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Saccharomyces cerevisiae 

 

Es una levadura ascomiceta, que se conoce comúnmente como “levadura de 

cerveza o de panadería”, debido precisamente al papel que ha desempeñado y sigue 

haciéndolo, dentro de la industria agroalimentaria, participando en numerosos procesos 

fermentativos. Además, se considera el organismo eucariota modelo por excelencia, siendo 

muy utilizado en el sector biotecnológico. Teniendo en cuenta los diferentes usos que el 

hombre ha hecho de esta levadura, junto con su carácter ubicuo en la naturaleza, no es de 

extrañar, que S. cerevisiae se considere una levadura comercialmente segura.  

Sin embargo, durante los últimos 20 años el número de casos de infecciones 

causadas por S. cerevisiae se ha incrementado considerablemente, relacionándose 

principalmente con pacientes inmunocomprometidos. Esta aparición en el ámbito 

hospitalario ha hecho que se reconsidere el concepto de S. cerevisiae como levadura no 

patógena y se proponga como una levadura patógena emergente oportunista de baja 

virulencia (Murphy y Kavanagh, 1999). 

A continuación se hace una breve descripción del papel que tiene S. cerevisiae dentro 

de la industria agroalimentaria, destacando los procesos en los cuales interviene, así como 

su papel dentro del sector biotecnológico. Posteriormente se abordan más detalladamente 

los aspectos que han hecho que esta levadura se considere actualmente un microorganismo 

patógeno oportunista, haciendo hincapié tanto en los aspectos virulentos y clínicos, así 

como en los tratamientos empleados en la actualidad.  

 

1.  Considerada tradicionalmente como una levadura segura  

 

1.1. Aspectos generales de S. cerevisiae 

 

 S. cerevisiae es una levadura que se muestra generalmente en su forma vegetativa 

como una célula ovoide, aunque bajo ciertas circunstancias de limitación de nutrientes las 

células se elongan, dando lugar al crecimiento pseudohifal (Gimeno y col., 1992). Las 

colonias suelen ser blancas y cremosas (Barnett y col., 2000), aunque también se ha descrito 

que ciertas cepas pueden crecer dando lugar a colonias rugosas, con aspecto irregular 

(Gimeno y col., 1992). Es una levadura que se encuentra en el ambiente cómo célula 

haploide o diploide creciendo vegetativamente cuando hay abundancia de nutrientes. Sin 

embargo, cuando se encuentra ante limitación de nutrientes tiene dos posibilidades, crecer 
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en forma de pseudohifas o esporular dando lugar a ascas permanentes conteniendo de 1 a 4 

ascosporas. Estas ascosporas germinarán dando lugar a células haploides a o α que se 

unirán rápidamente para dar lugar a una célula diploide, pudiendo reproducirse 

vegetativamente por gemación o iniciar el ciclo sexual. En la Figura 1 se muestran los 

distintos estados en los que puede encontrarse la levadura S. cerevisiae, de acuerdo con las 

condiciones del ambiente que la rodea.  

ASCA CON 4 
ASCOSPORAS EN 

SU INTERIOR

CRECIMIENTO

PSEUDOHIFAL

CRECIMIENTO

VEGETATIVO

 
 

 

S. cerevisiae está taxonómicamente bien definida y teniendo en cuenta la última 

revisión taxonómica llevada a cabo por Barnett y col., (2000), se clasifica dentro del Género 

Saccharomyces Meyen ex Reess; la Familia Saccharomycetaceae; el Orden Saccharomycetales; 

la Clase: Hemiascomycetes y el Phylum: Ascomycota. 

Por otro lado S. cerevisiae junto con las especies S. bayanus, S. paradoxus, S. pastorianus, 

S. cariocanus, S. kudriavzevii y S. mikatae, constituyen actualmente el género Saccharomyces 

(Kurtzman, 2003). 

 

1.2. El papel de S. cerevisiae en la industria agroalimentaria 

 

Las levaduras han jugado un papel importantísimo en la producción de bebidas y 

alimentos desde las civilizaciones más antiguas de forma inadvertida y hasta nuestros días 

donde su manipulación está completamente dirigida y controlada. En concreto, S. cerevisiae 

es una levadura ampliamente explotada en la industrial agroalimentaria precisamente por la 

capacidad fermentativa que muestra sobre diferentes sustratos.  

Figura 1. Morfologías observadas para la levadura S. cerevisiae
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Sin embargo, a parte del papel positivo que tiene S. cerevisiae en la producción de 

bebidas y alimentos, tiene un papel como alterante  de ciertos productos alimenticios. Entre 

los efectos no deseados que provoca, destaca la producción de CO2 en productos lácticos, 

dando lugar a la rotura de los envases (Frölich-Wyder, 2003), la fermentación de refrescos, 

la alteración de olivas, el crecimiento en superficie sobre rebanadas de pan (Tudor y 

Borrad, 1993) y el crecimiento durante el almacenamiento del vino entre otros (Dequin y 

col., 2003).  

Entre los aspectos beneficiosos, destaca el papel que juega durante la producción de 

las fermentaciones alcohólicas tanto de bebidas como el vino, cerveza, sake, sidra, así como 

de alimentos, destacando las fermentaciones del pan, queso, etc. Como ejemplo de bebida 

fermentada, puede destacarse el caso concreto de las fermentaciones vínicas. Existe una 

variedad de microorganismos que participan en su producción, pero es S. cerevisiae, la que 

lleva en último término la fermentación alcohólica (Fleet, 2003). Además, esta levadura 

produce una gran variedad de productos secundarios que contribuirán significativamente a 

las propiedades organolépticas del vino, incluyendo el glicerol, que proporciona la 

consistencia y cuerpo al vino, así como los alcoholes superiores y ésteres que participan en 

el aroma final del producto (Dequin y col., 2003). 

Entre los alimentos que sufren una fermentación por parte de S. cerevisiae, podemos 

destacar el proceso de panificación. En las masas panarias las levaduras producen etanol y 

CO2 tras el metabolismo fermentativo de maltosa, glucosa, fructosa y otros componentes, 

dando lugar al proceso de levantamiento de la masa y contribuyendo a su vez en el sabor 

final del pan por los componentes generados de su metabolismo (alcohol, ácidos grasos, 

aldehído, etc.) (Torner y col., 1992).  

Sin embargo, S. cerevisiae también se emplea en otros procesos industriales que no 

requieren de su metabolismo fermentativo, sino que se emplea como fuente de ingredientes 

o aditivos, como es el caso de la obtención de la vanilina o del coenzima A (Fleet, 2006). 

Quizás una de las aplicaciones de S. cerevisiae como aditivo alimentario, es a través de los 

suplementos nutricionales comercializados bajo el nombre de “levadura de cerveza”, por su 

gran contenido en vitamina B, proteína, péptidos, aminoácidos y minerales, empleados 

entre los deportista como complemento de su dieta rica en proteínas. Y por último, 

destacar el empleo de S. cerevisiae como probiótico, concretamente a través de la levadura   

S. cerevisiae var. boulardii. Ésta es una de las pocas levaduras que se emplea en la industria 

agroalimentaria con este fin, por ello se analiza en profundidad a continuación.  
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1.2.1. Saccharomyces cerevisiae var. boulardii como agente probiótico 

 

Los probióticos, son microorganismos viables, beneficiosos para el hospedador, 

cuando se consumen en las cantidades apropiadas. Se entiende por beneficios, la reducción 

en la duración de las diarreas, la estimulación del sistema inmune, la reducción de los 

niveles de colesterol, así como el aumento en la absorción de nutrientes (Marteau y 

Boutron-Ruault, 2002). Entre las especies que mayor aplicación tienen como probiótico se 

encuentran las bacterias lácticas (ej., Lactobacillus acidophilum o Biffidobacterium spp.), que 

pueden encontrarse en un amplio abanico de productos lácteos comerciales. Sin embargo, 

el empleo de levaduras como probiótico humano es más reciente y su uso como agente 

adicionado a ciertos alimentos, se encuentra actualmente en desarrollo. Como se ha 

mencionado anteriormente, el empleo de S. cerevisiae, “levadura de cerveza o de panadería”, 

como suplemento en la dieta es habitual, principalmente como complemento de piensos de 

animales, ya que incrementa el crecimiento y la salud de los mismos (Dawson, 2002). E 

incluso existe un interés creciente en el uso de esta levadura como probiótico en acuicultura 

(Tovar y col., 2002). Pero la inclusión de S. cerevisiae, concretamente S. cerevisiae var. boulardii, 

en la literatura como probiótico es muy reciente (Fleet, 2006).  

S. cerevisiae var. boulardii fue aislado originariamente del fruto del lychee, en Indochina, 

y no fue hasta principios de los años 50 cuando se empleó en Francia para tratar un caso de 

desorden diarreico (McFaland y Bernasconi, 1993). Esta levadura se encuentra disponible 

comercialmente como un preparado liofilizado, y se distribuye en forma de cápsulas o en 

paquetes en Europa, USA, Sudáfrica, y África (McFarland y Bernasconi, 1993), bajo 

diferentes designaciones como Ultralevura®, Precosa®, Perentecol®, Codex®, Floratil®, y 

FlorastorTM. Y a diferencia de los suplementos dietéticos que se identifican bajo el nombre 

de “levadura de cerveza o de panadería”, este probiótico se distribuye como agente 

bioterapeútico, para el tratamiento y prevención de enfermedades específicas y puede 

obtenerse bajo prescripción médica o por cuenta propia como un medicamento (Mombelli 

y col., 2000; Periti y Tonelli, 2001).  

La administración de S. cerevisiae var. boulardii como agente probiótico se recomienda 

para el tratamiento de diarreas, que pueden tener a su vez múltiples orígenes, como son las 

causadas por el uso de tratamientos prolongados de antibióticos, diarreas crónicas en 

pacientes VIH, las causadas por Clostridium difficile, Vibrio cholerae, y varias Enterobacteriaceae 

(Czerucka y Rampal, 2002), diarreas asociadas a la enfermedad de Chron, a desórdenes por 

inflamaciones del intestino (Guslandi y col., 2000), diarreas asociadas al “síndrome del 
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viajero” (Kirchelle y col., 1996) y a gastroenteritis agudas que suceden tanto en adultos 

como en niños.  

Los mecanismos de actuación de S. cerevisiae var. boulardii como agente probiótico o 

bioterapeútico no se conocen con exactitud. En el caso del tratamiento de las diarreas 

causadas por Clostridium difficile, parece ser que la levadura produce proteasas que degradan 

específicamente las toxinas producidas por la bacteria, así como los receptores para estas 

toxinas en la mucosa del colon. Además, la levadura parece estimular actividades 

enzimáticas concretas de la mucosa del intestino, así como la respuesta inmunitaria del 

hospedador (Czerucka y Rampal, 2002).  

La selección de cepas de S. cerevisiae var. boulardii como posibles agentes probióticos, 

se realiza en base a criterios fisiológicos (Ouwehand y col., 1999), como son la tolerancia a 

bajos pH (2,5) y a las sales biliares, que les permitirá sobrevivir en el tracto gastrointestinal y 

la adhesión a la mucosa intestinal, un prerrequisito que permitirá prolongar la permanencia 

del probiótico en el tracto intestinal durante un largo periodo de tiempo y de ese modo 

colonizar el intestino. Todo ello permitirá que los agentes probióticos puedan influenciar 

en la microbiota y en el sistema inmune del hospedador. Sin embargo, la adhesión a la 

mucosa intestinal no parece ser una propiedad extendida entre las cepas probióticas de      

S. cerevisiae var. boulardii (van der Aa Kuhle y col., 2005). 

A parte de estos criterios fisiológicos, existen otros criterios tecnológicos de selección 

de probióticos, si se van a incluir como parte de alimentos o bebidas, ya que éstos no 

deberían causar ningún impacto negativo en las propiedades sensoriales del producto final, 

además de permanecer viables y funcionalmente estables hasta que el alimento/bebida sea 

consumido. De hecho, son muchos los estudios que se están llevando a cabo para 

determinar cómo afecta la adición de S. cerevisiae var. boulardii en alimentos, tanto en cultivos 

puros como mixtos con otros microorganismos (Betoret y col., 2003), y garantizar su 

viabilidad y funcionalidad bajo diferentes condiciones de almacenamiento (Psomas y col., 

2003).  

Sin embargo, el agente bioterapeútico S. cerevisiae var. boulardii también causa efectos 

secundarios, negativos para la salud. Son muchos los casos clínicos que relacionan a esta 

levadura con casos de fungemia, lo cual hace que su uso como probiótico actualmente sea 

un tema controvertido (Cassone y col., 2003). El aspecto clínico de S. cerevisiae var. boulardii 

se aborda con mayor detalle en el apartado 2 de la presente Introducción. 
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1.3. El papel de S. cerevisiae en el sector biotecnológico 

 

 Como se ha comentado anteriormente, S. cerevisiae, es el modelo eucariota por 

excelencia, de hecho es uno de los organismos más estudiados y mejor caracterizados del 

planeta, siendo el primer organismo eucariota del que se conoció la secuencia completa de 

su genoma (Goffeau y col., 1996). Este amplio conocimiento, así como la facilidad para 

cultivarla y manipularla, ha hecho de esta levadura una herramienta fundamental de estudio 

en el campo de la biotecnología, donde igual que en el sector agroalimentario tiene el 

estatus de levadura “GRAS” (Generally Regarded As Safe). Dentro de este sector, esta 

levadura ha sido empleada para numerosas finalidades, como sistema de clonación, como 

sistema de expresión heteróloga, secretando al medio de cultivo proteínas que serán 

recuperadas directamente del medio o bien permanecerán retenidas en la pared celular 

(Schreuder y col., 1996). También se emplea para producir interferón o citoquinas, que son 

muy importantes en la regulación de la respuesta del sistema inmune ante ciertas 

infecciones (Murphy y Kavanagh, 1999).  

 Con todo ello lo que queda claro es que S. cerevisiae, es una levadura muy utilizada 

por el hombre con diferentes finalidades, lo que ha hecho que se tenga un amplio 

conocimiento de sus características biológicas, y de ahí su amplia aplicación industrial y 

biotecnológica. Sin embargo, parece que todavía quedan cosas por saber de esta levadura, y 

entre ellas está el papel que juega como patógeno oportunista para el hombre. Una 

posibilidad que se había pasado por alto en el pasado y durante mucho tiempo, quizás por 

el concepto asumido y generalizado que se tenía de S. cerevisiae, “la levadura de pan o 

cerveza” siempre beneficiosa para el hombre.  

 

2. Considerada actualmente como una levadura patógena, emergente y oportunista 

de baja virulencia  

 

2.1. Aspectos generales de las levaduras patógenas emergentes y 

oportunistas. Nuevas consideraciones 

 

Desde las dos últimas décadas las infecciones fúngicas oportunistas constituyen una 

importante causa de mortalidad y morbilidad entre los pacientes hospitalizados, a lo largo 

de todo el mundo. Aunque la mayoría de las infecciones fúngicas invasivas las causan 

hongos dimórficos como C. albicans, aislados de Aspergillus y Cryptococcus neoformans, existen 
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otras especies fúngicas que están emergiendo como patógenos importantes, principalmente 

entre los pacientes inmunodeprimidos (Hazen, 1995). Entre las levaduras emergentes se 

encuentran especies del género Candida, no-albicans, entre las que destacan C. parapsilosis,   

C. tropicales, C. krusei y C. glabrata (Krcmery y Barnes, 2002) y especies del género Cryptococcus 

como C. albidus y C. laurentii. Sin embargo, también hay que añadir otras especies de 

levaduras reconocidas previamente como inocuas, patógenas de plantas o asociadas al 

ámbito industrial, así como otras levaduras raramente asociadas a infecciones y siempre 

bajo condiciones específicas, que han visto aumentada su presencia en el ámbito 

hospitalario (Hazen, 1995; Pontón y col., 2000). En la Tabla 1, se detallan las levaduras no-

Candida y Cryptococcus consideradas emergentes, junto a las referencias de las publicaciones 

donde se las mencionan (Fleet y Roostita, 2006). 

 

Tabla 1. Especies de levaduras no-Candida y Cryptococcus, que causan infecciones 

oportunistas en humanos. 

Especies Referencias 
Saccharomyces cerevisiae Eschete y West (1980); Aucota y col., (1990); Bassetti y col., (1998); 

McCullough y col (1998a); Murphy y Kavanagh (1999); Wheeler y col., 
(2003); de Llanos (2004); Enache-Angoulvant y Hennequin, (2005) 

Saccharomyces cerevisiae var. 
boulardii 

McCullough y col (1998b); Piarroux y col (1999); Lherm y col., (2002); 
Cassone y col., (2003); Enache-Angoulvant y Hennequin, (2005); de 
Llanos y col., (2006b). 

Rhodotorula spp. Papadogeorgakis y col (1999); Petrocheilou-Paschou y col., (2001); 
Braun y Kaufmann (1999); Diekema y col., (2005) 

Pichia anomala Murphy y col., (1986); Haron y col., (1988); Klein y col., (1988); 
Yamada y col., (1995); García-Martos y col., (1996); Cermeño-Vivas y 
col., (1999); 

Pichia farinosa García-Martos y col., (1996) 
Pichia membranifaciens García-Martos y col., (1996) 
Kluyveromyces marxianus Lutwick y col., (1980); Nielsen y col., (1990); García-Martos y col., 

(1996) 
Hanseniospora uvarum García-Martos y col., (1996) 
Yarrowia lipolytica Shin y col., (2000) 

 

 

2.1.1. Causas del incremento de los patógenos emergentes 

 

Puesto que las personas inmunodeprimidas son la principal diana de los patógenos 

oportunistas, el incremento de individuos que sufren enfermedades como el SIDA o el 

cáncer han contribuido al incremento de las infecciones fúngicas oportunistas de los 

últimos 20 años. Sin embargo, una gran parte de dicho incremento ha tenido lugar como 

consecuencia de los propios avances médicos, como son el desarrollo de nuevas técnicas de 
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identificación de microorganismos patógenos, así como la aplicación de nuevas terapias 

inmunosupresoras que aumentan la probabilidad de vida de pacientes inmunodeprimidos, 

como son los pacientes transplantados y pacientes con cáncer. Sin embargo, estos avances 

tienen su cara negativa, el aumento de individuos con diversas inmunodeficiencias que van 

a ser susceptibles de sufrir una infección fúngica oportunista (Hazen, 1995; Singh, 2001). 

Todos estos factores de predisposición, así como sus consecuencias se detallan en la Tabla 

2.   

 

Tabla 2. Factores que contribuyen a las infecciones humanas causadas por patógenos 

oportunistas, y las consecuencias que se derivan de ellos. 

Factores que han incrementado las infecciones  fúngicas oportunistas 

Desarrollo de técnicas nuevas de detección e identificación de patógenos  

Hospitalización- aumenta la posibilidad de sufrir una infección nosocomial 

Incremento de  pacientes con cáncer o SIDA- mayor número de individuos susceptibles de 

sufrir una infección fúngica oportunista 

Uso de nuevos agentes inmunosupresores para aumentar el éxito de los transplantes- 

aumenta el número de personas inmunodeprimidas y por tanto susceptibles de sufrir una 

infección fúngica oportunista 

Uso de quimioterapia para el tratamiento de cáncer- aumenta el número de personas 

inmunodeprimidas 

Tratamientos prolongados con antibióticos de amplio espectro- debilitan el estado 

inmunitario de  los pacientes 

Inserción de catéteres- una nueva vía de entrada de patógenos oportunistas 

 

 

2.1.2. Orígenes de infección 

 

  Las levaduras patógenas oportunistas causan fungemia como principal patología. La 

infección de la sangre es la fuente de diseminación a través del cuerpo humano, logrando 

llegar a cualquier órgano (corazón, pulmones, hígado, riñón, cerebro) y pudiendo tener 

consecuencias fatales. A este tipo de infecciones se las denomina profundas o invasivas, 

pero las levaduras oportunistas también pueden causar infecciones superficiales en la piel, 

áreas membranosas, cavidad oral, vagina y el tracto respiratorio (Fleet y Roostita,  2006b).  

  Uno de los puntos más difíciles de concretar, es determinar cual es el origen de 

estas levaduras inusualmente patógenas, puesto que la mayoría se encuentran de forma 

normal en el ambiente que nos rodea, e incluso en algunos casos pueden formar parte de 
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las mucosas normales del hospedador. Concretamente ciertas especies de Candida han sido 

aisladas del tracto gastrointestinal o de la vagina (Odds, 1988; Sobel y col., 1993). Otro 

punto de entrada es a través de la cauterización, que como resultado rompe la integridad de 

la barrera cutánea y deja una puerta de entrada para los microorganismos. Éstos a su vez 

pueden provenir de la piel de las manos y de las uñas, de hecho se ha demostrado que un 

porcentaje muy alto del personal sanitario esconde levaduras en sus manos (Strausbaugh y 

col., 1994). Por último, también se ha considerado como origen de infección la ingestión de 

alimentos o bebidas que contengan este tipo de microorganismo, y junto a una 

translocación a la sangre puedan causar fungemia, concretamente ha sido descrito para el 

caso de especies de Candida (Cole y col., 1996). Las translocaciones a su vez pueden verse 

favorecidas por una alteración de la mucosa del tracto gastrointestinal, que pueden venir 

como consecuencia del uso de antibióticos u agentes quimioterápicos que alteran la mucosa 

y las defensas del hospedador. O incluso se ha descrito que en ocasiones los focos de 

infección están sobre las superficies de los catéteres, las levaduras son capaces de crecer 

formando una capa o biofilm y de esta manera entrar en el hospedador (Kojic y Darovivhe, 

2004). 

