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ARTICULO ORIGINAL

CANDIDIASIS ORAL EN NEONATOS: CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS
DE CANDIDA POR ANALISIS DEL ADN

Guillermo Adolfo Hoyos Gaviria,* José Nellin Montoya Ruiz**

RESUMEN.

Se realizé un estudio descriptivo, prospectivo, en el Servicio de Recién Nacidos del Hospital
General de Medellin durante el periodo comprendido entre el 21 de abril de 1994 y el 21 de abril de
1995, Se encontrd que la incidencia de candidiasis oral clinica fue del 2.4% (21 pacientes), De las
21 cepas aisladas, 20 (95.2%) se clasificaron como Candida albicans y una cepa se identificé
como Candida parapsilosis. La prueba de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion con la enzima Eco R, asi como con Msp 1, de cada uno de los 20 aislamientos de C.
albicans mostré patrones de bandas diferentes para cada aislamiento, excepto en dos pares, los
cuales compartian entre si el mismo perfil de restriccién. Esto indica que hubo transmision
nosocomial de C. albicans de un paciente a otro en dos ocasiones. Cada pareja de pacientes a los
que pertenecian los aislamientos que mostraron patrones idénticos estaban relacionados
epidemiolGgicamente en tiempo y espacio. El aislamiento de C. parapsilosis mostrd un patrdn de
bandas diferente a los obtenidos de los aislamientos de C. albicans con ambas endonucleasas.
PALABRAS CLAVES: Candida, neonatos, candidiasis oral, tipificacién genética.

SUMMARY

In a |-year period, from 04-21-94 to 04-21-95, in the newborn ward of the Hospital General de
Medelfin, the incidence of oral candidiasis was 2.4% (21 patients). From each patient, a clinical
isolation of Candida was obtained. Candida albicans was identified from 20 patients (95.2%)
and Candida parapsilosis from one patient. These isolates were studied by restriction fragment
length polymorphism analisis using the restriction enzymes Eco RI, and Msp L. The patterns of
restriction fragment lenght polymorphisms of the DNA extracted from the C. albicans isolates
were different from each other, except for two pairs of isolates. These two pairs shared the
same restriction profile beetwen them, and were epidemiologically connected. This suggested
that nosocomial patient o patient cross infection with C. albicans ocurred twice. The C.
parapsilosis isolated was found to have a different restriction profile from those of C. albicans

1solations using both enzymes.
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INTRODUCCION

Las especies de Candida son organismos ubicuos
usualmente confinados a reservorios humanos y animales,
pero que también pueden ser aisladas del suelo, los ali-
mentos vy el ambiente hospitalario. Son habitantes norma-
les del tracto genital femenino y de todo el tracto gastroin-
testinal. incluyendo la orofaringe, el recto y el periné."'*"
La mayoria de los humanos son portadores de C. albi-
cans como parte de su microflora comensal, la que, sin
embargo. puede transformarse en patégena,” tanto en
huéspedes normales como inmunocomprometidos. Este
cambio de comensal a patégeno puede ser promovido
por factores de riesgo como un catéter central, una sonda
vesical, dos 0 mds antibioticos, uremia, traslado a un hos-
pital de tercer nivel, diarrea y candiduria'™. En la mayoria
de los pacientes la candidiasis es localizada, pero causa
un grado considerable de malestar. Para ciertos grupos
de pacientes de alto riesgo, por ejemplo quemados, recién
nacidos de bajo peso y leucémicos, se ha encontrado u-
na incidencia del 5 al 15% de fungemia por Candida lo
que conlleva una alta rata de mortalidad asociada™ 7",
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Se acepta que las levaduras que ya estdn presentes como
parte de la microflora comensal del hospedero normal,
usualmente son los agentes etioldgicos de la candidiasis
489 Por métodos de tipificacion molecular, varios inves-
tigadores han confirmado esta hipdtesis en pacientes neu-
tropénicos y no neutropénicos!'™ ' 1% *, Por otro lado, los
brotes de candidiasis nosocomial que ocurren, sugieren
la posibilidad de transmision de cepas virulentas a los
pacientes hospitalizados''*. Por ello, seria importante de-
terminar si la transmision persona a persona contribuye
al desarrollo de la candidiasis nosocomial. De ser asi,
previniendo la transmision se reduciria la incidencia de
la enfermedad"’,

La mayoria de los métodos de diferenciacién de las cepas
se basan en las caracteristicas fenotipicas del organismo
151 Uno de estos métodos estd basado en la forma y ex-
tensién de los bordes de las colonias"* %, Otros métodos
recurren a la serotipificacion''®, a la resistencia a varios
quimicos!'™, a la tipificacion con isoenzimas'* "™ y a la
biotipificacion, la cual emplea una mezcla de patrones de
resistencia y pruebas bioquimicas”.

Asesores: Angela Restrepo Moreno, PhD, Juan Guillermo, Mcewen Ochoa, MD., PhD.

