza et al.,

2004; Maki et al., 1977).

El método cuantitativo fue disefiado por Cleri y colaboradores en 1980; sin embargo, en
1987 Brun-Buisson y colaboradores propusieron una modificacion del mismo que simplifico
el método original. La técnica consiste en introducir un segmento de catéter en un tubo que
contiene 1 ml de agua destilada estéril. Tras un minuto de agitacién en un vortex se

siembran 0,1 ml de la suspensidon en una placa de agar sangre. En este caso el punto de
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corte para determinar la positividad de la prueba fue de > 10® UFC/ml (Bouza et al., 2004;

Brun-Buisson et al., 1987; Cleri et al., 1980; Riboli et al., 2014).
a.2. Cultivo y aislamiento de Candida parapsilosis

Todos los aislamientos clinicos empleados en este estudio fueron obtenidos en el
laboratorio de Microbiologia Clinica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia
de acuerdo con la metodologia expuesta con anterioridad. Dichas levaduras fueron
almacenadas en viales con agua estéril y enviados al Departamento de Inmunologia,
Microbiologia y Parasitologia de la UPV/EHU donde se procedié a la identificacion de la

especie.

La identificacion presuntiva de Candida parapsilosis sensu lato se realizd mediante la
siembra de cada una de las muestras recibidas en los medios cromégenos ChromID Candida
(bioMérieux) y Candida chromogenic agar (Laboratorios Conda, Espafia) incubandose dichos
medios durante 48 h a 37 °C (Figura 3.9). Las colonias con aspecto blanquecino o malva
(morado padlido) de textura cremosa, identificadas de forma presuntiva como
Candida parapsilosis fueron resembradas en agar glucosado de Sabouraud durante 24 h a

37°C.

. Candida tropicalis

. Candida dubliniensis

. Candia glabrata

. Candida africana

. Candida guilliermondii
. Candida albicans

. Candida parapsilosis

. Candida krusei

0NV WN

Figura 3.9. Crecimiento de ocho especies del género Candida en Candida chromogenic agar.
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b. Identificacion

b.1. Identificacion fenotipica del complejo Candida parapsilosis mediante pruebas

bioquimicas

La identificacidon definitiva se realizd empleando la galeria bioquimica de asimilacién de
fuentes de carbono APl ID 32C (bioMérieux) (Figura 3.10). La galeria se compone de 32
cupulas, de las cuales 29 contienen cada una un sustrato carbonado deshidratado y las tres
cupulas restantes, una es el control negativo, otra detecta la sensibilidad a la cicloheximida,

y la Ultima es una prueba colorimétrica para la esculina (Linares-Sicilia & Solis-Cuesta, 2007).

Brevemente, el procedimiento para realizar la identificacion de la especie mediante esta

técnica constaba de cinco pasos que se describen a continuacidn:

1. Se realizaba una suspension de un cultivo puro de Candida parapsilosis en 2 ml de
API| Suspension Medium (bioMérieux), hasta obtener una suspension homogénea
con una densidad de 2,2 en la escala McFarland medida en un espectrofotémetro

Densimat (bioMérieux).

2. Se transferian 250 ul de la suspensidn 2,2 McFarland en una ampolla APl C medium

como se indica en las instrucciones del fabricante y se homogeneizaba.

3. Se dispensaban 135 pul de la suspensiéon celular obtenida, en cada una de las 32

cupulas de la galeria.

4. Seincubaba la galeria a 30 °C durante 24-48 h.

5. Se realizaba la lectura automatica con un lector mini API (bioMérieux): La lectura de
las galerias se realizod tanto a las 24 como a las 48 h. El lector detecta en cada cupula
si hay crecimiento y transmite los datos al ordenador que muestra la identidad de la

especie.
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Figura 3.10. Galeria bioquimica ID 32 C con Candida parapsilosis sensu stricto.

b.2. Extraccidén y purificaciéon del ADN

Una vez identificados los aislamientos, se procedié a la extracciéon del ADN de todos los
pertenecientes al complejo Candida parapsilosis. Para la extraccién y purificacién del ADN se
partid de un cultivo de 24 h de Candida parapsilosis en agar glucosado de Sabouraud. La
extraccion se llevd a cabo con el kit comercial UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit,
siguiendo las instrucciones del fabricante (MoBio, EEUU). De manera resumida, el
procedimiento de la extraccién consistié principalmente en dos fases, una de lisis tanto
térmica (calor) como mecdnica y otra de aislamiento del ADN basada en la unién de este a la

membrana de silice de la que se componen las columnas empleadas en el kit.

Durante la fase de lisis las paredes celulares y las membranas del microorganismo se
rompian combinando la accidn del calor y de un detergente catidnico como el sodio-dodecil-
sulfato (SDS), y la rotura mecdnica con microesferas. Para ello, una suspensién de cada
levadura se depositd por separado en un tubo con microesferas y una solucién de lisis que
contenia SDS como agente disruptivo. Con el propdsito de aumentar el rendimiento de esta
fase, los componentes celulares fueron lisados primero calentando dicha solucidon durante
10 min a 65 °C empleando un termobloque MB-102 (BIOER, China) con agitacion a 750 rpm,
para después continuar con una lisis mecdnica en un vortex estandar a maxima velocidad

durante 10 min.
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Una vez obtenido el material resultante tras la lisis, se procedié al aislamiento del ADN en
suspension. Para ello se realizaron los siguientes pasos: 1) precipitacion de proteinas y otros
componentes celulares, 2) unién del ADN liberado a la membrana de silice de las columnas,
3) lavado de los acidos nucleicos presentes en la muestra y 4) elucién final del ADN
purificado en una solucién tampdn que contiene Tris 10 mM a pH 8. El producto de elucion

obtenido fue congelado a-20 °C hasta su uso posterior.
b.3. Cuantificacion de ADN mediante espectrofotometria

Previamente a la amplificacién del ADN obtenido se cuantificd su concentracién en cada una
de las muestras a estudiar con el espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific,
EEUU). Este método se basa en la determinacion de la absorcidn de luz ultravioleta (UV) por
parte de las bases nitrogenadas que conforman los acidos nucleicos, realizdndose medidas
de absorbancia a diferentes longitudes de onda. La lectura a 260 nm (A3e0) corresponde a la
maxima absorbancia de los 4cidos nucleicos y nos permite calcular la concentracion de los
mismos en la muestra expresandola en ng/ml. Por el contrario, la lectura a 280 nm (Aaso)
corresponde a la maxima absorbancia de las proteinas y la realizada a 230 nm (Az30) refleja

la maxima absorbancia de los solventes orgdnicos.

El espectrofotometro ademds de proporcionar valores de concentracién también permite
obtener valores de relacion ADN/proteinas (Azs0/A2s0) asi como ADN/solventes organicos
(A260/A230), lo que aporta informacion adicional de la pureza del ADN (mediante la
estimacién del cociente Azs/Azs0) ¥ la contaminacion de la muestra de ADN por solventes
organicos como fenol, carbohidratos etc. (mediante el célculo del cociente Ajso/Az30). La

interpretacion de ambos cocientes se realiza considerando las siguientes premisas:
1. Un ADN de gran pureza tendra valores en torno a 1,8-2.

2. Se considera que un ADN sufre contaminacién por solvente organicos cuando los

valores para el cociente Axeo/A23050n superiores a 0,5.
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b.4. Identificacion molecular de Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis y

Candida metapsilosis

La identificacion del complejo Candida parapsilosis se realizdé mediante métodos
moleculares basados en la PCR. Los aislamientos fueron caracterizados mediante el
protocolo de PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) descrito previamente
tanto por Tavanti y colaboradores (2005) como por Miranda-Zapico y colaboradores (2011).
La reaccion de PCR consistio en la amplificacion de un fragmento de 716 pb del gen SADH
que codifica para la enzima alcohol deshidrogenasa secundaria. El protocolo desglosado con

cada una de sus etapas se describe a continuacién.
e Protocolo de amplificacion

La reaccién de amplificacién PCR-RFLP incluia una combinacidn comercial de solucidn
tampon, enzima Tag polimerasa, MgCl, y desoxirribonucledtidos (dNTPs) (Biomix @)
(Bioline), a la que se afiadia la pareja de cebadores: S1F (5'-TTGATGCTGTTGGATTGT-3') y
S1R (5'-CAATGCCAAATCTCCCAA-3'). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen

final de 25 pl y el contenido de la mezcla era el siguiente:

Biomix® 12,5 pl
Cebador Forward S1F (10 uM) (IDT) 1ul
Cebador Reverse S1R (10 uM) (IDT) 1ul
ADN extraido (10 ng/pl) 2 ul
Agua de grado de PCR 10,63 ul

En cada tanda de reacciones realizadas se utilizaron un control negativo (agua de grado de
PCR) vy los controles positivos indicados en el apartado 3.2.
e Condiciones de amplificacion

La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador convencional C1000 Thermal Cycler

(Bio-Rad) y el programa de PCR consistio en:
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1. Desnaturalizacién inicial 95 °C, 5min

2. Desnaturalizacion 92 °C, 1 min

3. Hibridacién 45 °C, 1 min X 35 ciclos
4. Extension 68 °C, 1 min

5. Extensidn final 68 °C, 10 min

6. Enfriamiento 4°C, 0

e Digestion de los productos de PCR

Tras la amplificacion del gen SADH, los productos de PCR fueron digeridos con la enzima de
restriccion Banl (New England Biolabs, EEUU). La suspensién utilizada en la reaccién de

digestidn, cuyo volumen final fue de 28 pl tenia la siguiente composicion:

Producto de PCR (amplicén SADH) 25 ul
CutSmart Buffer 2,5 ul
Banl (5U/pl) 0,25 pl

e Electroforesis e interpretacion de los resultados

Los fragmentos generados tras la digestion al igual que en apartados anteriores, se
separaron en base a su relacion masa-carga mediante una electroforesis convencional en gel

de agarosa de baja EEO al 1,5% en TBE 1X.

La diferenciacion de los aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto,
Candida metapsilosis y Candida orthopsilosis se basé en el nUmero de sitios de restriccion
gue presentaban los amplicones de SADH tras su digestion con Banl. La secuencia

reconocida por esta enzima es:

GHGYRCC Y = pirimidina (Co T)
CCRYGVG R = purina (A 0 G)
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Esta enzima tiene un sitio de restriccién para Candida parapsilosis sensu stricto (generado
un fragmento de 196 pb) y tres sitios de restriccidon para Candida metapsilosis que generan
tres fragmentos con longitudes de 96, 469 y 529 pb. A diferencia de las otras dos especies,

Candida orthopsilosis carece de sitio de restriccion alguno (Figura 3.11).

C. orthopsilosis
96 469 529

196
C. parapsilosis |

C. metapsilosis

Figura 3.11. Puntos de corte con la enzima Banl en amplicon SADH (modificado de Tavanti et al.,

2007).
En la Figura 3.12 se resume graficamente el protocolo de identificacion molecular por RFLP-

i ot 7*",;:”“ ‘,;:'
> =& _
Extraccion de ADN

Siembra en »
Sabouraud Incubacién (UltraClean® Microbial DNA

PCR.

Estandarizacion
(37°C, 24 h) Isolation kit) PCR-SADH

Amplificados de ~ 716 pb

~

~

Digestion con Ban |

Electroforesis

Gelde agarosa

Figura 3.12. Método de identificacion molecular por PCR-RFLP.
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Identificacion mediante secuenciacion

En todos aquellos aislamientos cuya identificacion no fue concluyente, ya fuera porque el
patrén de bandas PCR-RFLP fuese ambiguo o porque los resultados obtenidos con los
medios cromdgenos y la galeria bioquimica ID 32C no coincidian con la identificacion

molecular, se procedio a la identificacion mediante secuenciacidn de dichas muestras.

Para ello, se realizé6 una PCR convencional de la region intragénica del gen 285 ARNr
comprendida entre los cebadores universales ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'") y posterior secuenciacién para la identificacién definitiva
(Miranda-Zapico et al., 2011).

e Protocolo de amplificacion

La reaccion de amplificacion de la regién ITS incluye una mastermix comercial (Biomix @,
Bioline), que contiene una solucidn tampdn a una concentracion 10X, MgCl,, dNTPs y una

Taq ADN polimerasa a la cual se afiadié la pareja de cebadores ITS1 e ITS4.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 30 ul y su contenido era el

gue se indica a continuacion:

Biomix® 12 ul
Cebador ITS1 (10 uM) (IDT) 1,2 ul
Cebador ITS4 (10 uM) (IDT) 1,24l
AND extraido (10 ng/pl) 2 ul

Agua de grado de PCR 15,6 pl
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e Condiciones de amplificacion

La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador convencional C1000 Thermal Cycler

(Bio-Rad) y las condiciones fueron las siguientes:

1. Desnaturalizacién inicial 95 °C, 5min

2. Desnaturalizacion 95 °C, 1 min

3. Hibridacién 60°C,30s X 30 ciclos
4. Extension 72°C, 1 min

5. Extensidn final 72°C, 10 min

6. Enfriamiento 4°C, o

e Electroforesis e interpretacion de los resultados

Una vez comprobada la correcta amplificaciéon de las muestras mediante electroforesis en
gel de agarosa de baja EEO al 1% en TBE 1X (Tris-borato EDTA), a voltaje constante
(90 V/cm) durante 80 min, los productos de PCR fueron enviados SGiker, donde fueron
secuenciados. A continuacion, las secuencias obtenidas fueron analizadas en los programas
informaticos Bioedit y ClustalX (Figura 3.13) que permiten el alineamiento de secuencias
nucleotidicas para la identificacion de diferencias en las secuencias de las tres especies de
Candida parapsilosis sensu lato. Una vez analizadas las secuencias, la identificacion de las
especies cripticas que conforman el complejo Candida parapsilosis se llevé a cabo mediante
la comparacién entre parejas de secuencias usando la plataforma BLAST del NCBI (Figura

3.14) (Disponible en: www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Sign in to NCBI

National Library of Me NCBI National Center for Biotechnolo;
Recent Results Saved Strategies Help

o
BLAST Home
Basic Local Alignment Search Tool
Magic-BLAST 1.2.0 released
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program A new version of the BLAST RNA-seq mapping tool is now available.
Mon, 27 Feb 2017 14:00:00 EST More BLAST news.

compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and
calculates the statistical significance. Learn more

Web BLAST

Wy

BLAST Genomes

Figura 3.13. Programa de andlisis de secuencias Bioedit.
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%# ABI Chromatogram: C:\Users\Camino\DesktopLabo\Secuencias\Secuencias CP529_15.03.16\CDC_F_2016-03-14 E09.ab1
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GTGGTGGGTGCAAGTAT TG TCGTGGTGCCAT TG ACAATGTAT GTAAAAACGCATTTIGGTGATTGGTTCGGATTGGGGTACGATGGTGGGTA

Figura 3.14. Imagen del algoritmo BLAST del NCBI www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi



Materiales vy métodos | 81

d. Valoracion de la efectividad de la nueva técnica.

En la Figura 3.15 se describe de forma esquematica como se realizd la valoracién de la

efectividad de la técnica con aislamientos clinicos de sangre.

Objetivo Fase V: Valoracion de la efectividad del nuevo protocolo

Patronoro (gold standard):
Técnica original publicada por
Sabino et al. (2010)

Valoraciondela
validezinterna

empleando una Estimacion de:
muestrade * Sensibilidad (S)
aislamientos * Especificidad (E)

* Razones de probabilidad diagndstica
(positiva (RP+)y negativa (RP-))

clinicos

Patron con el que se establece la
comparacion: Técnica original

Valoraciondela

coneoranda publicada por Sabino et al. (2010)
empleando una ; 5
i g Estimacion de:
AR + Indice de concordancia (IC)
aislamientos

+ indice de Chamberlain (ICh)
+ Indice Kappa (IK)

clinicos

Comparativade
la concordancia
entrelos
genotipos
aislados en
sangrey catéter

Figura 3.15. Esquema de valoracién de la efectividad de la técnica empleando aislamientos clinicos.

Para la valoracion de la efectividad del nuevo protocolo de PCR multiple se emplearon
aislamientos clinicos, con el fin de reproducir unas condiciones lo mas cercanas posibles a la

realidad diagndstica de un laboratorio de Microbiologia Clinica. La metodologia empleada
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fue analoga a la descrita en el apartado de valoracion de la eficacia del nuevo protocolo

empleando en ese caso muestras de referencia.

En este caso ademads de la validacién interna y el nivel de concordancia también se llevo a
cabo la validacién externa del nuevo protocolo como técnica diagndstica de CRC mediante la
estimacion de los valores predictivos positivo y negativo (Cohen et al., 2016; Santabarbara-
Serrano et al., 2016). Dichos valores se definen respectivamente como la probabilidad de
que una prueba positiva diagnostique correctamente a una persona que padece la
enfermedad que diagndstica la técnica, para el caso del VPP y como la probabilidad de que
una prueba negativa diagnostique correctamente a un individuo que no padece dicha
enfermedad en caso de tratarse del VPN. Ambos valores son de utilidad en clinica ya que se
ven afectados por la prevalencia de la enfermedad (en nuestro caso la candidemia asociada
a catéter) en la poblacién de estudio. Asi el VPP disminuye conforme lo hace la prevalencia
de la enfermedad (Tabla 3.8). La estimacidon de este efecto en el presente trabajo se
realizard conforme el método de méxima verosimilitud empleando para ello el programa

estadistico Stata® v. 12.

Tabla 3.8. Relacion entre el resultado de una prueba diagndstica y la prueba patrén (Santabarbara-
Serrano et al., 2016).

Resultado de la Técnica patrén o gold standard
técnica Positivo (+) Negativo (-) Total Validez externa
Positivo (+) VP FP VP+FP VPP =
VP +FP
Negativo (-) FN VN FN+VN VPN = N
’ ~ FN+VN
Total VP+FN VN+FP VP+FP+EN+VN
VN
Validez interna S = ve F= —
~ VP+FN VN + FP
Razén de S RP E
probabilidad RP+= 1% T 1Zs

VP: valor predictivo, FP: falso positivo, FN: falso negativo, VN: verdadero negativo, VPP: valor predictivo positivo, VPN:
valor predictivo negativo, S: sensibilidad, E: especificidad, RP+: raz6n de probabilidad positiva, RP-: razén de probabilidad
negativa.
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e. Analisis de la informacion contenida en las regiones analizadas para la tipificacion

molecular

El caracter informativo de los marcadores STR varia en funcion de los loci y la poblacién
estudiada, y depende principalmente del nimero de alelos y sus frecuencias (Reyes-Valdés,
2013). Por ello, para el analisis estadistico de estudios que incluyen informacion de
marcadores polimorfos, como es el caso de los STR, es importante conocer una serie de
parametros estadisticos relacionados con la genética de poblaciones que permiten

determinar la eficacia de los marcadores genéticos seleccionados (Butler, 2010).

Los parametros mas comunes derivados de datos genotipicos son (Resumen en la Tabla 3.9):

e Frecuencias alélicas. Proporcion relativa de un alelo especifico respecto al conjunto

de alelos que pueden ocupar un locus determinado en una poblacion dada. Se
calcula dividiendo el numero de alelos iguales en una poblacién entre el numero

total de alelos identificados (Butler, 2010).

e Indice de homocigosidad (h). Nimero de individuos homocigéticos para un

determinado locus en el total de la poblacidn (Nei, 1978).

ni = nimero de individuos homocigéticos analizados
Donde . . .
Ni = nimero total de genotipos analizados

e Andlisis de heterocigosidad (HET). Representa la probabilidad de que dos alelos del

mismo locus tomados al azar en una poblacién sean distintos.

Heterocigosidad observada (HETows). Es la proporcion de individuos

heterocigotos observada en una poblacidon determinada (Nei, 1978).
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H ETobs = %

ni = numero de individuos homocigéticos analizados
Donde . . .
Ni = nimero total de genotipos analizados

Heterocigosidad esperada (HET.s). Es la proporcion de heterocigotos que se
esperaria encontrar si la poblacidén se encontrase en equilibrio. Cuando el niumero de
loci no es elevado, ni estan tomados al azar, este valor no seria indicativo de
variabilidad genética real, aunque si que tendrian validez para conocer la estructura de

la poblacién y realizar comparaciones entre poblaciones (Nei, 1978).

HET,, =1- Z P,

Donde < Pi=frecuencia génica del alelo i de un locus para varios alelos
en la poblacién

e Contenido de informacién polimorfa (PIC). Similar al valor de heterocigosidad, este

indice evalta la informacidn de un marcador en la poblacién de acuerdo a las
frecuencias de los alelos. Valores mayores de 0,5 se consideran muy informativos,
entre 0,25 y 0,5 medianamente informativos y menores de 0,25 poco informativos

(Botstein et al., 1980).