 

  2.1.3. Tratamientos 

 

  Los tratamientos empleados para vencer las infecciones causadas por estas 

levaduras inusuales, presentan ciertas dificultades. Puesto que las levaduras patógenas 

emergentes causan infecciones principalmente entre individuos inmunodeprimidos, una de 

las primeras líneas de actuación sería mejorar el estado inmunológico del hospedador, pero 

desafortunadamente esto no siempre es posible. Existen por tanto otras modalidades de 

tratamiento, bien mediante el uso de terapias antifúngicas o bien mediante una modalidad 

alternativa, denominada “tratamiento por retirada de catéteres” (Hazen, 1995). Puesto que 

la fungemia es la principal infección de las levaduras oportunistas y se sabe que uno de los 

focos de infección es el uso de catéteres intravenosos, se plantea como una buena terapia la 

retirada de los catéteres presentes en el paciente, si se considera la posibilidad que esté 

sufriendo una infección fúngica. En muchas ocasiones se combina esta terapia con el uso 

de agentes antifúngicos. La eficacia de estos agentes para el tratamiento de levaduras 

emergentes es un tema de continuo estudio; muchas veces no existe el suficiente número 

de casos que proporcionen indicaciones útiles sobre la eficacia que pueden tener o no sobre 

ciertas levaduras. De hecho, al igual que están emergiendo nuevas levaduras patógenas, 
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también emergen nuevos patrones de susceptibilidad frente a los agentes antifúngicos. En 

términos generales los antifúngicos que se emplean mayoritariamente contra las levaduras 

patógenas emergentes oportunistas son, la anfotericina B (cuya diana es el ergosterol y 

otros esteroles de membrana), la 5- fluorocitosina (5-CF) (que actúa sobre la síntesis de 

proteínas), los azoles (que actúan inhibiendo la biosíntesis de ergosterol en diferentes 

puntos) como el fluconazol, el itraconazol, el ketoconazol y los triazoles derivados 

voriconazol y posaconazol (Carrillo-Muñoz y col., 2006; Hazen, 1995), así como las 

equinocandinas (metabolitos secundarios fúngicos que inhiben la síntesis de beta 1-2-

glucano), caspofungina y micafungina. Con objeto de superar los problemas derivados del 

abuso de los azoles, macrólidos y equinocandinas, se han explorado nuevas dianas y 

posibles antifúngicos frente a ellas, como son los inhibidores de la N-miristilación de las 

proteínas fúngicas, por ejemplo miristato y análogos de la histidina o derivados miristoil 

peptidicos, aminobenzotiazoles, quinolinas y benzofuranos. La polimerización de los 

hidratos de carbono de la pared celular procedentes de azúcares uridina difosfato es otra 

posible diana. (Carrillo-Muñoz y col., 2006). 

 

  2.1.4. Factores de virulencia en los patógenos oportunistas 

 

  La virulencia fúngica es un proceso polivalente, complejo, que requiere la expresión 

de múltiples genes en las diferentes etapas y sitios de la infección. Sin embargo, esta 

definición se complica cuando se añade el término de virulencia fúngica oportunista, puesto 

que la respuesta del hospedador juega un papel tan importante como el papel que juega el 

patógeno oportunista por si mismo. Los patógenos oportunistas causan infecciones 

principalmente en personas inmunodeprimidas, y precisamente el estado inmunitario del 

hospedador modificará la expresión de los factores de virulencia y su capacidad para causar 

daño en la interacción hospedador-patógeno que se establezca (Casadevall y Pirofski, 

2001). Además, la diversidad en la patogenicidad causada por las diferentes especies de 

patógenos oportunistas, hace que sea imposible sacar conclusiones comunes sobre los 

atributos de virulencia necesarios para establecer una infección. En general pueden 

establecerse algunos requerimientos comunes entre los patógenos oportunistas, 

relacionados con la capacidad de liberar enzimas al medio, de adhesión, de crecer a altas 

temperaturas, de alterar su morfología para causar daño, en general factores que van a 

permitir al patógeno evadir las defensas del hospedador, de invadir y colonizar los tejidos y 

finalmente de causar daño. En la Tabla 3 se resumen algunos de los factores de virulencia, 
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relacionados con la patogenicidad de algunos patógenos oportunistas (Alonso-Monge, 

2003; Del Poeta, 2004; Gow y col., 2002; Hogan y col., 1996; Navarro-García y col., 2001; 

van Burick y Megee, 2001). 

 

Tabla 3. Factores de virulencia entre los patógenos oportunistas más importantes. 

Factor de virulencia 
Patógeno oportunista Rasgo asociado 
Morfología de infección 
C. albicans Hifas verdaderas, pseudohifas y células vegetativas 
C. glabrata Crecimiento vegetativo. Pseudohifas solo in vitro 
C. neoformans Célula vegetativa con cápsula 
Aspergillus sp Conidias que germinan dando hifas 
Enzimas hidrolíticas extracelulares 
C. albicans Proteasas SAP y fosfolipasas.  
C. glabrata Proteasas y fosfolipasas 
C. neoformans Proteasas y fosfolipasas, fenoloxidasa 
Aspergillus sp Elastasas, proteasas SAP 
Variación fenotípica o “Switching” 
C. albicans Colonias blancas/opacas 
C. glabrata Colonias blancas/marrones/marrones oscuras ( en agar con CuSO4) 
C. neoformans Variante “lisa”/”arrugada”/pseudohifal 
Adhesión 
C. albicans Adhesinas (Hw1, Ala1/Als5 y Als1) 
C. glabrata Epa1 
Genes y rutas metabólicas  
C. albicans Ciclo del glioxilato; síntesis de trehalosa; Ruta HOG de MAPK; 

Biosíntesis de aminoácidos 
C. neoformans Ciclo del glioxilato; Biosíntesis de aminoácidos, Ruta HOG de 

MAPK 
Aspergillus sp Ruta HOG de MAPK 

 

 

  2.1.5. Nuevas consideraciones 

 

  El hecho en sí de ser levaduras no consideradas típicamente patógenas, dificulta el 

conocimiento de su epidemiología, de sus mecanismos de infección, es decir, de la 

capacidad patógena que tengan en sí mismas para causar una infección. Estas levaduras 

patógenas oportunistas, como cualquier microorganismo oportunista, dependerán 

principalmente del estado inmunitario del hospedador para que puedan llegar a causar una 

infección. Esta variedad de microorganismos emergentes ha hecho que muchos de los 

conceptos de virulencia, patogénesis, rasgo de virulencia, etc., sean reconsiderados. De 

manera que actualmente se propone considerar los términos de virulencia y patogenicidad 

en base al resultado de la interacción microorganismo-patógeno. El resultado final puede 

ser causar daño en el hospedador, que a su vez se define en términos generales, como la 



INTRODUCCIÓN 

 12

rotura de la estructura normal de un tejido/ o función del hospedador. Este daño podrá 

desencadenar una infección cuando interfiera en la homeostasis del hospedador (Casadevall 

y Pirofski, 2002). E incluso, la naturaleza de estas nuevas interacciones entre patógenos 

oportunistas y hospedador inmunodeprimido, ha hecho que ciertas teorías, como son los 

Postulados de Koch deban ser reconsiderados (Casadevall y Pirofski, 2001). 

 

2.2. Epidemiología de S. cerevisiae 

 

S. cerevisiae es un ejemplo de levadura patógena emergente oportunista. Ha sido 

relacionada con diversos casos de fungemia, vaginitis e infección de órganos desde los años 

50, de hecho el primer estudio fue en 1943, en el que describían que S. cerevisiae colonizaba 

el tracto respiratorio de un 7% de los pacientes que sufrían enfermedades pulmonares 

crónicas (Greer y Gemoets, 1943). El primer caso se describió en el año 1970, en un 

paciente con una prótesis en la válvula mitral (Stein y col., 1970); a partir de aquí el número 

de casos en los que se relaciona a esta levadura con la etiología de la enfermedad ha ido 

aumentando, incrementándose significativamente desde los años 90. Enache-Angouvant y 

Hennequin, (2005) determinaron un total de 92 casos documentados de infección invasiva 

causados por Saccharomyces, de los cuales 15 casos habían sido diagnosticados antes de los 

años 90 y 76 casos se diagnosticaron posteriormente. Observaron como todos los pacientes 

tenían al menos un factor de riesgo, de hecho 47 pacientes habían sufrido cateterismo y a 

45 pacientes se les había administrado terapia antibiótica, principales factores de 

predisposición para S. cerevisiae. Del total de los casos, en 37 se había determinado que el 

agente etiológico era S. cerevisiae var. boulardii. Estos casos se confirmaron mediante técnicas 

de tipificación para la identificación del patógeno y/o bien se tenía conocimiento de que 

dichos pacientes habían recibido un tratamiento con este probiótico. En la Anexo I se 

recogen los casos clínicos en los que se ha relacionado a S. cerevisiae, así como al agente 

probiótico S. cerevisiae var. boulardii, desde los años 70 hasta el 2006, detallando tanto la 

enfermedad subyacente, los factores de predisposición, las fuentes de aislamiento y el 

resultado de la infecciones (de Llanos y col., 2006b; Enache-Angouvant y Hennequin, 

2005; Muñoz y col., 2005;). 
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 2.2.1. Causas del aumento de las infecciones atribuidas a S. cerevisiae 

 

  Anteriormente se comentaron cuales han sido las razones que explicarían el 

aumento de las levaduras patógenas oportunistas, en general. En el caso particular de        

S. cerevisiae, las razones son las mismas, sin duda el aumento de pacientes 

inmunodeprimidos, es la clave fundamental del aumento de los casos de infección por 

parte de esta levadura. Específicamente por el aumento del número de enfermos con SIDA 

(Pontón y col., 2000), pero también lo ha favorecido el empleo de agentes y terapias 

inmunosupresoras, como es el uso de terapias antimicrobianas continuadas en el tiempo, 

que debilitan el estado inmunitario de  los pacientes, así como el uso de los catéteres 

intravasculares (Zerva y col., 1996). Y con este tipo de individuos se plantea como factor de 

riesgo, la administración de preparados que contengan células vivas de S. cerevisiae o el 

agente probiótico S. cerevisiae var. boulardii como parte de la dieta, para prevenir o tratar 

diarreas que puedan sufrir este tipo de pacientes (Muñoz y col., 2005). 

  Sin embargo, para S. cerevisiae ha sido muy importante el desarrollo de nuevos 

sistemas comerciales de identificación y caracterización de patógenos, como el sistema 

Vitek Yeast Biochemical Card y API 20C (de Llanos y col., 2004). Aunque existen otros 

métodos para este mismo fin como son el Uni Yeast Tek, ID 32C, MicroScan Yeast 

Identification (Hazen, 1995). En cualquier caso este tipo de sistemas, siempre mostrará 

cierta identificación insuficiente para los casos de levaduras inusuales que van emergiendo 

con el tiempo.  

  Además, es importante destacar que en el caso de S. cerevisiae, existe otro factor que 

ha limitado su visión como patógeno oportunista, y es precisamente la falta de acuerdo en 

la comunidad científica, sobre si la presencia clínica de esta levadura, es como consecuencia 

de una contaminación, o por que realmente es el agente causal de la infección (Byron y col., 

1995; Pontón y col., 2000). De hecho en el ámbito hospitalario, existió durante mucho 

tiempo, la tendencia a identificar arbitrariamente cualquier aislado levaduriforme que se 

obtenía de muestras clínicas, dentro del género Candida antes que buscar quien era 

realmente el agente causal (Smith, 1996; Sobel y col., 1993). 

 

 2.2.2. Vías de entrada 

 

 Las características epidemiológicas de S. cerevisiae no se conocen todavía. Se sabe 

que esta levadura puede colonizar el tracto respiratorio, genitourinario y gastrointestinal de 
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forma inocua en el hombre (Kwon-Chung y Bennet, 1992; Salonen y col., 2000), sin causar 

enfermedad alguna, por lo menos aparentemente. Sin embargo, se desconoce si forma 

parte de la microbiota del aparato digestivo o se comporta como un comensal transitorio 

relacionado con la ingestión de alimentos contaminados con esta levadura (Enache-

Angouvant y Hennequin, 2005).  

 Se plantea que existen dos puertas de entrada de S. cerevisiae a la sangre, y pueda así 

desarrollar una fungemia: 

 

a) Translocación a través de la barrera intestinal 

 

 Se cree que la translocación a partir de lesiones en la mucosa del tubo digestivo, tras 

la ingestión de células vivas de S. cerevisiae (Muñoz y col., 2004), podría ser una vía de 

entrada, de la misma manera que ha sido documentado para algunas bacterias (Wells y col., 

1988) y en estudios experimentales empleando C. albicans (Cole y col., 1996). Estas células 

vivas pueden ingerirse de forma inadvertida con alimentos y bebidas que hayan sufrido 

algún problema en la cadena de esterilización, o con alimentos fermentados de forma 

tradicional y bebidas no filtradas o contaminadas. O bien a través de una ingestión 

consciente de productos dietéticos o del agente probiótico S. cerevisiae var. boulardii.. Este 

modo de transmisión se facilita cuando suceden condiciones que incrementan la población 

de levaduras en el tracto intestinal (Ej. la dieta o tratamiento con antibióticos 

antibacterianos) o que dañen la mucosa intestinal (Ej. episodios de diarreas, el uso de 

inmunosupresores) (Fleet y Roostita, 2006).   

  

b) Adquisición nosocomial  

 

 La segunda puerta de entrada es la adquisición nosocomial a través de los sitios de 

inserción de los catéteres intravenosos (Hennequin y col., 2000). Una manipulación 

inapropiada por parte del personal sanitario, puede causar una contaminación de los 

catéteres que se emplean habitualmente en la nutrición parenteral (Bouakline y col., 2000; 

Salonen y col., 2000), aunque también se han descrito casos en los que los trabajadores 

mostraban una colonización persistente en sus manos de esta levadura, incluso después de 

un lavado vigoroso (Hennequin y col., 2000). Sin embargo, la infección nosocomial de      

S. cerevisiae no solo ocurre a través de los catéteres, sino que se han descrito casos de 

transmisión a través de ambiente o incluso una transmisión persona a persona (Cassone y 
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col., 2003; Olver y col., 2002; Zerva y col., 1996). Incluso se han descrito casos de 

autoinoculación (Fung y col., 1996; Jensen y col., 1976). En relación a las infecciones 

nosocomiales, un factor de riesgo importantísimo es la administración del probiótico        

S. cerevisiae var. boulardii, principalmente entre los pacientes inmunodeprimidos, pero no 

solo por el riesgo que supone administrarlo, que de hecho existen numerosos casos clínicos 

en los que se ha demostrado que hay una relación directa entre la infección de los enfermos 

y la administración del probiótico (Bassetti y col., 1998; Cimolai y col., 1987; Cesaro y col., 

2000; Cairoli y col., 1995; Fredenucci y col., 1998; Hennequin y col., 2000; Lherm y col., 

2002; Manzella y col., 1989; Niault y col., 1999; Pletincx y col., 1995; Rijnders y col., 2000; 

Riquelme y col., 2003; Sethi y Mandell, 1988; Viggiano y col., 1995), sino porque la 

manipulación hospitalaria de los paquetes o capsulas en los que se distribuye, haya sido 

foco de infección. Se sabe que cuando se abren las capsulas del probiótico para la 

administración a través de un tubo nasogástrico, células viables se dispersan por el aire 

hasta 1 metro de distancia, pudiendo transmitirse a través del aire, ya que las células de 

levadura persistirán durante 2 horas sobre la superficie de las habitaciones o contaminando 

las manos del personal. De hecho hay algunos casos en los que se ha descrito como 

pacientes de camas contiguas a otros a los que se les administró el probiótico sufrieron una 

infección por éste (Cassone y col., 2003; Lherm y col., 2002; Perapoch y col., 2000).  

 

 2.2.3. Tipos de infecciones 

 

 Las infecciones causadas por S. cerevisiae están principalmente relacionadas con 

personas que muestran los factores de riesgo comentados anteriormente, y por tanto 

muestran cierta inmunodepresión, haciéndoles más vulnerables para sufrir una infección 

oportunista. Sin embargo, en el pasado se registraron infecciones graves producidas por     

S. cerevisiae en pacientes que no mostraban factores de predisposición obvios, únicamente 

haber ingerido alimentos dietéticos que contenían células viables de esta levadura (Jensen y 

col., 1976), aunque recientemente también se ha presentado algún caso, en concreto Smith 

y colaboradores (2002) mostraron un caso de fungemia e infección en un injerto de la aorta 

en un adulto inmunocompetente causado por S. cerevisiae.  

  S. cerevisiae puede causar una gran variedad de síndromes clínicos, que van desde 

infecciones superficiales a invasivas, muchas veces indistinguibles de los observados para la 

candidiasis invasiva (Enache-Angouvant y Hennequin, 2005). En la Tabla 4 se detallan 

algunos de estos síndromes, así como las referencias de los casos clínicos en los que se 
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describen (Bouza y Muñoz, 2004; Enache-Angouvant y Hennequin, 2005; Muñoz y col., 

2005; Murphy y Kavanagh, 1999).  

 

Tabla 4. Síndromes causados por S. cerevisiae. 

Síndrome Referencia 

Neumonía Tawfik y col., 1989; Aucott y col., 1990; Doyle y col., 1999  
Empiema Chertow y col., 1991 
Obstrucción uretral bilateral por 
bolas mitóticas 

Senneville y col., 1996 

Infección hepatobiliar  Aucott y col., 1990; Heath y col., 2000 
Peritonitis Dougherty y col., 1982; Tiballi y col., 1995; Snyder, 1992; 

Mydlik y col., 1996  
Vaginitis Posteraro y col., 1999; McCullough y col., 1998b; García-

Martos y col., 1996; Nyirjesy y col., 1995 
Esofagitis Doyle y col., 1990; van Doom y col., 1995; Konecny y col., 

1999 
Infección del tracto urinario Eng y col., 1984; Senneville y col., 1996 
Celulitis Almanza y col., 1998;  
Choque séptico con fiebre  Chertow y col., 1991 
Asociada a la enfermedad de 
Crohn 

Bernstein y col., 2001; Darroch y col., 1999; Candelli y col., 
2003; Main y col., 1988; Halfvarson y col., 2005 

Enfermedades autoinmunes Barnes y col., 1990; McKenzie y col., 1990; Giaffer y col., 
1992; Lindberg y col., 1992; Barta y col., 2003; Saibeni y col., 
2003; Teml y col., 2003; Walter y col., 2004; Krause y col., 
2003; Czaja y col., 2004 

Asma Belchi-Hernandez y col., 1996 
Diarreas Candelli y col., 2003 
Infección oral en niños Debelian y col., 1997; Fiore y col., 1998 
Fungemia Cimolai y col., 1987 
 

 

 Entre las infecciones superficiales S. cerevisiae se ha descrito como causa de vaginitis 

y de balanitis en sus parejas (García-Marcos y col., 1996; McCullough y col., 1998b; 

Posteraro y col., 1999; Wilson y col., 1988). La incidencia en la población varía según el 

estudio realizado, variando desde un 0,45% a un 1,06% (Murphy y Kavanagh, 1999). Las 

vaginitis causadas por S. cerevisiae pueden ser tanto sintomáticas como asintomáticas 

(Agatensi y col., 1991), e incluso se considera que esta levadura puede ser la responsable de 

algunos casos diagnosticados como candidiasis, ya que los síntomas son idénticos. Quizás 

el caso más llamativo, por la naturaleza de la infección, fue un caso en que pudo 

demostrarse que la cepa causal de un episodio de vaginitis era la misma que se obtenía de 

los dedos del esposo de la paciente  y de la levadura con que éste elaboraba pan en un 

establecimiento de su propiedad (Nyirjesy y col., 1995). 

 La fungemia es la manifestación clínica probablemente más grave y más indiscutible 

de la infección invasiva por S. cerevisiae, y la mejor demostración de su papel patógeno 
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(Cimolai y col., 1987). Suele ocurrir en pacientes en situación crítica, incluyendo pacientes 

con SIDA, cáncer, transplantados, ingresados en unidades de cuidados intensivos, 

politraumatizados y portadores de catéteres intravasculares (Bouza y Muñoz, 2005). 

Aunque, ocasionalmente ocurre en pacientes sin situación aparente de riesgo (Rijnders y 

col., 2000). Y la administración del probiótico S. cerevisiae var. boulardii ocurre como 

antecedente en un elevado porcentaje de los pacientes con fungemia por Saccharomyces, o 

que se encuentren en las proximidades de pacientes que reciben estos preparados. En 

algunos casos la fungemia puede complicarse con endocarditis que puede ocurrir tanto 

sobre válvulas naturales como prostéticas (Ruiz-Esquide y col., 2002; Ubeda y col., 2000). 

 Por último es importante señalar que no se conocen los síntomas específicos 

asociados a una infección por S. cerevisiae. En la mayoría de los casos se observa fiebre, 

nauseas, malestar y sudores que suelen desaparecer cuando se suspende la administración 

oral del agente probiótico o cualquier producto dietético, en el que esté incluida la levadura 

S. cerevisiae (Jensen y col., 1975).  

 

 2.2.4. Tratamientos 

 

 Los estudios de sensibilidad frente a antifúngicos de S. cerevisiae son escasos y en 

general demuestran una buena respuesta in vitro a anfotericina B y 5-fluorocitosina, y algo 

más variable a los derivados azólicos (Barchiesi y col., 1998; Kontoyiannis y May 2000; 

Pfaller y col., 1997; Salonen y col., 2000; Sobel y col., 1993; Zerva y col., 1996). Los datos 

referentes al tratamiento más adecuado para las infecciones causadas por esta levadura, 

provienen de experiencias individuales, de manera que es difícil establecer un agente 

antifúngico de elección. Por ello se cree que para controlar la infección de algunos 

enfermos, bastaría con la retirada de los catéteres, el factor que constituye una de las 

puertas de entrada de S. cerevisiae. De hecho se establecen como medidas preventivas la 

retirada de los catéteres intravenosos y la suspensión de la administración de S. boulardii por 

vía enteral (Bouza y Muñoz, 2005). Y como tratamiento empírico, hasta que no conozca la 

actividad de otros antifúngicos, es la administración de anfotericina B o fluconazol 

(Enache-Angouvant y Hennequin, 2005). 