2



Revista CES Medicina - Vol. 10 - N{ - 1096

La clave para prevenir la infeccion cruzada se basaen la
habilidad para tipificar, en forma rdpida, los aislamien-
tos de levaduras. Esto es posible dnicamente si se usa
un sistema de tipificacién reproducible que tenga un poder
discrimingtorio adecuado y que, ademds, sea capaz de
dar una respuesta lo suficientemente rapida para ser il
i los clinicos™.  Los recientes avances en el campo de
fa biologia molecular han permitido el uso de mejores
métodos de caracterizacion de cepas conducentes al es-
tudio de la epidemiologia de la candidiasis. Algunos de
estos nuevos métodos son: la electroforesis en gel de
poliacrilamida de proteinas celulares'™”, el andlisis del 4-
cido desoxirribonucleico (ADN) cromosomal con enzi-
mas de restriccién!! 202122 | andlisis de hibridizacion
de tipo Southern que usa sondas de ADN'# 2 26.27. 2625,
3 a tipificacion por cariotipo electroforético por elec-
troforesis de campo pulsadot'™ 1”33 |y electroforesis
en gel con campo eléctrico homogéneo™ "' y el uso de
los métodos basados en la reacci6n en cadena de la poli-
merasa‘™ V-,

El andlisis del ADN cromosomal que usa enzimas de
restriccion tiene un alto grado de reproducibilidad y
discriminacion''*' y ha facilitado el desarrollo de un sis-
tema de tipificacién a nivel molecular. o sea, de subespe-
cies™ " que permite distinguir las diferentes especies de
Candida y muchos subtipos de C. albicans, incluyendo
cepas que son fenotipicamente similareg®! 1o 3% 35,
En esta investigacion se empled el anilisis del ADN cro-
mosomal digerido con enzimas de restriceién segtin el
método de identificacion de secuencias denominado pruc-
ba de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion, para estudiar las cepas de Candida aisladas
de la cavidad oral de neonatos con candidiasis oral hospi-
talizados en el Servicio de Recién Nacidos del Hospital
General de Medellin. El objetivo del estudio fue determi-
nar si los pacientes estudiados estaban infectados con
cepas genclicamente diferentes o, si porel contrario, las
cepas wisladas eran iguales desde ¢l punto de vista geng-
tico, lo que indicaria una contaminacién a partir de una
fuente comuin. intrahospitalaria.

MATERIALES Y METODOS
Universo vy muestra

Se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo, en el Hos-
pital General de Medellin y en la Corporacion para Investi-
gaciones Biolégicas tomando como universo muestral la
totalidad de ninos con signos clinicos de infeccion por
Candida que fueron admitidos al Servicio de Recién
Nacidos del mencionado hospital, durante el periodo com-
prendido entre abril de 1994 y abril de 1995. Se ingresaron
21 nifios, todos los cuales presentaban lesiones clinicas
caracteristicas en la cavidad oral. No se presentaron
casos de candidiasis sistémica durante el periodo del
estudio,

A pesar de que en el servicio de recién nacidos donde

se efectuo este trabajo se realizan frecuentemente hemo-
cultivos a los pacientes con infeccion severa o con sospe-
chade la misma, no se aislaron levaduras de los cultivos
de sangre efectuados durante el periodo de estudio de
esta investigacion,

A cada uno de los pacientes que ingresaron al estudio se
le Hevo un registro con los siguientes datos: peso al nacer.
edad gestacional. sexo, modo del parto. factores obsiétri-
cos, diagndstico neonatal, tratamiento con antibidticos
antes del desarrollo de la candidiasis clinica. modo de
presentacion, tipo de nutricion y resultado final.

A cada paciente con candidiasis oral se le tomé una
muestra de las lesiones evidentes clinicamente, em-
pleando un aplicador de algodén estéril que luego fue
conservado en un tubo que contenia 2 mi de solucidn
salina normal estéril, mientras era transportado al
laboratorio de micologia, lo que no tomd mis de una
hora: cuando la remisién tomaba mds tiempo, la muestra
se colocaba en refrigeracién a 4° C.

Cada muestra fue cultivada en placas de agar dextrosa
de Sabouraud (Difco). Los cultivos se incubaron a tem-
peratura ambiente bajo condiciones aerdbicas durante 3
dias, luego de los cuales fueron examinados. Los méto-
dos bdsicos usados para identificar las levaduras aisladas
fueron la prueba de produccion de tubos germinales des-
pucs de una incubacion de 2 horas en suero bovino, la
formacion de clamidiosporas luego de un crecimiento de
3 a 5 dias en agar de harina de maiz y la prueba de asi-
milacion de azticares' ! ¥, Envesta investigacion la unidad
de andlisis fue cada una de lus cepas de Candida aisla-
das de los pacientes.

Métodos. técnicas y procedimietos

Aislamiento del ADN gendmico total (Ver cuadro 1),
Cada una de las cepas de Candida se cultivé en 10 ml
de caldo YEPD: 1% de extracto de levadura, 2% de
Bucto-Peptone Difco y 2% de dextrosa; y se dejé incu-
hando durante una noche en incubadora con agitacion a
37°C y a 200 rpm.