PIC =1-(Qp/) =22 PixP,

pi = frecuencia del alelo i para el locus estudiado
Donde . .
p; = frecuencia del alelo (i +1)

e Poder de discriminacién (PD). Determina la probabilidad de que un marcador o

conjunto de marcadores sean capaces de diferenciar genéticamente a individuos no
relacionados y tomados al azar. Se calcula de acuerdo al indice de Diversidad de

Simpson (Desmarais et al., 1998; Sabino et al., 2010).
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PD=1- Z -1)
N x (N -1 i
= numero de aislamientos clinicos totales
Donde = nUmero de aislamientos clinicos con diferente genotipo
j = nimero de aislamientos clinicos con genotipo j
Un PDigual a 1 indica que los loci utilizados permiten diferenciar todos los aislados de la
poblacién estudiada, mientras que un PD con valor nulo determina que todos los aislados
estudiados pertenecen al mismo genotipo.
Tabla 3.9. Pardmetros estadisticos mas comunes derivados de datos genotipicos.
Parametro Medida Interpretacion Cita bibliografica
' 5 PIC=1-(3pi*)-552pi*.pj*
Contenidode  Informacidn de un ) )
informacién marcador en la poblacién > 0,5 muy informativo Botstein et al., 1980
. 0,25-0,5 medianamente .
polimorfa de acuerdo alas . . Reyes-Valdés, 2013
PIC) frecuencias alélicas informativos
( < 0,25 poco informativo
S
PD=1-—— > nitni-1)
=1~ n n -
N(N-1) £
Probabilidad de que un =1
o marcador sea capaz de PD =1Todos los aislamientos
Indice de . . ‘e L Hunter, 1990
. diferenciar genéticamente  de la poblacion pueden ser )
diversidad de diferenciados Desmarais et al., 1998

Simpson (PD)

indice de
heterocigosid
ad (HETobs)

Entropia

a individuos no
relacionados tomados al
azar

Probabilidad de que dos
alelos del mismo locus
tomados al azar sean
distintos

Calculo de la informacion
de los marcadores
estudiados en el marco de
la teoria de la informacion

PD =0 Todos los
aislamientos estudiados
pertenecen al mismo
genotipo

ni
HETobs=—
ni: nimero de individuos

heterocigotos
Ni: Total de individuos

g
HM) = _Zpi log,p;
=1

Reyes-Valdés, 2013

Nei, 1978

Shannon, 2001
Reyes-Valdés, 2013
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3.4. Estudios observacionales para verificar la efectividad y utilidad de la técnica

propuesta (Objetivo 6).

e Tipo de estudio

Estudio observacional prospectivo de aplicacién clinica para valorar el estudio de relaciones

filogenéticas entre aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto.

e Técnica de muestreo empleada

Se realizé un muestreo de conveniencia que se componia de todos los episodios de
candidiasis invasiva recogidos durante los afios 2009-2010 en los hospitales espafioles

participantes en el estudio FUNGEMYCA.

e Muestras empleadas

Se emplearon las dos cepas de referencia de Candida parapsilosis indicadas en el apartado
3.2 pertenecientes a la coleccion ATCC. Ademas, se empled agua de grado PCR (Roche
Diagnostics) como control negativo en los disefios experimentales realizados durante esta

fase.

Se emplearon 297 aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto pertenecientes a
pacientes que participaron en el estudio multicéntrico FUNGEMYCA realizado en Espaina

entre enero de 2009 y febrero de 2010.

e Disefio experimental

Con el objetivo de verificar la efectividad y utilidad de la técnica propuesta para su

aplicacion en el estudio de relaciones filogenéticas se llevaron a cabo los siguientes pasos:

a. lIdentificacion y genotipificacion de aislamientos clinicos de Candida parapsilosis

sensu stricto.

b. Comparacién y relacion de los genotipos aislados en las diferentes Comunidades

Autonomas (CCAA).
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c. Analisis de la informaciéon contenida en los marcadores de microsatélites analizados

en las distintas regiones.

b. Comparacidn y relacion de los genotipos aislados en las diferentes CCAA

En la Figura 3.16 se esquematiza como se realizo la aplicacidn clinica del protocolo de PCR

multiple mediante STR al estudio de relaciones filogenéticas.

Objetivo Fase VI: Aplicacion clinica al estudio de relaciones filogenéticas

Valoradon
de los genotipos y
reladiones
filogenéticas
empleandouna
muestrade
aislamientos
dinicos

(

Comparacion de los genotipos

aislados en:

¢ Diferentes Comunidades
Autonomas

¢ Produccion de biopeliculas

* Patron de sensibilidad antifungica

e

\

S

Figura 3.16. Esquema de la valoracion de las relaciones filogenéticas.

Una vez identificados los genotipos presentes en las diferentes CCAA participantes en el

estudio, se procedié a realizar el estudio de las relaciones filogenéticas existentes entre los

distintos genotipos. Para ello se realizaron dendrogramas con la versidon on-line del

programa POPTREEW (Takezaki et al., 2014) usando el algoritmo Unweighted Pair Group

Method with Arithmetic Mean (UPGMA) de manera analoga al realizado en el apartado 3.3.

La comparacion de los genotipos se realizd atendiendo a las caracteristicas de los pacientes,

asi como posibles factores asociados tales como:

e Comunidad auténoma de procedencia

e Produccidn de biopeliculas por los aislamientos clinicos
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e Patrdn de sensibilidad a los farmacos antifingicos de los aislamientos clinicos

e  Produccion de biopeliculas

Existen diversos métodos que permiten detectar y evaluar la producciéon de biopeliculas
como pueden ser el crecimiento en placa, en tubo, ensayo de bioluminiscencia, examen al

microscopio de fluorescencia o el método en Agar rojo Congo (ARC) (Saxena et al., 2014).

En este trabajo se empled el método en agar rojo Congo, por su sencillez técnica, rapidez y
buena sensibilidad como técnica de cribado para la valorar la produccidn de biopeliculas en
todas las cepas identificadas como Candida parapsilosis sensu stricto, Candida metapsilosis y

Candida orthopsilosis.

Basandonos en el método modificado establecido para los estafilococos coagulasa-
negativos, el ARC esta compuesto por medio sélido de infusion cerebro corazén (Brain Heart
Infusion —BHI-) (Laboratorios Conda), suplementado con glucosa (Panreac Applichem,

Espafia) y rojo Congo (Sigma-Aldrich, EEUU) tal y como se indica a continuacion:

Solucién rojo Congo:
Rojo Congo 0,8 g/l
Agua destilada 50 ml
Solucién glucosa:
Glucosa 80 g/l
Agua destilada 150 ml

Agar rojo congo (ARC):

BHI 37 g/l
Agar bacteriolégico 10 g/l
Agua destilada 800 ml

Solucién rojo Congo 50 ml
Solucién glucosa 150 ml

El rojo Congo y la glucosa fueron preparados y concentrados en una solucién acuosa por

separado del resto de los componentes. Tanto la solucién de rojo Congo como la mezcla de
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BHI y agar bacterioldgico fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 min,
mientras que la solucidn acuosa de glucosa se aifadié al resto de los componentes del medio
esterilizada por filtracién con un filtro millipore de 0,20 um (Sarstedt, Alemania) cuando el
agar estaba en torno a 55 °C. Una vez solidificado el agar en placas de Petri, se inocularon
los aislamientos mediante agotamiento y se incubaron en aerobiosis durante 24-48 h a 37 °C

(Saxena et al., 2014).

Los aislamientos clinicos productores de biopelicula crecen formando colonias negras o
rojas, mientras que los que presenten una produccion débil desarrollan colonias de un color
rosa con el centro ocasionalmente negro. Las colonias de los aislamientos que no producen

biopeliculas son de aspecto blanquecino o rosa muy claro (Figura 3.17) (Saxena et al., 2014).

Colonias rosas no productoras de biopeliculas

Colonias negras productoras de biopeliculas

Figura 3.17. Colonias con y sin capacidad productora de biopeliculas en ARC.

e Estudio de la sensibilidad in vitro a los farmacos antiflingicos

Se analizé la sensibilidad in vitro de todos los aislamientos clinicos identificados como
Candida parapsilosis sensu stricto a los farmacos antifungicos del grupo de las
equinocandinas: anidulafungina (Pfizer), caspofungina (Merck, Sharp & Dohme, EEUU) vy

micafungina (Astellas Pharma, EEUU).

El estudio de la sensibilidad in vitro a las equinocandinas se realizd siguiendo el método

estandarizado de microdilucion en caldo RPMI propuesto por el CLSI en el documento M27-



90 | Materiales vy métodos

A3 (CLSI, 2008), utilizaron los puntos de corte establecidos para Candida parapsilosis
propuestos por el CLSI en el documento M27-A3 y el suplemento M27-54 (CLSI, 2008, 2012)

(Tabla 3.10). La cepa Candida parapsilosis ATCC 22019 se utilizé como control.

Tabla 3.10. Puntos de corte clinicos de las equinocandinas para Candida parapsilosis (CLSI M27-54,
2012).

Concentracion minima inhibitoria (pg/ml)

Farmacos antiftingicos

Sensible SDD! Resistente
Anidulafungina <2 4 >8
Caspofungina <2 4 28
Micafungina <2 4 >8

1SDD, sensible dosis dependiente.

Una vez determinados los valores de CMI, se estudid la sensibilidad reducida in vitro a las
equinocandinas por la presencia de mutaciones en las regiones Hot Spot HS1 y HS2 en los
genes FKS1y FKS2. El estudio se llevd a cabo mediante secuenciacion siguiendo el método
propuesto por Garcia-Effron y colaboradores y Marti-Carrizosa y colaboradores (Garcia-
Effron et al., 2008; Marti-Carrizosa et al., 2015). Las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas obtenidas fueron comparadas con las secuencias de referencia depositadas
en la base de datos GenBank, cuyos numeros de acceso de las secuencias de cada gen son:

EU221325 (Candida parapsilosis, FKS1) y EU221326 (Candida parapsilosis, FKS2).
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4. Resultados
4.1. Valoracion de la eficacia de un protocolo de PCR muiltiple para la genotipificacion

mediante STR

a. Ensayos de optimizacion del conjunto de cebadores y componentes de la PCR

Siguiendo la metodologia propuesta en el apartado 3.2 y tras amplificar mediante
reacciones de PCR singleplex cada locus, se ensayaron cada una de las parejas de cebadores
y las combinaciones descritas en reacciones de PCR multiples a diferentes concentraciones
qgue oscilaron entre 0,2 uM y 0,5 uM. La eleccién de la concentracidn éptima de los
cebadores se determind en base a la visualizacién de la intensidad de las bandas de los
productos de PCR especificos y de la ausencia de productos de amplificacion inespecificos.
Los resultados obtenidos determinaron que la concentracién final éptima de cada cebador
empleado en la reaccién de PCR multiple era de 0,4 uM. A esta concentracién todos los
productos obtenidos en la reaccién de PCR multiple presentaban la misma intensidad de
banda. Se observé una disminucién en el producto de amplificacién de B5 (disminucion en la
intensidad de bandas obtenidas) cuando la concentracion de los cebadores que amplifican
esta regidn se encontraba por debajo de la concentracién éptima. Asi mismo, se comprobd
gue empleando concentraciones superiores a la éptima (0,5 uM) la intensidad de las bandas
era superior y mas uniforme entre los distintos cebadores. Sin embargo, se detecté un
aumento significativo de bandas inespecificas, por lo que finalmente se decidié desechar

esta opcion (Figuras 4.1y 4.2).

Figura 4.1. Reacciones singleplex de los cuatro loci a diferentes concentraciones.
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Figura 4.2. PCR mudltiple con las cepas de referencia. Cebadores a 0,2 uM (A) y cebadores a 0,4 uM
(B).

Una vez verificada la concentracién éptima de los cebadores, se realizé la secuenciacion de
cada una de las regiones microsatélites que verificé tanto la correcta amplificacion de la

regidn de interés como el tamafio en pares de bases (pb) de dichas regiones.

b. Ensayos para establecer diferencias en el efecto de la enzima polimerasa

La eleccion de la enzima polimerasa se basé en la visualizacién de geles de agarosa vy el
analisis de fragmentos en los que se evalud tanto el ruido de fondo como la altura de los
picos del electroferograma obtenido. Los resultados tras el analisis de patrén electroforético
empleando el kit con la Tag polimerasa TaKaRa Ex TagTM Hot Start Version, revelaron que
la intensidad de los productos de PCR obtenidos era variable. Los perfiles obtenidos en el
anadlisis de fragmentos mostraron la presencia de picos inespecificos y artefactos que
dificultaban la interpretacion de los resultados. Incluso, se observé la presencia de
productos de amplificacion (resultados falsos positivos) tanto con las 11 cepas

genéticamente relacionadas como con el control negativo (Figura 4.3).



Resultados | 95

2345 67 891011121314

1
!
Rl
@
-
o=

Figura 4.3. PCR mudltiples realizadas con la enzima Taq polimerasa TaKaRa Ex TaqTM Hot Start
Version en 11 cepas genéticamente relacionadas con Candida parapsilosis sensu stricto. Calles: 1.
Marcador de peso molecular, 2. Candida guilliermondii, 3. Candida glabrata, 4.
Candida bracariensis, 5. Candida africana, 6. Candidaalbicans, 7. Candidakrusei, 8.
Candida nivariensis, 9. Candida dubliniensis, 10. Candida parapsilosis, 11. Candida metapsilosis, 12.

Candida orthopsilosis, 13. Candida tropicalis y 14. Control negativo.

Los resultados obtenidos con la enzima KAPA2G Fast Multiplex PCR kit fueron similares a los
obtenidos con el kit de Takara, constatandose la presencia de bandas adicionales tanto en la

muestra de control negativo, como en las cepas genéticamente relacionadas (Figura 4.4).

12345678910111213 14

Figura 4.4. PCR multiple realizada con la enzima KAPA2G Fast Multiplex PCR kit en 11 cepas
genéticamente relacionadas con Candida parapsilosis sensu stricto. Calles: 1. Marcador de peso
molecular, 2. Candida guilliermondii, 3. Candida glabrata, 4. Candida bracariensis, 5.
Candida africana, 6. Candida albicans, 7. Candidakrusei, 8. Candida nivariensis, 9.
Candida dubliniensis, 10. Candida parapsilosis, 11. Candida metapsilosis, 12. Candida orthopsilosis,
13. Candida tropicalis y 14. Control negativo.
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En la Figura 4.5 se muestra un gel de agarosa para comparar los resultados de la PCR
multiple llevada a cabo con las enzimas TaKaRa® Ex Taq Hot Start Version y KAPA 2G Fast
Multiplex PCR kit. Los cuatro productos de PCR amplificados con la Tag polimerasa de
Takara presentaban un patrdn electroforético de bandas con intensidades similares pero
menores a la obtenidas con la enzima del kit de KAPA, lo que convierte en teoria a esta
ultima enzima como la mas eficiente de ambas. Sin embargo, la enzima KAPA generd bandas

inespecificas en la muestra del control negativo (C).

Figura 4.5. PCR mudltiple realizada con la enzima TaKaRa Ex TagTM Hot Start Version (A) y la
enzima KAPA2G Fast Multiplex PCR kit (B). Control negativo con la enzima de KAPA (C).

Por ultimo, se evalud la actividad de la enzima AmpliTag Gold® DNA Polymerase. Los
resultados obtenidos tras el andlisis del patron observado en los geles de agarosa mostraron
gue todos los loci presentaban bandas con la misma intensidad, pero era menor que las
observadas con las dos enzimas descritas anteriormente (Figura 4.6). Sin embargo, a pesar
de que los resultados obtenidos en el analisis visual de los geles de agarosa eran mas
desfavorables a priori, los electroferogramas obtenidos en el analisis de fragmentos
mediante electroforesis capilar mostraron perfiles con menor ruido de fondo y mas
especificos, lo que permitia una asignacion del tamafio del fragmento analizado de manera
inequivoca (Figuras 4.7 y 4.8). Esta especificidad se corrobord al no observarse ninguna
amplificacion con el control negativo ni con ninguna de las cepas genéticamente

relacionadas con Candida parapsilosis sensu stricto (Figura 4.6).
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Figura 4.6. PCR mudiltiple realizada con la enzima AmpliTag Gold® DNA Polymerase (A), en 11
cepas genéticamente relacionadas con Candida parapsilosis sensu stricto (B), calles: 1. Marcador de
peso molecular, 2. Candida guilliermondii, 3. Candida glabrata, 4. Candida bracariensis, 5.
Candida africana, 6. Candida albicans, 7. Candida krusei, 8. Candida nivariensis, 9.
Candida dubliniensis, 10. Candida parapsilosis, 11. Candida metapsilosis, 12. Candida orthopsilosis,

13. Candida tropicalis y 14. Control negativo.
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Figura 4.7. Electroferogramas obtenidos con la enzima KAPA 2G Fast Multiplex PCR kit (A) en

comparacion con AmpliTag® Gold DNA (B).
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Durante la valoracion de los electroferogramas obtenidos en el analisis de fragmentos
mediante electroforesis capilar, se observaron con relativa frecuencia unas bandas
inespecificas de baja intensidad, que fueron consideradas picos sombra como resultado del
«deslizamiento» de la polimerasa durante la etapa de extension de la hebra de ADN. Sin
embargo, como se puede apreciar en la figura 4.8, estos picos de baja amplitud no
representaban realmente alelos, sino que eran ecos de los picos reales por lo que no
interfirieron negativamente en la asignacion del tamafio del fragmento analizado ni en Ila

identificacion alélica final.
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Figura 4.8. Detalle de la presencia de picos sombra.

La Tabla 4.1 resume los resultados obtenidos con las tres mastermixes evaluadas en este
trabajo, en términos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos (VPP).
Como se muestra en la tabla, la Unica ADN polimerasa con la que se obtuvieron valores
tanto de sensibilidad como de especificidad del 100% fue la AmpliTaq Gold, corroborando lo

gue se habia observado en los geles y concluyendo que esta enzima era la mas especifica y
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adecuada para llevar a cabo la PCR multiple de genotipificacion por STR de

Candida parapsilosis sensu stricto.

Tabla 4.1. Evaluacién del efecto polimerasa en el protocolo de PCR multiple.

Mastermixes empleadas TaKaRa® Ex Taq KAPA 2G Fast AmpliTaq®
Parametros estudiados Hot Start Version Multiplex PCR kit Gold DNA
Resultados falsos positivos (FP) 13 13 0
Resultados falsos negativos (FN) 0 0 0
Resultados verdaderos positivos (VP) 2 2 2
Resultados verdaderos negativos (VN) 0 0 13

100 % 100 % 100 %

- o
Sensibilidad (IC 95%) (15,8%-100%) (15,8%-100%)  (15,8%-100%)
Especificidad (1C 95%) 0% 0% 100 %
(0%-24%) (0%-24%) (75,3%-100%)

Razon de probabilidad diagndstica positiva 0,86 0,86 23,33
(RPD+) (1C95%) (0,52, 1,45) (0,52, 1,45) (1,46, 371,81)
Razon de probabilidad diagndstica 4,67 4,67 0,17
negativa (RPD+) (1C95%) (0,11, 191,86) (0,11, 191,86) (0,01, 2,17)

13,3% 13,3% 100 %

Valor predictivo positivo (VPP) (IC 95%)

(1,7%-40,5%)

(1,7%-40,5%)

(15,8%-100%)

Para la eleccion final de la enzima se valoraron ademas de estos resultados, los obtenidos

tras la aplicacidon del protocolo de amplificacién touchdown desarrollado, con el fin de

aumentar la especificidad de los productos de PCR.

c. Resultados tras la aplicacion del protocolo de amplificacion touchdown

Tomando en cuenta los resultados de validacion anteriores (similitud de resultados entre las

enzimas de Takara® y KAPA®), se ensayaron los cuatro protocolos con la enzima TaKaRa® Ex

Taq Hot Start Version. Los resultados se compararon mediante el andlisis visual de patrén

electroforético obtenido en los geles de agarosa, observdandose en resumen los siguientes

hallazgos (Figura 4.9):
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1. Diferente intensidad de bandas para los cuatro /ocus empleando los

protocolos de touchdown 1y 2.

2. Intensidad similar de los productos de amplificacién al emplear el protocolo

3.

3. Aparicién de bandas nitidas en la muestra del control negativo al aplicar los

protocolos touchdown 1y 3, por lo que se decidid su descarte definitivo.

Touchdown 1 Touchdown 2 Touchdown 3

pb| 600 C- C-
400
300

200
100

Figura 4.9. Protocolos touchdown 1, 2 y 3 con la enzima TaKaRa® Ex Taq Hot Start Version (C-,

Control negativo).