 Aunque la mayoría de los pacientes con fungemia por S. cerevisiae tienen buena 

evolución (Cassone y col., 2003), se han descrito casos en los que la muerte sobrevino 

como consecuencia de un choque séptico (Perapoch y col., 2000; Piarroux y col., 1999; 

Ubeda y col., 2000). 
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2.3. Factores de virulencia  

 

Los factores de virulencia, que pueden participar en las infecciones causadas por la 

levadura oportunista S. cerevisiae, no se conocen con exactitud, su reciente introducción en 

el ámbito hospitalario y su carácter oportunista de baja virulencia, ha dificultado el estudio 

de los mecanismos de virulencia que emplea esta levadura. De hecho la información 

disponible aborda principalmente estudios in vitro, donde se han ensayado diversos rasgos 

fenotípicos, comparando la respuesta que tienen los aislados clínicos frente a cepas 

industriales, a priori no virulentas. A continuación se detallan los rasgos fenotípicos que 

potencialmente se relacionan con el origen clínico y/o la virulencia de S. cerevisiae:  

 

2.3.1. Secreción de hidrolasas extracelulares 

 

  La secreción de enzimas hidrolíticas proporciona a la célula fúngica acceso a 

nutrientes del medio. En este proceso, las enzimas actuarán degradando las barreras 

estructurales de las células del hospedador alterando la función y/o viabilidad de las 

mismas, y de esta manera se facilitará la invasión a los tejidos (van Buril y Magee, 2001). 

Entre las enzimas hidrolíticas estudiadas por la posible implicación con la virulencia de S. 

cerevisiae, se encuentran las proteasas y las fosfolipasas (de Llanos y col., 2006a; McCusker y 

col., 1994a). 

 

 a) Proteasas 

 

  Estas enzimas hidrolíticas no constituyen un factor relacionado directamente con la 

virulencia de S. cerevisiae, ni tampoco con el carácter clínico de las cepas recuperadas de 

enfermos (de Llanos y col., 2006a; McCusker y col., 1994a). Los estudios realizados hasta el 

momento han empleado diversos sustratos, como la gelatina, caseína y el BSA, y han 

demostrado que aunque parece existir una mayor tendencia a que produzcan y secreten 

proteasas los aislados clínicos frente a las cepas industriales, no es significativa. Los ensayos 

de virulencia realizados en modelos murinos, no mostraron una relación directa entre este 

factor y la virulencia observada in vivo (McCusker y col., 1994b). 
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 b) Fosfolipasas  

 

  Dicha actividad facilita la penetración inicial del hongo, ya que son capaces de 

degradar superficies celulares, permitiendo así la adhesión e invasión posterior. 

Dependiendo del modo de actuación y la molécula de fosfolípido diana, las fosfolipasas se 

dividen en diferentes subclases: fosfolipasa A, B, C y D, lisofosfolipasa y lisofosfolipasa-

transacilasa. S. cerevisiae posee el gen PLB1, que codifica una proteína con funciones 

lisofosfolipasa y fosfolipasa B (Lee y col., 1994). Incluso, se ha visto que esta misma 

proteína podría tener también una función aciltransferasa (Witt y col., 1984a y b). De 

manera que S. cerevisiae, cuenta con la actividad enzimática necesaria para degradar un 

medio empleado para su detección, la yema de huevo (Ghannoum, 2000).  

 

2.3.2. Crecimiento a altas temperaturas 

 

  La capacidad de crecer a la temperatura del cuerpo, 37º C, y más aún dentro del 

rango de temperaturas indicativas de fiebre, 38-42º C, es un requisito para que tengan lugar 

las infecciones sistémicas (van Burik y Magee, 2001). Estudios realizados en base a la 

capacidad de crecer a altas temperaturas de 42º C, mostraron que se trata de un factor 

asociado tanto al carácter clínico de los aislados recuperados de enfermos (de Llanos y col., 

2006a; Clemons y col., 1994; McCusker y col., 1994a), así como a la virulencia de los 

mismos, ya que eran capaces de persistir y colonizar ratones sanos CD-1 (McCusker y col., 

1994b). 

 

2.3.3. Variación fenotípica o “switching” 

 

  Se trata de un mecanismo de plasticidad fenotípica desarrollado para adaptarse 

rápidamente a las diferentes condiciones ambientales, que muestran muchos patógenos 

fúngicos, que como resultado se observa un cambio en el aspecto colonial. Este fenómeno 

es reversible y muestra una frecuencia de entre 10-3 y 10-5 por división celular. Aunque, 

parece proporcionar ventajas a los patógenos en la invasión del hospedador y evasión de las 

defensas del mismo, no se conoce con exactitud el papel que juega en la infección (van 

Burik y Magee, 2001).  
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  Dicho fenómeno se observa de forma espontánea en S. cerevisiae, sin necesidad de 

mutagénesis. Esta variación fenotípica ocurre con mayor frecuencia entre los aislados 

clínicos y virulentos de S. cerevisae in vitro, con independencia de la temperatura empleada, 

dando lugar a varios fenotipos coloniales e irreversible (Clemons y col., 1997). Sin 

embargo, entre las cepas avirulentas se observa un único fenotipo variable de colonia y 

mayor frecuencia de mutaciones “petites”, no reversibles. Se ha determinado que la 

formación de células “petites” está inversamente correlacionada con la virulencia, siendo 

éstas menos virulentas en modelos murinos. Además la formación de “petites” in vivo, es 

significativamente menor para las cepas parentales con mayor virulencia (Weger y col., 

2002). Sin embargo, no se tiene conocimiento sobre el papel que puede tener la variación 

fenotípica en la virulencia de S. cerevisiae (Murphy y Kavanagh, 1999).  

 

2.3.4. Dimorfismo 

 

  El dimorfismo o morfogénesis, se refiere a la capacidad que muchas especies 

fúngicas tienen de interconvertirse de una forma levaduriforme a filamentosa, como hifas 

verdaderas o pseudohifas. Este cambio sucede como respuestas a cambios que ocurren en 

el medio que los rodea, y para muchos patógenos de plantas y animales es determinante en 

su virulencia (Wittenberg y La Valle, 2003).  

  En el caso de S. cerevisiae, la diferenciación de levadura a la forma pseudohifal puede 

permitir a las células vegetativas buscar nutrientes bajo condiciones ambientales adversas, 

de manera que las células pasan de tener un patrón de gemación bipolar a otro unipolar, 

alargándose y dando lugar al crecimiento pseudohifal (Gimeno y col., 1992). Algunas cepas 

diploides cambian a su morfología pseudohifal, en condiciones de limitación de nitrógeno y 

ausencia de una fuente de carbono abundante, mientras que en las cepas haploides el ayuno 

en nitrógeno produce una invasión del medio sólido en que se encuentren (Roberts y Fink, 

1994). Además, se ha descrito que el crecimiento pseudohifal en S. cerevisiae puede inducirse 

ante la presencia de algunos alcoholes, los cuales pueden venir del propio metabolismo de 

la levadura (Lorenzo y col., 2000), ante la presencia de antibióticos como el acivicin, un 

inhibidor de la γ- glutamil transpetidasa (Miyake y col., 2003), ante una limitación de 

oxígeno y como respuesta a otros estreses no nutricionales, altas temperaturas y choque 

osmótico (Gagiano y col., 2002). Este crecimiento en forma de pseudohifas implica una 

dramática remodelación de la morfología celular y de la dinámica del ciclo celular 

(Gancedo, 2001).  
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  Aunque la pseudofilamentación es un mecanismo de respuesta que sucede 

principalmente ante condiciones limitantes de nutrientes, se ha demostrado que los aislados 

clínicos de esta levadura muestran una mayor tendencia a desarrollar un crecimiento 

pseudohifal ante dichas condiciones limitantes, que otros aislados no clínicos (de Llanos y 

col., 2006a; Clemons y col., 1994; McCusker y col., 1994b). La relación de este fenómeno 

con la virulencia in vivo, no parece ser clara. Las cepas más virulentas muestran mayor 

crecimiento pseudohifal (McCusker y col., 1994b), sin embargo, podría ser que in vivo las 

fuentes de nitrógeno no sean limitantes para S. cerevisiae, y no vea  favorecido el desarrollo 

del crecimiento pseudohifal (Kingsbury y col., 2006).  

 

Bases moleculares del dimorfismo 

 

  Una respuesta rápida ante cambios en el estado nutricional del medio, es esencial 

para la supervivencia de los organismos. Las rutas de señalización utilizadas para este 

propósito, perciben la señal del cambio, la transmiten al núcleo para regular finalmente la 

expresión de genes específicos. El resultado final es una respuesta fenotípica para adaptarse 

al cambio nutricional señalizado (Gagiano y col., 2002). En S. cerevisiae, el crecimiento 

pseudohifal que se desarrolla bajo limitación de nutrientes, está regulado por al menos dos 

rutas interconectadas, la ruta del cAMP-PKA y una de las rutas de las MAP kinasas 

envuelta en el crecimiento pseudohifal, que confluyen finalmente en la regulación del gen 

FLO11, responsable del crecimiento pseudohifal, la adhesión célula-célula, la adhesión a 

sustratos y la invasión del agar (Gancedo, 2001). 

 

a) Ruta de las MAP Kinasas (Mitogen Activated protein Kinasas) implicada en 

crecimiento pseudohifal e invasivo 

 

  Las rutas de MAP Kinasas están implicadas en diferentes aspectos de la regulación 

celular y se encuentran muy conservadas en la evolución. Se encargan de la transmisión de 

señales que la célula recibe desde el exterior (cambios en la composición del medio, 

temperatura, presencia de determinados compuestos u hormonas, estrés físico, etc.) al 

núcleo activando finalmente los mecanismos necesarios para conseguir la adaptación y 

supervivencia celular. Los elementos básicos de este tipo de rutas son la MAPK, la kinasa 

de la MAPK (MAPKK, MKK o MEK) y la kinasa de la MAPKK (MAPKKK o MEKK) y 

su activación se produce por fosforilación sucesiva de estos tres elementos (Widmann y 
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col., 1999). Además de este módulo básico de MAPKs también intervienen otros 

elementos dentro de estas rutas, como son los receptores situados en la superficie celular, 

unas proteínas intermedias entre el receptor y el módulo de las MAPKs, encargadas de 

transmitir la señal, que generalmente son del tipo GTPasa o proteín quinasa (Widmann y 

col., 1999). Las primeras, también denominadas proteínas G, pueden encontrarse en dos 

conformaciones: unidas a GTP o unidas a GDP. La forma unida a GTP es la activa y por 

tanto es capaz de transmitir la señal correspondiente. Además, estas proteínas tienen 

capacidad GTPásica, hidrolizando el GTP a GDP y quedando de forma inactivada.  

  Una vez activada la MAPK, ésta transmite la señal fosforilando otras proteínas, 

generalmente proteín quinasas y factores de transcripción que desencadenarán la respuesta 

necesaria. Además existen otras proteínas que no están implicadas directamente en la 

transmisión de la señal a través de estas rutas, pero que influye en su actividad y regulación. 

En S. cerevisiae se conocen cinco MAPKs involucradas en la respuesta a diversos estímulos 

celulares y se denominan Hog1, Fus3, Kss1, Slt2 y Smk1, tal y como se muestra en la 

Figura 2. Todas ellas juegan papeles fundamentales, si bien delecciones múltiples no 

implican la letalidad de la célula (Madhani y Fink, 1997). Hog1 está encargada de la 

respuesta celular que se produce cuando se detecta alta osmolaridad en el medio. Fus3 está 

relacionada con el apareamiento y la respuesta a feromonas. Slt2 se encarga de generar la 

respuesta necesaria para mantener la integridad celular. Smk1, está implicada en la 

formación de la pared de la espora y Kss1 está involucrada en el crecimiento 

pseudofilamentoso o invasivo (Gancedo, 2001). Aunque también se describió una posible 

nueva ruta de MAPK que estaría implicada en el mantenimiento de la integridad de la pared 

celular durante el crecimiento vegetativo, y que actuaría en paralelo con la de Slt2 (Lee y 

Elion, 1999). La ruta conocida por las siglas SVG (de “STE-vegetative growth”) estaría 

constituida por las quinasas Ste20, Ste11, Ste7, la MAPK Kss1 y el factor de transcripción 

Ste12, todas ellas proteínas comunes también a las rutas de respuesta a feromonas y de 

crecimiento invasivo. 
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Ruta de pseudofilamentación e invasión 

 

El crecimiento pseudohifal de las células diploides de S. cerevisiae se induce en 

condiciones de ayuno de nitrógeno, o ante fuentes de carbono pobres en el medio de 

cultivo, de forma que las células pasan de tener un patrón de gemación bipolar a otro 

unipolar, alargándose y dando lugar a un crecimiento pseudofilamentoso (Gimeno y col., 

1992). En el caso de las células haploides, el ayuno de nitrógeno produce una invasividad 

del medio sólido en el que se encuentran (Roberts y Fink, 1994).  

La ruta del crecimiento pseudohifal e invasivo, mediada por Kss1, comparte elementos 

comunes con la ruta de apareamiento (Liu y col., 1993), y se ha propuesto que un posible 

sensor de esta ruta, podría ser Sho1, ya que se requiere para el crecimiento pseudohifal 

(O’Rourke y Herskowitz, 1998) (Figura 3). La señal sería transmitida desde el sensor de la 

membrana plasmática hasta la GTPasa Ras2 (Gimeno y col., 1992), que necesita las 

proteínas Bmh1 y 2, para transmitirla de nuevo (Gelperin y col., 1995). En esta ruta 

también actúa la GTPasa Cdc42, por debajo de Ras2 (Mösch y col., 1996), siendo esencial 

su presencia para activar a la PAK Ste20 (Meter y col., 1996). A continuación, Ste20 

transmite la señal al módulo de MAPK compuesto por Ste11, Ste7 y Kss1. Finalmente, la 

Figura 2. MAPKs descritas en S. cerevisiae. Estímulos que las activan y respuestas que 

generan. 
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MAPK Kss1 promueve la transcripción de numerosos genes implicados en la 

pseudofilamentación o el crecimiento invasivo (entre ellos el gen FLO11/MUC1), cuya 

modulación se produce a través de la unión conjunta de los factores de transcripción Ste12 

y Tec1 a una secuencia que posee en la zona promotora, denominada FRE (de 

Filamentation Responsive Element). Dig1 y Dig2 actúan como represoras de Ste12 

también en esta ruta, por lo que mutantes dig1 dig2 muestran una activación constitutiva de 

la transcripción (Cook y col., 1996; Tedford y col., 1997). 
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b) Ruta del AMP cíclico (AMPc) 

 

  El papel central de esta ruta, es el de detectar nutrientes del medio y regular 

diversos procesos biológicos incluyendo el crecimiento, metabolismo, resistencia a estrés y 

la diferenciación pseudohifal. En la membrana celular existen numerosos receptores que 

Figura 3. Esquema de la ruta del crecimiento pseudohifal e invasivo en S. cerevisiae 
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recientemente se han relacionado con la regulación del crecimiento pseudohifal, a través de 

esta ruta de transducción. Entre ellos destaca el sistema receptor GPCR y la permeasa de 

amonio Mep2, que percibirán las condiciones nutricionales de medio y trasmitirán la señal 

al interior celular, activando la adenilato ciclasa a través de la subunidad α Gpa2 del sistema 

GPCR y la GTPasa Ras2 (Figura 4) (Xuewen y col., 2000). La síntesis de AMPc por la 

adenilato ciclasa modula positivamente la actividad de las proteín quinasas (PKA), Tpk1, 

Tpk2 y Tpk3, las cuales controlan la activación del factor de transcripción Flo8, que se 

encarga de regular en último término la expresión del gen FLO11/MUC1 (Xuewen y col., 

2000). El mecanismo exacto por el cual este factor de transcripción estimula la activación 

de sus genes diana, no se conoce todavía, pero debe ser a través de una unión con las 

regiones promotoras de dichos genes (Gagiano y col., 2002). 
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Figura 4. Esquema de la ruta del cAMP en S. cerevisiae 
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2.3.5. Genes y rutas implicados en la supervivencia in vivo de S. cerevisiae 

 

  Muchas señales de transducción y rutas metabólicas conservadas, son críticas para 

la patogénesis de hongos (Lengeler y col., 2000). Estas mismas rutas se conocen 

perfectamente en S. cerevisiae, en parte porque es un microorganismo muy bien 

caracterizado y que permite ser manipulado fácilmente, al contrario que ocurre en otras 

levaduras patógenas como C. albicans. Teniendo en cuenta el amplio conocimiento genético 

que se tiene de S. cerevisiae, junto con el hecho de ser una levadura que muestra una estrecha 

relación filogenética con especies patógenas del género Candida (Bowman y col., 1992; Lott 

y col., 1993), ha permitido estudiar los factores genéticos  necesarios para la supervivencia 

in vivo de otros patógenos fúngicos. Sin embargo, el aumento de casos clínicos causados por 

S. cerevisiae, su capacidad para infectar ratones (Byron y col., 1995; Clemons y col., 1994), 

también ha permitido estudiar los genes y las rutas de señalización y metabólicas que 

pueden estar involucradas en su supervivencia in vivo empleando modelos murinos 

Goldstein y McCusker, 2001; Kingsbury y col., 2006). 

 

a) Auxotrofías y supervivencia in vivo 

 

  El estudio de las mutaciones de auxotrofía, permiten valorar in vivo,  aspectos clave 

de la biología del hongo, como por ejemplo, la concentración de un nutriente requerido, 

combinado con la capacidad de consumo de dicho nutriente in vivo, el efecto fenotípico de 

la limitación de nutriente necesarios, in vivo, y posiblemente el bloqueo específico de 

algunas rutas, ya que indicarán algún fenotipo de auxotrofía (Goldstein y McCusker, 2001). 

A continuación se detallan las auxotrofías que muestran una relación directa con la 

supervivencia de S. cerevisiae, in vivo: 

 

 El mutante ade2∆, que bloquea el último paso de la ruta de biosíntesis de purinas, 

muestra un defecto en la supervivencia in vivo.  

 El mutante autotrófico para leucina (leu2∆), causa una severa disminución de la 

supervivencia in vivo.  
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b) Dimorfismo y supervivencia in vivo 

 

  Como se comentó anteriormente, el dimorfismo es un factor de virulencia muy 

importante para muchos de los patógenos fúngicos, en la infección de humanos. El cambio 

reversible entre célula levaduriforme y pseudohifa ha sido caracterizado en S. cerevisiae. Este 

fenómeno está regulado por la ruta de transducción de las MAPKs, mediada por el factor 

de transcripción Tec1 y la ruta de transducción del AMP cíclico, mediado por el factor de 

transcripción Flo8. Ambos factores de transcripción finalmente activan la transcripción del 

gen FLO11 (Rupp y col., 1999), entre otros, que codifica la floculina Flo11 (Lambrechts y 

col., 1996).  

 Los mutantes simples flo8∆, tec1∆ y el doble mutante flo8∆ tec1∆, muestran cierta 

deficiencia en la supervivencia in vivo. Sin embargo, esta deficiencia no es tan crítica como la 

que experimentan mutantes deficientes en dimorfismo de C. albicans (Schweizer y col., 

2000).  

Existen rasgos de virulencia, importantes en la supervivencia de ciertas especies, en 

concreto, como es el caso de la presencia de capsula para C. neoformans. De la misma 

manera se plantea que el dimorfismo puede ser importante para la supervivencia de ciertas 

especies de Candida. Sin embargo, otras especies como C. glabrata, considerada una levadura 

patógena oportunista, causante actualmente del 20% de los casos de candidemia 

sintomática (Diekema y col., 2002), muestra una capacidad limitada de pseudofilamentar in 

vitro (Csank y Haynes, 2000), mientras que in vivo, no forma pseudohifas (Fidel y col., 1999). 

Este comportamiento es muy similar a lo que se observa in vivo, para S. cerevisiae (Clemons y 

col., 1994), lo cual no es de extrañar, si se tiene en cuenta la estrecha relación filogenética 

de estas dos levaduras (Lott y col., 1993). Estas observaciones permitieron abordar el papel 

de las rutas y los genes  implicados en la captación, transporte y metabolismo del nitrógeno 

y compuestos de carbono, en la supervivencia in vivo (Kingsbury y col., 2006). Se ha 

descrito que, teniendo en cuenta las fuentes potenciales de nitrógeno que S. cerevisiae puede 

encontrar in vivo (amonio, urea y aminoácidos), no necesitará cambiar a su forma 

pseudohifal para sobrevivir, ya que puede emplear una gran variedad de fuentes de 

nitrógeno, que no limitarán su crecimiento, como para que sufra el cambio dimórfico. Por 

otro lado, fuentes de carbono pobres presentes en el medio, también pueden llevar a dicho 

cambio. Sin embargo, puesto que en el suero murino la glucosa es el azúcar predominante y 

es también la fuente de carbono preferida para las levaduras, S. cerevisiae no tendrá que 

alterar su crecimiento vegetativo para sobrevivir in vivo. De manera que la incapacidad de 



INTRODUCCIÓN 

 28

S. cerevisiae (y C. glabrata) de formar pseudohifas in vivo, se atribuye a las condiciones 

ambientales que puede encontrar. Pero de todos modos, se plantea que algunos genes de 

regulación del nitrógeno serán importantes in vivo para estas levaduras, de manera que la 

transición dimórfica es importante en la patogenicidad.  

 

c) Metabolismo de carbohidratos 

 

  La hidrólisis de carbohidratos de almacenamiento como el glucógeno, parece tener 

una contribución en la supervivencia in vivo de S. cerevisiae. Sin embargo, la hidrólisis de la 

trehalosa parece tener una gran influencia. Esta levadura acumula ambos carbohidratos en 

condiciones de limitación de nitrógeno, bajas concentraciones de carbohidratos y estrés 

osmótico y térmico (Eleuterio y col., 1993; Hottiger y col., 1987; Lillie y Pringue, 1980; 

Parrouu y col., 1999). Puesto que la hidrólisis de glucógeno y trehalosa puede aumentar la 

supervivencia durante una limitación de carbono (Sillje y col., 1999), el gran papel que tiene 

in vivo solo la hidrólisis de trehalosa sugiere que la importante función de la trehalosa puede 

deberse a un papel adicional en la correcta renaturalización de las proteínas en la 

recuperación tras sufrir estrés (De Virgilio y col., 1994; Parrou y col., 1997; Singer y 

Lindquist, 1998).  