Para preparar el ADN se usd el método descerito por
Scherer y Stevens''” con algunas modificaciones™+
. Cada cultivo se centrifugd a 4,000 rpm por 5 minutos,
se lavaron las células con agua destilada, se centrifugaron
de nuevo, y se recogieron las levaduras precipitadas en
un volumen de 1.5 ml en un tubo de mocrocentrifuga. Se
centrifugd durante 5 minutos a 12,000 rpm. Las células
empacadas se lavaron con 1.0 ml de Sorbitol M. Se
centrifugd de nueve y las células empacadas se
resuspendieron en 1.0 ml de una solucidn de sorbitol [M,
tampon fosfato de potasio 50mM con pH 7.5, 2-
Mereaptoetanol al 0.1%, vol/vol, y Zymolase 20 T 2 una
concentracion de 2.5 mg/ml. ICN Biomedicals, Costa
Mesa, California. Se incubd durante 60 minutos a 37°C.
Luego los esferoplastos se centrifugaron por 30 segundos
a 10,000 rpm y se resuspendienron en 0.5 ml de una
solucion tampon de EDTA de sodio 50 mM (pH 8.5) y
dodecyl sulfato sddico al 0.2%. Esto se mezeld y luego
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se incubd a 60° C por 30 minutos para lisar los esfero-
plastos.

Cuadro 1. Esquemadel proceso de preparaciondel ADN,

Centrifugar cultiva.a 4000 rpm por 5 min.

\

Lavar con asna destilada y centifugar ipual

V

Recouer las célulasen who de mocrocentrifuga, centrifugar 5
min.

\

Lavar con [.0.ml de tampén 1 Incubar 60 min a 37" C

Centrifugar por 30 seg. y resuspenda en 0.5 mol de tampén 2
Incube 30 min. a 60° C

|

Extraer ADN 3 veces con fenvl-cloroformo y | vez con
claroformo

\’
Precipitar con 50 1l de acetato de potasio 5 M. pH 7.0, afadir
I ml de etanol absoluto frio v colocar | hora a-70° C

]

Centrifiugar 2 10,000 rpm, 10 min. lavar boton con ¢tamol al
RO frio, centrifugar igual

v

Secar ch homo al vacio por 15 min.

\’

Suspender an 200! de tampdn 3. Incubar 30 min, 37°C

Precipitar ADN afindiendo 200 pl de aleohol isaprapilico.
Después de 2 min. centrifugar a 10,000 rpm por 10 min.
Lavar con etanol al 80% frio. Centrifugar igual. Secar en horno
ul vacio por 15 min.

4

Disolver ADN en 100 pl de tampdn TE. bajo

Después de esta incubacion se practicd la extraceion de
los dcidos nucleicos usando una solucion saturada de
TE, Tris 10 mM-EDTA 1mM, pH 8.4, -fenol-cloroformo
(49), de tal modo que a cada muestra se le agregaron
primero 250 microlitros de fenol y luego 250 microlitros
de cloroformo, se mezcld bien, aunque con delicadeza,
para no fragmentar el ADN: se centrifugé a 10,000 rpm
durante 10 minutos. Se extrajo el sobrenadante cuidado-
samente con una pipeta a otro tubo de nicrocentrifuga,
evitando la interface. Luego se repitié el mismo procedi-

4

miento 2 veces con fenol-clorotormo, después con ¢cloro-
formo tnicamente v al sobrenadante obtenido al final, se¢
le prictico la precipitacion con acetalo de potasio.
agregandole al sobrenadante 1/10 de su volumen en ace-
tato de potasio 5 M., pH 7.0. Finalmente, se anadieron 2
viilumenes de etanol absoluto frio. se agitaron suavemen-
te las muestras y luego se colocaron duranie una hora a
-70°C.

Los dcidos nucleicos fueron descongelados y luego
centrifugados a 10,000 rpm por 10 minutos, se descarld
el sobrenadante y el botén se lavo con etanol frio al 80%.
Se centrifugd de nuevo con los mismos pardmetros y se
seca en horno al vacio por 15 minutos. Luego los dcidos
nucleicos se resuspendieron en 200 microlitros de la
solucion tampon Tris-Cl 10 mM, EDTA | mM, pH 8.0,
con 2 microgramos por cada 200 microlitos de RNasa
A. Sigma®. Se incubd por 30 minutos a 37% ¢

Se practico precipitacion del ADN por adicion de 200
microlitros de aleoholisopropilico. Después de 2 nunutos
se centrifugd el ADN a 10,000 rpm por 10 minutos, se
lavé con etanol [riv al 80%, se volvid a centrifugar con
l0s mismos pardmetros y se seco en un horno al vacié
por 13 minulos.

Finalmente, las muestras de ADN se disolvieron en 100
microlitros de solucién tampdn TE, Tris 1 mM. EDTA
(0.1 mM. pH 8.0y se hizo una medicidn cuanttativa de lu
concentracion del ADN obtenido empleando un espectro-
fotometro de luz ultravioleta. Las muestras se almacena-
ron a 47 C hasta que se les realizé la electroforesis.