Una vez descartados los protocolos 1y 3 por aparicién de bandas inespecificas en el control
negativo, mas nitidas que con el resto de protocolos touchdown, se ensayaron los
protocolos 2 y 4 utilizando el kit KAPA 2G Fast Multiplex PCR kit como mastermix para la
realizacion de la PCR. Los resultados obtenidos para KAPA con ambos protocolos fueron mas
satisfactorios en cuanto a la intensidad del patrén de bandas obtenido que con la enzima de
Takara, pero se obtuvieron bandas de amplificacién para la muestra del control negativo en
ambos programas de PCR (Figura 4.10). Por lo tanto, los resultados fueron superponibles a
los descritos para el protocolo convencional, descartandose el uso de ambas enzimas para la
realizacion del andlisis de fragmentos de las regiones microsatélites objetivos designados en

el presente trabajo (Figura 4.11).
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Figura 4.10. Protocolos touchdown 2 y 4 con la enzima KAPA 2G Fast Multiplex PCR kit (C-,

Control negativo).

Figura 4.11. Protocolo touchdown 4, con la enzima TaKaRa® Ex Taq Hot Start Version (A) y con la
enzima KAPA 2G Fast Multiplex PCR kit (B). Control negativo con la enzima KAPA 2G Fast
Multiplex PCR kit (C)

A pesar de los datos negativos, el protocolo touchdown 4 fue con el que se obtenian
mejores resultados por lo que se eligié este esquema de amplificacion con la enzima
AmpliTaq® Gold DNA Polymerase. En el gel de agarosa, todos los productos de PCR
mostraban una intensidad similar mientras que en el pocillo destinado al control negativo

no se visualizaba ningln producto de amplificacion (Figura 4.12).
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Touchdown 4

Figura 4.12. Protocolo touchdown 4, con la enzima AmpliTag® Gold DNA Polymerase.

En la Tablas 4.2 y 4.3, se resumen las fases del protocolo definitivo de touchdown vy la

reaccién de PCR multiple con la enzima AmpliTaq Gold.

Tabla 4.2. Mezcla de la PCR multiple.

Reactivos Volumen (pl)
Tampon Gold 10X 2,5
MgCl, (25mM) 1,5
dNTPs (10 mM) 2
Cebadores Forward (25uM) 0,4X4
Cebadores Reverse (25uM) 0,4X4
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5U/ul) 0,25
ADN extraido (10 ng/ul) 2

BSA 100X 0,25
Agua de grado PCR 14,8
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Tabla 4.3. Protocolo de amplificacién touchdown seleccionado.

Protocolo touchdown

Desnaturalizacion inicial 95 °C, 10 min
Desnaturalizacion | 95 °C, 30s.
Fase 1: PCR Hibridacién 60 °C, 20s.
(14 ciclos) ¥0,36 °C/ciclo
Extension 72 °C, 30s.
Fase 2: PCR Desnaturalizacion | 95 °C, 30s.
. Hibridacion 55°C, 20s.
(19 ciclos) -
Extension 72 °C, 30 s.
Extension final 72 °C, 5 min.
Enfriamiento 4 °C, 0

| 103

En las Figuras 4.13 y 4.14 se representan los electroferogramas obtenidos con cada uno de

los locus estudiados mediante la reaccion de PCR multiple, para las cepas de referencia

Candida parapsilosis ATCC22019 y Candida parapsilosis MYA-4646-CDC317 (empleados

como referencia para la asignacidon alélica de los aislamientos clinicos de Candida

parapsilosis sensu stricto estudiados).
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m Electroferograma completo locus CP1 (fluoroforo: 6-FAM)
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Figura 4.13. Electroferogramas correspondientes a los locus CP1 y CP4.
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Electroferograma completo locus CP6 (flusroforo: NED)
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Figura 4.14. Electroferogramas correspondientes a los locus CP6 y B5.
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d. Valoracion de la eficacia del nuevo protocolo

Con el objetivo de valorar la eficacia y la concordancia del nuevo protocolo con respecto a la
técnica original publicada por Sabino y colaboradores en 2010, se estimé la sensibilidad,
especificidad, razén de probabilidad tanto positiva como negativa, el indice de concordancia
e indice kappa. Dicha estimacion se llevd a cabo en condiciones ideales empleando una
muestra de cepas de referencia. Para ambas valoraciones se realizaron tablas 2 x 2 en las

cuales se relacionan los resultados obtenidos con ambos métodos (Tablas 4.4y 4.5).

Tabla 4.4. Estimacion de la sensibilidad, especificidad, razones de probabilidad positiva y negativa de

la prueba.

Técnica de Técnica de genotipificacion original (Sabino y col., 2010)
genotipificacion

mediante PCR maltiple Positivo (+) Negativo (-) Total
Positivo (+) 2 0 2
Negativo (-) 0 13 13
Total 2 13 15

Razon de probabilidad diagndstica

Sensibilidad Especificidad
Protocolo - (RPD)
(IC 95%) (IC 95%)
RPD+ (IC 95%) RPD- (IC 95%)
100 % 100 % 23,33 0,17
PCR multiple
(15,8%-100%) (75,3%-100%) (1,46, 371,81) (0,01, 2,17)
Tabla 4.5. Concordancia directa e indice Kappa entre ambos protocolos.
Técnica de Técnica de genotipificacion original (Sabino y col., 2010)
genotipificacion Positi R Total
mediante PCR multiple ositivo (+) egativo (-) ota
Positivo (+) 2 0 2
Negativo (-) 0 13 13
Total 2 13 15
indice de Concordancia indice indice Kappa . .
Concordancia esperada Kappa (Error estandar) P

100% 76,89% 1 0,258 3,87 0,0001
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Los resultados tras la genotipificacion de las cepas de referencia fueron los mismos
empleando ambas técnicas, por lo que al relacionar los resultados obtenidos con el
protocolo de PCR multiple y los obtenidos con la técnica de referencia de Sabino vy
colaboradores (2010), se obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad del 100% (IC 95%
entre 0,158 — 1 y 0,753 -1 respectivamente) para el protocolo de PCR multiple desarrollado
en este trabajo (Tabla 4.3). Estos resultados indican que, bajo condiciones ideales, la
probabilidad de que se obtengan resultados fiables en cuanto a la genotipificacion por STR
empleando el nuevo protocolo de PCR multiple es del 100%. El calculo de la concordancia
entre ambos métodos (empleando muestras de referencia) reflejé un valor del indice Kappa
de 11C 95% (0,717-1,), un grado de concordancia muy bueno entre el método desarrollado
en el presente trabajo de Tesis Doctoral y el original propuesto por Sabino y colaboradores

(2010).
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4.2. Estudios observacionales realizados para verificar la efectividad y utilidad de la

técnica propuesta (Objetivo 5).
ayb Procesamiento e identificacion de las muestras

Todos los pacientes seleccionados para el estudio sufrian una candidemia relacionada con la
presencia de un catéter. El diagndstico se realizé acuerdo tanto a los criterios de los CDC,
como a los criterios microbiolégicos establecidos para los distintos métodos de cultivo

empleados: hemocultivo y cultivos semicuantitativo y cuantitativo de la punta del catéter.

De los 38 pacientes hospitalizados con candidemia, 21 (55,26%) fueron hombres y 17
(44,74%) mujeres y presentaban edades comprendidas entre los 13 dias y los 90 afios, con
una media de 47 afos (mediana de 48 afios) y con una distribucion de edades similar entre
ambos sexos (Figura 4.15). Destacaba que cinco de los pacientes (13,16%) fueron nifios con

edades comprendidas entre los 13 dias y cuatro afos, aunque solo uno de ellos era neonato.

10+ H Hombres
B Mujeres

N2 de pacientes

> o o )
N
. \(Q,u ‘;oso o

Grupos de edad (anos)

Figura 4.15. Distribucidn de los pacientes segln los grupos de edad.
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Veintiocho pacientes (73,68%) estaban ingresados en cinco unidades hospitalarias: la
Unidad de Reanimacién (REA) (10 pacientes y 17 aislamientos), la UCI (8 pacientes y 15
aislamientos), Unidad de Quemados (5 pacientes y 14 aislamientos), Unidad de Trasplante
Pulmonar (3 pacientes y 6 aislamientos) y la Unidad de Enfermedades Infecciosas (2

pacientes y 4 aislamientos) (Figura 4.16).

Unidad de Reanimacion
ucCl
Unidad de Quemados

23,69% 28,95%

Unidad de Enfermedades Infecciosas

INNIN N

Unidad de trasplantes de Pulmén

13,16%

Figura 4.16. Distribucién del nimero de casos de candidemia asociada a catéter debida a especies del

complejo Candida parapsilosis segun la unidad de ingreso.

En total se obtuvieron 82 aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu lato, de los
cuales 66 (80,48%) correspondieron a Candida parapsilosis sensu stricto y 16 (19,51%) a
Candida orthopsilosis. Ningun aislamiento fue identificado como Candida metapsilosis. De
estos 82 aislamientos identificados por PCR-RFLP, 14 (siete Candida parapsilosis sensu
stricto y siete Candida orthopsilosis) procedian de una misma muestra de seis pacientes con

infecciones mixtas (Figura 4.17).
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@l C. parapsilosis sensu stricto
@ C. orthopsilosis
C3 C. parapsilosis sensu stricto + C. orthopsilosis

17,03%

Figura 4.17. Distribucidn de los aislamientos del complejo Candida parapsilosis estudiados.

En base a los resultados obtenidos tras la identificacion molecular, se confirmdé que 28
pacientes (73,68%) presentaron candidemia por Candida parapsilosis sensu stricto, tres
(7,89%) por Candida orthopsilosis y seis (15,79%) sufrian una infeccion mixta por
Candida parapsilosis sensu stricto y Candida orthopsilosis. De uno de los pacientes (paciente
20) se aislé Candida tropicalis en el hemocultivo, mientras que de la punta del catéter se

aislé Candida parapsilosis sensu stricto.

c. Genotipificacion de aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto con el

nuevo protocolo de PCR multiple basado en STR

Todos los aislamientos clinicos identificados molecularmente como Candida parapsilosis
sensu stricto fueron genotipificados mediante el protocolo desarrollado en el presente
trabajo. En total se analizaron 66 aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto de 35

pacientes, 33 procedentes de hemocultivo y 33 del cultivo de la punta del catéter.

El analisis por STR confirmd que 27 (77,14%) de los pacientes presentaban una CRC ya que
tanto el aislamiento del hemocultivo como el de la punta de catéter poseian genotipos
idénticos o microvariaciones de estos. Sélo en dos de los pacientes se observaron
microvariaciones entre aislamientos, el paciente 18 en el cual se constataron

microvariaciones en el locus B5 al comparar el aislamiento del hemocultivo con el de la
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punta del catéter (9 pb) y el paciente 31 en que se aprecié una microvariacion en el locus

CP4 (4 pb) al comparar ambos aislamientos clinicos entre si.

Dos (8%) de los pacientes infectados por aislamientos con genotipos idénticos presentaron
realmente una infeccién policlonal al incluir mas de un aislamiento de Candida parapsilosis
sensu stricto en una misma muestra. El paciente 3 presentaba dos aislamientos de
Candida parapsilosis sensu stricto con genotipos diferentes en el hemocultivo, uno de ellos
idéntico al de la punta del catéter. Por el contrario, el paciente 24 ademas del aislamiento
de Candida parapsilosis sensu stricto aislado en el hemocultivo presentaba otro de genotipo
diferente al del cultivo del catéter. Estos resultados sélo pudieron ser confirmados mediante

el empleo de la técnica de STR.

Los 8 (22,86%) pacientes restantes no mostraron una CRC, ya que los aislamientos tanto del
hemocultivo como de la punta del catéter eran genotipicamente diferentes. Solo uno de los
pacientes (paciente 32) presentd diferencias entre aislamientos en un Unico locus; sin
embargo, como la diferencia fue mayor de 9 pb (43 pb) se consideraron genotipos
diferentes a pesar de su potencial relacion filogenética (Tabla 8.1 en material

suplementario).

e Genotipos y relaciones filogenéticas

El andlisis por STR permitié agrupar los 68 aislamientos en 27 genotipos diferentes.
Diecinueve (70,37%) genotipos solo se observaron una vez (en un Unico paciente) mientras
que siete (25,93%) estaban presentes en al menos dos pacientes. Estos genotipos fueron
nombrados como G1 a G7 (Tabla 4.6). De entre estos siete genotipos, dos fueron los mas
prevalentes, G3 y G7 ya que estaban representados por siete aislamientos cada uno, que
fueron aislados de cinco y cuatro pacientes respectivamente. En la Tabla 4.6 se muestran las

caracteristicas mas relevantes de estos genotipos.
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Tabla 4.6. Genotipos prevalentes en Candida parapsilosis sensu stricto.

Aislamientos

Genotipo I Fragmentos STR (pb) Ao Unidad hospitalaria
2010 Clp
Gl 5(3) 236/242 307/307 264/281 132/139 2012 U. TX. Pulmén
2013 Nefrologia
2012 udi
G2 4(2) 236/242 307/307 264/264 139/139 2015 Hematologfa
2013 REA
G3 7(5) 222/242 369/369 320/320 134/134 2014 | Cardiologia
2015 Quemados
2012 ;J; Gastroenterologia
G4 5(3) 222/242 372/372 305/308 134/134 2013 . ,
Cardiologia
2014 .
Cirugia
2013 U. TX pulmdn
G5 5(4) 222/242 369/369 270/320 134/134 2015 | Cirugia digestiva
G6 3(2) 216/222 372/372 305/308 134/134 | 2013 g:/§°'°g'a
2012 Quemados
G7 7(4) 242/242 360/363 267/270 120/135 2015 ucl
2016 Enf. infecciosas

CIP: Cuidados Intensivos Pediatricos; U. TX. Pulmén: Unidad de Trasplante Pulmonar; REA: Unidad de Reanimacion; Enf.

Infecciosas: Unidad de Enfermedades Infecciosas.

En la Figura 4.18 se muestra mediante un dendrograma desarrollado a partir del perfil
alélico (pb) obtenido por STR de cada una de los aislamientos clinicos, las relaciones

filogenéticas entre los genotipos prevalentes (Figura 4.18).

Los resultados graficos sugieren la existencia de dos clados o clusters claramente
diferenciados, que separan genotipos que se pueden considerar estrechamente
relacionados desde el punto de vista filogenético. A esos dos clusters se le denominé de

manera arbitraria Ay B.
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El clado o cluster A, estaba conformado por aislamientos de 11 (28,95%) pacientes y 9
(33,33%) genotipos diferentes entre los que se encontraban los genotipos mas prevalentes
(G1 y G2), mientras que el grupo o cluster B, estaba conformado por aislamientos de 27
(71,05%) pacientes y 18 (66,67%) genotipos diferentes entre los cuales se encontraban el

resto de genotipos prevalentes (G3-G7).

Un analisis mas detallado del dendrograma, en funcién de las distancias genéticas entre
aislamientos, mostré que dentro del grupo o cluster A existian dos subclados (A;, A)
claramente diferenciados. Al analizar los datos relativos a aislamientos incluidos en el
subgrupo A, se constaté que uno de ellos (CP542) era resistente a fluconazol (CMI de 8
pg/ml) mientras que el aislamiento CP542B no mostroé resistencia, pero si CMI mas elevadas
que los aislamientos incluidos en el subclado Ai, que fueron todos sensibles a los azoles

(Figura 4.19).
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El cluster B estaba conformado principalmente por tres subgrupos (Bi, B2 y Bs), a su vez cada
uno de los subgrupos estaba integrado por diferentes subgrupos menores mas
homogéneos. Dos aislamientos (CP592 y CP592B) estaban claramente diferenciados del
resto y conformaban el subgrupo Bs. En este caso no se observaron asociaciones
destacables entre las relaciones filogenéticas y los patrones de sensibilidad a los diferentes

farmacos antifungicos ensayados (Figura 4.20).

5315_Pament 32 G3

e puaes | G4

5148_Patent 18
51_Patent 1T
— 535_Paet 38
% pams | G5
551_Pomens 32
B 298 _Pament 20
1 3 samer
15355_31-91:

512_Pemerr1e
€128 Sgmeet 1t Ge
S17_Pabert %

222 Pmeres

a0 Sameet

e _Ewy

8 SEeth

49 _Bamen 13

s00e_Eament 11

534_Pnen 31

S38_Patwt 21

450_Patert &

4308 _Patwt &

499_Putere 10

4995_Pamet 10

Cluster B s pmmx | G7
568 _Pamect 36
E00_Pamert 35

Bz 5005_Pament 35

S47_Pament s

543_Pamern 25

5435 _Panent 25

SES_Pameny 38

B 5658 _catert 28
3 | 562_Faoert 33
15528 _pames s

Figura 4.20. Relaciones filogenéticas entre los aislamientos clinicos que conformaban el clado o

cluster B.



116 | Resultados

El dendrograma también permitié establecer las relaciones filogenéticas, en base a la mayor
o menor distancia genética, entre los distintos aislamientos de cada pareja de muestras
(sangre-catéter) de un mismo paciente. Tres parejas de aislamientos mostraban distancias
filogenéticas significativamente grandes entre los aislamientos. En concreto, el aislamiento
CP547B perteneciente al paciente 26 estaba englobado en el cluster A (Subclado Aj)
mientras que el procedente del hemocultivo de ese mismo paciente (CP547) formaba parte
del cluster B concretamente en el subclado B,. Una situacion similar se constatd en el
paciente 17 cuyo aislamiento de la punta del catéter (CP521B) formaba parte del cluster A
(A2) y presentaba el genotipo G1. Sin embargo, el aislamiento de hemocultivo (CP521)
formaba parte del cluster B (B1) y presentaba un perfil genotipico G5. Por ultimo, de los
aislamientos del paciente 32 (CP591 y CP591B), aunque se encontraban en el mismo cluster
(B), el aislamiento 591B presentaba el genotipo G3 mientras que el CP591 mostraba el
genotipo G5, por lo que a diferencia de los casos anteriores aun estando ambos

aislamientos filogenéticamente separados ambos se encontraban en un mismo cluster.

La genotipificacion mediante STR permitié elucidar dos casos de infecciones policlonales
(pacientes 3 y 24). En el dendrograma (Figura 4.16) se puede observar la relacion entre los
genotipos adicionales observados en dos aislamientos (CP476 y CP542B). El genotipo
adicional observado en el aislamiento de sangre CP476 obtenido del paciente 3 pertenecia
al cluster B (B1) mientras que el otro aislamiento de sangre y el catéter mostraban genotipos
idénticos (G3) y estaban incluidos en el cluster A (A:). Por otro lado, el genotipo adicional
detectado en el aislamiento de punta de catéter (CP542B) del paciente 24 pertenecia al
cluster A (A1) al igual que los aislamientos del catéter y de la sangre; sin embargo, estos
ultimos estaban subagrupados en A;, siendo estos los Unicos aislamientos de dicho

subgrupo.

e Relacidn entre genotipo, afio y unidad hospitalaria de aislamiento

El andlisis temporal de la secuencia de aparicién de los distintos genotipos reveld que
durante el primer afio (2010) se identificaron Unicamente dos genotipos diferentes, entre
los que se encontraba el genotipo G1, que fue el primero en aparecer de los genotipos

considerados prevalentes. Este genotipo permanecié en la UCI pediatrica (CIP) y la unidad
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de reanimacion (REA) del hospital durante los afios 2012 y 2013. Sin embargo, durante el
ano 2012, se aprecié un crecimiento del numero de clones, identificandose ocho genotipos
diferentes, entre ellos G2, G4 y G7 que fueron aislados por primera vez ese afio. De estos
ocho genotipos, seis procedian de pacientes ingresados en la UCI, hecho que sugiere que las
CRC en dicha unidad tuvieron una fuente de infeccién primaria distinta. El afio 2013 fue el
ano en el que se registré un mayor numero de genotipos, diez, los genotipos G3, G5y G6 se
identificaron por primera vez. En este afo, la REA fue la unidad hospitalaria en la que mas
casos de candidemia por Candida parapsilosis sensu stricto con genotipo G3 se registraron.
En los afios 2014 y 2015, fueron siete los genotipos identificados siendo, en el afio 2014, la
Unidad de Trasplante de Pulmén la que mayor nimero de CRC registré. En el afio 2016 solo
se procesaron las muestras de un solo paciente con genotipo G7 y del afio 2011 no se

obtuvieron muestras (Figura 4.21).
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Figura 4.21. Relacion entre los genotipos prevalentes y el afio de aparicién.