 

d) Biosíntesis de aminoácidos 

 

  Entre los genes críticos para la supervivencia in vivo de S. cerevisiae, destacan aquellos 

requeridos en la biosíntesis de aminoácidos. Concretamente los genes ARO7 para la síntesis 

de aminoácidos aromáticos, HOM3 para la biosíntesis de la metionina y treonina e ILV2, 

de la ruta de biosíntesis de isoleucina y/o valina, parecen ser esenciales para S. cerevisiae in 

vivo, ya que mutantes de estos genes dan lugar a una disminución de su supervivencia. Sin 

embargo, otros genes muestran un bajo o nulo requerimiento, como es el gen MET3, 

involucrado en la biosíntesis de metionina, LYS9 para la lisina o SPE3 para la espermidina 

(Kingsbury y col., 2006), así como los genes para la histidina (HIS3) y el triptófano (TRP1) 

(Goldstein y McCusker, 2001). No obstante, estos fenotipos de supervivencia para S. 

cerevisiae contrastan con otras levaduras como C. neoformans, donde los mutantes met3∆, 

lys9∆ y spe3∆ ven atenuada tanto la supervivencia como la virulencia in vivo (Kingsbury y 

col., 2006). Estas diferencias de supervivencia in vivo podrían deberse a las diferencias entre 
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especies en cuanto a los principales nichos habitados in vivo, al transporte de compuestos de 

nitrógenos u otros requerimientos.   

  La necesidad de los genes ARO7, HOM3 e ILV2 para la supervivencia de             

S. cerevisiae in vivo, indicaría que la presencia y el transporte de la treonina, aminoácidos 

aromáticos, la isoleucina y/o la valina sucede a bajas concentraciones in vivo, o bien que los 

mutantes aro7∆, hom3∆ o ilv2∆ den lugar a otros fenotipos que influyan en la supervivencia 

(Kingsbury y col., 2006). 

 

e) Las proteínas de shock térmico, HSP 

 

  La exposición a elevadas temperaturas y otras formas de estrés a células y tejidos de 

una gran variedad de organismos, se produce la síntesis de proteínas conocidas como Hsp, 

o de “shock” térmico. De esta manera los organismos se vuelven más tolerantes a 

temperaturas extremas. S. cerevisiae produce proteínas estrechamente relacionadas con la 

familia de las Hsp90, Hsc82 y Hsp82, las cuales difieren en el patrón de expresión (Hsc82, 

expresa constitutivamente altos niveles, mientras que Hsp82 es más fuertemente inducible 

por calor), aunque presentan la misma función, crecer a altas temperaturas, requiriendo 

para ello altas concentraciones de cada proteína (Borkovich y col., 1989). El papel de estas 

proteínas en la patogénesis de S. cerevisiae ha sido investigado, estableciéndose que la sobre-

expresión de Hsp90 (Hodgetts y col., 1996), aumenta la virulencia de cepas de laboratorio 

de S. cerevisiae, permitiendo la proliferación y persistencia en los órganos, de manera similar 

a los aislados clínicos de esta levadura (Clemons y col., 1994). Aunque no se ha establecido 

el papel que puedan tener estas proteínas en las patogénesis de esta levadura, quizás tenga 

que ver con el hecho de que estas proteínas son antígenos inmunodominantes y están 

asociadas con la inmunidad humoral protectora, como ocurre en el caso de C. albicans 

(Matthews y col., 1991). 
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3. Las técnicas moleculares, herramientas útiles para el estudio de la epidemiología 

de S. cerevisiae  

 

La aparición de S. cerevisiae dentro del ámbito hospitalario, así como el incremento 

de los casos clínicos de diferentes infecciones causadas por esta levadura, ha impulsado la 

necesidad de emplear métodos fiables para confirmar la identidad de los aislados que se 

recuperan de los pacientes, como S. cerevisiae, así como distinguir entre cepas de esta 

especie. Además, estas técnicas se aplican para estudiar casos de recaídas, confirmando si la 

reinfección viene dada por una nueva cepa o por la persistencia de la cepa inicial, e  incluso 

permiten estudiar el origen de la infección, principalmente en los casos donde se administra 

el probiótico S. boulardii (Hennequin y col., 2001). Además, hay que añadir que debido a la 

controversia que durante muchos años se mantuvo sobre la correcta nomenclatura y 

clasificación taxonómica de S. boulardii (McCullough y col., 1998b; McFaland, 1996; 

Mitterdorfer y col., 2002), puesto que en base a criterios fenotípicos es muy difícil la 

diferenciación entre esta levadura y S. cerevisiae, se han empleado numerosas técnicas 

moleculares, que han permitido distinguir claramente entre S. boulardii y otras cepas de      

S. cerevisiae, asumiendo que la asignación correcta del agente probiótico es S. cerevisiae var. 

boulardii (Posterato y col., 2005; van der Aa Kuhle y Jespersen, 2003).  

 

3.1. Métodos moleculares para la identificación de levaduras a nivel de 
especie 
 

La biología molecular ha proporcionado métodos para caracterizar las levaduras a 

nivel de especie, técnicas basadas en el análisis de las regiones ribosomales, PCR-DGGE 

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), PCR a tiempo real y otras como el empleo de 

microchips de DNA. Sin embargo, la metodología más utilizada para la identificación de 

aislados clínicos de S. cerevisiae se ha basado en las regiones ribosomales:  

 

Métodos basados en el análisis de regiones ribosómicas 
 

Los genes ribosómicos (5,8S, 18S, y 26S) se agrupan en tándem formando unidades 

de transcripción que se repiten en el genoma entre 100 y 200 veces. En cada unidad de 

transcripción existen otras dos regiones, los espaciadores internos (ITS) y los externos 

(ETS), que se transcriben pero son procesadas y no forman parte de la molécula de rRNA 

final. A su vez, las unidades codificantes están separadas por los espaciadores intergénicos 
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IGS también llamados NTS. El gen 5S no se incluye en la unidad de transcripción 

previamente descrita pero aparece adyacente en la misma unidad de repetición en tándem 

en el caso de las levaduras (Figura 5). Estas regiones constituyen poderosas herramientas 

para el establecimiento de relaciones filogenéticas y la identificación de especies (Kurztman 

y Robnett, 1998) por contener secuencias conservadas, así como una evolución concertada. 

Esto significa que la similitud entre las unidades de trascripción repetidas es mayor dentro 

de especies que entre unidades de distintas especies, debido a mecanismos como el 

entrecruzamiento desigual o la conversión genética (Li, 1997). Usando la información de 

estas regiones se han desarrollado distintos métodos para la identificación de especies de 

levaduras, bien mediante el estudio de secuencias de estas regiones o mediante el análisis de 

restricción de las mismas.  

 

NTS
ITS1 ITS2

NTSNTS

5S5.8S 26S LSU18S SSU

ETS
ETS

IGS

1700bp         158 bp 3300bp                         120 bp

 
 

 

 

 En los estudios basados en la secuenciación de estas regiones, las dos regiones más 

utilizadas son las correspondientes a los dominios D1 y D2 situados en el extremo 5’ del 

gen 26S (Kurtzman y Robnett, 1998) y el gen 18S (James y col., 1997). La disponibilidad de 

las secuencias en bases de datos, sobre todo en el caso de la región D1/D2 del gen 26S, 

hacen que esta técnica sea muy útil para asignar una levadura desconocida a una especie 

concreta cuando el porcentaje de homología de sus secuencias es superior o igual a 99% 

(Kurtzman y Robnett, 1998).  

Estudios de secuencias de las regiones ITS han permitido diferenciar entre cepas de 

S. cerevisiae y S. boulardii (Piarroux y col., 1999; Posterato y col., 2005), así como la 

comparación de secuencias del gen ribosomal 18S (Smith y col., 2002), que permitieron 

identificar que el agente causal de una infección en un paciente sano, se debía a una cepa de 

la especie S. cerevisiae.  

Figura 5. Esquema de la organización de los genes ribosomales. 
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El análisis de restricción de estas regiones, se caracteriza por su fácil manipulación y 

su reproducibilidad. En muchos casos los tamaños de amplificado son específicos de 

especie, permitiendo la identificación y diferenciación de las mismas. Cuando los 

amplificados son del mismo tamaño no siempre corresponden a la misma especie y es 

necesario recurrir a la digestión de estos fragmentos para llegar a la definitiva identificación. 

En base a estas regiones se han desarrollado diferentes metodologías para estudiar 

levaduras asociadas con alimentos, por ejemplo la amplificación el gen ribosómico 18S y la 

región intergénica ITS1 (Dlauchy y col.,1999), o la amplificación de la región que incluye el 

gen 5,8S y las regiones intergénicas adyacentes ITS1 e ITS2, muy utilizada para diferenciar a 

nivel de especie levaduras industriales, muchas relacionadas con alimentos y bebidas (de 

Llanos y col., 2004; Esteve-Zarzoso y col., 1999; Fernández-Espinar y col. 2000; Guillamón 

y col., 1998). 

Estas técnicas además se han empleado para la identificación a nivel de especies, de 

una amplia variedad de levaduras y hongos (Baleiras Couto y col., 1996), así como en el 

estudio de las especies que conforman el complejo sensu estricto, dentro del género 

Saccharomyces (Huffman y col., 1992). También han sido empleadas para en la identificación 

de aislados clínicos como la especie S. cerevisiae (de Llanos y col., 2004; McCullough y col., 

1998c). Estas técnicas tienen un gran poder de resolución a nivel de especie, sin embargo 

muestran suficiente grado de polimorfismo dentro de especie, de hecho estas técnicas no 

permiten diferenciar entre S. boulardii y S. cerevisiae (McCullough y col., 1998b). 

  

3.2. Métodos moleculares para la diferenciación a nivel de cepa 

 

Para profundizar en las infecciones causadas por Saccharomyces, han sido de gran 

ayuda las técnicas que permiten caracterizar a nivel de cepa, pudiendo tener una aplicación 

en clínica, para estudiar casos de recaídas, o en estudios donde se busca el origen de 

infección. Entre las técnicas moleculares existentes para estudiar a nivel de cepa, empleadas 

para un fin clínico, destacan: el análisis de restricción del DNA mitocondrial, el estudio del 

perfil de cromosomas mediante la electroforesis de campo pulsante, el estudio de 

microsatélites, la amplificación por PCR de secuencias delta y otras técnicas como RFLPs 

generados de la digestión del DNA total con el enzima Eco RI, y la hibridación con el 

retrotransposon Ty917. Todas estas técnicas han permitido aclarar la epidemiología de las 

infecciones causadas por S. cerevisiae, permitiendo a su vez diferenciar las infecciones 

causadas específicamente por el preparado probiótico S. boulardii. Cada técnica muestra 



   INTRODUCCIÓN 

 33

distinto grado de polimorfismo, de manera que no existe una única técnica posible para 

discriminar una cepa (Baleiras Couto y col., 1996), sino que será necesaria la combinación 

de varias técnicas moleculares que permitirán llevar a cabo los estudios epidemiológicos 

(Mitterdorfer y col., 2002; Posterato y col., 2005) y que se detallan a continuación.  

 

a) Análisis de restricción del DNA mitocondrial 

 

El DNA mitocondrial de S. cerevisiae es una pequeña molécula de 65 a 80 kb cuyo 

grado de variabilidad puede ser puesto de manifiesto por restricción, mediante el empleo de 

enzimas del tipo GCAT utilizados para digerir el DNA total, no reconocen las secuencias 

ricas en GC ni ricas en AT del mtDNA. Por tanto, dado el bajo número de puntos de corte 

en el mtDNA, este da lugar a fragmentos de mayor tamaño que se puede visualizar 

claramente como bandas definidas, por encima de los fragmentos degradados del DNA 

nuclear. No todos los enzimas revelan el mismo grado de polimorfismo y es muy 

dependiente de la especie. En el caso concreto de S. cerevisiae los enzimas más apropiados 

para diferenciar a nivel de cepa son HinfI y HaeIII (Guillamón y col., 1994). La utilización 

del análisis de restricción no queda restringida a Saccharomyces (Querol y col., 1992b), ya que 

ha sido aplicada con gran éxito a otras especies de levaduras: Candida zeylanoides y 

Debaryomyces. hansenii (Romano y col., 1996), Dekkera/Brettanomyces (Ibeas y col., 1996), 

Kluyveromyces (Belloch y col., 1997) y Zygosaccharomyces (Esteve-Zarzoso y col., 2003; 

Guillamón y col., 1997).  

Además, ha sido empleado para estudiar el origen de colonización de aislados 

clínicos de S. cerevisiae y S. boulardii (de Llanos y col., 2004 y 2006b; Perapoch y col., 2000). 

Un estudio similar donde emplearon mayor número de enzimas para realizar la restricción 

de DNA mitocondrial y nuclear, permitió esclarecer que 7 casos de fungemia se debían 

específicamente a S. boulardii (Lherm y col., 2002). 

 

b) Amplificación de secuencias δ 
 

Las secuencias delta son elementos de 0,3 kb que flanquean los retrotransposones 

Ty1 (Cameron y col., 1979). En el genoma de levadura están presentes cerca de 100 copias 

de delta como parte de retrotransposones Ty1 o como elementos aislados. Sin embargo, 

estas secuencias delta están concentradas en regiones genómicas contiguas a los genes 

tRNA (Eigel y Feldmann, 1982). El número y la localización de estos elementos posee una 

cierta variabilidad intraespecífica, que fue aprovechada por Ness y colaboradores (1993) 
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para desarrollar cebadores específicos (δ 1 y δ 2) útiles para diferenciar cepas de S. cerevisiae. 

Estos autores muestran que la estabilidad de los elementos δ es suficiente para aplicar esta 

técnica como método de identificación de cepas de S. cerevisiae a nivel industrial. Algunos de 

estos trabajos muestran la gran variabilidad que revela esta técnica entre aislados de la 

especie S. cerevisiae con respecto a otras técnicas muy resolutivas como el análisis de 

restricción del mtDNA y la electroforesis de cromosomas (Fernández- Espinar y col., 2001; 

Pramateftaki y col., 2000). 

 

c) Electroforesis de cromosomas en campo pulsante 
 

En esta técnica, la aplicación alterna de dos campos eléctricos transversos provoca 

que los cromosomas cambien continuamente su dirección de migración, evitando que 

queden retenidos en el entramado del gel de agarosa y permitiendo separar los fragmentos 

de DNA de gran tamaño (Lai y col., 1989). Los parámetros que condicionan la resolución 

de las bandas son los intervalos de variación de la fuerza del campo eléctrico, la 

concentración de agarosa, la temperatura y el ángulo entre los campos eléctricos. El uso de 

la técnica ha resultado de gran interés para determinar las relaciones taxonómicas en 

levaduras (Belloch y col., 2000) y en la identificación de cepas de interés en las 

fermentaciones vínicas (Puig y col., 2000). Así, en cepas de S. cerevisiae el polimorfismo 

revelado es resultado de la adición o eliminación de largos fragmentos de DNA en 

cromosomas homólogos durante la evolución del genoma de las levaduras (Casaregola y 

col., 1998; Keogh y col., 1998; Wolfe y Shields, 1997).  

El empleo de esta técnica, en combinación con otras técnicas ha sido utilizado en 

estudios de caracterización del origen de infección de cepas de S. boulardii, confirmando 

casos de fungemia por la administración directa de probiótico (Nyirjesky y col., 1995; 

Fredenucci y col., 1998; Perapoch y col., 2000; Piarroux y col., 1999), o por una infección 

nosocomial, al ser administrado a pacientes cercanos (Cassone y col., 2003). En base a esta 

técnica se han desarrollado otras que han permitido abordar estudios de diversidad entre 

aislados clínicos, como es el caso de Zerva y colaboradores (1996), quienes emplearon esta 

técnica tras digerir en DNA cromosómico con el enzima de restricción Not I, y observaron 

que entre los aislados clínicos analizados existía gran variabilidad genética, además de 

confirmar algunos posibles casos de transmisión nosocomial. 
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d) PCR de zonas repetitivas del genoma, los microsatélites 
 

Existen zonas repetidas en el genoma que representan dianas potenciales para la 

identificación molecular a nivel de cepa por mostrar mucha variabilidad. Estas zonas son 

los microsatélites, de longitud variable que se repiten en tándem y al azar a lo largo del 

genoma. Los microsatélites tienen una longitud normalmente inferior a 10 pb. Los 

productos de amplificación generados presentan tamaños comprendidos entre 700 y 3500 

pb aproximadamente, por lo que se pueden visualizar en geles de agarosa. La variabilidad 

presentada por estas zonas puede determinarse mediante amplificación por PCR usando 

oligonucleótidos específicos (Lieckfeldt y col., 1993), o secuencias como cebadores en una 

reacción de PCR. Esta técnica ha sido utilizada para la caracterización de cepas de levadura 

aisladas de cerveza (Laidlaw y col., 1996) y vino (Quesada y Cenis, 1995), así como la 

caracterización de cepas de S. cerevisiae alterantes de bebidas alcohólicas (Baleiras Couto y 

col., 1996). 

Sin embargo, los microsatélites también se han empleado para tipificar otras 

especies de levaduras de interés clínico, como es el caso de C. albicans (Lunel y col., 1998) o 

Aspergillus fumigatus (Bart-Delabesse y col., 1998), siendo además una herramienta muy 

utilizada para caracterizar asilados clínicos de S. cerevisiae. Hennequin y colaboradores 

(2001), fueron los primeros en aplicar los microsatélites como método de tipificación entre 

aislados clínicos de S. cerevisiae y S. boulardii, encontrando que la secuencia (CAG)9 en el 

locus 4 era especifica para S. boulardii, pudiendo ser una rápida alternativa para la 

identificación de esta cepa. Posteriormente, diferentes secuencias de microsatélites se han 

empleado para estudiar la variabilidad genética entre aislados clínicos y de referencia de     

S. cerevisiae y S. boulardii (Malgoire y col., 2005). 

 

e) Digestión del DNA total con el enzima Eco RI 

 

Clemons y colaboradores (1997), emplearon esta técnica para caracterizar un total 

de 60 aislados clínicos y no clínico. Y  determinaron dos grupos en base a la presencia o 

ausencia de una banda de 3 Kb. Los aislados clínicos mostraron mucha heterogeneidad, 

exhibiendo baja clonalidad. Además mostraron que se trataba de una técnica que 

proporcionaba patrones muy estables y reproducibles. Esta misma técnica se aplicó 

posteriormente para estudiar la relación epidemiológica entre aislados clínicos y cepas 

comerciales de S. cerevisiae (McCullough y col., 1998a). En este estudio observaron que 

muchos de los pacientes habían sido infectados con cepas diferentes. Confirmaron que 
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para algunos pacientes que habían sufrido diferentes episodios de vaginitis, las cepas que 

habían ido causando las recaídas, eran diferentes. En este estudio determinaron también 

tres casos de infección nosocomial, y como en uno de los casos la cepa causante de 

vaginitis, compartía el mismo perfil que una cepa comercial. Por último esta misma 

metodología fue empleada por estos mismos investigadores (McCullough y col., 1998b), y 

demostraron que las cepas comerciales de S. boulardii compartía el mismo patrón entre sí y 

con respecto a otros aislados de S. cerevisiae, sugiriendo un cambio en la nomenclatura 

empleada al comercializar los productos que contienen S. boulardii, por el de S. cerevisiae var. 

boulardii, término aceptado en los manuales de taxonomía (Barnett y col., 1990; Vaughn-

Martini y Martín, 1998), así como por el Código Internacional de Nomenclatura Botánica 

(ICBN) (Greuter y col., 1994). 

 

f) Hibridación con el retrotransposon Ty917 

 

Esta técnica fue empleada en primer lugar por el grupo de Posterato y 

colaboradores (1999) y posteriormente se ha comprobado su eficacia junto con otras 

técnicas moleculares, como marcadores moleculares fiables para diferenciar cepas de         

S. boulardii de S. cerevisiae (Posterato y col., 2005). Básicamente su fundamento radica en una 

primera digestión del DNA total de levaduras con el enzima Hind I, la transferencia de los 

productos de la digestión a una membrana y a continuación la realización de un Southern 

blot, empleando como sonda la secuencia del retrotransposón Ty917. Esta metodología 

demostró una gran eficacia para diferenciar entre aislados no relacionados, principalmente 

para identificar correctamente cepas de S. boulardii y por tanto es aplicable en estudios 

epidemiológicos.   
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Durante mucho tiempo nuestro grupo de investigación ha trabajado con la levadura 

Saccharomyces cerevisiae por su interés agroalimentario. Los trabajos se han basado en análisis 

moleculares para el seguimiento de esta levadura en algunos procesos industriales como las 

fermentaciones vínicas. Además, también se ha dedicado especial atención al papel 

alterante que puede tener esta levadura en la industrial agroalimentaria, permitiendo el 

desarrollo de nuevas técnicas de detección rápida de ésta y otras levaduras con interés 

industrial. Sin embargo, el papel de esta levadura como posible patógeno emergente no 

surgió como posible tema de trabajo, hasta que el hospital Vall d’Hebron de Barcelona 

contactó con el grupo para resolver un problema de fungemia, en un neonato, asociada con 

el uso del agente bioterapeútico S. cerevisiae var. boulardii. Viendo el interés que empezaban a 

suscitar los casos de infecciones por S. cerevisiae y teniendo en cuenta la escasez de trabajos 

al respecto, el grupo decidió iniciar una nueva línea de investigación centrada en el estudio 

de esta especie de levadura desde el punto de vista patógeno. En el presente trabajo se 

aborda un estudio comparativo entre aislados clínicos y no clínicos desde diferentes puntos 

de vista, para intentar conocer más sobre el origen de colonización, mecanismos de 

infección, así como estudios moleculares que nos permitan diferenciar entre cepas 

patógenas y no patógenas. Creemos que estos estudios pueden ser de gran interés para 

todas aquellas industrias de alimentos que incluyen a S. cerevisiae en sus preparados. Para la 

realización de este trabajo, se contó con la colaboración del Hospital Val d’Hebron de 

Barcelona y el Hospital La Fe de Valencia a la hora de proporcionar aislados clínicos de     

S. cerevisiae. Además, se contó con un número variado de cepas industriales procendentes de 

la colección de cepas industriales generada por nuestro grupo durante años de estudio. De 

este modo, se pudo abordar un estudio comparativo entre aislados clínicos y no clínicos de 

S. cerevisiae, con el fin de conocer el posible papel de esta levadura como patógeno 

emergente. 