Digestion con endonucleasas de restriccidn

Cada muestra de ADN genomico total se digirio con
Eco RI (Amersham), en la solucién tampdn adecuada
para la enzima, durante 1 hora en 40pl final de reaccidn.
4 37°C, empleandd 2l de enzima (24 unidades) para
cada muestra de 15ug de ADN. Una alfcuota de cada
muestra de ADN también se digirié con Msp I (New
England Biolabs, Beverly). en lasolucion tampon adecua-
da para la enzima, durante 1 hora en 40ul de volumen
final de reaccion, a 37° C, empleando 4ul de enzima (80
umidades) para cada muestra de 15pg de ADN. En la
digestion con Msp | se usd mas cantidad de la enzima
porque el lote que se utilizé mostro menor actividad.

Electroforesis en gel

El ADN digerido se corrié en un gel horizontal de agarosa
al 0.7% que contenfa 0.5pg de bromuro de etidio por ml
"0 a 15 V por 16 horas con una solucién tampén TBE
0.5X, Tris 89 mM, acido borico 89 mM y EDTA 2.8
mM, ph 8.3. junio con ADN de bacteriéfago A digerido
con Hin dIII como marcador de peso molecular . Los
fragmentos de ADN se examinaron en un transilumi-
nador de luz utravioleta de 300 nm y se fotografiaron a
través de un filtro anaranjado con pelicula Polaroid 667.
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Arihsis

Las fotografias de los geles de agarosa tenidos con bro-
muro de etidio se inspeccionaron visualmente para com-
parar ¢l patrén de bandas. Se identificd cada banda ma-
yor y menor. v se midido la distancia del origen del gel al
marcador de peso molecular del fago X.

Se usd el esquema de tipificacion de ADN descrito por
Scherer y Stevens'™ y Stevens y colaboradores®", ba-
sado en ¢l polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion de bandas de ADN que codifican para los
dcidos ribonucleicos ribosomales (este ADN se denomina
ADN ribosomal). En este sistema, que emplea como
enzima de restriccion l2 endonucleasa Eco RIL una banda
dimérfica de ADN ribosomal separa los aislamientes en
dos grupos principales: 1A, que posee una banda de 3.7
kb, 0 1B, el cual tiene una banda de 4.2 kb. Se han carac-
terizado subtipos adicionales en cada grupo principal de
acuerdo con los patrones de los polimorfismos en la lon-
gitud de los fragmentos de restriceién de bandas de ADN
ribosomal sitvadas entre 6y 7Tkby 2.5y 3.0kb y la pre-
sencia o ausencia de las restantes bandas menos intensas,
v de las dreas de tincién de baja intensidad™. Las cepas
se consideraron significativamente diferentes si cualquier
handa detectable, mayor 0 menor, era diferente'™". Todas
las bandas tenfan que coincidir exactamente para clasifi-
car las cepas aisladas como idénticas: cualquier diferencia
en una banda mayor o menor fue considerads impor-
tante' =, Se us6 la enzima Msp 1 para corroborar los
resultados obtenidos con Eco RI, por medio del examen
de los patrones de bandas de la misma manera como se
hizo con los geles de ADN digerido con Eco RI

RESULTADOS
Aniilisis de los pacientes

El promedio del peso al nacer de los 21 nifios afcctados
por candidiasis oral fue de 1700¢g y el de la edad gesta-
cional fue de 33 semanas y media. En cuanto a sexo, no
hubo diferencia significativa, pues fueron 11 hombres y
100 mujeres.(Tabla 1) Catorce nifios nacieron por parto
vértice espontdneo, 6 por cesdred v uno en podilica por
via vagi-nal. La gran mayoria ¢staba recibiendo o habia
recibido por lo menos dos antibiéticos al momento del
diagnéstco de la candiadiasis oral. La edad cronologica
promedio de los nifos al momento del diagnostico fue de
13 dias.

Tabla 1. Distribucién segiin sexo y edad gestacional de los
nifios con candidiasis oral, HLG.M., abril 1994 - abril 1995,

Semanas de Geslacion
- 28-32 3337 3842
Sexo
Hombres 3 1 2
Mujeres 5 ) 0
Promedio de edad gestacional: 33,5 semanas

Los diagnosticos mds comunes en estos pacientes fueron:
prematurez. 17 nifos: sepsis neonatal, nueve pacientes:
siele presentaron el cundro de enterocolilis necrotizante:
cuatro nifos desarrollaron enlermedad de membrana
Malina y cuatro presentaron hipoglicemia neonatal,
Algunos tenian mis de un diagndstico. (Tabla 2)

En cuanto a los factores obstétricos, se encontraron cineo
madres que habian recibido esteroides parenterales
(betametasona), como parie del manejo de la amenaza
de parto prematuro. Solo uno de los 21 nifos del estudio
necesitd esteroides como parte del maneja de Ia hipogli-
cemia neonatal refractaria.