La genotipificacion por STR, también permitid establecer relaciones entre los diferentes
pacientes y las cepas de Candida parapsilosis sensu stricto aisladas. En el afio 2012, del
paciente 5 ingresado en la Unidad de Quemados y del paciente 10, ingresado en la UCI, se
aislaron cepas de Candida parapsilosis sensu stricto con un perfil genotipico idéntico (G7). El

mismo hecho se constatd en el afio 2013 con el paciente 14 ingresado en la Unidad de
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Oncologia y el paciente 16 (aislamiento CP517) ingresado en la REA. En este Ultimo paciente,
los aislamientos mostraron el genotipo G6. En el afio 2014, nuevamente los aislamientos de
los pacientes 27 y 30 ingresados en la REA y la Unidad de Quemados, respectivamente,
presentaron un genotipo idéntico, el genotipo G3. Por ultimo, en el afio 2015, en los
pacientes 31y 32 ingresados en el momento del diagndstico de la candidemia en la REA y la
Unidad de Cardiologia, respectivamente, se cultivaron aislamientos con un idéntico perfil

genotipico G3.

Cabe destacar que en la REA se identificaron aislamientos con idéntico genotipo de los
pacientes 18, 27 y 31 que habian ingresado en afios consecutivos, 2013, 2014 y 2015. Lo
mismo se observé en los pacientes 36 y 38 ingresados en el momento del diagndstico en la
Unidad de Enfermedades Infecciosas durante 2015 y 2016, respectivamente (Tabla 8.2 en

material suplementario).

e Infeccién mixta por Candida parapsilosis sensu stricto y Candida orthopsilosis

Como se ha mencionado con anterioridad, seis de los pacientes (pacientes 7, 16, 17, 18, 26 y
27) incluidos en este estudio presentaron una infeccion mixta por Candida parapsilosis

sensu stricto y Candida orthopsilosis

En la Tabla 4.7 se puede observar la muestra de origen de la infeccion mixta, asi como los
resultados de genotipificacion de todas los aislamientos de Candida de los seis pacientes

gue sufrieron dichas infecciones.
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Tabla 4.7. Pacientes en los que se observo infeccion mixta por Candida parapsilosis sensu stricto y
Candida orthopsilosis.

Fragmentos microsatélites (pb

Paciente  Aio Origen Especie aislada
CP1 CP4 CP6 B5
Sangre C. parapsilosis 222/242 372/372 305/308 134/134
7 2012 C. orthopsilosis ND!? ND ND ND
Catéter C. orthopsilosis ND ND ND ND
Sangre C. parapsilosis 216/222  372/372 305/305 134/134
16 2013 C. orthopsilosis ND ND ND ND
Catéter C. orthopsilosis ND ND ND ND
Sangre C. parapsilosis 222/242 369/369 270/319 134/134
17 2013 C. orthopsilosis ND ND ND ND
Catéter C. parapsilosis 236/242  307/307 264/281 132/140
Sangre C. parapsilosis 222/242 370/370 320/320 134/134
18 2013 C. orthopsilosis ND ND ND ND
Catéter C. parapsilosis 222/242 370/370 320/320 125/134
Sangre C. parapsilosis 239/242 379/379 250/250 134/134
26 2014 C. orthopsilosis ND ND ND ND
Catéter C. parapsilosis 236/242 307/307 264/282 132/132
C. orthopsilosis ND ND ND ND
Sangre C. orthopsilosis ND ND ND ND
27 2014 Catéter C. parapsilosis 222/242 369/369 320/320 134/134
C. orthopsilosis ND ND ND ND

1ND: No determinado.

Como se puede apreciar en la Tabla 4.7, sélo se observaron infecciones mixtas durante tres
afios consecutivos, desde 2012 a 2014, siendo 2013 el afio de mayor prevalencia. De los seis
pacientes que sufrieron una candidemia mixta, tan sélo en el paciente 26 se logré obtener
un cultivo mixto en ambas muestras procesadas (hemocultivo y punta de catéter), mientras
gue en cuatro (pacientes 7, 16, 17 y 18), el cultivo mixto Unicamente se obtuvo en el
hemocultivo y, en el paciente 27, el cultivo mixto se relacionaba con la punta del catéter. En

los pacientes 7, 16 y 27, se aislé Candida orthopsilosis en las muestras sin cultivo mixto.

En cuanto a la genotipificacion por STR de los aislamientos de Candida parapsilosis sensu
stricto procedentes tanto de los cultivos mixtos como los que se obtuvieron de la muestra
pareja correspondiente de cada uno de los pacientes, se observaron ocho genotipos
Los aislamientos de

diferentes, tres de ellos fueron casos de microvariaciones.
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Candida parapsilosis sensu stricto de los pacientes 7 y 16 procedentes de los cultivos mixtos,
mostraron genotipos con una diferencia de 6 pb para un unico alelo del Jocus CP1, mientras
que el resto de loci estudiados fueron idénticos. De las muestras de los pacientes 18 y 27, se
obtuvieron aislamientos genotipicamente idénticos, observandose microvariaciones entre
estos y el aislamiento de Candida parapsilosis sensu stricto aislado de la punta de catéter del
paciente 18, con una diferencia de 9 pb en un solo alelo del locus B5. También se
observaron microvariaciones entre el aislamiento de Candida parapsilosis sensu stricto
implicada en la infeccidn mixta aislada del paciente 26 y el aislamiento de
Candida parapsilosis sensu stricto aislada de la punta del catéter del paciente 17, siendo en

este Ultimo caso la diferencia igual a 8 pb y localizada en el Jocus B5.

Es importante destacar que los pacientes 16 y 18 en el momento de la toma de muestras,
estuvieron ingresados en la misma unidad hospitalaria, REA, durante el mismo afio, 2013, y
ambos padecian un aneurisma. Sin embargo, los aislamientos de Candida parapsilosis sensu
stricto causantes de la candidemia presentaban genotipos diferentes, lo que sugiere una

fuente distinta de la infeccion.

e Produccién de biopeliculas

La produccion de biopeliculas por los aislamientos del complejo Candida parapsilosis tanto
del hemocultivo como de la punta de catéter se determind en ARC. Los resultados fueron

expresados en funcion del fenotipo (Figura 4.22).
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Figura 4.22. Crecimiento en Agar rojo Congo. Colonias blancas-fenotipo negativo (A y B), colonias
negras-fenotipo positivo (C), colonias rosas (D) y rosas con centro negro-fenotipo positivo (F),

colonias rojas oscuras Y rojas-fenotipo positivo (E).

De los 75 aislamientos del complejo Candida parapsilosis, un total de 54 (72%) desarrollaron
biopeliculas. De estos 54, 46 aislamientos (61,33%) fueron clasificados como productores
fuertes (colonias negras o rojas) y ocho (10,67%) como productores débiles (colonias rosas)
(Tabla 4.8). A pesar de que todos los aislamientos de Candida orthopsilosis fueron
formadores de biopelicula, y de que nueve aislamientos de Candida parapsilosis sensu
stricto (15,25%) no desarrollaron biopelicula, las diferencias no fueran estadisticamente

significativas (p = 0,208).
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Tabla 4.8. Formacion de biopeliculas en ARC del complejo Candida parapsilosis.

Produccion de biopeliculas n (%)

Especie
P Fuerte (+) Débil (+) Negativa Mixta?

Candida parapsilosis sensu

59 34 (57,63%) 6(10,17% 9(15,25%) 10 (16,95%)

stricto )

Candida orthopsilosis 9 8 (88,89%) 1(11,11%) - -
Cultivo mixto 7 4 (57,14%) 1(14,29%) 2 (28,57%)
Total 75 46 (61,33%) 8(10,67%) 9 (12%) 12 (16%)

1 Para un mismo aislamiento, indica presencia de ambos fenotipos (positivo y negativo).

En cuanto a la relacién entre el tipo de muestras clinicas y la capacidad de formacién de
biopeliculas, se observd que, de los aislamientos procedentes de hemocultivo, 25 de 37
(67,57%) fueron productores de biopelicula, mientras que de los 38 aislados de catéter, 29
(76,32%) desarrollaron biopelicula. Al igual que en el caso anterior, las diferencias
observadas en la capacidad de producir biopelicula en funcién de la muestra de origen del

aislamiento no fueron estadisticamente significativas (p = 0,399) (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Formacién de biopeliculas por aislamientos procedentes de hemocultivo y punta del catéter.

Formacion de biopeliculas  Hemocultivo Catéter Total
Fenotipo + (fuerte) 21 (56,76%) 25 (65,79%) 46 (61,33%)
Fenotipo + (débil) 4 (10,81%) 4 (10,53%) 8 (10,67%)
Fenotipo - 4 (10,81%) 5 (13,16%) 9 (12%)
Fenotipo mixto 8(21,62%) 4 (10,53%) 12 (16%)
Total 37 38 75

En contraste a lo descrito anteriormente, si habia diferencias estadisticamente significativas
(p <0,001) en la capacidad de produccién de biopeliculas entre las cepas aisladas de la punta
del catéter implicadas en CRC y las no implicadas en CRC. Veintidds aislamientos (57,89%)
del complejo Candida parapsilosis aislados de la punta del catéter de pacientes con CRC

eran productores de biopeliculas, mientras que tan sélo siete aislamientos (18,42%)
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asociados a candidemias no relacionadas con catéter producian biopeliculas. Sin embargo,
en siete pacientes con CRC (pacientes 1, 9, 24, 33, 35, 37 y 38) (18,42%), los aislamientos
tanto de hemocultivo como de la punta de catéter, a pesar de tener genotipos idénticos,
presentaban fenotipos diferentes en el ARC. Ademas, el aislamiento del hemocultivo del
paciente 1 fue el Unico que no era productor de biopelicula en contraste con el aislamiento

de la punta del catéter del mismo paciente que si producia biopelicula.

Al relacionar la capacidad de formacion de biopeliculas (fenotipo) y el genotipo, se observé
gue todos los aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto con genotipo G1 y G6 eran
productores de biopeliculas. Ademas, seis aislamientos (85,71%) con genotipo G7 mostraron
capacidad para formar biopeliculas. Sin embargo, Unicamente un aislamiento con genotipo
G5 mostro un fenotipo positivo de produccion de biopelicula en este medio (Tabla 4.10). A
pesar de las diferencias existentes entre genotipos, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0,1181) en la distribucion de cada uno de los genotipos y

las distintas categorias de formacién de biopelicula consideradas.

Tabla 4.10. Relacién entre los genotipos y la produccion de biopelicula.

Ne de aislamientos (%) con produccién de biopeliculas

. N2 de
R aislamientos Fenotipo +: colonias FenotiRo * Fenoti|:.)o B Fenotipo
B e colonias colonias mixtol
rosas blancas
G1 5 3 (60%) 2 (40%) - -
G2 4 2 (50%) 1 (25%) - 1 (25%)
G3 7 3 (42,86%) 1(14,28%) - 3 (42,86%)
G4 5 3 (60%) - 2 (40%) -
G5 5 1 (20%) - 1 (20%) 3 (60%)
G6 3 2 (66,67%) 1(33,33%) - -
G7 7 6 (85,71%) - - 1(14,29%)
Otros 32 18 (56,25%) 3(9,38%) 6 (18,75%) 5 (15,63%)
Total 66 37 8 9 12

LPara un mismo aislamiento, indica la presencia de fenotipos positivos y negativos.
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d. Valoracion de la efectividad de la nueva técnica.

Con el objeto de valorar la efectividad de la nueva técnica en la genotipificacion de
aislamientos y el diagndstico de CRC, se evalué la eficacia, asi como la concordancia entre
los resultados obtenidos al genotipificar 68 aislamientos clinicos de Candida parapsilosis
sensu stricto con el protocolo de PCR multiple validado en este trabajo. Para ello se estimo
la sensibilidad, especificidad, razén de probabilidad tanto positiva como negativa, el indice
de concordancia e indice kappa. Para ambas valoraciones se realizaron tablas 2 x 2 en las

cuales se relacionan los resultados obtenidos con ambos métodos (Tablas 4.11y 4.12).

Tabla 4.11. Estimacion de la sensibilidad, especificidad, razones de probabilidad y valores predictivos

de la genatipificacion mediante el protocolo de PCR multiple.

Técnica de Identificacion especie por PCR (criterios del CDC)
genotipificacion
mediante PCR muiltiple e e E) ]
CRC (+) 27 4 31
NCRC (-) 0 7 7
Total 27 11 38
RP VP
Sensibilidad Especificidad = = el T
+ -
IC 95% IC 95%
(1c 95%) (1€ 95%) (IC 95%) (IC 95%) (1C 95%) (1C 95%)
100% 63,6% 2,62 0,03 87,1% 100%

(87,2%-100%)  (30,8%-89,1%) (1,26%-5,45%)  (0%-0,46%) (70,2%-96,4%)  (59%-100%)

VP, Valores predictivos ajustados segun la prevalencia de candidiasis invasiva estimada (5,75%) en el estudio EPINE de 2016
(EPINE-EPPS 216); RP: Razén de probabilidad.
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Tabla 4.12. Concordancia directa e indice Kappa entre ambos protocolos.

Técnica de Identificacion especie por PCR (criterios del CDC)

genotipificacion

mediante PCR mdltiple Positivo (+) Negativo (-) Total
Positivo (+) 27 4 31
Negativo (-) 0 7 7
Total 27 11 38
indice de Concordancia indice indice Kappa Valor p
Concordancia esperada Kappa (Error estandar)
89,47% 63,30 0,713 0,155 4,59 0,000

e. Analisis de la informacion contenida en las regiones analizadas para la tipificacion

molecular

Para los cuatro microsatélites estudiados se encontraron un total de 73 alelos diferentes
(nimero medio de alelos/locus -NMA- = 18,25). El microsatélite que presentd un mayor
numero de alelos diferentes fue CP4, con 24, y el que menos CP1 con nueve. Al analizar los
aislamientos clinicos segun su origen, los procedentes de hemocultivo presentaron 66 alelos
diferentes (NMA = 16,50) y los de la punta de catéter mostraron 69 alelos diferentes (NMA,
17,25). Para los microsatélites CP4, CP6 y B5 se observaron alelos exclusivos, es decir, alelos
qgue solo se observaron o en aislamientos de sangre o en aislamientos de catéter (Tabla

4.13).

Tabla 4.13. Alelos obtenidos para cada uno de los loci estudiados.

Locus N2 de Frecuencia de Frecuencia Alelos exclusivos
alelos repeticion alélica alélica’ Hemocultivo Catéter
CP1 9 2-66 0,0147-0,4853 - -
CP4 24 1-29 0,0074-0,2132 323, 362 324,352, 361, 364, 373
CP6 22 1-19 0,0074-0,1397 276 285
B5 18 1-46 0,0074-0,3382 153 140

1Valores maximos y minimos.

Una vez calculadas las frecuencias alélicas, empleando el software Microsatellite Toolkit

(Park, 2001), de cada uno de los alelos identificados se determind la eficiencia de los
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marcadores genéticos seleccionados mediante el cdlculo de los parametros estadisticos, PIC,
PD, indice de heterocigosidad y la entropia de acuerdo a lo establecido en el apartado 3.5 de

metodologia (Tabla 4.14).

Tabla 4.14. Resultados de los pardmetros estadisticos que informan de la eficiencia de la técnica.

Parametros CP1 CP4 CP6 B5 CP1+CP4+CP6+B5?
Contenido de informacién polimorfa (PIC) 0,656 0,882 0,922 0,829 0,967
indice de Simpson (PD) 0,693 0,890 0,927 0,841 0,968
Heterocigosidad observada 0,838 0,309 0,618 0,368 -
Heterocigosidad esperada 0,698 0,897 0,934 0,847 -
Estimacién no sesgada de la heterocigosidad 0,693 0,891 0,928 0,841 0,969
Entropia (en bits) 0,000 3,759 4,049 3,316 5,159

1Parametros estimados para la globalidad de los marcadores empleados.

Basandonos en los resultados obtenidos, de los marcadores STR utilizados para el estudio de
esta poblacion, el locus mas informativo fue CP6 con un valor PIC de 0,829, seguido de CP4y
B5. Por el contrario, CP1 fue el que mostré un menor grado de informacion al tener un PIC

de 0,656.

En cuanto a la capacidad de diferenciar genéticamente individuos (aislamientos) no
relacionados y tomados al azar (PD), CP6 fue el marcador que presenté mayor capacidad
con un valor de PD de 0,927. La globalidad de los marcadores empleados mostré un PD igual

a 0,968, demostrando el alto poder discriminatorio de la técnica.
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4.3. Estudios observacionales para verificar la efectividad y utilidad de la técnica

propuesta (Objetivo 6).
a. Pacientesy aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto

Durante el periodo de estudio (enero de 2009 y febrero de 2010) se incluyeron un total de
1.357 casos de fungemia. Se aislaron un total de 400 aislamientos de Candida parapsilosis

sensu lato, mostrando una incidencia del 29,13% (Peman et al., 2011).

De los 400 pacientes con candidemia por Candida parapsilosis sensu lato, 231 (57,75%) eran
hombres, y 169 mujeres (42,25%), con una media de edad de 51 (con una desviacidn
estandar de 29,1) y 47 (con una desviacién estandar de 30) afos, respectivamente, con
edades comprendidas entre los 3 dias y los 97 afios. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos sexos (p = 0,436) (Cantén et al., 2011).Ningun
aislamiento de Candida metapsilosis ni de Candida orthopsilosis estaban implicados en

candidemias en neonatos (Canton et al., 2011).

En el Laboratorio de Micologia médica de la UPV/EHU se realizo la identificaciéon por PCR-
RFLP de 324 aislamientos de Candida parapsilosis sensu lato de los cuales, 297 (91,66%)
correspondieron a Candida parapsilosis sensu stricto, 24 (7,40%) a Candida orthopsilosis y 3

(0,93%) a Candida metapsilosis (Figura 4.23).
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@ C. orthopsilosis
C3 C metapsilosis

Figura 4.23. Distribucion de los aislamientos dentro de las especies del complejo

Candida parapsilosis.

En un primer analisis de los datos, cabe destacar que la distribucién de las especies dentro
de Candida parapsilosis sensu lato no fue homogénea en todo el pais, ni en relacién a la
comunidad auténoma, ni al centro hospitalario de procedencia (Tabla 4.15 y Figura 4.24).
Las comunidades auténomas con mayor numero de aislamientos del complejo
Candida parapsilosis fueron Andalucia y Madrid (con 77 (29,62%) y 75 (25,34%)
aislamientos, respectivamente), mientras que el Pais Vasco (n = 2, 5,56) fue donde se
registraron menos casos de candidemia por Candida parapsilosis sensu lato.
Candida parapsilosis sensu stricto se aisl6 de manera mas notable en Madrid (n = 72,
22,22%), seguida muy de cerca por Andalucia (n = 71, 21,91%). La comunidad que registré
un mayor numero de aislamientos de Candida orthopsilosis fue Andalucia con ocho, seguida
de Baleares y la Comunidad Valencia con cuatro (1,23%) cada una. Por su parte,
Candida metapsilosis Unicamente se aislé en tres pacientes de dos de las 15 comunidades
participantes que fueron Asturias (donde se notificaron dos aislamientos) y Madrid (donde
se registré un aislamiento). Unicamente un paciente ingresado en Baleares sufrié una

infeccidn mixta por Candida parapsilosis sensu stricto y Candida orthopsilosis.
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B C metapsilosis
C. orthopsilosis

B C. parapsilosis sensu stricto

Figura 4.24. Distribucién del complejo Candida parapsilosis en cada comunidad auténoma.

Tabla 4.15. Distribucion de las especies de Candida parapsilosis sensu lato por comunidad auténoma.

N2 de aislamientos n (%)

Comunidad Total C. parapsilosis sensu
auténoma : R C. orthopsilosis C. metapsilosis
stricto
. 79 71 (21,91%) 8 (2,47%) -
Andalucia (24,38%)
Aragon 8(2,47%) 8(2,47%) - -
Asturias 5 (1,54%) 2 (0,62%) 1(0,31%) 2 (0,62%)
Baleares 14 (4,32%) 10 (3,09%) 4 (1,23%) -
Canarias 11 (3,40%) 10 (3,09%) 1(0,31%) -
Castilla y Le6n 22 (6,79%) 21 (6,48%) 1(0,31%) -
Castilla-La Mancha 5(1,54%) 5(1,54%) - -
Catalufia 20 (6,17%) 20 (6,17%) - -
Valenciana 29 (8,95%) 25 (7,72%) 4 (1,23%) -
Extremadura 5(1,54%) 5(1,54%) - -
.. 34 31(9,57%) 3 (0,93%) -
Galicia (10,49%)
. 75 72 (22,22%) 2 (0,62%) 1(0,31%)
Madrid (23,15%)
Murcia 11 (3,40%) 11 (3,40%) - -
Navarra 4 (1,23%) 4 (1,23%) - -
Pais Vasco 2 (0,62%) 2 (0,62%) - -
Total 324 (100%) 296 (91,66%) 24 (7,41%) 3(0,93%)
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Los hospitales con mayor niumero de aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto
fueron el Hospital Virgen del Rocio (n = 24) y el Hospital Reina Sofia (n = 23) seguidos del
Complejo Hospitalario Universitario de Santiago (CHU Santiago) (n = 22) y el Hospital San
Carlos (n = 21). Solo en el Hospital Central de Asturias se observaron casos de candidemia
por las tres especies que conforman el complejo Candida parapsilosis. Los centros
hospitalarios Virgen del Rocio (n = 5) y el Hospital Universitario Son Dureta (n = 4) fueron los
hospitales con mayor nimero de aislamientos de Candida orthopsilosis. En la Tabla 4.16 se
detalla la distribucién de las especies de Candida parapsilosis sensu lato en los hospitales

participantes de los cuales se recibieron muestras en nuestro laboratorio.
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Tabla 4.16. Distribucion de las especies de Candida parapsilosis sensu lato en cada hospital.