 Estas consideraciones nos llevaron a plantear los siguientes objetivos en la presente 

Tesis Doctoral:  

 

1. Estudio del origen de colonización de los aislados clínicos de S. cerevisiae 

1.1. Identificación de los aislados clínicos mediante el análisis de restricción de la región 

5,8S-ITS 

1.2. Caracterización molecular de los aislados clínicos y no clínicos de S. cerevisiae  

1.3. Estudio de las relaciones filogenéticas mediante el análisis de secuencias del gen 

mitocondrial COX2 
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2. Estudio comparativo de la patogenicidad potencial de los aislados clínicos y no 

clínicos de S. cerevisiae 

2.1. Estudio de rasgos fenotípicos asociados con virulencia 

2.2. Estudios de virulencia en sistemas in vivo 

2.3. Estudio de la respuesta serológica tras la infección sistémica de S. cerevisiae 

 

3. Estudio del grado de activación de las rutas de transducción de señales mediadas 

por las MAP quinasas Slt2 y Kss1.  

3.1 Estudio del grado de activación/fosforilación de las MAPK Kss1 y Slt2 

relacionadas con el crecimiento pseudohifal y la integridad de la pared celular. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 XIX

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                Materiales y Métodos 
 



   MATERIALES Y MÉTODOS  

 39

1. Cepas microbianas 

 

1.1. Aislados clínicos de S. cerevisiae 

 

Para la realización de este trabajo se ha contando con un total de 105 aislados 

clínicos proporcionados por dos hospitales españoles. El servicio de Microbiología del 

hospital Vall d’ Hebrón de Barcelona, suministró 101 aislados que habían sido recuperados 

de 89 pacientes externos y hospitalizados. Por otro lado el servicio de Microbiología del 

hospital La Fe de Valencia, proporcionó 4 aislados procedentes de 4 pacientes hospitalizados. 

En la Tabla 5 se detalla el origen de aislamiento y el hospital de origen de los 105 aislados 

totales. También se han incluido en el trabajo 3 cepas (YJM 128, YJM332 e YJM 223) como 

control de virulencia. El grado de virulencia de estas cepas fue descrito por Clemons y 

colaboradores (1994).   

 

1.2. Cepas de S. cerevisiae de uso industrial 

 

 En este trabajo también se han incluido 16 cepas no clínicas, entre las que 

se encuentran 1 cepa comercial de S. cerevisiae var. boulardii de uso probiótico (Ultralevura) y 

15 cepas de alimentos (7 cepas de referencia, proporcionadas por la Colección Española de 

Cultivos Tipo (CECT) y 8 cepas comerciales). Todas estas cepas se muestran en la Tabla 6, 

donde se incluyen dos cepas silvestres de laboratorio de S. cerevisiae y algunos mutantes para 

esta especie que se han utilizado como controles en el estudio de la activación de las MAPK 

Slt2, Fus3 y Kss1 ( Capítulo 3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

 40

Tabla 5. Aislados clínicos de S. cerevisiae 

Nº aislados Numeración Origen de aislamiento 

Aislados clínicos del Hospital Vall d´Hebrón (Barcelona) 

43 8-31; 34-48; 67, 68; 82,83. Heces 

31 5,6; 49-66; 71-81 Vagina 

10 84; 86, 87; 89; 91, 92; 96; 98, 99; 104 Esputos 

7 7; 32; 88; 90; 94, 95; 97 Faringe 

2 33; 101 Aspirado traqueal 

1 85 Exudado oral 

1 93 Lavado broncoalveolar 

1 100 Cavidad oral 

1 102 Fluido pleural 

1 103 Aspirado bronquial 

1 105 Tracto respiratorio bajo 

1 106 Orina 

1 107 Líquido biliar 

Aislados clínicos del Hospital La Fe (Valencia) 

4 F3; F15; F20; F27 Sangre 

Cepas de control de virulencia (California, USA) 

1 YJM128 Pulmón 

1 YJM223 Sangre 

1 YJM223 Vino 
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Tabla 6. Aislados no clínicos de S. cerevisiae 

Nº de aislado Fuente Ciudad/País 

Aislado probiótico 

S. boulardii (Ultralevura) UPSA (Biocodex) Lot R-08 Madrid, España 

Cepas industriales de referencia 

CECT 1895 Fermentación natural de 

vino 

España 

CECT 1462 Bodega Inglaterra 

CECT 1942 Cerveza Países Bajos 

CECT 10.334 Vino de Jerez España 

CECT 10.551 Vino de Jerez España 

CECT 10.338 Vino de Jerez España 

CECT 1479 Vino de Jerez España 

Cepas vínicas comerciales 

ICV-3 Uvaferm CEG  Alemania 

ICV-16 Cryoaromae Francia 

ICV-17 Fermivin crio 7303 ND 

ICV-30 Uvaferm 71B Francia 

ICV-32 Uvaferm PM Francia 

T73 Lallemand Sax, Alicante/España 

Cepas comerciales de panadería 

Cinta Roja Burns Philip Australia 

Plus Vital Lesaffre International Francia 

Cepas de laboratorio 
BY 4741 (MATa his3∆1 leu2∆0 
met15∆0 ura3∆0) 

EUROSCARF Madrid/España 

Mutantes para S. cerevisiae 
Fus3∆ (IsogénicaBY4741, 

FUS3::KanMX4 
EUROSCARF Madrid/España 

Slt2∆ (Isogénica BY4741, 

SLT2::kanMX4) 
EUROSCARF Madrid/España 

Kss1∆ (Isogénica BY4741, 

KSS1::KanMX4) 
EUROSCARF Madrid/España 

ITC1∆ (Isogénica BY4741, 

MATa; ITC1::KanMX4) 
EUROSCARF Madrid/España 

ND: no se conoce en origen de esta cepa. 
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2. Medios de cultivo 

 

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121º C durante 20 

minutos. Para la obtención de medios de cultivo sólidos se añadió bacto-agar a una 

concentración final de 20g/L, con excepción de los medios líquidos GPY e YPD. La 

composición y utilidad de cada medio se detalla e la Tabla 7. 

 

Tabla 7. Medios de cultivo 

Medio Composición 

Crecimiento levaduras 

GPYA 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L peptona, 40 g/L glucosa. 

YPD 10 g/L extracto de levadura, 20 g/L peptona, 20 g/L glucosa. 

GPY 5 g/L extracto de levadura, 5 g/L peptona, 40 g/L glucosa. 

Inducción de la esporulación de levaduras 

ACETATO 10 g/L acetato potásico, 1 g/L extracto de levadura, 0,5 g/L 
glucosa. 

Producción de actividad proteasa  

“PROTEASA”  

Aoki y colaboradores (1994) 

0,5 g/L MgSO4. 7H2O, 8,3 g/L K2HPO4, 16,66 g/L NaCl, 3,33 
g/L extracto de levadura, 66,6 g/L glucosa y 8,3 g/L BSA 
(Fraction V, Sigma, USA)a. Ajustar  pH 5 con 1 N HCl. 

Determinación de la actividad fosolipasa 

YEMA DE HUEVO 

Prize y colaboradores (1982) 

70,62 g/L agar Sabouraud Dextrose (Difco), 63,6 g/L NaCl, 
0,6 g/L CaCl2. Una vez estéril se añade un 10% de emulsión 
yema de huevo estéril (Pronadisa) 

Inducir el crecimiento pseudofilamentoso por ser un medio de ayuno en nitrógeno. 

SLAD 

Gimeno y colaboradores (1992) 

6,7 g/L base nitrogenada de levaduras (YNB)a sin amino ácidos 
y sulfato amónico, 0.05 mM sulfato amónicoa, 20 g/L glucosa. 

Crecimiento y producción de biomasa de cepas comerciales de panadería 

MELAZA 5g/L melaza, 0,5 g/L (NH4)2HPO4, 26 g/L agarb. Ajustar pH 
5-5’5 con HCl.  

a Estos componentes se esterilizan por filtración (filtros de 0,2 µm, Millipore, Bedford, Ma, USA).  
b El porcentaje de agar es mayor, ya que las placas Petri empleadas tienen mayor dimensión.  

 

 

2.1. Adición de compuestos al medio de cultivo 

 

  Para la realización de ciertas pruebas fenotípicas fue necesaria la adición de diversos 

compuestos al medio de cultivo. 
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2.1.1. Estudio de resistencia/sensibilidad a compuestos alterantes de la pared 

celular 

 

Blanco de Calcoflúor y rojo Congo 

  Se añadió al medio general de crecimiento de levaduras GPYA esterilizado y 

atemperado a 45-55º C, la cantidad necesaria de cada compuesto para mostrar una 

concentración final de 50 y 100 µg/mL respectivamente.  

 

3. Condiciones de cultivo 

 

3.1. Determinación del crecimiento 

 

  Las cepas de levadura se incubaron rutinariamente a 28-30º C durante 24-48 h en 

placas del medio general GPYA. De forma general la determinación del crecimiento se llevó 

a cabo mediante la medida de la densidad óptica a 600 nm en un espectrofotómetro UV 

mini-1240 (SHIMADZU) a partir del crecimiento de los cultivos en YPD o GPY. Las 

muestras fueron diluidas convenientemente con el fin de conseguir que la absorbancia se 

encuentre en un intervalo de valores tal que existiera linealidad entre la lectura de la densidad 

óptica y el número de células del cultivo. 

 

3.2. Ensayos de sensibilidad en placa 

 

  Los ensayos para determinar la sensibilidad o resistencia a diversos compuestos se 

realizaron mediante la siembra por goteo en placas. Los cultivos se crecieron toda la noche 

en medio líquido GPY a 28º C. Posteriormente se diluyeron hasta una absorbancia a 600 nm 

de 0,3 y se dejaron crecer hasta una densidad óptica a 600 nm de 1. En este momento los 

cultivos se ajustaron a una DO de 0,3 y se realizaron 5 diluciones decimales seriadas. A 

continuación se depositaron gotas de 5 µL de cada suspensión de levadura en placas de 

GPYA suplementadas con los compuestos que se detallan en el apartado 2.1.1.  
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4. Rasgos fenotípicos asociados con virulencia 

 

4.1 Crecimientos a diferentes temperaturas 

 

Para la medida de viabilidad a las temperaturas ensayadas de 28, 37, 39 y 42º C, se 

utilizaron cultivos crecidos en medio GPY toda la noche a 28º C. Se diluyeron hasta una 

absorbancia a 600 nm de 0,1 y se dejaron crecer hasta 0,3-0,4 (fase exponencial temprana), 

siguiendo con la misma metodología que se ha explicado en el apartado anterior. En este 

momento se realizaron diluciones decimales seriadas y se sembraron por goteo 5 µL de las 

diluciones específicas de cada cepa en placas de GPYA para cada temperatura (Tabla 8). Las 

placas se incubaron durante 48 h. 

 

Tabla 8. Diluciones sembradas en las placas de GPYA para cada temperatura 

Temperaturas Diluciones sembradas para cada temperatura 
28º C 5x10-3               10-3               5x10-4         10-4         5x10-5       10-5 

37º C 10-2                     10-3               5x10-4         10-4         5x10-5       10-5 

39º C 5x10-2                10-2              5x10-3         10-3         5x10-4        10-4 
42º C Directa       5x10-1      10-1                 5x10-2    10-2                5x10-3 

 

 

4.2 Producción de proteasas y fosfolipasas 

 

Para determinar las actividades enzimáticas proteasa y fosfolipasa se utilizaron 

placas de medio “Proteasa” y Yema de huevo respectivamente (ver tabla 7). Las levaduras se 

cultivaron en las mismas condiciones descritas en el apartado anterior, de manera que una 

vez que los cultivos alcanzaron una DO a 600 nm de 0,3-0,4, se recogieron alícuotas de cada 

cultivo y se realizaron lavados con solución salina estéril para eliminar los residuos del medio 

de cultivo GPY. A continuación se depositaron gotas de 5µl de cada cepa, con un máximo de 

4 cepas por placa, para evitar el solapamiento de los halos de opacidad que aparecen como 

resultado de ambas actividades enzimáticas. Tras incubar las placas de proteasa a 37º C 

durante 4 días y las placas de fosfolipasa 10 días a 30º C, se midieron los halos de opacidad 

que aparecieron alrededor del crecimiento de cada cepa y se calculó el parámetro llamado Pz 

(Price y col., 1982), tal y como se describe en la Figura 6.  

 



   MATERIALES Y MÉTODOS  

 45

b

a

Pz= 
Radio colonia (a)

Radio colonia (a) + radio del halo (b)

 

 

 

4.3 Crecimiento pseudofilamentoso 

 

Para analizar la formación de pseudohifas, las cepas se sembraron en placas de 

medio SLAD (ver Tabla 7), de forma que se obtuviesen colonias aisladas. Se incubaron a 30º 

C durante 4 días, momento en el cual las colonias aisladas se observaron al microscopio y se 

determinó la aparición o no de pseudohifas, así como la morfología y longitud de las mismas.  

 

4.4 Crecimiento invasivo 

 

Para el estudio del crecimiento invasivo las cepas se cultivaron en césped en placas 

de GPYA y se incubaron 5 días a 28º C. En ese momento las placas se lavaron con agua 

abundante a cierta presión. De esta manera se eliminaron aquellas cepas no adheridas 

vigorosamente al agar. Las placas se fotografiaron antes y después de los lavados, 

determinándose así la presencia de colonias sujetas a la superficie del agar. 

 

5. Técnicas de manipulación de ácidos nucleicos 

 

5.1 Aislamiento de DNA genómico de levaduras 

 

La extracción de DNA se llevó a cabo mediante el método descrito por Sherman y 

colaboradores (1986) y adaptado por Querol y colaboradores (1992a). Las células de levadura 

se cultivaron en 5 mL de medio GPY durante 12 horas a 28º C y se recogieron por 

centrifugación. El sedimento se resuspendió en 0,5 mL de solución 1 M sorbitol-0,1 M 

Figura 6. Cálculo del parámetro Pz, según el crecimiento de las colonias y el halo de opacidad
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EDTA a pH 7,5. Para obtener los protoplastos, se añadieron 30 µL de “Zimoliasa” 20T 

(Seikagaku Corporation, Tokio, Japan) (1 mg/mL), incubándose a 37º C entre 30 y 60 

minutos. Una vez transferida la muestra a un tubo de centrífuga de 1,5 mL, los protoplastos 

se recogieron por centrifugación y se incubaron 5 minutos a 65º C en 0,5 mL de solución 50 

mM Tris-HCl (USB, Cleveland, USA) pH 8 y 20 mM EDTA (Panreac) pH 7,4, añadiendo 13 

µL de SDS al 10%. Posteriormente se añadieron 0,2 mL de acetato potásico 5 M, 

manteniendo los tubos en hielo durante 10 minutos para precipitar las proteínas. Se 

centrifugó 5 minutos, y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo donde el DNA se 

precipitó mediante adición de 1 volumen de isopropanol e incubación a temperatura 

ambiente durante 10 minutos. El DNA se lavó con etanol al 70% (v/v), se centrifugó, se 

secó al vacío y se resuspendió en 50 µL de agua miliQ. 

 

5.2 Amplificación mediante PCR 

 

5.2.1. Oligonucleótidos  

 

En este trabajo se han utilizado un conjunto de oligonucleótidos que se detallan en 

la Tabla 9. Algunos de estos oligonucleótidos se emplearon para la identificación de especies 

de levaduras, para la caracterización de cepas dentro de la misma especie de levaduras o bien 

para amplificar una región determinada. En dicha Tabla, se describe la secuencia de cada 

cebador y la región diana. Todos los oligonucleótidos fueron sintetizados por Roche 

Diagnostics S.L. y Amersham Pharmacia Biotech.  
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Tabla 9. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

Nombre Secuencia (5´3´) Región diana T (ºC)e Procedencia 
its1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG 

G 
5,8S-ITS rDNA 55,5 White y col., 1990 

its4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT 
GC 

5,8S-ITS rDNA 55,5 White y col., 1990 

δ1 CAA AAT TCA CCT ATW TCT 
CA 

Secuencias δ 45 Ness y col., 1993 

δ2 GTG GAT TTT TAT TCC AAC A Secuencias δ 45 Ness y col., 1993 
cox23 ATT TAT TGT TCR TTT AAT CA Gen COX II 45 White y col., 1990 
cox25 GGT ATT TTA GAA TTA CAT 

GA 
Gen COX II 45 White y col., 1990 

cox23 i TCT TAA TTG ACC ATC TTC 
TAA 

Gen COX II 45 White y col., 1990 

cox25 i TTA TTA TAT TTA TGT GAT 
GAA GT 

Gen COX II 45 White y col., 1990 

slt2 5 GGC TCG AGA TGG CTG ATA 
AGA TAG AG 

Gen MAPK 
SLT2  

55,5 El presente trabajo 

slt2 3 GGC TCG AGA AAA TAT TTT 
CTA TCT AAT CC 

Gen MAPK 
SLT2  

55,5 El presente trabajo 

slt2 5i AAT GAT ATG GAG GAC TTA 
AAR ATG GT 

Gen MAPK 
SLT2  

55,5 El presente trabajo 

slt2 3i TGT ATA ACC ATT TGT TTT 
AAR TCY TCC AT 

Gen MAPK 
SLT2  

55,5 El presente trabajo 

e Temperatura de hibridación empleada en el protocolo de PCR. 

 

 

 5.2.2 Amplificación de la región 5,8-ITS del DNA ribosómico 

 

La amplificación del gen ribosomal 5,8S y las regiones intergénicas adyacentes ITS1 

e ITS2 se amplificaron empleando los oligonucleótidos its1 e its4 (White y col., 1990), 

descritos en la Tabla 9.  

  Las células procedentes de una colonia se resuspendieron en la mezcla de PCR. Las 

condiciones de amplificación utilizadas fueron las descritas por Esteve-Zarzoso y 

colaboradores (1999). La mezcla de reacción se preparó en un volumen final de 100 µL, 

añadiendo 2 unidades de Taq polimerasa DyNAzymeTM II (Finnzymes OY, Espoo, 

Finland), 10X tampón de reacción, 0,3 µM de cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, dTTP y 

dGTP), y la muestra de DNA. La amplificación se realizó en un termociclador Progene 

(Techne, Cambridge, UK) con el siguiente programa: 95º C durante 5 min para la 

desnaturalización, 40 ciclos de 95º C durante 1 min, 55,5º C durante 2 min y 72º C durante 2 

min. Finalmente, se añadió una incubación a 72º C durante 10 min. Los productos de PCR se 

visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,4%, estimando el tamaño de los 
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fragmentos por comparación de su movilidad con la del marcador estándar de 100 pb 

(GIBCO-BRL, Gaithersburg, Md., USA). 

 

 5.2.3 Amplificación de elementos delta (δ) 

 

La amplificación de elementos delta se llevó a cabo empleando los oligonucleótidos 

δ1 y δ2, (Ness y col., 1993), descritos en la Tabla 9.  

La mezcla de reacción se preparó en un volumen final de 100 µL con 5 µL de DNA 

(1-50 ng/µL), 0,5 µM de cada oligonucleótido, 25 µM de cada dexosinucleótido, 1 unidad de 

Taq polimerasa DyNAzymeTM II (Finnzymes YO, Espoo, Finlandia), tampón de reacción 1x 

y agua miliQ hasta completar el volumen indicado. La amplificación se llevó a cabo en un 

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer, California, USA), con el siguiente 

programa: 95º C durante 30 segundos para la desnaturalización, 4 ciclos de 42º C durante 30 

segundos, 30 ciclos de 45º C durante 30 segundos y 72º C durante 2 min. Los productos de 

PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 3 %, estimando el tamaño 

de los fragmentos por comparación de su movilidad con la del marcador estándar de 100 pb 

(GIBCO-BRL, Gaithersburg, Md., USA). A continuación se compara visualmente el número 

y tamaño de los fragmentos, obteniendo así patrones distintivos para cada cepa analizada. 

 

 5.2.4. Amplificación del gen SLT2 

 

  El gen SLT2 codifica para la proteína MAPK Slt2. Se ha empleado la combinación 

de 4 oligonucleótidos para amplificar tres zonas de dicho gen. Por un lado se amplificó el gen 

completo empleando los oligonucleótidos slt2 5 y slt2 3 (Tabla 9). Por otra parte se amplificó 

una región de microsatélites que se encuentra en las últimas 500 pb del gen, empleando para 

ello los oligonucleótido slt2 5i y slt2 3. Y por último se amplificó la región anterior a la zona 

de los microsatélites empleando los oligonucleótidos slt2 5´ y slt2 3i. La mezcla de reacción 

se preparó en un volumen final de 100 µL, añadiéndose 2 unidades de Taq polimerasa 

DyNAzymeTM II (Finnzymes OY, Espoo, Finlandia), 10x tampón de reacción, 0,3 µM de 

cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), y la muestra de DNA. La 

amplificación se realizó en un termociclador Progene (Techne, Cambridge, UK) con el 

siguiente programa: 95º C durante 5min para la desnaturalización, 40 ciclos de 95º C durante 

1min, 55,5º C durante 2min y 72º C durante 2 min. Finalmente, se añadió una incubación a 

72º C durante 10 min. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles 
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de agarosa al 1% para el gen completo y la región anterior a las repeticiones y al 3% para la 

región de microsatélites, estimando el tamaño de los fragmentos generados al amplificar la 

zona de los microsatélites, por comparación de su movilidad con la del marcador estándar de 

100 pb (GIBCO-BRL, Gaithersburg, Md., USA). El tamaño de los fragmentos generados en 

las dos amplificaciones restantes se calculó con el marcador de DNA de fago λ digerido con 

la endonucleasa PstI.  

 

 5.2.5. Amplificación del gen mitocondrial COX II 

 

La amplificación de la subunidad II del gen mitocondrial COX II se realizó 

empleando los oligonucleótidos cox 25 y cox 23 (Belloch y col., 2000) descritos en la Tabla 9. 