‘Tabla Z, Diagnésticos neonatales y peso al nacer de los nifios
con candidiasis oral, H.G.M., abril 1994 - abril 1995,

Peso al nacer (gramos)

Diagnostico TOO0- 1499 [S00-1999 2000 0 mds
Prematurcz 7 9 |
Sepsis neonatl 3 | 2
Enterocol necrotizante 3 4 2
Enf. de memb, hialina | 3 0
Hipoglicemia neanatal 3 0 1l

Promedio de peso dl nacer: 1700 gramos

De los 21 pacientes ingresados a la investigacion, seis
estaban recibiendo o habian recibido nutricion parenteral.
Es de anotar gque en el Servicio de Recién Nacidos del
Hospital General sélo excepeionalmente se colocan lineas
centrales para la administracién de los liquidos
endovenosos y de la nutricion parenteral total,

De los siete nifios con enterocolitis necrotizante, uno
murid, pues presentd perforacion intestinal: este fue el
unico nifio de los que entraron en esta investigacion, cuyo
deseenlace final fue fatal, El resto de los nifios fue dado
de alta del servicio en buenas condiciones generales.

Analisis de los organismos aislados

Se lograron aislar 21 cepas de levaduras, 20 de las cuales
al ser cultivadas y examinadas fueron clasificadas comn
C. albicans. Este nimero corresponde al 95.2 % del
total de pacientes con candidiasis oral. Sélo un mio resul-
16 infectado por la especie C. parapsilosts, identificada
por medio de la prueba de asimilacién de azticares.

Se evaluaron 20 aislamientos de C. albicans y un aisla-
micnto de C. parapsilesis por medio de la prucha de
polimorfismo en la longitad de los fragmentos de resiric-
cidn. Se obtuvieron patrones electroforéticos distinguibles
de los ADN cromosomales usando las endonucleasas
Eco Rl y Msp I. La clectroforesis en gel de agarosa re-
velo miltiples bandas correspondientes a [ragmentos de
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ADN, unos 33 para las digestiones con Eco Rl y aproxi-
madamente 60 con Msp 1. dependiendo de las horas de
electroforesis. Alaumentar el tiempo de corndo se logra-
ba una mejor separacion de las bandas, apareciendo al-
ounags nievas gue quedaban superpuestas a otras en las
electroforesis de menor liempode corrido. Asi se pudo
determinar que el tiempo adecuado de electroforesis con
el equipo disponible era de 6 horas. a un voliaje de 30 V.
El tamano de las bandas se determind al efeciuar la
eleciroforesis del ADN de los aislamientos de Candida
en lineas adyacentes a fragmentos de ADN de bacterid-
fago A de longitud conocida. Los fragmentos de ADN
cromosomal estudiados tenian tamanos vanables entre
1y 13 kb cuando la enzima de restriccion empleada fue
Eco RI; cuando era Msp 1, el rango de tamanio de las
bandas fue de 0.5a 16 kb,
Entre tode el conjunto de bandas que presentaba cada
aislamiento, se destacaban varias mds inensamente
tefitdas, Cuando la digestion del ADN se efectué con
Eco RI. los patrones de restricion de los aislamientos
presentaban las tres o cuatro bandas intensas en las que
se basa la elasificacion descrita en varios estudios previos
M De este modo, se encontrd que cuatro (209)
de los 20 mislamientos de C. albicans mostraban [a ban-
dade 4.2 kb por Io que se clasificaron como pertenecien-
tes al grupo 1B, La mayoria, 16 aislamientos (80%i,

Figura 1. Electrofuresis en gel de agarosa de ADN cromuoso-
mal de los veinte aislamientos deC. albicans v del aislamiento
de C. parapsilosis, después de la digestion con la endonu-
cleasa de restriccion Eco RI: Tas lineas situadas en am-
hos extremos contienen los marcadores de referencia
de tamano clisicos de ADN de bacteriofago A digerido
con Hin dlIl,

presentaban la bandade 3.7 kb, por lo que se clasificaron
dentro del grupo [A.

Las fizuras 1y 2 muestran los patrones de bandas con
Eco Rl y Msp L respectivamente, para los 2| aislamientos
estudiados, en |as cuales se phede apreciar la ubicacion
de las diferentes bandas de cada aislamiento, comparada
con los marcadores de peso molecular constituidos por
fragmentos de tamano conocido de ADN de bactenafago
A
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de ADN
cromoso-mal de los 20 aislamientos de C. albicans y
del aislamiento de C. parapsilosis, después de digestion
con la enzima Msp I las lineas situadas ¢en ambos
extremos contienen los marca-dores de tamano de ADN
de bacteriofage A digerido con Hin dIllL.

Al andlizar los patones de bandas de cada aislamignto.
se logro determinar gue habiados pares de aislamientos
con patrones idénticos. Se trata de los aislamientos nime-
ros 3 y 4. que presentaron patrones iguales tanto con
Eco RI como con Msp [ Los pacientes a quiencs
pertenecian estos alslamientos compartieron hospitaliza-
rion algunos dias, en incubadoras contiguas, El otro pur
de wislamientos con patrones idénticos entre si con ambas
enzimas de restriceion, fueron los nimeros 7 v 8, cuyos
respectivos pacienics tambicn estuvieron en mcubadoras
contigeas durante algunos dias.