Comunidad
auténoma

Andalucia

Aragén

Asturias
Baleares

Canarias

Castillay Ledn

Castilla-La
Mancha
Cataluiia

Valenciana

Extremadura

Galicia

Madrid

Murcia
Navarra

Pais Vasco

Hospital

Carlos Haya (CH)

Puerta Mar (PM)

Reina Sofia (RS)

Hospital Virgen de Valme (VL)
Virgen de la Macarena (VM)
Virgen de las Nieves (VN)
Virgen del Rocio (VR)

Clinico de Zaragoza (CZ)
Miguel Servet (MS)

Hospital Central (CA)
Son Dureta (SD)

Virgen de la Candelaria (CD)
Negrin (DN)

General de Ledn (LE)
Salamanca (SA)
Clinico Valladolid (VD)
Zamora (ZA)

Ciudad Real (CR)

Val d'Hebron (BH)
Clinic (CB)

San Pau (CP)

Parc Tauli (SB)

Clinico Valencia (CV)

Dr. Peset (DP)

General de Castellon (GC)
Elche (GE)

General de Valencia (GV)

San Pedro (CC)

A Coruiia (JC)
Santiago (ST)
Vigo (XC)

San Carlos (CS)
Gregorio Marafion (GM)
Puerta del Hierro (PH)
La Princesa (PR)

La Paz (PZ)

Ramén y Cajal (RC)

Arrixaca (AX)
Virgen del Camino (UN)

Basurto (BS)

Aislamientos

11

23

0o

24

[ 2B 2N

00 N W 0

22

21
15
10

15
12

11

N2 de aislamientos (%)

C. parapsilosis
sensu stricto
11 (15,49%)
2(2,82%)
23 (32,39%)
1(1,41%)
8 (11,27%)
7 (9,86%)
19 (26,76%)

4 (50%)
4 (50%)

2 (100%)
10 (100%)

4 (40%)
6 (60%)

2(9,52%)
13 (61,90%)
2(9,52%)
4 (19,05%)

5(100%)

7 (35%)
6 (30%)
6 (30%)
1(5%)

7 (28%)
6 (24%)
2 (8%)
2 (8%)
8(32%)

5 (100%)

7(22,58%)
19 (61,29%)
5(16,13%)

20 (27,78%)
14 (19,44%)
9(12,5%)
2(2,78%)
15 (20,83%)
12 (16,67%)

11 (100%)
4(100%)

2 (100%)

C. orthopsilosis

2 (25%)
1(12,5%)

5(62,5%)

1(100%)
4 (100%)

1(100%)

1(100%)

1(25%)
2 (50%)
1(25%)

3(100%)

1 (50%)
1 (50%)

C. metapsilosis

2 (100%)

1 (100%)
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d. Comparacion y relacion de los genotipos aislados en las diferentes comunidades

Empleando el protocolo de PCR multiple validado en el presente trabajo, se realizé la
genotipificacion mediante STR de los 297 aislamientos identificados como
Candida parapsilosis sensu stricto. El analisis de los fragmentos STR obtenidos, permitié
diferenciar un total de 156 genotipos, de los cuales 115 (73,72%) Unicamente fueron
observados una sola vez (genotipo Unico) y 41 (26,28%) estaban representados por dos o
mas aislamientos. Se diferenciaron nueve (5,77%) genotipos «especificos» de la Comunidad
Auténoma (CA), es decir genotipos presentes en un mismo hospital o en hospitales
diferentes dentro de una misma comunidad auténoma y 32 (20,51%) genotipos
considerados genotipos «nacionales», en los que el mismo perfil genotipico era comun en
aislamientos procedentes de al menos dos comunidades auténomas diferentes (Tablas 4.17,

418y 4.19).

Tabla 4.17. Namero de genotipos de Candida parapsilosis sensu stricto identificados en las diferentes

comunidades autbnomas.

Comunidad Tota Genotipo Unico  Genotipo especifico dela CA  Genotipo «nacional»
autéonoma | (%) (%) (%)
Andalucia 50 31 (62%) 3 (6%) 16 (32%)
Aragon 7 2 (28,57%) 1(14,29%) 4 (80%)
Asturias 2 1 (50%) 0 1 (50%)
Baleares 8 4 (50%) 0 4 (50%)
Canarias 10 5 (50%) 0 5 (50%)
Castilla y Le6n 17 8 (47,06%) 1 (5,88%) 8 (47,06%)
Castilla-La 4 2 (50%) 0 2 (50%)
Mancha

Catalufia 18 11 (61,11%) 0 7 (38,89%)
Valenciana 21 12 (51,14%) 0 9 (42,86%)
Extremadura 5 3 (60%) 0 2 (40%)
Galicia 20 7 (35%) 1 (5%) 12 (60%)
Madrid 43 22 (51,16%) 3 (6,98%) 18 (41,86%)
Murcia 11 4 (36,36%) 0 7 (63,64%)
Navarra 4 2 (50%) 0 2 (50%)
Pais Vasco 2 1 (50%) 0 1 (50%)

Tabla 4.18. Genotipos més prevalentes que estaban en diferentes comunidades autonomas.
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Genotipo

Ne (%)
aislamientos

Fragmentos STR (pb)

Comunidad auténoma

1

10

11
12
13
14
15
16
17

33(11,11%)

20 (6,73%)

13 (4,38%)

10 (3,37%)

8 (2,69%)
7 (2,36%)

6 (2,02%)
6 (2,02%)
5 (1,68%)

4 (1,35%)

3(1,01%)
3(1,01%)
3(1,01%)
3(1,01%)
3(1,01%)
3(1,01%)
3(1,01%)

236/242 307/307 264/264 138/138

222/242 370/370 270/319 135/135

222/242 369/369 319/319 134/134

222/242 373/373 304/304 134/134

239/239 354/354 272/272 110/110
239/242 400/400 270/301 133/145

236/242 307/307 264/281 133/138
242/242 361/364 267/270 120/134
222/242 369/369 269/269 135/135

239/239 307/307 258/258 151/153

236/242 307/307 264/281 138/138
239/242 352/352 273/293 110/110
242/242 307/307 264/281 133/138
222/242 385/385 270/319 134/134
222/242 370/391 269/319 135/135
222/242 369/369 269/319 134/134
242/242 369/369 284/303 133/134

Andalucia, Aragon, Baleares,
Castilla y Ledn, Castilla La Mancha,
Cataluiia, Comunidad Valenciana,
Madrid, Murcia

Andalucia, Castilla y Ledn, Castilla
La Mancha, Catalufia, Comunidad
Valenciana, Galicia, Madrid,
Murcia, Navarra

Andalucia, Aragon, Castilla y Ledn,
Cataluiia , Comunidad Valenciana,
Extremadura, Galicia, Madrid
Andalucia, Asturias, Castilla y Ledn,
Cataluiia, Galicia, Madrid
Andalucia, Comunidad Valenciana,
Madrid

Baleares, Galicia, Madrid

Castilla y Ledn, Castilla-La Mancha,
Catalufia, Madrid, Pais Vasco
Andalucia, Comunidad Valenciana,
Madrid

Andalucia, Comunidad Valenciana,
Galicia, Murcia

Comunidad Valenciana, Madrid,
Murcia

Andalucia, Aragoén

Andalucia, Baleares

Galicia, Madrid

Madrid, Navarra

Andalucia, Canarias, Galicia
Andalucia, Canarias, Cataluna

Galicia, Madrid, Valencia
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Tabla 4.19. Genotipos (implicados Unicamente dos aislamientos) que estaban en diferentes

comunidades auténomas.

Genotipo

Ne (%)
aislamientos

Fragmentos STR (pb)

Comunidad auténoma

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

CCAA

Unico

2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2 (0,67%)
2(0,67%)
2(0,67%)
2(0,67%)
2(0,67%)

19 (6,40%)

115
(38,72%)

230/230348/351 272/272 112/112
236/239 379/379 290/319 135/135
239/242 352/352 289/289 110/110
239/242 397/397 301/301 135/145
242/242 394/394 319/319 133/133
222/242 370/370 337/337 135/135
219/259 307/307 267/267 155/155
222/239 307/307 258/258 151/153
222/242 370/391 269/269 134/134
222/242 373/373 304/315 135/135
239/239 323/323 253/269 151/152
239/242 323/323 253/253 151/151
236/242 307/319 264/264 138/138
236/242 307/307 264/264 119/138
242/242 373/373 305/305 134/134

Andalucia, Castilla y Ledn
Andalucia, Canarias
Canarias, Madrid

Castilla y Ledn, Madrid
Galicia, Madrid
Andalucia, Galicia
Andalucia, Comunidad Valenciana
Catalufia, Extremadura
Galicia, Murcia

Castilla y Ledn, Madrid
Galicia, Murcia

Baleares, Extremadura
Canarias, Madrid
Andalucia, Aragoén

Madrid, Murcia

Andalucia, Aragon, Castillay Ledn,
Galicia, Madrid
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Tanto Andalucia (n = 50) como Madrid (n = 43) fueron las comunidades que presentaron un
mayor nimero de genotipos diferentes, lo que concuerda con los datos de distribucidn, ya
que estas dos comunidades también fueron las comunidades con mayor prevalencia de
aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto. Unicamente cinco comunidades
mostraron genotipos especificos de la comunidad auténoma a la que pertenecian: Andalucia
y Madrid con tres genotipos cada uno, seguidas de Aragdn, Castilla y Ledn, y Galicia todos

ellas con un genotipo especifico de comunidad (Figura 4.25).

60
B Genotipo comun

Genotipo CCAA
I Genotipo Unico

wv
o
Q.
2
o
( =
[J]
o0
(]
el
ol
2
R QPR 6 PR LR.O O
& ’bb«‘ bq? ’§\c> & 0*0 ’5-50 Qq,@ & S \\,gs" Ry é\"’y;-,"
2>
FF CFN TP T LEELE g
& PN CX ;R Q >
LSRN S & 2 ]
© ¢ TN
9
%

Figura 4.25. Namero de genotipos observados en las diferentes comunidades autbnomas.

En cuanto a los genotipos presentes en diferentes comunidades autdnomas, referidos a
ellos como genotipos «nacionales», se observaron 32 genotipos diferentes (Tablas 4.17 y
4.18). Al igual que ocurria con el numero total de genotipos, Andalucia y Madrid siguieron
siendo las comunidades que mayor numero de genotipos «nacionales» presentaron con la
salvedad de que, en este caso, Madrid se situd por delante de Andalucia, con 18 frente a 16
genotipos de distribucidén «nacional».

De los 32 genotipos «nacionales» identificados, tres de ellos (denominados arbitrariamente

1, 2 y 3 por orden de nimero de casos) fueron los mas prevalentes con un total de 33
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(11,11%), 20 (6,73%) y 13 casos (4,38%), respectivamente. Sin embargo, su distribucién no
fue homogénea aislandose en nueve y ocho (genotipos 2 y 3) CCAA, respectivamente (Figura

4.26).

Centrdndonos en los genotipos mas prevalentes, la distribucidon geografica del genotipo 1
incluia el centro, sur y este de la Peninsula, incluyendo las Islas Baleares, pero exceptuando
Extremadura. Por su parte el genotipo 2 presento una ubicuidad mayor al estar presente en
toda la geografia espanola ya que se identificaron cepas con este genotipo en el norte
(Galicia y Navarra), centro (Castilla y Leén, y Madrid), sur (Andalucia y Murcia) y este
(Catalufia y Comunidad Valenciana) de Espafa. Una distribucion geografica similar se
observo con el genotipo 3 presente también en el norte (Galicia), centro (Castilla y Ledn,
Extremadura y Madrid), sur (Andalucia) y este (Aragén, Catalufia y Comunidad Valenciana)
de la Peninsula. Asimismo, se identificaron dos genotipos (21 y 27) que fueron
caracteristicos de la zona centro de Espafia, observados Unicamente en Castilla y Ledn, y

Madrid (Tabla 4.18).
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Figura 4.26. Distribucién porcentual de los clusters (Al, A2 y C1) de genotipos méas prevalentes por
CCAA.
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El dendrograma realizado a partir de los perfiles genotipicos de cada una de las cepas de

Candida parapsilosis sensu stricto mostré tres grupos o clusters claramente diferenciados.

El cluster A estaba a su vez subdividido en dos subclados (A:1 y A;). Doscientos un
aislamientos (67,68%) conformaban dicho grupo, con 21 genotipos comunes a diferentes

comunidades y siete genotipos especificos de comunidad.

El cluster B, al igual que el cluster A estaban subdividido en dos clados (B1 y B). Un Unico
aislamiento integraba el subclado B,. Este grupo fue el mds pequefio de todos al estar
conformado Unicamente por cuatro aislamientos (1,35%). Ningln genotipo de los

considerados prevalentes formaban parte de este cluster.

Por ultimo, el cluster C estaba dividido en tres subclados (Ci, C; y Cs), a diferencia del resto
de grupos. A este grupo pertenecieron 92 aislamientos (30,98%) ademads incluia 11
genotipos comunes a diferentes comunidades y dos genotipos especificos de comunidad, en
este caso estos dos genotipos pertenecian a tres hospitales de la comunidad de Andalucia.
El subgrupo C; estaba conformado por un Unico aislamiento (VR28) que procedia de un

paciente de la Comunidad de Madrid.

e  Producciéon de biopeliculas

El estudio de la produccion de biopeliculas de los aislamientos identificados como
Candida parapsilosis sensu stricto con el método de crecimiento en ARC, determind que un
total de 218 aislamientos (73,40%) producian biopelicula (Tabla 4.20). De estos, 204
aislamientos (68,69%) mostraban una fuerte capacidad de produccién (colonias negras o

rojas) y 14 una capacidad débil (colonias rosas).

Tabla 4.20. Produccion de biopeliculas en Agar rojo Congo.

N2 de aislamientos con produccién de biopeliculas (%)

Especie n
P Fuerte (+) Débil (+) Negativa Mixta®

C. parapsilosis sensu stricto 297 204 (68,69%) 14 (4,71%) 17 (5,72%) 62 (20,88%)

! Para un mismo aislamiento, indica la presencia de ambos fenotipos (positivo y negativo).
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Al relacionar la capacidad de formacién de biopeliculas (fenotipo) y los genotipos
predominantes identificados (17 genotipos observados en mas de dos aislamientos vy
comunidades), se observd que todas las cepas de Candida parapsilosis sensu stricto con
genotipos 5, 7, 8, 10, 11, 12 y 13 mostraron fenotipos productores de biopelicula, mientras
que todos los aislamientos con genotipo 15 mostraron fenotipos mixtos. En cuanto a los
genotipos 1y 2, los mas prevalentes, 31 aislamientos con genotipo 1 (93,94%) presentaron
capacidad productora de biopeliculas y dos aislamientos (6,06% ) mostraron fenotipos
mixtos. Ningun aislamiento con genotipo G1, mostré fenotipo negativo en ARC. En el caso
del genotipo G2 la distribucion de estos fenotipos fue mas heterogénea ya que siete
aislamientos (35%) fueron productores de biopelicula, cinco (25%) no mostraron dicha

capacidad y el 40% restante presentaron fenotipos mixtos (ver Tabla 4.21).
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Tabla 4.21. Relacion entre genotipo y produccion de biopelicula.

N de aislamientos (%) productores de biopelicula

. Ne de
Genotipo . .
aislamientos Fenotipo +: Fenotipo -: Fenotipo
colonias negras-rojas; rosas  colonias blancas mixto?
1 33 31 (93,94%) - 2 (6,06%)
2 20 7 (35%) 5(25%) 8 (40%)
3 13 6 (46,15%) 1(7,69%) 6 (46,15%)
4 10 5 (50%) 1 (10%) 4 (40%)
5 8 8 (100%) - -
6 7 4 (57,14%) - 3 (42,86%)
7 6 6 (100%) - -
8 6 6 (100%) - -
9 5 4 (80%) - 1 (20%)
10 4 4 (100%) - -
11 3 3 (100%) - -
12 3 3 (100%) - -
13 3 3 (100%) - -
14 3 2 (66,66%) - 1(33,33%)
15 3 - - 3 (100%)
16 3 1(33,33%) 1(33,33) 1(33,33%)
17 3 2 (66,67%) - 1(33,33%)
Otros 49 39 (79,59%) 4 (8,16%) 6 (12,24%)
Unico 115 84 (73,04%) 5 (4,35%) 26 (5,22%)
Total 297 218 (73,40%) 17 (5,72%) 62 (20,88%)

1Para un mismo aislamiento indica la presencia de fenotipos positivos y negativos.

e Sensibilidad in vitro a los farmacos antiftingicos

De los 297 aislamientos analizados, Unicamente se detectaron cinco aislamientos (1,68%)
con una sensibilidad reducida a alguna de las equinocandinas estudiadas, y un aislamiento
(0,34%) presentd una sensibilidad dosis dependiente a anidulafungina y micafungina. De
estos cinco aislamientos, cuatro (80%) fueron resistentes a la micafungina y un aislamiento
(20%) resistente a la anidulafungina, con valores de CMI superiores a 8 ug/ml. Ninguln

aislamiento mostré una sensibilidad reducida a la caspofungina.

Los aislamientos no se encontraron repartidos uniformemente entre los clusters en los que

se agruparon en funcion de sus perfiles genotipicos. Tres aislamientos (50%) pertenecian al
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cluster Ay los otros tres al cluster C. Ningun aislamiento con valores de CMI superiores a 8

pg/ml correspondié al cluster B (Tabla 4.22).

En ninguno de los aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto resistentes o SDD se
encontraron mutaciones en las regiones HS1 y HS2 de los genes FKS1 y FKS2. Sin embargo,
en tres de los aislamientos con una sensibilidad reducida a las equinocandinas (50%), se
detectaron mutaciones heterocigotas préximas a las regiones HS1 y HS2 del gen FKS1. Los
otros tres aislamientos restantes tenian mutaciones cercanas a las regiones HS del gen FKS2.
Las mutaciones encontradas, asi como la informacién de la sensibilidad in vitro a las

equinocandinas de los aislamientos descritos se detallan en la Tabla 4.22.

Tabla 4.22. Valores de CMI para cada una de las equinocandinas estudiadas de los aislamientos de

Candida parapsilosis sensu stricto resistentes o sensibles dosis dependiente.

Concentracion minima o . . ‘1
Sustituciones aminoacidicas

Aislamiento Cluster Subgrupo inhibitoria (ng/ml)
ANF* MCF CAS FKS1 FKS2
RS16 A AL 4 8 2 WT? WT
CB26 A 1 16 0,5 WT N1169D
VMO8 2 4 4 0,5 WT C1213R,L1216L
CB27 C 1 16 0,25 S745L N1169D
c A586D, S1314S,
RS16A 4 8 2 F1417Y, S1461A, WT
L1474L, F1478L
ST14 C 8 4 2 $1314S WT

LANF, anidulafungina, MCF, micafungina; CAS, caspofungina; 2WT, genotipo salvaje (Wild Type).
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c. Analisis de la informacidon contenida en las regiones analizadas para la tipificacion

molecular

En el estudio realizado con los cuatro marcadores estudiados, se obtuvieron un total de 172
alelos diferentes, con una media del nimero de alelos por locus (NMA) de 45,50. De los
cuatro marcadores de tipo STR analizados con respecto a la poblacion de estudio, CP4 fue el
gue mayor variabilidad presenté en cuanto al nimero de alelos diferentes, con 65, mientras

que el marcador CP1 fue el que menos, con 24 (Tabla 4.23).

Tabla 4.23. Alelos obtenidos para cada uno de los loci estudiados.

Frecuencia de

Locus Tamaiio de los alelos N2 de alelos . . Frecuencia alélica’
repeticion alélica
cpP1 208-270 24 1-251 0,0017-0,4226
CP4 282-448 47 1-148 0,0017-0,2492
CP6 218-345 65 1-98 0,0017-0,1650
B5 103-169 36 1-135 0,0017-0,2273

1Valores minimos y maximos.

Andlogamente a lo realizado en el ensayo de efectividad, se calcularon las frecuencias
alélicas de cada uno de los alelos identificados, empleando el software Microsatellite Toolkit
(Park, 2001), con el fin de determinar la eficiencia de los marcadores genéticos
seleccionados mediante el cédlculo de los pardmetros estadisticos, PIC, PD, indice de

heterocigosidad y la entropia que se resumen en la Tabla 4.24.
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Tabla 4.24. Parametros estadisticos que informan de la eficiencia de la técnica STR.