En algunos casos fue necesario emplear la combinación de estos oligonucleótidos con dos 

oligonucleótidos internos, cox 25i  y cox 23i, para conseguir la posterior secuenciación total 

de dicho gen. 

  Las células procedentes de una colonia se resuspendieron en la mezcla de PCR. Las 

condiciones de amplificación fueron descritas por Belloch y colaboradores (2000). La mezcla 

de reacción se preparó en un volumen final de 100 µL, añadiéndose 2 unidades de Taq 

polimerasa DyNAzymeTM II (Finnzymes OY, Espoo, Finlandia), 10X tampón de reacción, 

0,3 µM de cada desoxinucleótido (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), y la muestra de DNA. La 

amplificación se realizó en un termociclador Progene (Techne, Cambridge, UK) con el 

siguiente programa: 95º C durante 5 min para la desnaturalización, 45 ciclos de 94º C durante 

40 segundos, 45º C durante 35 segundos y 72º C durante 35 segundos Finalmente, se añadió 

una incubación a 72º C durante 10 min. Los productos de PCR se visualizaron mediante 

electroforesis en geles de agarosa al 1,4%, estimando el tamaño de los fragmentos por 

comparación de su movilidad con la del marcador estándar de 100 pb (GIBCO-BRL, 

Gaithersburg, Md., USA). 

 

5.3 Secuenciación de DNA 

 

 5.3.1 Obtención de secuencias 

 

La amplificación del gen SLT2 y del gen mitocondrial COX II se llevaron a cabo 

por PCR tal y como se describe en los apartados 5.2.4 y 5.2.5. Los fragmentos amplificados 

se purificaron utilizando el “kit” UltraCleanTM PCR Clean-up (Mo Bio Laboratories, Inc., 
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Solana Beach, CA). Para su secuenciación, los fragmentos de DNA se marcaron con 

fluorocromos utilizando el “kit” BigDye TM Terminator Cycle v 3.1 (Perkin Elmer, 

Norwalk, EE.UU.), secuenciándose ambas hebras en un secuenciador automático 310 de 

Applied Biosystems (Foster City, EE.UU.). El volumen de las reacciones de secuenciación 

fue de 10 µL, donde se emplearon entre 20 y 30 ng de DNA purificado (1-2 µL), 1µL de una 

solución de nucleótidos marcados con fluorescencia, 1,5 µL de tampón 5X, 1µL de un 

cebador (3,2 µM) y agua miliQ hasta el volumen final indicado. La reacción de amplificación 

comprende un primer ciclo de desnaturalización de 3 minutos a 94º C, seguido de 99 ciclos 

que consisten en una desnaturalización a 96º C durante 10 segundos, un paso de hibridación 

a 50º C durante 5 segundos, seguido de una extensión de 4 minutos a 60º C. 

 

5.3.2. Análisis de secuencias 

 

Una vez obtenidas las secuencias, los errores se eliminaron por comparación de 

ambas hebras de DNA usando el programa informático Chromas V 1.43 (Brisbane, 

Australia). Las secuencias se alinearon utilizando la versión 3.1 del programa informático 

MEGA. 

 

5.4 Tratamientos enzimáticos del DNA 

 

5.4.1. Digestión del producto de amplificación de la región 5,8S-ITS del DNA 

ribosómico 

 

  Los amplificados de DNA obtenidos por PCR de la región 5,8S-ITS (ver apartado 

6.2.1.), fueron digeridos con las endonucleasas de restricción, Cfo I, Hae III y Hinf I 

(Boehringer Mannhein, Darmstadt, Germany). La reacción de digestión contenía 15 µL del 

producto de amplificado, sin necesidad de ser purificado, 2 µL de tampón 10X específico 

para cada endonucleasa, 1 µl de la endonucleasa (5 u/µL) y 2 µL de agua miliQ. Las 

digestiones se incubaron a 37º C durante toda la noche. Los fragmentos de restricción se 

separaron por electroforesis en geles de agarosa al 3% en tampón TAE 1X (40 mM Tris-

acetato, 1 mM EDTA, pH 8) y se visualizaron con luz UV tras la tinción con bromuro de 

etidio (0,5 µg/µL) (Sigma). Como marcador de peso molecular se utilizó el “100-bp DNA 

ladder” (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). 
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5.4.2. Digestión del DNA mitocondrial 

 

 El análisis de restricción del DNA mitocondrial se realizó siguiendo la metodología 

descrita por Querol y colaboradores (1992b). El DNA genómico se digirió con la 

endonucleasa de restricción de corte infrecuente Hinf I (Boehringer Mannhein, Darmstadt, 

Germany). Para realizar la mezcla de digestión se emplearon 15 µL de DNA genómico (20-30 

µg), 2 µL de RNAsa 500 µg/mL (Boehringer Mannhein), 1,5 µL de la endonucleasa y 2,5 µL 

del tampón 10X específico para dicha endonucleasa. Las digestiones se incubaron a 37º C 

durante toda la noche. Los fragmentos de restricción del DNA mitocondrial se separaron en 

geles de agarosa (Pronadisa) al 1% (p/v) en tampón TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM 

EDTA, pH 8) a 100 V. Posteriormente se realizó una tinción en bromuro de etidio (0,5 

µg/µL), y los fragmentos se visualizaron con luz UV. El tamaño de los fragmentos se calculó 

con el marcador de DNA de fago λ digerido con PstI. A continuación se compara 

visualmente el número y tamaño de los fragmentos, obteniendo así patrones distintivos para 

cada cepa analizada. 

 

5.5. Técnicas electroforéticas para el DNA 

 

5.5.1. Electroforesis en geles de campo pulsado 

 

  Para llevar a cabo el cariotipado de las cepas, los cromosomas se separaron en 

bloques de agarosa siguiendo la metodología propuesta por Carle y Olson (1985), se lavaron 

tres veces a 50º C durante 30 minutos con tampón TE y una vez durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. La separación de los cromosomas se realizó en un equipo CHEF-

DRIII (Bio-Rad California, USA). Los bloques de agarosa con las muestras se incluyeron en 

los pocillos de un gel de agarosa de bajo punto de fusión al 1% (Bio-Rad) en tampón 0,5X 

TBE (44 mM Tris; 44,5mM ácido bórico; 1 mM EDTA pH 8,3%). La electroforesis se llevó 

a cabo a 15º C con una corriente de 6 V/cm con dos intervalos: 14h con un pulso inicial de 

60 seg y 11 h con un pulso de 120 segundos. Una vez terminada la separación de los 

cromosomas, el gel se tiñó durante 20 ó 30 minutos con bromuro de etidio (0,5 µg/mL). El 

marcador de peso molecular utilizado fue DNA cromosómico de S. cerevisiae (cepa YN295) 

(Bio-Rad).  
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6. Propiedades de las cepas comerciales de panadería 

 

6.1. Crecimiento en placas de medio melaza para la obtención de biomasa 

 

  Las levaduras se cultivaron en medio YPD durante toda la noche a 28º C. A 

continuación se midió la densidad óptica a 600 nm y se realizó la dilución correspondiente 

con YPD fresco, para conseguir cultivos con una DO de 0,3 que se incubaron en las mismas 

condiciones hasta alcanzar una DO de 1-1,5, momento en el cual se recogió el volumen de 

cultivo correspondiente a una concentración de levaduras de 20 mg de biomasa, teniendo en 

cuenta que una unidad de densidad óptica a 600 nm equivale a 0,35 mg de células por mL. Se 

centrifugó el volumen de cultivo recogido durante 2 minutos a 4200 rpm, desechando el 

sobrenadante y se lavaron varias veces las células con agua estéril. Las células se 

resuspendieron en un volumen de 3 ml de agua estéril y se añadieron 20 µL de biotina (0,8 

mg/mL). A continuación se inocularon 3 placas de melaza (ver Tabla 7) por cepa de 

levadura, con 400 µL de cada suspensión celular, distribuyendo el cultivo uniformemente 

mediante un asa de Digralsky. Las placas se incubaron a 30º C durante 20-24 horas. 

Posteriormente se recogió el cultivo crecido en las 3 placas con 30 mL de agua fría y se 

centrifugó a 4200 rpm durante 2 minutos. Se desechó el sobrenadante y las células se lavaron 

con agua estéril. Las células se resuspendieron en 20 mL de agua estéril y se midió la densidad 

óptica a 600 nm, para calcular la biomasa conseguida de cada cepa crecida en el medio 

melaza. 

 

6.2. Ensayos de fermentación  

 

A continuación se prepararon las muestras para realizar los ensayos de 

fermentación. Para ello se calculó el volumen necesario del cultivo de levadura para tener una 

concentración celular de 20 mg por mL (una unidad de densidad óptica a 600 nm equivale a 

0,35 mg de células por mL), dicha concentración celular es la apropiada para fermentar masas 

panarias, tanto si se emplean masas panarias de harina de trigo (concretamente 20 g de harina 

de trigo), como si se utilizan 15 mL de una solución líquida libre de harina (Sistema modelo, 

LD). Se centrifugó a 4200 rpm durante 2 minutos, se desechó el sobrenadante y las células se 

resuspendieron en 15 mL de la solución S1 (NaCl al 2,7% estéril). Seguidamente,  la 

suspensión celular contenida en los 15 mL de la solución S1 fue depositada en botellas de 

250 mL con tapón perforado (ver Figura 7), y se situaron en un baño de agua a 30º C con 
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agitación suave (80 rpm). Después de 15 minutos, se añadieron a cada botella 15 mL de la 

solución líquida libre de harina (LD), que mimetiza las masas panarias tradicionales (Sistema 

modelo LD: la solución líquida LD se preparó de acuerdo con la fórmula proporcionada por 

Lesaffre Internacional, Lille, Francia). En primer lugar se preparó la solución de nutrientes 

concentrada 5X, que contiene 5 g de MgSO4. 7H2O2, 2 g de KCl, 11, 75 g de (NH4)2HPO4, 4 

mg de tiamina, 4 mg de piridoxina y 40 mg de ácido nicotínico, en un volumen final de 250 

mL de 0,75 M de tampón citrato, pH 5,5. A continuación se mezclaron 25 mL de esta 

solución de nutrientes 5X junto con 0,5 g de extracto de levadura, 3 g de glucosa, 9 g de 

maltosa y 12 g de sorbitol. La mezcla se disolvió en un volumen final de 100 mL de agua 

destilada y se esterilizó por filtración (filtros de 0,2 µm, Millipore, Bedford, Ma, USA)). La 

mezcla contenida en cada botella de 250 mL (15 mL de la solución LD y los 15 mL del 

cultivo) se incubaron en el baño de agua a 30º C, con agitación suave, procediendo a 

continuación a las medidas de la producción de gas para cada cepa. 

 

6.3. Determinación del gas desprendido durante la fermentación 

 

 La determinación del gas producido durante la fermentación se realizó empleando 

un aparato Chittick. Se trata de un “fermentómetro” manufacturado, mediante el cual se 

midió la producción de CO2 producido durante la fermentación, como el volumen 

desplazado de una solución manométrica contenida en una bureta graduada.  

 

6.3.1. Funcionamiento del aparato Chittick 

 

  El “fermentómetro” consta de 4 buretas graduadas situadas verticalmente en un 

panel (en la Figura 7 se muestra el esquema de una de esas buretas). Cada bureta está 

conectada por su parte superior a tubos de teflón de 2 mm de diámetro interno y 75 cm de 

longitud, unidos a su vez a un tubo metálico soldado a las tapas de las botellas de 250 mL, 

donde se produce la fermentación. A su vez cada bureta está unida por la parte inferior, a 

través de tubos de teflón de las mismas dimensiones anteriores, a un frasco nivelador que 

contiene una solución de desplazamiento (10% de CaCl2 y 0,5% de CuCl2 a pH < 5, 

adquiriendo un color verdoso). Antes de comenzar con las medidas de producción de gas, las 

buretas se enrasan a cero mL,  para ello se levanta el frasco nivelador a la altura conveniente, 

en ese momento la llave situada en la parte superior se cierra tras enrasar las buretas. En ese 

instante los frascos con la mezcla a fermentar se tapan con las tapas perforadas y se 
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introducen en el baño a 30º C y en agitación. Inmediatamente se abre la llave que permite el 

paso del gas hasta la bureta y la solución de desplazamiento desciende por la presión del gas. 

Las medidas de producción de gas se realizaron cada 20 minutos. 

 

1

2

3

4

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3.2. Lectura del gas producido 

 

  Para realizar la medida cada 20 minutos, se enrasó la solución de desplazamiento de 

cada bureta con ayuda del frasco nivelador, desplazando éste a lo largo del carril situado en el 

panel y paralelo a cada bureta. En la bureta puede leerse el volumen de líquido desplazado 

Figura 7. Esquema del proceso de obtención de biomasa y funcionamiento del 

“fermentómetro”.  

1. Crecimiento de la levadura en medio YPD hasta conseguir una concentración de levaduras 

adecuada. 

2. Obtención de biomasa a partir de placas de melaza. 

3.  Mezcla del cultivo celular adecuado junto con el medio sintético LD e incubación a 30º C a 80 rpm.

4. Medidas de producción de gas en el fermentómetro (Chittick): se realiza midiendo el volumen 

desplazado de la solución manométrica a través de la bureta graduada. Las mediciones se realizan cada 

20 minutos, hasta un total de 200. 
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(en cc), que equivale al volumen de gas producido por la levadura al fermentar los azúcares 

de la solución LD.  

  Para evitar una posible pérdida de CO2 desde la bureta al aire, los frascos 

niveladores se mantienen durante todo el ensayo a una altura inferior al nivel del líquido en la 

bureta, excepto en el momento en que se realizaron las medidas. Éstas se hicieron a los 20, 

40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 y 200  minutos desde el comienzo del ensayo. 

  Cuando el volumen del líquido desplazado en la bureta alcanza el máximo de su 

capacidad (100 mL) se cierra la llave y se vuelve a enrasar la bureta a cero mL. A 

continuación se abre de nuevo la llave y se continúa con el ensayo. 

La lectura de la bureta del volumen de líquido desplazado, da directamente la 

cantidad de gas producido en la fermentación de los 15 mL de sistema modelo LD. Los 

resultados se expresan en mL de CO2 producido por gramo de levadura húmeda en minutos. 

 

6.4. Actividad enzimática maltasa  

 

6.4.1. Rotura celular y extracción proteica en tampón KPP 

 

La medida de las actividades enzimáticas se realizó a partir del mismo cultivo de 

levaduras cultivado en las placas de melaza que se emplearon en el ensayo de fermentación 

(ver apartado 6.1 y 6.2). Se recogió el volumen necesario para obtener una DO de 25 y se 

centrifugó a 4000 rpm durante 3 minutos. El sedimento celular se trasfirió a un tubo 

eppendorf y se lavó un par de veces con tampón homogenizador KKP 0,1 M (K2HPO4 1 M, 

KH2PO4 1 M, pH 6,5). En este momento el sedimento celular puede congelarse sin tampón 

KPP a -20 º C o proceder a su rotura. 

Para obtener los extractos proteicos, las células se resuspendieron en 200 µL del 

tampón KPP 0,1 M y se añadió 0,1 g de bolas de vidrio (0,4 mm de diámetro). La mezcla fue 

agitada en vortex durante 3 periodos de 1 minuto (30 segundos en vortex y 30 segundos en 

hielo). Posteriormente se centrifugó a 12 000 rpm a 4º C durante 10 minutos y el 

sobrenadante clarificado se recogió para realizar la medición de ambas actividades 

enzimáticas.  
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6.4.2. Cuantificación de proteínas mediante el método Bradford 

 

Las actividades enzimáticas se determinaron siempre en relación a la cantidad total 

de proteína. Para ello se utilizó el método Bradford (Bradford, 1976), empleando el sistema 

comercial de Bio Rad y el anticuerpo IgG de conejo como estándar. Para realizar la recta 

patrón se utilizó una solución de seroalbúmina bovina de concentración conocida (1,33 

mg/mL) y se realizaron diluciones entre 3 y 30 mg/mL.  

 

6.4.3. Actividad maltasa 

 

 La actividad maltasa se determinó a partir del extracto crudo de proteínas, en 

tampón KPP 0,1 M, tal y como describe Okada y Halvorso (1964). Se utilizaron diluciones 

1/10 del extracto crudo de proteínas en tampón KPP, 0,1 M. Para realizar las medidas se 

emplearon tubos eppendorfs donde se mezclaron 50 µL de la dilución de la muestra y 500 µL 

de tampón KPP, 0,1 M. Dicha mezcla se atemperó durante 30 minutos a 30º C. A 

continuación se inició la reacción añadiendo 50 µL del sustrato de la reacción, p-nitrofenil-α-

D-glucopiranosido (pNPG), manteniendo la incubación a 30º C. La reacción se paró cuando 

apareció un color amarillo, momento en el que se anotó el tiempo transcurrido y se añadieron 

0,250 mL de Na2CO3, 1M, para finalizar la reacción. A continuación se midió la absorbancia 

a 400 nm. La actividad maltasa se define como la cantidad de enzima que produce 1 nmol de 

pNPG / min/ mg de proteína bajo las condiciones de ensayo. Para calcular los valores de 

actividad maltasa se empleó la formula que se describe a continuación: 

 

 

Actividad Maltasa= (0,86 /c) x d E/dt x I 

 
c: valor de cantidad total de proteína para cada muestra. 
E: valor de la absorbancia a 400 nm. 
t: tiempo transcurrido desde el comienzo de la reacción hasta la aparición 
del color amarillo. 
I: Inversa de la dilución empleada. 
ε 400 nm del pNPG = 19,75 cm2/µrol.  

 

 

 

 

 



   MATERIALES Y MÉTODOS  

 57

7. Modelos murinos de infección sistémica en S. cerevisiae  

 

Para estudiar la capacidad infectiva de diferentes cepas de S. cerevisiae se ensayaron 

tres modelos de infección sistémica que difieren en el estado inmunitario del ratón. Se 

utilizaron ratones inmunocompetentes de la cepa de ratones cosanguínea BALB/c; ratones 

inmunodeficientes en el factor C5 del complemento, de la cepa no cosanguínea DBA/2N y 

ratones de la cepa no cosanguínea ICR/Swiss inmunosuprimidos con ciclofosfamida. Dichas 

cepas de ratones fueron proporcionadas por los laboratorios Harlan France (Sarl, Francia). 

En todos los ensayos se utilizaron hembras de entre 12 y 16 semanas de edad y un peso 

comprendido entre 18-20 gramos. 

 

7.1. Infección sistémica empleando ratones inmunocompetentes BALB/c y ratones 

inmunodeficientes en el factor C5 del complemento DBA/2N 

 

Para realizar la infección sistémica en los dos primeros modelos se siguió el mismo 

procedimiento, tal y como se muestra en la Figura 8. Las cepas de S. cerevisiae a ensayar fueron 

crecidas en placas de GPYA a 28º C durante 48 h. Los ratones se mantuvieron en cuarentena 

dos días, tras los cuales se pesaron y se dividieron en grupos de 10 ratones por jaula. El día de 

la infección, las células de levadura se lavaron dos veces con tampón PBS y se diluyeron en el 

mismo tampón, hasta conseguir la densidad óptica adecuada para realizar un correcto 

recuento de las mismas mediante cámara de Neubauer. Tras realizar dicho recuento celular, 

se ajustó la dilución en función de la dosis a inyectar de 2 x 107 UFCs /mL, teniendo en 

cuenta que el volumen inyectado en el ratón en todos los casos fue de 0,5 mL. Dichas 

diluciones fueron inyectadas en la vena lateral caudal del ratón que previamente había sido 

dilatada mediante exposición a calor durante 2-3 minutos.  

Dentro del ensayo general de infección sistémica y que incluye a los dos primeros 

modelos, se estudian dos parámetros:  

 

a) Curva de supervivencia: 

 

Tras la infección de los ratones con las cepas de S. cerevisiae, se monitorizó durante 30 

días la muerte/supervivencia de los ratones.  
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b) Estudio del alojamiento a lo largo del ensayo y obtención de sueros: 

 

Para estudiar la capacidad colonizadora de las cepas de S. cerevisiae se determinó el 

alojamiento en cerebro y riñón a los días 7, 15 y 30 postinfección, para ello se sacrificaron 

por dislocación cervical 2 ratones por cepa a los 7 y 15 días, mientras que a los 30 días se 

sacrificaron los ratones supervivientes. Inmediatamente después del sacrificio de los ratones, 

los órganos se extrajeron asépticamente para minimizar los efectos de la lisis tisular. A día 15, 

además se procedió a la extracción de suero mediante punción cardiaca, provocando la 

muerte de los ratones por hipoglobulemia. A los sueros extraídos se les realizó un 

tratamiento térmico de 2 horas a 37º C, posteriormente se mantuvieron a 4º C durante 4 

horas  y seguidamente se realizaron al menos 2 centrifugaciones consecutivas a 13000 rpm a 

4º C durante 15 minutos, hasta conseguir un sobrenadante libre de células. Los sueros se 

guardaron a -20º C hasta su posterior utilización (ver apartado 9.4). 

Los órganos se homogenizaron con el sistema Politrón con un vástago de 10 mm y 

entre cada homogenización el vástago era limpiado con 2 lavados sucesivos de alcohol 

absoluto, seguido de un lavado con una mezcla de agua y alcohol (V/V). Posteriormente se 

realizaron las diluciones apropiadas de los homogenizados para sembrarlas en placas de 

GPYA con cloranfenicol, que se incubaron a 28º C durante 48 h. Y a continuación se 

realizaron los recuentos de las placas correspondientes. 

Todos los animales fueron tratados de acuerdo con las normas éticas dictadas por la 

Comunidad Europea.  