Se repitic el mismo procedimiento de digestion del ADN
cromosomal de los aislamientos de C. albicans tanto
con laenzima Eco RIcomocon Msp L,y los resultados
obtenidos fucron similares a los que se obtuvieron
previamente, indicando la adecuada reproducibilidad de
las pruebas busadas en los polimorfismos en la longitud
de los Iragmentos de resiriccion. Los mismas 2 pares de
aislamientos que habian resultado con patonces de bandas
iguales, resultaron nuevamente con perfiles de restriceion
idénticos al repetir los andlisis.

El patrén de bandas del aislamiento de C. parapsilosis
cradistinto de los diferentes patrones de Jos aislamentos
de C. albicans, 1anto con la enzima Eco Rl como con
Msp I, aungue algunas bandas eran comunes para ambas
especies.

DISCUSION

La incidencia de candidiasis oral en el recién pacido
varia segun las diferentes investigaciones. Se han
reportado tasas tan altas como del 18%. peroel promedio
parece ser ¢l 4% . Enel presente estudio la incidencia
fue del 2.3%.

Estd bien establecido que la vaginitis candididsica durante
el embarazo contribuye a lo candidiasis oral en el recien
nacido ', Un porcentaje pequeno pero significativo se
debe a la contaminacion cruzada a partir de otros nifios,
las madres y el personal de enfermeria . Se ha aislado
frecuentemente C. albicans de los dedos, siendo éstos
los vectores probables de la diseminacion intrapersonzl,
como también de la diseminacion persona a persona,

El andlisis genético de los aislamientos de C. afhicans
obtenidos en esta investigacion, muestra gue la mayor
parte pertenecia al grupo [A, el cual comprende el B0%
de los aislamientos estudiados. El 209% restante se clasifico
en el grupo [B.

Esta distribucion es similar a la descrita por Stevens y
col. Y en cuanto a sus dos grupos principales, deter-
minados por la presencia o ausencia en los patrones de
restriccion con Eco Rl de lo binda de 4.2 kb, Estos
autores encontraron que al grupo 1B pertenceia ¢l 149
de los aislamientos analizados v el resto. o'sea la mayoria,
hacia parte de los diferentes subtipos del grupo 1A dentro
delcual, ¢l subtipo 1A2 predominaba como ¢l mis comen,
comprendiendo ¢l 41% de los aislamientos caracteriza-
dos™" Lo cual es similar a lo encontrado por Clemons y
col™, quienes clasificaron dentro del subtipo A2 al
3R 8% de los austamientos.

Tabla 3. Distribucion de aislamientos de €. aibicans por
ti-pos de ADN, de acuerdo con diferentes estudios.

Estudio Tipode ADN %) Nowde aislamientos
[Reterencia) IA 1B

Scherery Col.(17) 94 6 17
Stevensy Col. (21) 86 14 1044

Clemons y Col.(50) 923 77 13

Esta investigacion 80 20 20

Debido a la fala de cepas de referencia para clasilicar
los diterentes subtipos de los grupes IA v IB en los que
se pueden agrupar los aislamientos, en la presente investi-
gacion no fue posible determinar los subtipos.

Aunque ocurren brotes de candidiasis invasiva en los
hospitales, rara vez se ha confirmado, en forma mequi-
Vo, que una misma cepa sei la causante de un brote ™.
Ha sido dificil desarrollar unatéenica que permita identi-
ficar claramenie las cepas de Candida aisladas en un
brote. pues los métados son muy diversos, cada uno con
ventajas y desventajas en relacion con la capacidad de
tpificacion, el grado de reproducibilidad, poder diserini-
natorio. costo y facilidad de uso. Hunter "* ha llegado a

B
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concluir que la transmision nosocomial de C. albicans
no ha sido probada en forma inequivoea, 1o cual es apo-
yado por Schmid™. En una unidad de cuidados intensivos
de un hospital de Londres hubo un brote de candidiasis
sistémica, el cual fue reportado como debido a una sola
cepa de C. albicans, pero al estudiar las cepas con un
método de tipificacion del ADN, se logré demostrar que
el brote era atribuible a miltples cepas'*'".

Aunque raros. los brotes de candidiasis nosocomial debi-
dos a la misma cepa de Candida pueden darse, como
es el caso de un brote reportado en ocho pacientes que
habian sido sometidos a cirugia de revascularizacién
coronaria, todos los cuales se infectaron de la misma
fuente con C. tropicalis. Se identificé como portadora
a una enfermera encargada de hacer la asepsia de los
pacientes antes de la cirugia. Esto se confirma mediante
Ia tipificacion basada en el andlisis de los fragmentos de
restriccion del ADN de las cepas aisladas de los pacien-
tes alectados y de la nasofaringe v pulpejos de los dedos
de la enfermera implicada'**.