Parametros CP1 CP4 CP6 B5 CP1+CP4+CP6+B5!
Contenido de informacién polimorfa (PIC) 0,729 0,877 0,920 0,802 0,990
indice de Simpson (PD) 0,755 0,887 0,925 0,815 0,990
Heterocigosidad observada 0,771 0,279 0,508 0,313 -
Heterocigosidad esperada 0,744 0,899 0,938 0,882 -
Estimacién no sesgada de la heterocigosidad 0,756 0,889 0,926 0,817 0,991
Entropia (en bits) 2,250 3,613 3,999 3,179 7,649

IParametros estimados para la globalidad de los marcadores empleados.

Basandonos en los resultados obtenidos, CP6 resultd ser el marcador que presentd mayor
poder informativo en la poblacidn de estudio con un valor de PIC de 0,934, mientras que
CP1 fue el marcador que mostré el valor de PIC menor, 0,711. En cuanto a la capacidad de
diferenciar genéticamente aislamientos fungicos no relacionados y tomados al azar (PD),
CP6 fue el marcador que presentd una mayor capacidad, con un valor de PD de 0,925. La
globalidad de los marcadores empleados mostré un PD igual a 0,990, demostrando el alto

poder discriminatorio de la técnica.






DISCUSION
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5. Discusion

Candida parapsilosis es un agente etiolégico de candidiasis tanto superficiales como
invasoras. Se ha asociado con varios brotes de infecciones nosocomiales en los que resalta
su capacidad para adherirse, colonizar y desarrollar biopeliculas tanto en superficies
abidticas de los dispositivos médicos la piel y mucosas del personal sanitario. Estas
propiedades de Candida parapsilosis facilitan su papel patégeno en las infecciones asociadas
a los cuidados de la salud y hace que esta especie tenga una especial relevancia en las
candidiasis invasoras en las UCI neonatales. Candida parapsilosis se propaga y persiste en el
ambiente hospitalario causando complicaciones graves en los pacientes criticos (Magobo et
al., 2017; Trofa et al., 2008). Un objetivo importante en la lucha contra estas candidiasis es
el desarrollo de métodos de diagndstico y herramientas para el estudio epidemiolégico
(métodos de genotipificacién) que posibiliten el establecimiento temprano del tratamiento
mas adecuado y de las medidas necesarias para la prevencién, control y contencién de estas

enfermedades ( Sabino et al., 2015).

Se han descrito numerosos métodos para tipificar los aislamientos clinicos del género
Candida, basados en técnicas muy distintas, como el analisis isoenzimatico, la electroforesis
en campo pulsado (PFGE), amplificacion mediante PCR con o sin procesamiento posterior
con enzimas de restriccién (Random Amplified Polymorphic DNA —RAPD-), rep-PCR o
Restriction Fragment Length Polymorphism —RFLP-) y secuenciacion de regiones conservadas
del genoma, como las regiones ITS o los esquemas de Multilocus Sequence Typing (MLST)
basados en una serie de genes constitutivos (Housekeeping) de Candida. Sin embargo,
ninguna de las técnicas mencionadas tiene un poder discriminatorio superior al de la
genotipificacion mediante analisis de fragmentos amplificados de regiones que contienen

microsatélites (STR) (Magobo et al., 2017; Romeo et al., 2013; Raquel Sabino et al., 2010).

La sencillez técnica de la genotipificaciéon basada en STR y su potencialmente asequible
automatizacion, lo han convertido en un método de referencia en la tipificacion de

aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto (Magobo et al., 2017, Romeo et
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al., 2013). Esta técnica, permite la realizacidon de estudios filogenéticos con una aplicacién
directa al estudio de brotes de candidiasis nosocomiales o a la deteccion de cambios
microevolutivos experimentados por algunos aislamientos de Candida durante Ia
colonizacion de los dispositivos médicos o durante el desarrollo de las infecciones
candididsicas invasivas. Esta herramienta molecular puede tener una utilidad clinica mayor
en el estudio de las posibles vias de transmisidon de los agentes patdgenos, asi como
convertirse en una pieza fundamental para el estudio de un brote infeccioso hospitalario y

establecer un diagnéstico correcto (Riboli et al., 2014; Shin et al., 2004).

Hasta el momento, la mayoria de las técnicas de genotipificacion basadas en STR para
Candida parapsilosis sensu stricto toman como modelo, con minimas modificaciones, la
técnica descrita por Sabino y colaboradores en 2010 (Diab-Elschahawi et al., 2012; Romeo et
al., 2013; Sabino et al., 2010; Vaz et al., 2011; Wang H, Zhang L, Kudinha T, Kong F, Ma X-J,
2016). Aunque el poder discriminativo de la misma es éptimo, es una técnica relativamente
laboriosa ya que cada uno de los cuatro marcadores STR empleados se procesan por
separado en reacciones de PCR singleplex o a lo sumo ,en parejas de estos. Ademas,
presenta ciertas peculiaridades que dificultan la estandarizacién de la misma, como el alto
tamafio de los fragmentos obtenidos para los loci CP1, CP4 y CP6. Diab-Elschahawi y
colaboradores (2012) llevaron a cabo el redisefio de los tres loci con el objetivo de generar
productos de PCR mas pequeios y poder amplificarlos en una Unica PCR. Esa misma
estrategia fue seguida por Vaz y colaboradores (2011), pero en este caso Unicamente
realizaron el redisefio del cebador para la amplificacion de CP4. Las temperaturas de
hibridacién de los cebadores disefiados por Sabino y colaboradores (2010) son dispares, lo
que dificulta realmente la amplificacién de todos los loci a la vez, por lo que la estrategia de

redisefiar los cebadores puede ser una soluciéon para disminuir ese inconveniente.

Un objetivo importante de este trabajo ha sido desarrollar y validar un protocolo de PCR
multiple que sea eficaz, fiable y de alto rendimiento, con una posibilidad real para ser
automatizado, y que se pueda adaptar a la genotipificacion satisfactoria de los aislamientos
clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto. Hasta ahora, no hay en la literatura un trabajo

de validacion completo como el desarrollado a lo largo de este trabajo, existiendo
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Unicamente validaciones parciales centradas sobre todo en el poder discriminatorio de los
marcadores STR escogidos para el andlisis de fragmentos (Brillowska-Dabrowska et al.,

2009; Diab-Elschahawi et al., 2012; Pulcrano et al., 2012; Sabino et al., 2010).

Gracias a este enfoque, este trabajo presenta aspectos innovadores en el proceso de
optimizacién de las reacciones de PCR en formato multiple. Para esto, no sélo es necesario
llevar a cabo un ajuste preciso de la concentracion 6ptima de los cebadores, de los cationes
bivalentes (MgCl,) o dNTP. También, requiere llevar a cabo una eleccién de una enzima
polimerasa que es crucial para obtener resultados satisfactorios. La falta de especificidad de
dos de las enzimas probadas, TaKaRa Ex TagTM Hot Start Version y KAPA2G Fast Multiplex
PCR kit, es un limitante importante para su uso para la genotipificacién de los aislamientos
de Candida parapsilosis sensu stricto. La aparicion de resultados falsamente positivos
merma la especificidad y los valores predictivos de una prueba diagndstica cualquiera
(Santabdrbara-Serrano et al., 2016) lo que redunda en el uso de pruebas adicionales, si las
hubiera, para garantizar un diagnéstico de exclusion de la enfermedad, la candidemia por
Candida parapsilosis en este caso). Esto es especialmente importante cuando la falta de
exclusion del diagndstico de candidemia conlleva, como aconsejan las actuales guias de
tratamiento, la instauracién de un tratamiento antifungico empirico con equinocandinas,
azoles o anfotericina B, que son farmacos que no estan exentos de toxicidad e interacciones
farmacoldgicas e incluso la retirada del catéter venoso central (Pappas et al., 2016), en
pacientes que estdn recibiendo otros tratamientos farmacolégicos concomitantes, cuando
podria ser innecesaria la adopcién de estas medidas si tuviéramos una herramienta de
diagndstico adecuada.. Ademds, el diagndstico incorrecto podria generar aun mas
variabilidad en el manejo y tratamiento de la candidemia (Jack et al., 2016). Una
consecuencia son los posibles efectos en la seguridad del paciente al someterlo a terapias
gue podrian no ser necesarias, asi como del posible impacto, dificil de estimar, de los
tratamientos antifungicos innecesarios en la seleccién de mutantes resistentesa estos
farmacos, con el agravamiento del gran problema mundial de las resistencias a los farmacos

antimicrobianos o mediante la seleccion de especies multirresistentes, como Candida auris,
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gue se estan asociando con mayor frecuencia con brotes de candidiasis nosocomiales graves

(Perlin et al., 2017; Ruiz Gaitan et al., 2017; Sears & Schwartz, 2017).

Sin embargo, el uso de un protocolo de PCR multiple rapido, fiable y especifico con la
enzima AmpliTaq Gold® DNA Polymerase resulta ser satisfactorio tanto desde el punto de
vista microbioldgico al garantizar la fiabilidad de los resultados ofrecidos por la prueba
diagndstica, como desde el punto de vista clinico por el alto valor predictivo negativo que ha

demostrado esta prueba en el presente estudio de Tesis.

La validaciéon de este nuevo protocolo en condiciones ideales y en condiciones reales
(empleando cepas de referencia o muestras clinicas, evaluando su eficacia y efectividad dio
como resultado unos valores de sensibilidad y especificidad del 100% (IC 95% de 0,158, 1y
de 0,753, 1, respectivamente), con una concordancia perfecta entre ambas técnicas. Sin
embargo, la amplitud de los intervalos de confianza nos hace ser cautos ya que indica que el
tamafio de la muestra podria ser demasiado pequefio para obtener una adecuada potencia
estadistica y de ahi el descenso de la precision demostrable por la amplitud de los intervalos
de confianza. A pesar de ello creemos que los resultados obtenidos son positivos y que el
aumento del tamafio de la muestra no influiria demasiado en los valores que estiman la
sensibilidad y especificidad, garantizando en cierto modo, que el nuevo protocolo es similar

al original en cuanto a precision y fiabilidad, aunque mucho menos laborioso.

Como ventajas de la aplicacién del nuevo protocolo de genotipificacidon cabe destacar:

1) Ladisminucion del tiempo de manejo.

2) El acortamiento del tiempo hasta la obtencién de resultados.

3) La simplificacién de la técnica ya que se pueden analizar los fragmentos de PCR

obtenidos de las cuatro regiones donde se sitian los marcadores en un mismo paso.

4) La posibilidad de automatizacion de la técnica con lo que se avanzaria en la

estandarizacion.
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Como posibles desventajas del nuevo protocolo cabe citar el aumento del coste por
reaccion en comparacion con el original, en el caso de que cada uno de los cebadores
forward se marcasen con diferentes fluorocromos para realizar la reaccion multiple. Sin
embargo, este hecho puede ser evitado en parte, ya que los marcadores con productos de
PCR muy dispares podrian ser marcados con el mismo fluorocromo sin verse alterados los
resultados. Otra desventaja, es la disminucion de la relacién sefial/ruido a la hora de
obtener los electroferogramas durante el andlisis de fragmentos mediante electroforesis
capilar. Este hecho tuvo lugar en los primeros pasos de la optimizacién; sin embargo, fue
mediante la incorporacién de adaptaciones sucesivas como las descritas, o con el empleo de
medidas adicionales basadas en la transformada rapida de Fourier (FFT) (Material
suplementario 8.1) que Covarrubias-Pazaran y colaboradores (2016) han aplicado de una

manera satisfactoria.

La genotipificacién por STR de los aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto
de origen sanguineo y de la punta del catéter procedentes de pacientes con sospecha de
sufrir una CRC empleando el protocolo de PCR multiple propuesto, permitié identificar con

certeza estas infecciones al relacionar las muestras tanto de sangre como de catéter en

funcién de su genotipo. De acuerdo con los criterios clinicos establecidos por los CDC
(Centers for Disease Control (CDC)/National Healthcare Safety Network (NHSN), 2017), en lo
referente a la prevencion de infecciones relacionadas con el uso de catéteres
intravasculares, el Unico tipo de infeccién que puede considerarse una infeccion relacionada
a catéter (IRC), es aquella en la que ademas de observarse sintomas clinicos claros de sepsis
(fiebre, escalofrios, etc.) sin otro foco aparente, se identifica la misma especie en el cultivo
de la zona de insercién del catéter o en la muestra de la punta de catéter y en el
hemocultivo de sangre periférica (O’Grady et al., 2011). Sin embargo, con los resultados
obtenidos en este trabajo se plantea la incdgnita de si es suficiente la realizacion del cultivo
de las muestras para determinar con certeza una IRC. Por ejemplo, se puede dar el caso de
obtener aislamientos clinicos de la misma especie en el cultivo de catéter y en el

hemocultivo de sangre periférica pero ser estos aislamientos genotipicamente diferentes.

Este hecho nos indicaria que realmente no estamos ante el mismo agente etiolégico y que
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por lo tanto el origen de la fungemia podria se runo diferente al del catéter. Esto seria mas
evidente en aquellos pacientes con mas de un factor de riesgo de sufrir candidiasis. Por lo
tanto, ademds de los datos clinicos y epidemioldgicos, la genotipificacion por STR nos
permitiria identificar otras posibles fuentes de infeccidén o dilucidar diferentes mecanismos
de transmisién de la infeccidon por Candida parapsilosis sensu stricto. En el estudio de Tesis
realizado, los 35 pacientes sufrian una CRC segun los criterios clinicos y de técnicas
microbioldgicas convencionales de los CDC (Centers for Disease Control -CDC-/National
Healthcare Safety Network -NHSN-, 2017). Sin embargo, cuando se realiz6 Ia
genotipificacidon por STR de los aislamientos de Candida parapsilosis se comprobd que esto
sélo era cierto en dos tercios de los pacientes (77,14%) que presentaban aislamientos

idénticos en las muestras estudiadas de sangre y punta del catéter.

La caracterizacion de aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto genéticamente
relacionados y asociados a CRC que se han cultivado de muestras clinicas de diferentes
pacientes que estaban ingresados en el mismo hospital, e incluso en una misma unidad de
hospitalizacién, a lo largo de diferentes afios, podria reforzar la idea propuesta por Romeo y
colaboradores (2013) o Barbedo y colaboradores (2015) sobre la adquisicion desde el
ambiente hospitalario de este microorganismo o de la posible contaminaciéon cruzada
facilitada por el personal sanitario que esta en contacto con los pacientes que puede haber
sido colonizado por estos aislamientos de Candida parapsilosis. Ademas, no hay que
desechar la posible asociacion de estos genotipos con brotes nosocomiales (Asmundsdéttir
et al., 2008; Barbedo et al., 2015; Romeo et al., 2013). La técnica de genotipificacién basada
en STR propuesta en nuestro trabajo de Tesis de doctorado podria tener cabida en la
practica clinica diaria para establecer los posibles mecanismos de transmisién de la infeccidn

y frenar el circulo vicioso que se establece.

Asi mismo, hemos estudiado las posibles asociaciones entre el genotipo detectado en los
aislamientos asociados a CRC y determinados factores de virulencia fungicos, como la
produccion de biopeliculas o la resistencia a los farmacos antifungicos. A pesar de que
Unicamente se pudo observar este hecho con los aislamientos incluidos en el clado o cluster

A, destacaba que todos los aislamientos incluidos en el subclado A; fueron sensibles al
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fluconazol, mientras que los aislamientos que se encontraban completamente separados del
resto de los clusters (CP542 y CP542B) y aquellos que estaban englobados en el subclado A,,
eran inhibidos por unas CMI altas de fluconazol, siendo incluso el aislamiento CP542
resistente al mismo). El escaso nimero de aislamientos resistentes o con sensibilidad
reducida a fluconazol encontrados durante el presente estudio, no nos ha permitido
obtener una evidencia fiable de la utilidad de esta técnica como posible marcador de
resistencia. Sin embargo, como sugieren Magobo y colaboradores (2017), las regiones
microsatélites podrian ser empleadas como marcadores de resistencia a determinados
farmacos antifungicos, sobre todo a partir de una muestra directa. Este estudio de Tesis,
como el estudio de vigilancia de candidemias en Sudafrica de Magobo y colaboradores
(2017) se ha centrado en la la genotipificacion por STR de aislamientos clinicos, con el
objetivo de proporcionar una evidencia molecular de los casos persistentes de candidemia.
Los datos obtenidos sugieren la existencia de una posible asociacién entre clusters

especificos y la resistencia a fluconazol, sin ser ésta asociacion determinante.

El otro factor de virulencia estudiado, la produccién de biopeliculas, mostré que los
aislamientos clinicos aislados de las puntas de catéter procedentes de pacientes con CRC
presentaban una mayor capacidad formadora de biopeliculas. Este hallazgo refuerza el
hecho de que una de las principales caracteristicas de esta especie fungica, la capacidad de
producir biopelicula se relaciona con la mayor adhesidon de Candida parapsilosis a los
dispositivos biomédicos (Del Pozo & Cantdn, 2016; Kuhn et al., 2004; Ramage et al., 2006). A
pesar de la asimetria existente en nuestro estudio entre el nimero de casos de pacientes
que sufrian o no una CRC, hay una evidencia estadistica de que los aislamientos
pertenecientes a uno y otro grupo difieren en cuanto a la produccién de biopelicula. El
aumento del tamafo de la muestra haria mas evidentes estas diferencias, si bien cabe la
posibilidad de que al estudiar una muestra de conveniencia esta estuviese sesgada y no

hubiera tal asociacion.

Ademas de permitir elucidar casos de CRC, la genotipificacion por STR permitid la deteccion
de infecciones policlonales al identificar genotipos adicionales en una misma muestra clinica

e incluso infecciones mixtas por especies diferentes, o conjuncién de dos especies del
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complejo Candida parapsilosis. En nuestro caso, se observaron genotipos adicionales en una
muestra sanguinea y en una muestra de catéter. El genotipo adicional encontrado en la
muestra de catéter podria ser consecuencia de la manipulacién del catéter; sin embargo, el
genotipo adicional encontrado en la muestra de sangre sugeriria otro origen diferente o

adicional de la candidemia.

Un problema etiolégico por dilucidar la existencia de candidiasis mixtas, en general, y de
aquellas causadas por Candida parapsilosis sensu stricto y Candida orthopsilosis, en
particular. En este estudio de Tesis, a pesar del bajo tamafio de la muestra, un 16,67% de los
pacientes presentaron infecciones causadas por estas dos especies. Otros estudios han
descrito la presencia de candidiasis mixtas en las que estaban implicadas especies del
complejo Candida parapsilosis. Sin embargo, no se habia descrito que ninguna de las
especies de Candida parapsilosis sensu lato incluidas en el clado estuviera involucrada en
candidiasis mixtas sistémicas (Barbedo et al., 2015; Escribano et al., 2014; Feng et al., 2012)
hasta que Barbedo y colaboradores (2015), estudiando aislamientos de
Candida parapsilosis sensu lato obtenidos de sangre y punta de catéter observaron, al igual
gue en nuestro trabajo, la presencia de infecciones mixtas o polifungicas sistémicas
causadas por Candida parapsilosis. Poder identificar IRC debidas a mas de una especie es de
vital importancia para llevar a cabo un correcto diagndstico y establecer una pauta de

tratamiento adecuada.

Como aplicacidn clinica del nuevo método en estudios de relaciones filogenéticas, se llevé a
cabo la genotipificacién de aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto procedentes
de muestras clinicas de sangre recogidas en el estudio observacional prospectivo
FUNGEMYCA, realizado en Espafa a lo largo de los afios 2009 y 2010 (Cantén et al., 2011;
Peman etal., 2011). De los 297 aislamientos de sangre de Candida parapsilosis sensu stricto
genotipificados, se identificaron un total de 156 genotipos diferentes. El analisis de las
relaciones filogenéticas permitié diferenciar entre genotipos propios de algunas de las
comunidades auténomas (genotipos endémicos) y genotipos comunes entre diferentes
comunidades participantes en el estudio (genotipos epidémicos). Se identificaron 32

genotipos epidémicos en diferentes comunidades autéonomas distribuidos de una manera
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no homogénea a lo largo de la toda la geografia espafiola. Estos genotipos comunes
mostraron diferentes distribuciones, observandose genotipos caracteristicos de las regiones

centro y sureste, del centro, y genotipos que estaban distribuidos por todo el pais.