Inyección de S. cerevisiae en 
la vena caudal de la cola

Monitorización

30 días

Mortalidad

Supervivencia

Sacrificio de ratones

a los 7 y 15 días

Medida del alojamiento

a los 7, 15 y 30 días

postinfección

Extracción 
de suero

 

Figura 8. Esquema del 

procedimiento seguido en los 

ensayos de infección sistémica por 

S. cerevisiae en los modelos 

murinos con las cepas de ratones 

BALB/c y DBA/2N.  
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7.2. Infección sistémica empleando ratones ICR/Swiss inmunosuprimidos con 

ciclofosfamida  

 

En este modelo la infección con S. cerevisiae se realiza tal y como se describe en el 

apartado anterior, pero 1 día antes de la infección de los ratones, se procede a la 

inmunosupresión de los mismos, induciendo la neutropenia por inyección intraperitoneal de 

ciclofosfamida (200 mg/Kg de peso del ratón, resuspendida en tampón PBS) (Sigma). A 

partir de este momento los ratones se manipularon en cámara de flujo laminar para mantener 

condiciones de esterilidad y se les mantuvo en cajas con aireación independiente, 

administrando comida, agua y serrín estériles.  

En este modelo se infectaron 5 ratones por cepa de S. cerevisiae ensayada, mediante la 

inyección en la vena caudal de una dosis de 2 x 107 UFCs/mL. A partir de este momento se 

realiza un seguimiento de mortalidad/supervivencia a lo largo de los 10 días de duración del 

ensayo. 

Para mantener la inmunosupresión inducida por ciclofosfamida durante los 10 días de 

duración del ensayo, se realizó una segunda inyección intraperitoneal al 5º día post infección, 

con la misma dosis anterior de ciclofosfamida. En el último día del ensayo se sacrificaron los 

ratones supervivientes, procediendo tanto a la extracción del suero y órganos, tal y como se 

explicó en el modelo anterior (Figura 9). 

 

Día -1 : Inmunosupresión por 
inyección intraperitoneal de 

ciclofosfamida

Día 0 : Infección con S. cerevisiae
en la vena caudal de la cola

Día +5 :2ª inyección  intraperitoneal
con ciclofosfamida para mantener la 

inmunodepresión

Día +10 : Sacrificio de ratones, 
extracción de suero y órganos. 
Recuentos de CFUs.

Extracción de suero

 

 
Figura 9. Esquema del procedimiento seguido en el ensayo de inmunosupresión con 

ciclofosfamida de los ratones ICR/Swiss.
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7.3. Estudios de histopatología en cerebros de ratones  

 

Algunos de los cerebros extraídos pertenecientes a los ratones BALB/c e 

ICR/Swiss infectados con las cepas de S. cerevisiae se emplearon para estudiar la 

histopatología de los mismos. Los cerebros se extrajeron con mucho cuidado y se 

introdujeron en formamida diluida neutra. El proceso posterior de fijado de la muestra, 

cortes y tinción de Shift con ácido periódico, se realizó en el Servicio de Patología de la 

Facultad de Veterinaria en la Universidad Complutense de Madrid.  

 

8. Obtención y análisis de proteínas por 2D-Western Blotting del suero de 

ratones infectados  

 

Este apartado fue llevado a cabo en colaboración con la Unidad de Proteómica de la 

Universidad Complutense – Parque científico de Madrid (www.ucm.es/proteomica). El 

personal de dicha unidad se encargó de realizar la electroforesis bidimensional (2D-PAGE) y 

de la posterior identificación de las proteínas por espectrofotometría de masas de tipo 

MALDI-T/TOF (Matriz Assisted Laser Desorption Ionization Time Of Flight). 

 

8.1. Obtención de extractos proteicos de la cepa silvestre de S. cerevisiae BY 4741 

 

Las células de levadura se cultivaron en medio líquido GPY toda la noche para 

utilizarse como precultivo. Al día siguiente se diluyó el cultivo hasta una DO a 600 nm de 

0,2-0,3 en medio GPY fresco hasta un volumen final de 100 mL y se dejó crecer durante 4 

horas. Transcurrido dicho periodo se recogieron unos 20 mL del cultivo  y se procedió a la 

obtención del extracto proteico por  rotura celular con perlas de vidrio en tampón de lisis (50 

mM Tris HCl pH 7,5, 10% de glicerol, 1% de Tritón X-100, 0,1% de SDS, 150 mM NaCl, 5 

mM EDTA) conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasa (“Complete Mini EDTA-

free”, Roche), mediante el sistema Fast Prep (FP120; Bio101 SAVANT) realizando 2 pulsos 

de 20 segundos a velocidad 5. El lisado se centrifugó a 13000 rpm durante 20 minutos a 4º C 

obteniéndose un sobrenadante que constituye el extracto proteico.  
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8.2. Transferencia de proteínas 

 

Una vez realizada la electroforesis bidimensional (2D-PAGE), las proteínas presentes 

en los geles de acrilamida fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL, 

Amersham) en tampón Towbin (Towbin y col., 1979). Las transferencias se llevaron a cabo 

en una cubeta de transferencia Trans-Blot Cell (Bio-Rad) a una intensidad de corriente 

constante de 50 mA durante 14 horas.  

 

8.3. Identificación de proteínas mediante inmunodetección (Western-Blotting) 

 

La técnica de inmunoblot se llevó a cabo siguiendo protocolos Standard (Ausubel). 

En primer lugar la membrana de nitrocelulosa (Hybond ECl Amersham), a la cual se habían 

transferido todas las proteínas, se bloqueó con leche al 5% en TTBS (Tris-HCl 100 mM, pH 

7,5, NaCl 50 mM, Tween 0,05%) durante 2 horas. Posteriormente se procedió al lavado de la 

membrana con TTBS, durante 15 minutos, 3 veces. A continuación se realizó la hibridación 

de los anticuerpos presentes en los diferentes sueros obtenidos de ratón, en una dilución 

1:100 en TTBS al 0,5% de leche desnatada en polvo para minimizar las uniones inespecíficas, 

y se dejó incubando 2 horas en agitación. Posteriormente se procedió al lavado de la 

membrana con TTBS, durante 15-20 minutos, 3 veces. Se utilizaron los anticuerpos 

policlonales IgGs (Stressgen) e IgG2a (Cultek) anti-ratón en una dilución 1:2000 disuelto en 

las mismas soluciones que el primero y se dejó incubando 2 horas en agitación. Las manchas 

proteicas reactivas fueron detectadas con Igs anti-ratón conjugado con peroxidasa 

(Amersham Bioscience), utilizando un sistema de quimioluminiscencia (ECL, Amersham 

Bioscience) (Figura 10). 

Las membranas pueden reutilizarse hasta tres veces, para ello es necesario 

deshibridarlas con un tampón de “stripping” (7,5 g/L de glicina (Panreac), pH 2,2, 5 mL de 

SDS 10%, 5 mL de NP40 al 10%, llevando a un volumen final de 1 L con agua miliQ), 

durante 2 horas en agitación.  
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9. Detección de las MAP quinasas Slt2 y Kss1 mediante Western-blotting 

 

9.1 Obtención de extractos proteicos y preparación de muestras para electroforesis 

(SDS-PAGE) 

 

Las células de levaduras se crecieron en medio líquido GPY toda la noche para 

utilizarse como precultivo. Al día siguiente se diluyeron hasta una DO a 600 nm de 0,2-0,3 en 

medio GPY fresco hasta un volumen final de 25 mL y se dejaron crecer durante 4 horas. Las 

células se recogieron en tubos de centrífuga Falcon o en tubos de plástico de 10 mL que 

contenían hielo y se centrifugaron a 4º C a 2.500 rpm durante 2 minutos. El sedimento 

celular se resuspendió en 0,5 mL de agua fría y fue transferido a un tubo eppendorf, 

volviendo a centrifugar para eliminar el sobrenadante. Así, las células se congelaron 

directamente en hielo seco para romperlas posteriormente o conservarlas a -80º C hasta su 

rotura. 

A continuación se añadió la cantidad necesaria de tampón de lisis (50 mM Tris HCl 

pH 7,5, 10% de glicerol, 1% de Tritón X-100, 0,1% de SDS, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 

inhibidores de proteasas 1 mM fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF) y tosil-fenil-alanín-

clorometil-cetona (TPCK), tosil-lisín-clorometil-cetona (TLCK), leupeptina, pepstatina A, 

antipaína y aprotinina, todos ellos a 25 µg/mL. También se añadieron inhibidores de 

fosfatasas con el fin de evitar la desfosforilación de las proteínas durante el proceso de rotura 

celular. Se utilizó para este fin 50 mM NaF, 50mM β-glicerol-fosfato, 5 mM pirofosfato 

sódico y 1 mM de ortovanadato sódico), junto con perlas de vidrio de Ballotino de 1 mm 

MEMBRANA 

PROTEINAS 

PRIMER AC 
Sueros murinos 

SEGUNDO AC 
Conjugado con 

peroxidasa 

H2O2   LUMINOL

QUIMIOLUMINISCENCIA 

Figura 10. Esquema de la técnica de Western-Blotting para la detección de las proteínas 

inmunogénicas.  
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(Braun Biotech) y se agitó la mezcla en un aparato homogeneizador de células Fast-Prep 

(FP120; Bio101 SAVANT), intensidad 5,5 durante 25 segundos.  

Tras centrifugar a 4º C a 13000 rpm durante 15 minutos, se separaron los extractos 

proteicos de los restos celulares y de las perlas de vidrio. Para determinar la cantidad de 

proteína solubilizada en los extractos se midió la absorbancia a 280 nm de una dilución de los 

mismos en un espectrofotómetro Beckman DV 640 (1 unidad de densidad óptica 

corresponde aproximadamente a 1 mg/mL de proteína). A continuación se ajustó la cantidad 

de proteína en todas las muestras, aumentando el volumen cuando era necesario con tampón 

de lisis. A los extractos equilibrados se les añadió tampón de carga SDS-PAGE 2X (125 mM 

Tris HCl pH 6,8, 5% SDS, 25% glicerol, azul de bromofenol; se añade 1/5 del volumen final 

de DTT 1 M justo antes de usar), y fueron hervidos durante 5 minutos para desnaturalizar. 

Las muestras así procesadas están listas para electroforesis, aunque también pueden 

conservarse a -20º C para su posterior utilización. 

 

9.2. Electroforesis de proteínas 

 

Para la separación de las proteínas del extracto se utilizó SDS-PAGE, utilizando geles 

de poliacrilamida al 10%. Se realizó en cubetas Mini Protean II Cell (Bio-Rad) a un voltaje 

constante de 150-180 voltios. Se utilizó tampón de electroforesis (3,028 g/L Tris, 14, 46 g/L 

de glicina y 1 g/L de SDS) y como patrón de pesos moleculares se utilizó el suministrado por 

Invitrogen.  

 

9.3. Transferencia de proteínas de membrana de nitrocelulosa 

 

Se utilizaron membranas de nitrocelulosa (Hybond, Amersham) para transferir las 

proteínas. Como protectores y absorbentes se utilizó papel Whatman 3MM Chr. La 

transferencia fue realizada en cubetas de transferencia Mini Trans-Blot Transfer-Cell (Bio-

Rad) a un voltaje constante de 100 voltios durante 1 hora. Se utilizó para ello tampón de 

transferencia (5,8 g/L Tris, 2,9 g/L de glicina y 0,37 g/L de SDS) al cual se le añadió un 20% 

del volumen final de metanol o etanol justo antes de su utilización. 
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9.4. Inmunodetección (Western-Blotting) 

 

Tras la transferencia, la membrana se bloqueó con leche desnatada al 5% en TTBS 

(29, 2 g/L de NaCl; 24, 2 g/L de Tris; pH 7,5 y 500 µL de Tween 20) durante 20-30 minutos 

a temperatura ambiente. Posteriormente se eliminó la solución bloqueante y se lavaron dos 

veces con tampón TTBS durante 5 minutos. A continuación las membranas fueron 

incubadas con el anticuerpo primario correspondiente en presencia de leche al 1% en TTBS 

durante hora y media a temperatura ambiente, en agitación o durante toda la noche a 4º C. 

Tras la incubación las membranas se lavaron con tampón TTBS durante 30 minutos, 

cambiando el tampón varias veces. Para que el anticuerpo primario fuese detectado se utilizó 

el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa que se incubó en las mismas condiciones 

que el primario, pero se mantuvo 45 minutos a temperatura ambiente. Para el revelado de las 

membranas fue utilizado el sistema de detección ECL de Amersham.  

Las membranas pueden ser reutilizadas con otros anticuerpos, para ello deben ser 

tratadas con el tampón de “stripping” (7,5 g/L de glicina, 0,5 mL/L NP-40, 1% SDS y pH 

ajustado a 2,2 con HCl), en agitación durante dos horas a temperatura ambiente. En la Tabla 

10 se detallan los anticuerpos utilizados en este trabajo. 

 

Tabla 10. Anticuerpos utilizados 

Anticuerpo Proteína que reconoce Dilución 
de trabajo

Origen Procedencia 

anti-GST-Slt2 MAPK Slt2 1:2000 Conejo Dr. Martín 
anti-P-p44/42 MAPK fosforilada en 

TEY 
1:2000 Conejo Amersham 

Pharmacia 
Biotech 

anti-β-actin β -actina 1:1000 Ratón Sigma 
anti-Ig conejo conjugado 
peroxidasa 

Ac. Primario de conejo 1:3000 Burro Amersham 
Pharmacia 

Biotech 
anti-IgG Ratón conjugado 
perxidasa 

Ac. Primario de ratón 1:3000 Oveja Amersham 
Pharmacia 

Biotech 
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S. cerevisiae siempre se ha considerado un microorganismo seguro, sin embargo, esta 

levadura puede ser origen de infecciones superficiales y, bajo determinadas condiciones del 

hospedador, puede diseminarse dando lugar a infecciones sistémicas. Las razones por las 

cuales el número de infecciones por S. cerevisiae ha aumentado considerablemente en los 

últimos años se discute con detalle en la Introducción y se documenta con una revisión de los 

casos clínicos publicados hasta el momento. 

Se conoce muy poco acerca del papel de S. cerevisiae en el desarrollo de infecciones 

humanas. Esto es debido fundamentalmente a que el interés por S. cerevisiae como patógeno 

emergente es muy reciente y existen muy pocos trabajos al respecto (Kwon-Chung y Bennet, 

1992; Eng y col., 1984; Murphy y Kavanagh, 1999; Jensen y col., 1976; Smith y col., 2002; 

Enache-Angoulvant y Hennequin, 2005). Sin embargo, existe un interés creciente por parte 

de los microbiólogos clínicos y de alimentos por aclarar el origen de colonización de los 

aislados clínicos teniendo en cuenta que la colonización es el paso previo a la infección. En 

este sentido, puesto que las exposiciones exógenas a S. cerevisiae ocurren principalmente a 

través de alimentos, bebidas y suplementos nutricionales, la caracterización del mayor 

número posibles de aislados clínicos y su comparación con aislados no clínicos es necesaria 

para establecer si los aislados clínicos son específicos en humanos o si es posible una entrada 

exógena. Para ello, es fundamental disponer de métodos precisos que permitan la 

caracterización a nivel de cepa, siendo las técnicas moleculares las mejores alternativas para 

tal fin. En el presente trabajo, se han aplicado dos técnicas moleculares, el análisis de 

restricción del mtDNA y la amplificación por PCR de secuencias δ del genoma, para estudiar 

la variabilidad genética de un gran número de aislados de S. cerevisiae que habían sido capaces 

de colonizar distintos órganos de individuos con diferentes condiciones y compararlas con la 

de aislados no clínicos. En este estudio se pretende conocer la relación que existe entre 

ambos tipos de aislados y así poder entender mejor cual es el origen de colonización en 

infecciones por S. cerevisiae como agente causal.  
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1. Identificación de los aislados clínicos mediante RFLPs de la región 5,8S-ITS 

 

Los aislados clínicos incluidos en este trabajo fueron proporcionados por dos 

hospitales españoles (ver tabla 5 de materiales y métodos). La mayoría de los aislados fueron 

proporcionados por el hospital Vall d’Hebrón de Barcelona, concretamente 101 aislados 

clínicos, que el servicio de Microbiología de dicho hospital recuperó de 89 pacientes 

(hospitalizados y pacientes externos) entre los años 1996 y 2001. La mayoría de los aislados 

provienen de sitios colonizados por microbiota comensal (43 aislados de heces, 31 aislados 

de vagina y 21 del tracto respiratorio) y únicamente 6 aislados (nº 102, 103, 104, 105, 106 y 

107) se recuperaron de sitios estériles (fluido pleural, tracto respiratorio profundo, orina y 

líquido biliar, respectivamente). Entre los 89 pacientes, 62 se consideraron pacientes sanos, 

mientras que los 27 pacientes restantes mostraban distintos factores de riesgo (SIDA, cáncer, 

desórdenes digestivos y respiratorios, post-traumatismos).  

Por otro lado el Hospital La Fe de Valencia nos proporcionó 4 aislados 

recuperados de sangre entre los años 1996-2002. En este caso, los pacientes también 

mostraban ciertos factores de predisposición: enfermedad crítica, sin previa inmunodepresión 

severa (para los aislados F3, F27 y F15), con terapia antibiótica previa (los 4 aislados), 

inmunosupresión por quimioterapia (F20) y catéter intravenoso (los 4 aislados).   

El hospital Vall d’Hebrón identificó inicialmente todos los aislados clínicos como  

S. cerevisiae, empleando para ello el sistema comercial AMS-Vitek Yeast-Card (BioMérieux), 

mientras que el hospital La Fe los identificó como S. cerevisiae empleando el sistema API-32C. 

Para confirmar la adscripción de los 105 aislados clínicos a la especie S. cerevisiae, se utilizó el 

análisis de restricción del gen ribosomal 5,8S y los dos espaciadores internos transcritos 

flanqueantes, ITS 1 e ITS 2 (ver materiales y métodos). Los resultados mostraron que 100 de 

los 105 aislados clínicos totales, pertenecían a la especie S. cerevisiae, ya que exhibían el 

producto de amplificado (850 pb) y los perfiles de restricción (Cfo I (375+325+150), Hae III 

(325+230+170+125) y Hinf I (375+365+110)) típicos de la especie S. cerevisiae (Esteve-

Zarzoso y col., 1999). Los 5 aislados clínicos restantes nº 45, 63, 86, 93 y 100 (ver Tabla 5 en 

materiales y métodos), mostraron productos de amplificado de 600, 740, 900, 740 y 900 pb 

respectivamente, indicando la adscripción de los mismos a especies distintas de S. cerevisiae. La 

reidentificación de los 5 aislados fue posible tras comparar el tamaño de los productos de 

amplificado, así como el perfil de restricción de los mismos, con los disponibles en la base de 

datos http://yeast-id.com/ (Tabla 11). Como resultado los aislados nº 86 y 100 
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correspondieron a la especie Candida glabrata, el nº 45 a la especie Candida cantarelii y los 

aislados nº 63 y 93 a la especie de Kluyveromyces lactis.  

 

Tabla 11. Tamaño de los productos de amplificado y perfiles de restricción de la región 5’8S-
ITS para los aislados clínicos no S. cerevisiae 

Perfil de restricción  Nº 

aislado 

PCR 

(pb) Cfo I Hae III Hinf I 

Identificación 

86, 100  900 400+170+150+140 620+230 360+260+260 C. glabrata 

45 600 300+300 500+90 310+190+90 C. cantarellii 

63, 93 740 285+190+165+90 655+80 290+180+120+80+65 K. lactis 

 

 

2. Caracterización molecular de los aislados clínicos y no clínicos de S. cerevisiae 

 

Los estudios de caracterización a nivel de cepa requieren la utilización de técnicas 

con gran poder de discriminación. Existen numerosos trabajos que muestran la eficiencia de 

distintas técnicas moleculares para la caracterización de aislados no clínicos de S. cerevisiae. 

Estas técnicas son el análisis de restricción del mtDNA, la electroforesis de cromosomas y 

técnicas basadas en la amplificación por PCR (RAPDs, elementos δ, zonas de escisión de 

intrones). Puesto que varios estudios concluyen que para llegar a la discriminación definitiva a 

nivel de cepa es necesaria la combinación de varias técnicas moleculares (Baleiras Couto y 

col., 1996; Fernández-Espinar y col., 2001), en el presente trabajo se han aplicado dos de 

estas técnicas, (el análisis de restricción del mtDNA y la amplificación de secuencias delta por 

PCR) para la caracterización de los 100 aislados clínicos de S. cerevisiae identificados en el 

apartado anterior y 7 cepas no clínicas (T73, CECT 1895, CECT 1462, CECT 1942, Cinta 

roja, Plus vital y el preparado farmacológico ultralevura, (ver Tabla 6 del apartado de 

materiales y métodos). Trabajos previos mostraron la utilidad de ambas técnicas para la 

caracterización de cepas vínicas de S. cerevisiae (Querol, 1992 a,b y Querol 1994; Guillamón, 

1996; Fernández-Espinar, 2001)  

 

2.1. Análisis de restricción del DNA mitocondrial  

 

  En primer lugar realizamos el análisis de restricción del DNA mitocondrial, usando 

la endonucleasa Hinf I. Como resultado se obtuvieron 28 patrones de restricción diferentes. 
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Estos datos se resumen en la Tabla 12 y la Figura 11 muestra ejemplos de los patrones de 

restricción obtenidos. 

A 

m   Am Bm Cm Dm Em Fm Gm Hm Im Jm Km Lm Mm m           m    Nm Om Pm Q m Rm Sm Tm Um Vm Wm Xm Ym Zm AAm m
*   *  *   *    *   *       *                                   *   *    *   *    *         *    *   *   *    *   *   *   *     

5080 —
4649 —
4505 —

2577 —

2443 —

2140 —
1980 —

1700 —

1159 —
1092 —

(bp)

 

B 

1700 —

Gm ImSm ABm mm
*

1159 
1092 

1980 —
2140 —
2443 —
2577 —

5080 
—4649 —

4505 —

bp

—
—

 
 

 

Veintiún patrones de restricción correspondieron a una única cepa (marcados con 

un asterisco en la Figura 11) y los restantes 7 patrones de restricción comprendían un 

número variable de cepas: el grupo Gm se compone de 21 cepas, el grupo mayoritario Im, que 

se compone de 54 cepas, el grupo Km que contiene 3 cepas y los grupos Jm, Lm, Mm y Sm que 

contienen 2 cepas cada uno. 