Los reportes mas recientes confirman que las caracteris-
ticas fenotipicas no son confiables para inferir la igualdad
odiferencia de las cepas aisladas durante estudios epide-
miolagicos. Tal falta de correlacion es particularmente
marcada cuando se aplica a la investigacion de brotes de
infeccion nosocomial™*+=",

El enfoque empleado en esta investigacion para distinguir
diferentes cepas de Candida, basado en el andlisis de los
fragmentos del ADN cromosomal digerido por la en-zima
de restriccion Eco RI, ha sido utilizado con éxito por
otros investigadores en diferentes partes del mundo ™™
=3 Romano y col.™ estudiaron un brote noso-comial
de candidiasis sistémica usando este método v lograron
probar su naturaleza epidémica. ya que la ma-yoria de
los pacientes presentaron infeccion cruzada y. ademds,
los resultados implicaron las manos de los traba-jadores
de la salud como transmisores determinantes de la
epidemiu.

Vaudry v col."™" investigaron un brote de infeccion sis-
témica por C. albicans en una unidad de cuidados in-
tensivos neonatales v emplearon el andlisis de los patrones
de fragmentos de restriceion del ADN total y la electro-
foresis de proteinas.

Encontraren que de las tres enzimas de restriceion usadas
(Eco RI1. Hin dlll y Pyu 1), la mas il fue la Eco RI
pues generd patrones de bandas bien separadas en la
electroforesis en gel de agarosa. Estos autores encon-
traron evidencia de infeccion cruzada probable entre dos
ninos.

Betremieux y col.*" estudiaron un brote de sepsis por
C. albicans enuna unidad de cuidado mtensivo neonatal
por medio de cinco técnicas diferentes, cuatro basadas
en caracteristicas fenotipicas y una en la tipificacion
genética. Compararon los aislamientos obtenidos en seis
nifios prematuros con los obtenidos del personal que los
cuidaba y encontraron que un aislamiento de las manos
de uno de los miembros del equipo de salud. pertenecia
a la misma cepa que infecté a los nifios. Esto sugiere la
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ocurrencia de contaminacion cruzada de esta cepa de C.
alhicans, de un paciente a otro por medio de un por-
tador. Los autores afirman que deben usarse varios mé-
todos para identificar la fuente de un brote. La tipifica-
citn morfoldgica y el andlisis de hibridizacion con una
sonda de ADN fueron las técnicas con mayor capacidad
discriminativa en este estudio.

En otra unidad de cuidado intensivo neonatal, Reagan y
col.** también encontraron evidencia de diseminacion
nosocomial de C. afbicans como causa de infeccion del
torrente sanguineo. Ellos tipificaron los aislamientos por
medio del andlisis de los polimorfismos en la longitud de
los fragmentos de restriccitn con una sonda de ADN
especifica para C. albicans. Tres de los cuatro pacien-
tes afectados en el periodo de la epidemia estaban infecta-
dos con cepas idénticas, las cuales eran diferentes a cepas
no relacionadas epidemioldgicamente de la misma unidad
de cuidados intensivos neonatales. Estos autores conclu-
yen que ocurmid transmision nosocomial de C. albicans
en este brote y reafirman que los neonatos en las unidades
de cuidados intensivos pueden representar un grupo de
alto riesgo para adquirir infecciones por este organismo.
Doebbleling y col.”™"" investigaron un brote de infecciones
por C. rropicalis aisladas de hernidas esternales, por
medio del andlisis de los fragmentos de restriceion. Las
cepas aisladas de cada uno de los ocho pacientes afec-
tados por el brote resultaron idénticas y fueron diferen-
ciadas de manera ficil de cepas de control, por medio
del andlisis de los fragmentos de restriccion de ADN.
Ademads, los autores lograron confirmar la relacién epi-
demiolégica entre una enfermera que era la encargada
de hacer la asepsiaa los pacientes y los pacientes infec-
tados.

Vazquez y col. " realizaron un estudio epidemiolégico
sobre la adquisicion nosocomial de C. albicans emple-
ando el andlisis con enzimas de restriceidn. Encontraron
que los tipos de cepas que colonizaban a los pacientes
eran idénticas a las que, mds larde, causaron infecciones
en la mayoria de ellos. Estos hallazgos son similares a
los de Reagan y col!"", quienes encontraron gue todos
los pacientes estaban colonizados con tipos de cepas idén-
ticas a las que mds tarde causaron infeccion.

Magee y col.** encontraron que el andlisis del polimor-
fismo del tamaiio de los fragmentos de restriceion en el
ADN, era muy (til en la biotipificacién de varias cepas
de C. albicans, puesto que podia servir para el estudio
de la epidemiologia de las infecciones, la autoinfeccion
en pacienies susceptibles, asi como también para ayudar
a definir la ocurrencia de reinfeccién o de recaida.
Ademis, ellos encontraron que en los geles tenidos, los
fragmentos son tan caracteristicos que pueden emplearse
para la identificacion de especies, sin que sea necesario
utilizar la hibridizacién.