Madrid y Andalucia fueron las comunidades que mds genotipos compartieron con el resto
de comunidades y a su vez también fueron las comunidades que mayor numero de
genotipos propios de comunidad presentaron. Esto concuerda con el hecho de que ambas
fueron las comunidades que mayor nimero de aislamientos presentaron y con que ambas
comunidades tienen hospitales donde se realizan procedimientos complejos tales como
trasplantes de drganos sdlidos tanto en adultos como en pacientes pediatricos, lo que
justifica en parte la mayor prevalencia de este tipo de infecciones en estas localizaciones. En
este estudio, al igual que se observd en el estudio observacional anterior (Cantén et al.,
2011; Pemdn et al., 2011), se detectaron infecciones policlonales al identificar genotipos
adicionales en cuatro muestras (1,35%) y un caso aislado de infeccién mixta por

Candida parapsilosis sensu stricto y Candida orthopsilosis.

Al relacionar los genotipos identificados en los dos estudios observacionales llevados a cabo
en este trabajo de Tesis, observamos que salvo uno de los genotipos, el resto de los
genotipos prevalentes identificados en muestras procedentes de pacientes que sufrian CRC
también fueron observados entre las muestras procedentes del estudio FUNGEMYCA,
dando a entender la posible presencia de genotipos epidémicos circulantes y persistentes a
lo largo de varios afios en diferentes comunidades auténomas. Al trasladar dicha
comparaciéon a diferentes paises, es decir, al comparar los genotipos encontrados en
nuestro estudio con los publicados por otros autores (Delfino et al., 2014; Romeo et al.,
2013; R. Sabino et al., 2015), la presencia de genotipos epidémicos podria ser relevante. Sin
embargo, en algunos casos la comparacion no es factible. Como se ha comentado
anteriormente, muchos de los trabajos basados en la genotipificacion mediante STR de
aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto redisefian alguno de los cebadores
empleados, por lo que el tamafio de partida de los alelos obtenidos es diferente a los
nuestros, lo que dificulta o imposibilita la comparacion directa de los estudios. Basandonos

en articulos que llevan a cabo la genotipificacion de los aislamientos de Candida parapsilosis
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tomando como referencia la técnica de Sabino y colaboradores (2010), aparecen genotipos
filogenéticamente relacionados con cepas del estudio FUNGEMYCA. Sin embargo, no se han
observado genotipos idénticos a los identificados en este trabajo (Delfino et al., 2014;

Romeo et al., 2013; Sabino et al., 2015; Sabino et al., 2010; Wang et al., 2016).

No se ha obtenido ninguna evidencia de que la genotipificacién mediante el analisis de los
cuatro loci estudiados suponga una ventaja para definir marcadores de resistencia de los
aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto estudiados. Este hecho puede
deberse a que, el nimero de aislamientos que muestran una sensibilidad reducida a las
equinocandinas es limitado (seis aislamientos de los 297 estudiados-2%-), lo que limita la
potencia de este estudio en su objetivo de encontrar diferencias en este aspecto. Ademas,
el andlisis del dendrograma obtenido reveld que estos seis aislamientos no se situaban en el
mismo clado, sino que pertenecian a clados distintos aunque se podia apreciar una cierta
similitud ya que los aislamientos situados en el clado Al tenian mutaciones en el gen FKS2
mientras que, por el contrario, los situados en el clado A2 tenian mutacidn en el gen FKS1, a
excepcion del aislamiento CB27 que exhibia mutaciones en ambos genes. La pertenencia a
un determinado clado podria orientar a considerar que esos aislamientos presentarian una
sensibilidad reducida a algunas de las equinocandinas, si bien no es determinante. Son
necesarios estudios adicionales con la incorporacién de otras familias de farmacos
antifdngicos, un disefio epidemioldgico mas robusto, un numero de aislamientos elevado y
probablemente con base multicéntrica de distribucién mundial, para asegurar la adecuada
validez interna y externa del mismo y garantizar la adecuada validacidon de la presente
técnica como marcador de sensibilidad reducida a los farmacos antiflingicos, tomando en
consideracion criterios epidemioldgicos y guias de consenso publicadas sobre esta tematica

(Cohen et al., 2016; Rothman et al., 2014).

A pesar de los logros descritos, este trabajo de Tesis también presenta ciertas limitaciones.
En primer lugar, conviene sefalar que la muestra de conveniencia escogida para la
valoracion de la eficacia y la efectividad no es el mejor modelo a seguir desde el punto de
vista de la teoria de muestreo, ya que no garantiza la adecuada representatividad de la

poblacién a estudiar limitando por tanto la generalizacién de nuestra resultados al conjunto
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de las candidemias producidas por Candida parapsilosis sensu stricto, asi como propiciar un
posible sesgo de seleccidén, que limita la representatividad de la muestra (Fletcher R,
Fletcher SW, 2016; Rothman et al., 2014; Silva et al., 2011). La eleccion en el presente
trabajo de una muestra de conveniencia en estas dos etapas de validacidon, a pesar de ser
una técnica de muestreo no probabilistico, viene determinada por la accesibilidad de los
aislamientos empleados para la validacion realizada. A pesar de las criticas mas obvias
acerca del muestreo por conveniencia (sesgos o falta de validez externa del estudio),
debidas a que no garantizan la imparcialidad de la muestra al ser escogida, los estudios
realizados durante este trabajo de Tesis Doctoral indican que el sesgo producido por la
eleccion de la muestra es tendiente al nulo, si bien el escaso tamafio muestral durante la
validacion de la eficacia y efectividad de la técnica propuesta limitd la precisién de la

estimacion de los parametros de validez interna de la misma (sensibilidad y especificidad).

En referencia a la representatividad de la muestra, si consideramos la informacién
contenida relativa a las especies de Candida reflejadas en el Atlas de Hongos de interés
Clinico (de Hoog et al., 2014), de las 35 especies de Candida de interés clinico reflejadas,
este estudio recoge 15 especies, lo que supone un 42,86% del total de especies reflejadas. Si
a ello le afiadimos la distribucion epidemioldgica de las candidemias en los centros
hospitalarios, tenemos que las especies no incluidas podrian representar entre un 1 a 5% de
total de los aislamientos implicados en las enfermedades invasoras causadas por Candida
(Diekema et al., 2002; Horn et al., 2009; Leroy et al., 2009; Lyon et al., 2010; Messer et al.,
2006; Nucci et al., 2010).

Estos datos sustentan la premisa anteriormente formulada de que el impacto de la eleccién
de una muestra de conveniencia en este estudio para la validez externa es escaso, dado que
las especies no incluidas en la validacién de la eficacia son muy poco prevalentes. Respecto
a los posibles sesgos de seleccidn, la inclusion ademas de las muestras de aislamientos
clinicos de CRC, las muestras de los aislamientos de Candida parapsilosis sensu stricto
obtenidas durante la realizacion del estudio FUNGEMYCA, muestran que existen genotipos
comunes o epidémicos, si bien la diversidad es mayor cuanto mayor es el nimero de

aislamientos clinicos analizados. No obstante, la estimacion de la concordancia entre la
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técnica disefiada y la original descrita por Sabino y colaboradores (2010) fue idéntica, lo que
nos permite aseverar que las estimaciones puntuales de los parametros de validez interna
no se ven afectadas, lo que indica de manera indirecta que el posible sesgo de seleccion
tiende hacia el nulo. Sin embargo, el tamano muestral empleado en la validacién de la
eficacia y efectividad si tiene impacto sobre la estimacidn por intervalo de confianza de los
parametros de sensibilidad y especificidad, indice kappa y valores predictivos. El aumento
del tamafio muestral condicionaria un aumento de la precisién del intervalo disminuyendo
el rango del mismo (Fletcher et al., 2016; Rothman et al., 2014). De hecho, si estimasemos
tanto la sensibilidad como la especificidad teniendo en cuenta la globalidad de las especies
de relevancia clinica contenida en el Atlas de Hongos de interés clinico (de Hoog et al., 2014)

seria de 100% 1C95% (0,342, 1) y 100% 1C95% (0,896, 1) respectivamente.

Finalmente, otro aspecto destacable en referencia a la evaluacidon de pruebas diagndsticas
que describe el presente estudio es el impacto de la prevalencia de la enfermedad en la
estimacion de los valores predictivos positivos y negativos que tienen un gran valor en el
diagndstico clinico, debido a que representan la probabilidad de que un paciente cuyo
resultado sea positivo (o negativo) padezca realmente la enfermedad (o no). Los valores
predictivos estan influidos predominantemente por la especificidad de la técnica empleada
y la prevalencia de la enfermedad en la poblacién (Fletcher etal.,, 2016; Rothman et al.,
2014). Si se observan los resultados del presente trabajo de Tesis Doctoral, se puede
observar que al ajustar en base a la prevalencia de candidemia reflejada por el estudio
EPINE (Grupo de estudio EPINE, 2017), el valor predictivo positivo disminuye mientras que el
valor predictivo negativo se ve afectado en menor cuantia. Este aspecto estad poco reflejado
en la evaluacién de las pruebas diagndsticas aplicadas al diagndstico micoldgico clinico, ya
gue generalmente se toma el valor de prevalencia de la especie en la muestra analizada que
suele ser muy superior al obtenido en la practica clinica real. Por lo tanto, los resultados de
este trabajo, formulan un aspecto de mejora importante al incorporar el analisis de
evaluacién de pruebas de diagndéstico micoldgico en el futuro a corto plazo permitiéndonos
estimar con mayor exactitud el impacto de la adopcién de la mismas en el diagndstico de

nuestros futuros pacientes.
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En resumen, la genotipificacidon de aislamientos clinicos de la especie Candida parapsilosis
sensu stricto puede contribuir a la mejora del diagndstico, tratamiento y manejo de las
candidiasis invasivas causadas por esta especie. Ademads, se puede convertir en un futuro
cercano en una herramienta imprescindible para entender la dindmica de su transmision
intrahospitalaria y en la comunidad, lo que ayudaria a establecer las medidas de control de
infeccion adecuadas para disminuir la incidencia de las candidiasis, sobre todo en el
ambiente hospitalario, y especialmente en aquellos pacientes con factores de riesgo

asociados, como los neonatos.
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6. Conclusiones

1. La técnica de PCR multiple descrita para la genotipificacién de Candida parapsilosis sensu
stricto mediante el andlisis de cuatro regiones con microsatélites es equivalente a la técnica

de referencia descrita por Sabino y colaboradores.

2. La enzima Taq polimerasa AmpliTaq Gold® DNA polymerase permite obtener resultados

dptimos sin que aparezcan productos de amplificacidn inespecificos.

3. El esquema de amplificacidn tipo touchdown incrementa la amplificacion correcta y

especifica de los cuatro loci estudiados, CP1, CP4, CP6 y B5, en una Unica reaccion de PCR.

4. La validacién interna del nuevo protocolo de PCR multiple con cepas de referencia de

Candida (condiciones ideales)mostré una eficacia similar al de Sabino y colaboradores.

5. La validacion interna y externa del nuevo protocolo con aislamientos clinicos (en
condiciones reales) constata que los criterios de definicién de candidemia relacionada con el

catéter son muy sensibles, pero moderadamente especificos.

6. La genotipificaciéon con el presente protocolo de PCR muiltiple de Candida parapsilosis
sensu stricto permite establecer con certeza la relacion filogenética entre aislamientos de

sangre y de catéter de pacientes con candidemia relacionada con el catéter.

7. Este método de genotipificacion junto con los datos clinicos y epidemioldgicos, es una
herramienta para la identificacion de los posibles origenes y mecanismos de transmisién en

los brotes de candidiasis por Candida parapsilosis sensu stricto.

8. Nuestro método permite realizar estudios filogenéticos de deteccidon de genotipos locales

y epidémicos en distintas areas geograficas o instituciones sanitarias.

9. La genotipificacién con microsatélites combinada con datos fenotipicos de sensibilidad in
vitro a los farmacos antifingicos o de produccién de biopeliculas, es util para estudiar
asociaciones epidemiolégicas e identificar marcadores genéticos en las candidiasis por

Candida parapsilosis sensu stricto.
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8. Material suplementario

8.1. Técnicas adicionales de analisis exploradas durante la estandarizacion
8.1.1. Anadlisis de Sustraccion Espectral de Senal

Los primeros resultados obtenidos antes de la estandarizacion definitiva de la técnica,
mostraron electroferogramas con diversos artefactos y que ademads tenian una relaciéon
sefial/ruido (SNR) subdptima, lo que podrian ocasionar inexactitud a la hora de determinar
el perfil filogenético de cada aislamiento y su genotipo. Por ello, se evalué la fiabilidad del
andlisis de sustraccion espectral de sefial (SSSA: Spectral Substraction Signal Analysis) con el
objetivo de minimizar o soslayar los problemas derivados de la falta de especificidad de las
enzimas empleadas (Takara y KAPA). Este sistema consiste en el analisis de una sefial
cualquiera en el dominio de la frecuencia permitiendo reducir y/o eliminar el ruido de
fondo. La prueba de dicho analisis se evaludé sobre un conjunto de resultados de STR
obtenidos a partir de las cepas de referencia de Candida parapsilosis sensu stricto

empleadas a lo largo de todo el estudio (ATCC 22019 y ATCC MYA-4646 (CDC317)).

Una vez realizada la técnica de STR empleando la enzima KAPA2G Fast Multiplex PCR kit, y
analizados los resultados usando el software PeakScanner software version 1,0 (Applied
Biosystems), los alelos obtenidos fueron disefiados por su tamafio en mer (pares de bases).
El algoritmo de eliminacion de ruido fue implementado mediante el uso de dos softwares

b™ vy Sig-View". Los espectros correspondientes a las diferentes sefiales

diferentes: Matla
obtenidas tras el analisis por STR fue calculado usando la transformada rdpida de Fourier
(FFT), aplicando un filtro pasa banda (para disminuir el ruido presente y mejorar la relacién
sefial/ruido) y reconstruyendo de nuevo la sefial en el dominio tiempo empleando la inversa
de la transformada rapida de Fourier (IFFT). El rendimiento del algoritmo fue evaluado

calculando la relacion sefial/ruido antes y después del procesamiento.
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8.1.2. Resultados

El primer analisis realizado con la enzima KAPA2G Fast Multiplex PCR kit mostré cuatro
productos diferentes de PCR con longitudes que variaban entre los 150 y330 pb. Sin
embargo, el efecto de «tartamudeo» de la enzima fue notable, haciendo a veces dificil la
designacién alélica. Al aplicar el método SSSA, los resultados mostraron mejores perfiles de
sefiales que hizo la designacidn alélica una tarea mas facil. La ratio de la sefal de ruido varié
de 8,1 a 12,3 dependiendo del tipo de ventana y su longitud. Los marcos promedio no
mostraron el mejor rendimiento en la eliminacidn de ruido en los perfiles de los resultados.

A pesar de estos resultados prometedores también se observé que el método SSSA tiende a
destacar la amplitud y longitud de los picos reconstruidos que podria conducir a la
determinacién incorrecta del tamafio de los fragmentos. En la Figura 8.1 se muestra un

ejemplo de los resultados obtenidos tras procesar los electroferogramas con el SSSA.

Amplitude
Amplitude

Sample units Sample units

Original signal Reference signal Reconstructed signal (FFT) Reference signal

Figura 8.1. Ejemplo de electroferograma antes y después del procesado con SSSA; A: gréafico original,

B: gréfico procesado con el SSSA.
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Tabla 8.1. Identificacién y genotipificacion de los aislamientos clinicos del complejo Candida parapsilosis de hemocultivo y punta del catéter.

Fragmentos microsatélites (pb)

Paciente Muestra Especie identificada Diagnéstico
CP1 CP4 CP6 B5

1 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/242 310/358 250/250 139/139 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/242 310/358 250/250 139/139

) Sangre C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/281 133/139 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/281 133/139
Sangre C. paraps{/os{s sensu strl:cto 222/242 307/370 264/319 139/139

3 C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/264 139/139 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/264 139/139

4 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/242 326/326 264/264 134/134 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/242 326/326 264/264 134/134

5 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 362/370 267/270 120/134 NCRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 242/242 361/363 267/270 120/134

6 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 242/270 351/370 290/293 133/137 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 242/270 352/370 290/293 133/137
Sangre C. parapsilosis se.nsu. stricto 222/242 372/372 305/308 134/134

7 C. orthopsilosis ND ND ND ND NCRC
Catéter C. orthopsilosis ND ND ND ND

3 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/239 307/307 258/258 152/152 cRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/239 307/307 258/258 152/152

B Sangre C. parapsilosis sensu stricto 242/271 369/369 290/290 132/132 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 242/271 369/369 290/290 132/132

10 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 242/242 360/363 267/270 119/134 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 242/242 361/364 267/270 119/134

1 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/282 132/138 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/282 132/138
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12 Sangre C. orthopsilosis ND ND ND ND
Catéter C. orthopsilosis ND ND ND ND

13 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/242 390/390 270/302 132/144 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/242 390/390 270/302 132/144

1 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 216/222 372/372 305/308 134/134 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 216/222 372/372 305/308 134/134

15 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 372/372 305/308 134/134 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 372/372 305/308 134/134
Sangre C. parapsilosis setnsu. stricto 216/222 372/372 305/308 134/134

16 C. orthopsilosis ND ND ND ND NCRC
Catéter C. orthopsilosis ND ND ND ND
Sangre C. parapsilosis se.nsu. stricto 222/242 369/369 270/319 134/134

17 C. orthopsilosis ND ND ND ND NCRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/281 132/140
Sangre C. parapsilosis se.nsu. stricto 222/242 370/370 320/320 134/134

18 C. orthopsilosis ND ND ND ND CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 370/370 320/320 125/134

19 Sangre C. orthopsilosis ND ND ND ND
Catéter C. orthopsilosis ND ND ND ND
Sangre C. tropicalis ND ND ND ND

20 , I , NCRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 372/372 285/305 134/134

~ Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/242 379/379 288/294 135/134 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/242 379/379 288/294 135/134

2 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/384 273/320 134/134 cRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/384 273/320 134/134

23 Sangre C. orthopsilosis ND ND ND ND
Catéter C. orthopsilosis ND ND ND ND

" Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/242 323/343 253/253 163/163 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/242 324/343 253/253 163/163
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C. parapsilosis sensu stricto 222/239 324/343 253/273 134/163
25 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/239 354/354 273/273 110/110 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/239 354/354 273/273 110/110
Sangre C. parapsilosis se.nsu. stricto 239/242 379/379 250/250 134/134
2 C. orthopsilosis ND ND ND ND NCRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/282 132/132
C. orthopsilosis ND ND ND ND
Sangre C. orthopsilosis ND ND ND ND
27 Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 320/320 134/134 NCRC
C. orthopsilosis ND ND ND ND
28 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/242 351/351 273/308 110/110 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/242 351/351 273/308 110/110
29 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 372/372 305/308 134/134 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 372/372 305/308 134/134
30 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 320/320 134/134 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 320/320 134/134
31 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 320/320 135/135 R
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 370/373 319/319 135/135
32 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 276/319 135/135 NCRE
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 319/319 135/135
33 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 239/242 400/420 270/302 133/145 cRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 239/242 400/420 270/302 133/145
34 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 219/259 307/307 267/287 153/156 cRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 219/259 307/307 267/287 153/156
35 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 270/320 135/135 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/369 270/319 135/135
36 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 242/242 360/363 267/270 120/135 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 242/242 360/363 267/270 120/135 CRC
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37 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/264 139/139 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/264 139/139

38 Sangre C. parapsilosis sensu stricto 242/242 360/363 267/270 120/135 CRC
Catéter C. parapsilosis sensu stricto 242/242 360/363 267/270 120/135

ND: No determinado; CRC: Candidemia relacionada a catéter; NCRC: No candidemia relacionada a catéter
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8.2. Programacion en el software R version 3.1.0 para el analisis de la informacién contenida

en las regiones analizadas para la tipificacion molecular

#Defino los datos de frecuencia alélica para los distintos marcadores empleados
cpl <- ¢(0.0303,0.0152,0.1970,0.0606,0.1818,0.4697,0.0152,0.0152,0.0152)
cp4 <-
¢(0.1818,0.0152,0.0152,0.0303,0.0152,0.0455,0.0303,0.0152,0.0455,0.0152,0.0455,0
.1970,0.0606,0.1515,0.0606,0.0152,0.0303,0.0152,0.0152)

cpb <-
¢(0.0606,0.0303,0.0303,0.1212,0.0758,0.1212,0.0606,0.0152,0.0152,0.0152,0.0152,0
.0152,0.0455,0.0152,0.0152,0.0303,0.0758,0.0909,0.0152,0.0303,0.1061)

b5 <-
¢(0.0606,0.0152,0.0455,0.0152,0.0606,0.0455,0.3788,0.1212,0.0152,0.0152,0.1061,0
.0152,0.0152,0.0303,0.0152,0.0152,0.0303)

#Contenido de informacidn de los polimorfismos en CP1

#x es el vector de frecuencias alélicas para CP1
pic<-function(x){1-sum(x"2)-sum(x”2)A2+sum(x*4)}