Existen también métodos con mayor capacidad de discri-
minacién entre diferentes cepas de Candida™ ™% =,
Algunos de ellos son asistidos por computador, los que
son mds complejos de llevar a cabo y mucho mas costo-
sos.Voss y col.™ jnvestigaron la transmision de C.
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albicans durante un brote ocurrido en una unidad de
cuidados intensivos quirtrgica, Emplearon tipificacion mo-
lecular de las cepas por medio del andlisis del cariotipo
electroforético y del analisis con endonucleasas de res-
triccion del ADN genémico con las enzimas Bss Hll y
Sfi 1, seguido de electroforesis en campo pulsado. La
combinacion de estas (écnicas les permitié encontrar
perfiles tinicos del ADN de los aislamientos de cada pa-
ciente y de cada uno de los trabajadores de la salud estu-
diados. Ninguno de los aislamientos de los pacientes o
de los trabajadores compartia todos los marcadores del
ADN.

Schmid y col."' encontraron evidencia de la transmisién
nosocomial de C. albicans por el andlisis «dactilos-
copico» del ADN con la sonda Ca3, asistido por compu-
tador, este es el método mds exacto y mds altamente
discriminativo disponible en la actualidad.

Entre los 20 aislamientos de C. albicans analizados en
la presente investigacidn, se encontraron dos parejas que
presentaban patrones de restriccion idénticos, tanto al
usar Eco Rl como con Msp L. Los aislamientos niimero
3 v 4 perienecian a dos nifios que compartieron varios
dias de hospitalizacién en incubadoras contiguas. Estos
pacientes eran cuidados por el mismo grupo de enferme-
ras y de personal médico. Los perfiles de bandas de es-
tos dos aislamientos eran idénticos entre si, pero distintos
de todos los demads patrones obtenidos. Lo misme suce-
dié con los pacientes a quienes pertenecian los aislamien-
tos nimero 7 y 8, quienes también estuvieron hospitaliza-
dos en incubadoras contiguas durante algunos dias, y
cuyos aislamientos presentaron patrones de restriccion
iguales entre si, aunque diferentes a todos los demds.
Estos dos casos de aislamientos con patrones de bandas
iguales, pueden indicar contaminacion nosocomial cruzada
con C. albicans de un paciente a otro, a través de algtin
miembro del personal médico o paramédico, o por medio
de algin objeto que se usd en forma compartida para
ambos miembros de cada pareja de pacientes afectados.
Orra explicacion pudiera ser que la capacidad de discrimi-
nacion de la téenica usada, a pesar de haber efectuado
las pruebas con dos enzimas de restriccion diferentes,
Eco Rly Msp I, no haya sido lo suficientemente precisa
como para lograr diferenciar entre estos dos pares de
aislamientos. Vasquez y col. “* al comparar el andlisis
con las enzimas de restriccion Eco RI y Msp | con la
técnica de electroforesis en gel de gradiente con campo
pulsado, enconiraron que el andlisis con enzimas de res-
triccion distinguio 17 tipos de cepas mientras que la
electroforesis en gel de gradiente con campo pulsado
fue capaz de distinguir 23 tipos de cepas entre 35
aislamientos de C.albicans, indicando la mayor
capacidad de discrimi-nacién de esta dltima técnica.
Recientemente, Deresinski y col.® estudiaron un apa-
rente brote de aislamientos de C. parapsilosis obtenidos
de especimenes clinicos y lograron demostrar, tanto por
técnicas de epidemiologia cldsica como molecular, que
se trataba de una pseudoepidemia que resulté de una
contaminacion de las muestras clinicas en el laboratorio.

Los patrones del polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion del ADN extraido de los
aislamientos clinicos y de un reactivo de laboratorio em-
pleada para procesar las muestras, fueron idénticos entre
si. En este caso, no hubo necesidad de emplear sondas
de ADN vy los resultados fueron rdpidos y confiables.
La técnica de tipificacién del ADN de las especies de
Candida basada en el analisis del polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion, aunque requiere
de algn equipo adicional, puede ser desarrollada a nivel
de laboratorios de referencia en Colombia. Como no exi-
ge el uso de sondas de ADN marcadas con material
radioactivo, su aplicacidn se facilita enormemente, y los
costos, por lo mismo. son relativamente bajos. Ademas,
la téenica, una vez desarrollada, permite obtener resulta-
dos rapidos, que ayudarian a estudiar brotes nosocomiales
de infecciones por especies de Candida y lograr su con-
trol de una forma mds efectiva.

CONCLUSIONES

Los métodos de tipificacién del ADN pueden usarse en
forma efectiva para estudiar las infecciones
nosocomiales; ello ayudaria a controlarlas de una manera
mis eficaz. cuando se compruebe que se trata de
verdaderos brotes y no de un agrupamiento al azar de
varios casos, producido cada uno por un aislamiento
diferente.

Es posible en nuestro medio emplear la técnica de
tipificacion basada en el andlisis del polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriceion, para responder
preguntas acerca de la colonizacién, transmision,
infecciones recurrentes y también, como herramienta de
epidemiologia molecular en varias categorias de
enfermedades infecciosas.
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