#PIC maximo para los alelos obtenidos
mPIC<-function(a){(a-1)*2*(a+1)/a"3}

#Heterocigosidad

het<-function(x){1-sum(x"2)}

#Estimacion no sesgada de la heterocigosidad
het.unbiased<-function(x,n){het(x)*n/(n-1)}

#Calculo de la entropia (medida de la informacion)
MyLog2p<-function(x){if(x==0) 0 else x*log(x,2)} #Defining x logx
entropy<-function(x){-sum(sapply(x,MyLog2p))} #x is a vector of probabilities
#Calculo de parametros para CP1

PIC_CP1 <- pic(cpl)

mPIC_CP1 <- mPIC(cp1)

Indice_Simpson_CP1 <- het(cp1)

Est.Heterocigosidad_CP1 <- het.unbiased(cp1,1000)

Entropia <- entropy(cp1)

#Calculo de parametros para CP4

PIC_CP4 <- pic(cp4)

mPIC_CP4 <- mPIC(cp4)

Indice_Simpson_CP4 <- het(cp4)

Est.Heterocigosidad_CP4 <- het.unbiased(cp4,1000)

Entropia_CP4 <- entropy(cp4)

#Calculo de parametros para CP6

PIC_CP6 <- pic(cp6)

mPIC_CP6 <- mPIC(cp6)

Indice_Simpson_CP6 <- het(cp6)

Est.Heterocigosidad_CP6 <- het.unbiased(cp6,1000)

Entropia_CP6 <- entropy(cp6)

#Calculo de parametros para B5

PIC_BS5 <- pic(b5)

mPIC_BS5 <- mPIC(b5)

Indice_Simpson_B5 <- het(b5)
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Est.Heterocigosidad_B5 <- het.unbiased(b5,1000)

Entropia_B5 <- entropy(b5)

resultado <- matrix(0,5,4)

resultado[1,1] <- PIC_CP1

resultado[1,2] <- PIC_CP4

resultado[1,3] <- PIC_CP6

resultado[1,4] <- PIC_B5

resultado[2,1] <- mPIC_CP1

resultado[2,2] <- mPIC_CP4

resultado[2,3] <- mPIC_CP6

resultado[2,4] <- mPIC_B5

resultado[3,1] <- Indice_Simpson_CP1
resultado[3,2] <- Indice_Simpson_CP4
resultado[3,3] <- Indice_Simpson_CP6
resultado[3,4] <- Indice_Simpson_B5
resultado[4,1] <- Est.Heterocigosidad_CP1
resultado[4,2] <- Est.Heterocigosidad_CP4
resultado[4,3] <- Est.Heterocigosidad_CP6
resultado[4,4] <- Est.Heterocigosidad_B5
resultado[5,1] <- Entropia_CP1
resultado[5,2] <- Entropia_CP4
resultado[5,3] <- Entropia_CP6
resultado[5,4] <- Entropia_B5

colnames(resultado) <- c("CP1","CP4","CP6","B5")
rownames(resultado) <- ¢("PIC","Maximun PIC","Gini-Simpson Index","Unbiased

estimation of heterozygosity","Entropy")
resultado

PIC

Maximum PIC

Gini-Simpson Index

Unbiased estimation of heterozygosity
Entropy

CP1

0.6644927
0.0000000
0.7020071
0.7027098
0.0000000

cP4
0.8774352
0.0000000
0.8870294
0.8879174
3.6130417

CP6

0.9197278
0.0000000
0.9246742
0.9255998
3.9989405

B5

0.8022843
0.0000000
0.8153942
0.8162104
3.1789093
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Tabla 8.2. Identificacién y genotipificacién de los aislamientos clinicos de Candida parapsilosis sensu stricto obtenidos del estudio FUNGEMYCA.

ID_FUNGEMYCA Especie identificada Fragmentos STR (pb)
CP1 CP4 CP6 B5

AX 01 C. parapsilosis sensu stricto 222242 308/410 258/270 151/153
AX 05 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 376/388 269/269 134/134
AX 12 C. parapsilosis sensu stricto 236/239 307/307 258/258 151/153
AX 13 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 391/391 293/293 135/135
AX 15 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 370/370 270/270 135/135
AX 16 C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/264 138/138
AX 25 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 370/370 269/319 135/135
AX 26 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 282/305/370 270/290 11/135/161
AX 28 C. parapsilosis sensu stricto 242/242 372/376 305/308 134/134
AX 30 C. parapsilosis sensu stricto 239/239 323/323 253/267 151/151
AX 32 C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/272 138/138
BS 02 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 370/410 270/270 135/135
BS 10 C. parapsilosis sensu stricto 236/242 307/307 264/282 132/138
BH 08 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 372/375 304/345 135/135
BH 15 C. parapsilosis sensu stricto 239/242 400/448 270/302 133/145
BH 28 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 370/370 319/319 134/134
BH 29 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 370/370 270/320 135/135
BH 41 C. parapsilosis sensu stricto 222/242 369/372 269/304 135/135
BH 46 C. parapsilosis sensu stricto 242/242 336/360 267/272 120/135
BH 49 C. parapsilosis sensu stricto 219/222 307/326 258/258 151/153
CAO01 C. metapsilosis MD ND ND ND
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CA 04
CA 06
CA12
CA14
CB 04
CB 07
CB 26
CB 27
CB 43
CB 55
cco1l
ccoz
CC14a
CC1s5
CC26
CD 03
CD 04
CD 18
CD 23
CH 06
CH 09-1
CH 12
CH 17
CH 18
CH 20
CH 22

suplementario

C. metapsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

ND
222/242
239/242

ND
236/242
239/242
239/242
236/242
242/259
222/245
222/242
222/242
242/248
239/242
222/242
239/242
236/239

222/239/242
236/242
222/242
222/242
236/242
222/242
230/230
242/242
239/242

ND
373/373
349/379

ND
307/307
349/399
379/433
307/307
369/369
370/370
307/307
307/307
373/396
323/323
370/370
352/352
378/378
371/374
307/323
370/370
370/370
307/307

369/372/396
348/351
361/364
379/379

ND
305/305
313/313

ND
264/264
270/302
292/313
281/281
287/287
316/319
258/258
258/258
287/334
253/253
319/319
289/289
290/319
310/313
264/264
269/319
284/316
264/264
269/304
272/272
267/270
253/293

ND
134/134
135/135

ND
138/138
128/132
135/135
138/138
121/133
134/134
153/153
153/153
132/132
151/151
134/134
110/110
134/136
133/134
138/138
135/135
134/134
138/138
135/135
112/112
120/134
134/134



CH 25
CH 27
CH 29
CH 32
CP 03
CP 08
CP 10
CP11
CP410
CP413
CR 04
CR 05
CR10
CR 12
CR13
CS 02
Cs 04
Cs 07
Cs 09
cs 10
cs12
Cs 22
Cs24
Cs 25
Cs 28

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

222/245
222/242
239/239
219/259
222/256
222/239
242/248
239/239
222/242
222/242
236/242
236/242
239/239
239/239
236/242
242/245
242/242
242/242
242/242
ND
242/244
222/242
239/239
236/239
242/242

376/376
372/372
366/366
306/306
373/373
307/307
370/387
294/307
373/373
370/370
307/310
307/307
369/369
323/339
307/307
369/369
355/376
360/363
361/363
ND
370/373
373/376
354/357
307/370
394/410

Material suplementario

270/270
304/304
281/298
266/287
305/305
258/258
305/308
267/267
305/305
320/320
264/281
264/264
269/272
253/267
264/264
269/269
305/305
266/269
267/270
ND
284/301
305/305
272/272
264/292
320/320

135/135
134/136
136/136
155/155
135/135
153/153
133/133
133/134
135/135
135/135
132/138
138/138
110/110
153/153
138/138
135/151
134/134
120/135
120/135
ND
135/135
134/134
111/111
133/135
132/132
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Cs 42
cs 43
cs4a4
Cs 45
CS 46
cs 47
Cs 57
Cs 59
Cs 64
Cs 67
Cs 72
cvo3
Ccv o9
cv1o
Cvi2
Ccvi3
CV 16
Cv17
Cv 22
Cz01
Cz15
CZ16
Cz18
DN 03
DN 08
DN 09

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

236/239
239/242
242/261
239/242
239/242
236/242
222/242
222/242
242/242
236/242
239/239
242/242
239/239
239/239
222/242
242/270
239/242
ND
239/239
236/242
222/242
236/242
236/242
259/259
230/265
222/242

379/379
436/436
369/369
351/351
391/420
307/307
373/373
373/373
361/397
307/307
355/355
361/361
355/355
355/355
370/370
370/370
291/410
ND
310/310
307/307
369/369
307/307
307/307
307/320
352/355
370/391

307/313
284/301
287/311
290/295
287/293
264/264
304/316
304/304
267/270
264/264
273/273
267/270
272/272
273/273
270/270
290/290
284/301
ND
264/281
264/264
319/319
264/264
264/281
267/287
270/273
269/319

135/136
143/145
132/134
110/110
132/134
138/138
135/135
136/136
119/134
138/138
110/110
119/134
110/110
110/110
125/134
133/137
133/133
ND
103/138
138/138
134/134
118/138
138/138
155/155
135/136
135/135
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DN 13
DN 19
DN 23
DN 25
DP 04
DN 08-2
DP 09
DP 11
DP 16
DP 22
DP 23
DP 26
GC 04
GC 07
GC 19
GE 02
GE 10
GM 01
GM 02
GM 03
GM 15
GM 18
GM 25
GM 28
GM 35

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

222/242
222/242
222/242
ND
242/242
222/242
222/239
ND
222/242
ND
222/242
239/242
239/239
ND
219/230
236/242
242/242
248/248
236/242
236/242
236/242
242/265
236/242
239/239
236/242

373/392
369/369
397/397
ND
369/369
369/369
307/307
ND
369/369
ND
369/369
397/397
323/323
ND
352/352
307/307
370/373
394/397
307/307
307/307
307/307
370/370
307/307
336/370
307/317

304/307
269/305
269/319
ND
284/304
319/319
278/278
ND
269/319
ND
269/318
282/305
259/259
ND
273/296
264/264
270/320
319/319
264/264
264/264
264/291
287/305
264/264
255/272
264/264

134/136
134/134
135/135
ND
133/134
135/135
151/153
ND
135/135
ND
135/135
132/145
153/153
ND
134/134
138/138
133/133
132/132
136/138
138/138
133/138
133/1333
136/138
110/110
138/138
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Material

suplementario

GM 36
GM 37
GM 39
GM 45
GM 50
GM 54
GM 72
GV 03
GV 04
GV 08
GV11
GV 12
GV 17
GV 22
GV 28
JC04
JC 07
JC10
JC11
JC15
JC16
JC25
LE 03
LE 07
MS 01
MS 03

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

236/239
222/242
222/242
242/242
236/242
222/242
ND
222/242
239/239
239/239
236/245
242/242
239/242
239/239
219/259
222/242
239/239
222/239
222/242
222/242
239/242
222/242
242/265
242/242
242/242
242/242

307/307
373/373
370/370
363/363
307/307
400/400
ND
369/369
354/354
307/307
307/307
310/310
307/310
307/307
307/307
370/385
338/338
366/369
366/370
370/370
394/394
369/369
373/385
351/351
323/354
323/355

239/258
305/305
270/319
267/269
264/264
319/319
ND
269/269
273/273
258/258
281/281
293/293
261/293
239/258
266/266
269/316
290/290
269/319
269/322
319/319
301/301
269/319
302/302
272/272
272/272
272/272

151/153
134/134
134/134
120/134
136/138
135/135
ND
135/135
110/110
153/153
138/138
115/116
115/153
151/153
155/157
135/135
116/116
135/135
135/136
135/135
133/133
135/135
132/132

151/151
151/151
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MS 04
MS 19
PH 05
PH 07
PH 08
PH 13
PH 14
PH 16
PH 17
PH 19
PH 22-1
PH 22-2
PM 04
PM 25
PM 29
PM 30
PR 09
PR 10
PZ 05
PZ 07
PZ 09
PZ 14
PZ 20
PZ 24
PZ 25

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. metapsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. orthopsilosis

C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

222/242
239/253
239/239
222/242
239/239
222/242
242/242
236/242
ND
242/242
239/242
239/242
222/242
222/242
ND
ND
228/236
236/242
242/242
242/242
239/242
242/242
242/242
242/242
242/242

373/373
348/355
354/354
407/407
355/355
381/381
307/307
307/307
ND
307/307
396/399
396/400
370/394
307/370
ND
ND
352/352
307/307
394/394
394/410
308/308
375/399
394/410
370/370
307/307

293/304
272/272
272/272
269/319
272/272
269/319
264/281
264/281
ND
264/281
270/302
302/302
269/337
264/267
ND
ND
293/293
264/264
319/319
319/319
284/295
304/304
319/319
287/311
264/287

135/155
149/151
110/110
135/135
110/110
135/135
133/138
133/138
ND
133/138
134/145
135/145
135/135
135/135
ND
ND
133/133
138/138
133/133
133/133
138/138
135/138
133/133
133/133
133/138
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Material

suplementario

PZ 33
PZ 39
PZ 42
PZ 43
PZ 49
PZ51
PZ 52
PZ 53
RC 03
RC 06
RC 07
RC 11
RC 16
RC 17
RC 18
RC 19
RC 28
RC 32
RC 37
RC 44
RS 01
RS 02
RS 06
RS 07
RS 09
RS 10

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

242/259
222/242
222/242
239/239
222/242
222/242
222/242
222/242
236/242
236/242
222/242
242/247
242/264
242/242
236/243
222/242
236/242
239/242
239/242
222/242
236/242
236/239
236/242
239/239
239/239
222/242

373/373
385/385
385/385
351/370
370/370
369/369
369/369
369/369
307/307
307/307
370/370
369/369
351/351
373/373
306/306
370/370
307/307
394/433
400/400
372/372
307/307
307/307
307/307
307/307
323/323
369/369

287/287
269/319
270/319
272/272
270/319
269/319
319/319
269/319
264/284
264/264
269/319
293/304
304/313
305/305
264/264
269/319
264/295
284/319
269/301
319/322
264/264
264/281
264/264
364/295
253/267
269/290

133/134
135/135
135/135
110/110
134/134
135/135
134/134
135/135
133/138
138/138
135/135
133/135
134/134
134/134
138/138
135/135
138/140
133/133
133/145
135/135
138/138
138/140
138/138
138/140
151/169
134/147
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RS 13
RS16
RS 16-A
RS 16-B
RS 23
RS 27
RS 28
RS 30
RS 33
RS 34
RS 35
RS 36
RS38
RS 41
RS 45
RS 46
RS 54
SA 01
SA 05
SA 06
SA 07
SA 09
SA 12
SA 15
SA 23

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

222/242
239/245
239/239
236/242
222/242
239/239
239/253
239/239
236/242
222/242
236/242
222/242
239/242
239/239
239/242
222/242
222/242
ND
222/242
242/248
239/242
222/242
245/262
239/242
222/242

370/370
323/370
323/323
307/307
372/372
376/376
307/375
354/354
307/307
370/370
360/363
370/370
323/370
307/307
379/379
373/373
369/388
ND
373/376
370/370
379/379
373/373
394/394
397/397
370/370

269/269
263/267
253/267
264/264
319/322
281/284
281/284
272/272
264/264
287/287
267/269
270/270
253/284
279/293
249/249
305/305
269/319
ND
304/304
293/296
287/313
304/314
319/319
301/301
270/319

136/159
131/135
151/169
138/138
135/135
136/136
136/136
110/110
138/138
134/134
120/135
134/134
134/151
115/115
135/135
134/134
135/135
ND
135/136
132/132
135/135
135/135
132/132
135/145
134/134
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suplementario

SA 25
SA 27
SA 28
SA 29
SA 30
SA 32
SB10
SD 05
SD 10
SD 17
SD 18
SD 21
SD 22
SD 26
SD 29
SD 32
SD 38
SD 39

SD 41
SD 44
ST 02
ST 03
ST 04
ST 06
ST 07

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. orthopsilosis

C. orthopsilosis

C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

239/247
236/242
236/242
222/242
230/230
222/242
236/242
236/236
239/250
242/242
236/236
239/242
239/250
ND
ND
ND
238/242
239/242
ND
239/242
239/242
239/239
222/242
222/242
225/242
242/242

307/307
307/307
307/307
355/370
351/351
370/370
307/307
307/307
354/370
323/323
307/307
307/307
354/354
ND
ND
ND
400/400
400/400
ND
354/354
351/351
323/323
370/370
370/370
370/391
394/394

235/241
264/264
264/264
270/319
272/272
319/319
264/281
264/264
255/255
253/253
264/264
276/290
255/255
ND
ND
ND
270/302
270/301
ND
272/272
272/292
253/270
269/322
319/319
269/269
319/319

136/136
138/138
138/138
134/166
110/110
135/135
133/138
138/138
133/134
151/151
138/138
151/151
133/133
ND
ND
ND
133/145
133/145
ND
151/151
111/111
151/153
135/135
134/134
134/134
133/133
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ST 08
ST 09
ST11
ST 12
ST 14
ST 20
ST 21
ST 27
ST 30
ST 36
ST 38
ST 39
ST51
ST53
ST 57
ST 59
ST 60
UN 02
UN 04
UN 05
UN 08
VD 02
VD 17
VL 01
VL 03

C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. orthopsilosis

C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. orthopsilosis

ND
222/242
244/247
244/247
239/239

ND

ND
222/242
239/242
222/242
242/245
222/242
239/242
239/242
222/242
239/239
239/242
222/242
222/242
236/239
222/242
236/239
236/245
219/259

ND

ND
370/370
384/384
384/384
323/323

ND

ND
369/369
400/400
373/373
370/370
369/369
400/400
379/379
370/370
367/419
378/381
385/387
366/369
307/307
336/370
410/410
307/307
307/307

ND

ND
304/304
284/284
284/284
218/252

ND

ND
269/319
270/302
304/304
284/302
269/269
270/302
292/292
337/337
273/273
313/313
270/319
269/319
264/301
319/319
290/290
264/264
267/287

ND

ND
134/134
135/135
135/135
151/151

ND

ND
135/135
132/145
134/134
130/134
135/135
132/145
134/134
134/134
126/126
135/135
134/134
135/136
133/138
134/134
135/135

138/38
153/155
ND
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VM 01
VM 08
VM 14
VM 15
VM 17
VM 18
VM 20
VM 27
VN 04
VN 10
VN 12
VN 17
VN 18
VN 20
VN 25
VR 05
VR 07
VR 09
VR 11
VR 12
VR 14
VR 19
VR 21
VR 22
VR 24
VR 28

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

242/242
242/242
222/242
236/242
236/242
239/239
239/242
236/242
236/242
236/242
236/242
236/242
259/270
239/239
222/242
230/259
239/242
239/242
242/256
ND
222/242
239/242
ND
222/242
242/242
208/139

369/381
369/382
371/371
307/307
307/307
351/366
379/379
307/307
307/307
307/307
307/307
307/307
372/372
352/355
370/370
307/307
307/394
352/352
379/394
ND
346/346
370/370
ND
373/373
358/358
311/311

270/319
270/319
270/270
264/264
264/264
290/290
249/316
264/264
264/264
264/264
264/264
264/267
237/290
273/293
337/337
229/229
319/319
273/293
313/313
ND
287/317
273/302
ND
323/323
273/302
282/282

151/151
151/151
135/135
136/138
138/138
110/110
135/135
138/138
138/138
138/138
138/138
138/153
133/136
110/110
135/135
157/157
133/133
110/110
135/149
ND
135/135
133/145
ND
137/137
145/145
135/139
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VR 29
VR 31
VR 34
VR 35
VR 36
VR 38
VR 44
VR 48
VR 49
VR 50
VR 52
VR 53
VR 58
Xco1
XC 08
XC 09
XC10
XC11
ZA 02
ZA 03
ZA 04
ZA 05

C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. orthopsilosis
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto
C. parapsilosis sensu stricto

C. parapsilosis sensu stricto

236/242
236/242
236/239
219/259
ND
219/259
ND
239/242
236/242
222/242
ND
236/242
236/242
239/242
242/242
222/242

239/245
236/242
242/244
242/245
222/242

307/307
307/330
379/379
307/307
ND
307/307
ND
342/342
307/307
370/370
ND
307/307
303/307
427/436
307/307
370/370

397/414
307/307
370/370
370/370
370/370

264/281
264/264
290/322
287/289
ND
267/267
ND
273/273
264/264
320/320
ND
264/264
264/264
284/301
264/281
270/320

247/247
264/278
301/307
302/308
270/320

138/138
139/139
135/135
153/155
ND
155/155
ND
151/151
138/138
135/135
ND
121/139
138/138
133/133
138/138
135/135

147/147
133/138
133/133
133/133
135/135

ND: No determinado