 

 

Figura 11. Análisis de restricción del DNA 

mitocondrial. Ejemplos de los patrones de restricción de 

DNA mitocondrial obtenidos al digerir con Hinf I el DNA 

de 96 aislados clínicos de S. cerevisiae proporcionados por el 

hospital Vall d’ Hebrón, de 6 cepas industriales, y de la cepa 

probiótica S. cerevisiae var. boulardii (A) y  patrones obtenidos 

al digerir el DNA de 4 aislados clínicos proporcionados por 

el hospital La Fe (B). En la Tabla 12 se muestran que cepas 

presentan cada uno de los patrones observados. Se ha 

marcado con un asterisco aquellas cepas que presentan un 

patrón único. Se ha usado como marcador λ DNA digerido 

con la endonucleasa Pst I (carrera m).  
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2.2. Amplificación por PCR de elementos delta 

 

Tal y como se describe en la Introducción, otra técnica muy utilizada para la 

caracterización de cepas de S. cerevisiae es la amplificación por PCR de elementos δ. Cuando 

aplicamos esta técnica a las mismas cepas que en el apartado anterior se observaron un total 

de 40 patrones de amplificación distintos y de la misma manera que en el caso anterior, se 

nombraron con una letra distinta cuando se trataba de patrones distintos. Los resultados se 

resumen en la Tabla 12 y la Figura 12 muestra ejemplos de los perfiles de amplificación 

obtenidos. 30 patrones de amplificación correspondieron a una única cepa (marcados con un 

asterisco en la Figura 12) y las 74 cepas restantes se incluyeron en  grupos (Gδ: 22 cepas; Jδ: 

34 cepas; Kδ: 5 cepas; Nδ: 3 cepas, Iδ, Lδ, Mδ, Oδ, Pδ, Sδ y AAδ: 2 cepas cada uno).  

A 

m   Aδ Bδ CδDδ Eδ Fδ Gδ Hδ Iδ Jδ Kδ Lδ Mδ Nδ Oδ PδQδ Rδ Sδ m    m  Tδ Uδ Vδ Wδ Xδ Yδ Zδ AAδABδACδADδAEδAFδAGδAHδAIδAJδ AKδ ALδAMδ m*  *  *  *   *  *     *                                *   *    *  *  *   *    *   *    *       *  *   *   *   *   *   *   *   *   *    *  *  

2000 —

600 —

100 —

(bp)

B 
Gδm  mAA δ J δ ANδ*

bp

600 —

100 —

  
 

 

Figura 12. Amplificación de elementos delta. Los 

productos de PCR obtenidos tras la amplificación con los 

cebadores δ1 y δ2, de los 7 aislados no clínicos y los aislados 

clínicos de S. cerevisiae, proporcionados por el Hospital Vall 

d’Hebrón (A) y de los 4 aislados proporcionados por el 

hospital La Fe (B). Las cepas con un único patrón de 

amplificación se marcaron con un asterisco. Se ha usado 

como marcador de peso molecular “100 bp DNA Ladder” de 

Gibco BRL (carrera m). 
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2.3. Combinación de ambas técnicas 

 

Al comparar el número de patrones diferentes que se obtuvieron con cada una de las 

técnicas, observamos que la amplificación por PCR de los elementos δ dio lugar a un mayor 

nivel de discriminación que el análisis de restricción del mtDNA. De hecho, de las 54 cepas 

que forman el patrón de mitocondrial Im, 33 fueron idénticas (grupo Jδ), tras aplicar la 

amplificación por PCR de los elementos δ, mientras que 20 se agruparon en 2 patrones 

diferentes (ver Tabla 12). Ya que el nivel de discriminación era diferente entre ambas 

técnicas, decidimos combinar los resultados de ambas, obteniéndose un total de 41 patrones 

compuestos: 30 fueron cepas individuales y 11 fueron grupos (Tabla 12). Entre las cepas 

individuales encontramos 4 de las cepas no clínicas (T73, CECT 1895, CECT 1462, CECT 

1492) y el resto correspondieron a aislados clínicos. Los 11 grupos difieren en el número de 

cepas que los componen, desde 21 y 34 para los grupos Gm/Gδ y Im/Jδ respectivamente, a 5 

para el grupo Im/Kδ, 3 para el grupo Km/Nδ y 2 para los grupos Im/Iδ, Im/Lδ, Jm/Mδ, Lm/Oδ, 

Im/Pδ, Mm/Sδ y Sm/AAδ. Algunos de estos grupos también difieren en el origen de las cepas, 

de hecho entre las 21 cepas que forman el grupo compuesto Gm/Gδ, la mayoría son aislados 

de heces, excepto las cepas Nº 7, 81 y F3 que fueron aislados de faringe, vagina y sangre 

respectivamente. En este patrón también se encuentra la cepa probiótica de S. boulardii, 

recuperada de una preparación comercial.  

Por lo que respecta al segundo grupo mayoritario, el patrón compuesto Im/Jδ, de entre 

las 34 cepas que lo componen, 15 provienen de heces, 10 de vagina, 6 del sistema respiratorio 

y 1 de sangre. Estas cepas comparten patrón compuesto con dos cepas de panadería de este 

estudio (Cinta Roja y Plus Vital).  

Por otro lado hemos encontrado que 5 cepas (nº 12, 18, 26, 41 y 42) que provienen 

del tracto gastrointestinal y presumiblemente se las puede considerar cepas comensales, 

también han sido aisladas de otros sitios del cuerpo. En concreto, la cepa nº 18 comparte 

patrón compuesto (Im/Kδ) con las cepas de origen vaginal nº 59, 64 y 66 y también con la 

cepa de origen respiratorio nº 87; las cepas 41 y 42 comparten el patrón compuesto Km/Nδ 

con la cepa nº 106, un aislado de orina del mismo paciente; la cepa nº 26 comparte el patrón 

compuesto Im/Lδ con la cepa de vagina nº 62; la cepa nº 12 con la cepa de vagina nº 57 

(Im/Iδ) y finalmente las cepas de origen respiratorio nº 84 y el aislado de sangre F20 

comparten el patrón compuesto Sm/AAδ. Sin embargo, también encontramos grupos 

homogéneos para el origen de aislamiento, como es el caso del grupo Jm/Mδ, que incluye 
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cepas aisladas del tracto respiratorio y los grupos Im/Pδ, Lm/Oδ y Mm/Sδ que incluyen aislados 

de vagina.  

 
Tabla 12. Patrones tipo obtenidos al aplicar la técnica de análisis de restricción del mtDNA y 

la amplificación por PCR de secuencias δ, así como patrones compuestos resultado de la 

combinación de las mismas 
Patrón mtDNA Patrón δ PCR Patrón compuesto Código de las cepas 
Am Aδ Am/Aδ T73 
Bm Bδ Bm/Bδ CECT1895 
Cm Cδ Cm/Cδ CECT1462 
Dm Dδ Dm/Dδ CECT1942 
Em Eδ Em/Eδ 5 
Fm Fδ Fm/Fδ 6 
Gm Gδ Gm/Gδ 7, 8, 9, 10, 23, 24, 25, 29, 34, 35, 36, 

37, 39, 40, 44, 46, 47, 48, 81, F3, 
Ultralevura 

Hm Hδ Hm/Hδ 11 
Im Iδ Im/Iδ 12, 57 
Im Jδ Im/Jδ 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 27, 

28, 30, 31, 38, 43, 54, 55, 58, 72, 73, 
74, 75, 76, 77, 79, 85, 91, 94, 95, 96, 
97, F27, Cinta roja, Plus vital. 

Im Kδ Im/Kδ 18, 59, 64, 66, 87 
Im Lδ Im/Lδ 26, 62 
Jm Mδ Jm/Mδ 32, 33 
Km Nδ Km/Nδ 41, 42, 106 
Lm Oδ Lm/Oδ 49, 80 
Im Pδ Im/Pδ 50, 56 
Im Qδ Im/Qδ 51 
Im Rδ Im/Rδ 52 
Im Gδ Im/Gδ 53 
Mm Sδ Mm/Sδ 60, 61 
Im Tδ Im/Tδ 65 
Nm Uδ Nm/Uδ 67 
Om Vδ Qm/Vδ 68 
Pm Wδ Pm/Wδ 71 
Im Xδ Im/Xδ 78 
Qm Yδ Qm/Yδ 82 
Rm Zδ Rm/Zδ 83 
Sm AAδ Sm/AAδ 84, F20 
Tm ABδ Tm/ABδ 88 
Im ACδ Im/ACδ 89 
Um ADδ Um/ADδ 90 
Vm AEδ Vm/AEδ 92 
Wm AFδ Wm/AFδ 98 
Xm AGδ Xm/AGδ 99 
Im AHδ Im/AHδ 101 
Ym AIδ Ym/AIδ 102 
Zm AJδ Zm/AJδ 103 
AAm AKδ AAm/AKδ 104 
Im ALδ Im/ALδ 105 
Im AMδ Im/AMδ 107 
ABm ANδ ABm/ANδ F15 
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3. Estudio de las relaciones filogenéticas mediante el análisis de secuencias del gen 

mitocondrial COX2  

 
Tal y como describe en la Introducción, existen numerosas técnicas empleadas para 

estudiar la diversidad genética entre aislados clínicos e industriales de S. cerevisiae 

(amplificación por PCR de elementos δ, análisis de microsatélites y el análisis de RFLP). 

Dichas técnicas basan su metodología en la tipificación de su DNA, obteniendo de ese modo 

patrones de DNA para cada cepa, que proporcionan información del grado de polimorfismo 

genético entre las cepas en estudio. Además, estas técnicas permiten también estimar el grado 

de relación entre microorganismos, de hecho muchos de los estudios realizados hasta el 

momento sobre biodiversidad de aislados clínicos presentan árboles filogenéticos inferidos 

por comparación de patrones de DNA (Hennequin y col., 2001; McCullough y col., 1998a; 

Posteraro y col., 1999; Posteraro y col., 2005). Sin embargo, las estimaciones basadas en la 

tipificación del DNA son menos precisas que las que se derivan de la comparación de 

secuencias, ya que constituyen medidas indirectas de la divergencia genética que no cumplen 

las premisas necesarias para su utilización en el análisis filogenético (Swofford y col., 1996).  

  Por todo ello, en este estudio decidimos profundizar en las relaciones filogenéticas 

que podrían existir entre los aislados clínicos y no clínicos de S. cerevisiae, caracterizados 

previamente en el apartado anterior (de Llanos y col., 2004; 2006a). Para ello se seleccionó el 

gen mitocondrial COX2 que codifica para la subunidad II del complejo citocromo-c oxidasa. 

Las filogenias basadas en las secuencias de dicho gen proporcionan relaciones filogenéticas 

más estrechas que cuando se emplean otras secuencias como las de rRNA. Además trabajos 

previos basados en el análisis de secuencias del gen COX2 (Belloch y col., 2000) o de 

secuencias de multigenes (Kurtzman y Robnett, 2003), han mostrado que este tipo de análisis 

proporcionan una gran resolución para establecer relaciones filogenéticas entre las especies 

del género Saccharomyces y otros géneros de levaduras como Kluyveromyces. 

 
Análisis filogenético de secuencias del gen COX2 

 

Para abordar dicho estudio se seleccionaron 22 cepas industriales, entre las que se 

encuentran las cepas comerciales de panadería y la cepa probiótica de S. boulardii, puesto que 

con el análisis genético anterior, habían mostrado el mismo patrón molecular que otros 

aislados clínicos. Entre los 101 aislados clínicos también se seleccionaron 36, en base a los 

patrones moleculares compuestos establecidos anteriormente tras combinar los patrones 

proporcionados por el análisis restricción del mtDNA y la amplificación de secuencias delta. 
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Para la obtención de las secuencias del gen COX2, seguimos la metodología descrita en el 

apartado de materiales y métodos. En la Figura 13 se muestra un árbol Neighbor-Joining 

construido a partir de las distancias nucleotídicas entre genes COX2 corregidas mediante el 

modelo de Kimura de 2 parámetros (Kimura, 1981) con una distribución gamma de tasas de 

sustitución (α = 1.38). El mejor modelo de evolución fue determinado mediante el test de 

relaciones de verosimilitud, utilizando los programas PAUP* y MODELTEST. 

Tal y como puede observarse a partir del árbol, no existen grupos filogenéticos bien 

diferenciados, es decir los aislados clínicos y las cepas industriales no forman poblaciones 

genéticas diferenciadas, sino que se encuentran entremezclados. Únicamente se observan dos 

grupos definidos, el formado por el grupo de cepas industriales ICV-17, 1479, 1882, 11.757, 

11.761 e ICV-16, que muestra un valor “bootstrap” del 99%, donde se incluye también el 

aislado genital Nº 52. El segundo grupo está formado por 3 aislados clínicos (Nº 60 y 62 e 

YJM 128), con un valor de “bootstrap” del 94%. Es muy interesante señalar que el aislado 

YJM 128 fue caracterizado en un trabajo previo como virulento (Clemons y col., 1994). 

Aunque para el resto de los aislados clínicos y las cepas industriales no se establecen grupos 

filogenéticamente claros, cabe destacar que con los datos de secuencias del gen COX2, se 

confirman los resultados establecidos en el apartado anterior al emplear las 2 técnicas 

moleculares. Las cepas industriales S. boulardii y las cepas panaderas de nuevo vuelven a 

encontrarse entremezcladas con un grupo de aislados clínicos de diferentes orígenes, 

mostrando cada grupo niveles de “bootstrap” suficientemente elevados (85% y 86% 

respectivamente), lo cual indica que los aislados que forman cada grupo podrían considerarse 

la misma cepa o bien cepas filogenéticamente muy cercanas, entre ellas y con las cepas 

industriales de panadería o S. boulardii, con las que se agrupan en cada caso. 
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YJM332 Vino
103 Respiratoria
1971 Cerveza
1883 Vino
13 Heces
100 Respiratoria
1483 Vino
34 Respiratoria
10392 Alpechín

S. cerevisiae S288C COX2
102 Respiratoria

1462 Cerveza
35 Respiratoria  
F3 Sangre
36 Heces
27 Heces
9 Respiratoria
38 Heces
111 S. boulardii
83 Genital

84 Heces
64 Genital
67 Genital
F27 Sangre
81 Genital
F15 Sangre
20 Heces
78 Genital
74 Genital
51 Genital
ICV-32 Vino
71 Cepa panadera
80 Genital
109 Bilis
53 Genital
79 Genital
77 Genital
YJM223 Sangre

ICV-17 Vino
1479 Vino
1882 Vino
11757 Velo
11761 Velo
ICV-16 Vino
52 Genital

92 Respiratoria
YJM128 Pulmón

60 Genital
50 Genital
10551 Velo
10431 Velo
10338 Velo

1881 Vino
1895 Vino

1897 Cerveza
43 Heces

86 Respiratoria 
F20 Sangre71

66
63

75

31
26

97

22
66

94

80

92

99

62

45
44

9

85

28

38

39

41

99

66

86

0.005

 

 

 

 

 

Figura 13. Árbol Neighbor-Joining. Árbol filogenético construido con el gen mitocondrial 

COX2 a partir de divergencias nucleotídicas y corregidas mediante el modelo Kimura de 2 

parámetros. Los valores sobre las ramas corresponden a los valores “bootstrap” determinados a 

partir de 1000 pseudo-réplicas de la matriz de secuencias. Las cepas que se muestran en color azul 

pertenecen a cepas industriales y las que se encuentran marcadas en rojo, a aislados clínicos de S. 

cerevisiae.  
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4. La cepa probiótica de S. boulardii y las cepas de panadería como posibles orígenes 

de infección en humanos 

 

Tanto la caracterización molecular como el análisis filogenético de COX 2 descritos 

anteriormente, han mostrado que únicamente las cepas comerciales de panadería (Cinta roja y 

Plus vital) y S. boulardii parecen tener una estrecha relación genética con un grupo de aislados 

clínicos, que las restantes cepas industriales. Este dato hace pensar que estas cepas 

industriales podrían haber sido el origen de colonización de dichos aislados clínicos en los 

pacientes donde han sido recuperados. En la Figura 14 se muestran las dos únicas 

agrupaciones entre aislados clínicos y cepas industriales en base al análisis molecular y al 

filogenético.  

71           C. panaderas

111         S. boulardii

27           Heces
36           Heces

38           Heces
9             Respiratoria

F3           Sangre

83           Genital

80           Genital

F27         Sangre

ICV- 32   Vino
86

85

41

66

99

Im/Jδ: 32 aislados clínicos.

Gm/Gδ: 20 aislados clínicos:

17 aislados de heces
1 aislado de vagina
1 aislados respiratorios
1 aislado de sangre

15 aislados de heces
10 aislados de vagina
6 aislados respiratorios
1 aislado de sangre

mtDNA x δ PCR

45
44

9

81           Genital
F15         Sangre
20           Heces
78           Genital
74           Genital
51           Genital

 
 

 

 

 

 

El primer posible caso de colonización exógena viene dado por dos cepas 

comerciales de panadería (Cinta roja y Plus vital), las cuales comparten el mismo patrón 

compuesto Im/Jδ que un grupo de 32 aislados clínicos, 15 aislados de heces, 10 aislados 

vaginales, 6 aislados del tracto respiratorio y 1 aislado de sangre, lo que indicaría la capacidad 

de estas cepas para crecer en diferentes ambientes. En este caso, la exposición exógena de 

estas cepas vendría dada a través de la ingestión de alimentos o bebidas. Además, el hecho de 

Figura 14. Dos posibles casos de colonización exógena. El análisis molecular y filogenético 

empleado reveló la agrupación de las cepas de panadería y la cepa de S. boulardii junto con un 

grupo de aislados clínicos de distinta procedencia.  
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que en este grupo también se encontrarse un aislado de sangre indicaría que las cepas de 

panadería podrían desarrollar una fungemia tras ser ingeridas.  

El segundo caso de posible colonización exógena viene dado por la cepa 

bioterapéutica S. boulardii, ya que comparte el patrón compuesto Gm/Gδ con 20 aislados 

clínicos, entre ellos 17 son de heces, 1 de vagina, otro de faringe y el último de sangre. La 

exposición exógena vendría dada por la administración oral de esta cepa como probiótico, 

explicando su presencia de forma mayoritaria en heces. Por otro lado, llama la atención la 

adquisición de esta cepa en faringe y vagina que podría explicarse por inhalación o 

autoinoculación respectivamente tras la manipulación de los paquetes y/o cápsulas 

comerciales de esta cepa. Por último, la presencia en sangre de S. boulardii  podría deberse a 

una contaminación venosa a través del uso de catéteres intravenosos.  

Estos resultados estarían mostrando, por un lado, que la exposición exógena a ambas 

cepas industriales (de panadería y S. boulardii) podría constituir un posible origen de 

colonización en humanos por cepas pertenecientes a S. cerevisiae. Además, el hecho de 

encontrar entre el grupo de aislados clínicos, dos recuperados de sangre, sugeriría que estas 

levaduras podrían tener un papel importante en el proceso infectivo que sufrieron los 

pacientes.  

 

¿Podemos establecer que los aislados clínicos que comparten el mismo patrón 

molecular que las cepas panaderas y que la cepa de S. boulardii tienen en éstas su 

origen? 

 

Para poder confirmar si, efectivamente, los aislados clínicos que se agrupan 

estrechamente en cada caso con las cepas panaderas y con S. boulardii, podrían tener un 

origen en panadería o un origen como agente terapéutico, se requería de un estudio 

exhaustivo de las características propias y distintivas de estas cepas de alimentos. Este estudio 

no pudo ser abordado para el grupo de aislados clínicos asociados a S. boulardii, ya que al ser 

una levadura recomendada para la prevención y tratamiento de diarreas, en concreto muy 

eficaz en el tratamiento de diarreas causadas por Clostridium difficile (Mc Farland y col., 1994), 

sus características como probiótico, fueron difíciles de analizar en nuestro laboratorio (tal y 

como se explica en el apartado de Discusión). Sin embargo, el estudio del posible origen de 

los aislados clínicos a partir de cepas panaderas con las que se agrupan pudo abordarse. Las 

cepas comerciales de panadería poseen una serie de propiedades fundamentales y únicas, no 

presentes en otras levaduras industriales, relacionadas tanto con su producción industrial 
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como con el proceso de panificación en el que van a ser empleadas, que pudieron ser 

estudiadas con mayor facilidad en el laboratorio. 

 

4.1. Posible origen de panadería de los aislados clínicos que comparten el mismo 

patrón molecular que la cepa Cinta roja 

 

En este apartado se han estudiado las características necesarias en el proceso de 

panificación: elevada actividad fermentativa en masas panarias y la actividad enzimática 

maltasa, necesarias para la obtención de un producto estable.  

 

4.1.1. Selección de cepas 

 

Las cepas comerciales de panadería, Cinta roja y Plus vital, incluidas en este trabajo 

están estrechamente relacionadas con 32 aislados clínicos con diferentes orígenes de 

aislamiento (Figura 13). Debido al elevado número de cepas que formaban dicho grupo, 

únicamente se seleccionaron 3 cepas con diferentes orígenes de aislamiento (el aislado de 

sangre F27; el aislado vaginal nº 75 y el aislado de heces nº 20), junto con las dos cepas 

vínicas T73 y ICV-30, utilizadas como controles negativos y la cepa comercial de panadería 

Cinta roja, que se utilizó como control positivo. Ya que los aislados clínicos han sufrido el 

paso por un hospedador, se creyó conveniente incorporar al estudio colonias recuperadas de 

riñón y cerebro extraídos de ratones BALB/c previamente inoculados con la cepa panadera 

Cinta roja. Estos ensayos realizados con ratones se describen en el apartado de patogenicidad 

y virulencia y constan básicamente de la inoculación intravenosa en la cola lateral de ratones, 

de una dosis de 2 x 107 UFC/mL de cada cepa a ensayo de S. cerevisiae, empleando tres cepas 

de ratones, entre ellas la cepa de ratones sanos BALB/c. Para realizar el seguimiento de la 

colonización de cada cepa de levadura, se sacrificaron dos ratones/cepa y se extrajeron el 

cerebro y riñones en diferentes momentos del ensayo. Es precisamente a partir de uno de 

estos ensayos, del cual se recuperaron colonias de los cerebros de ratones BALB/c 

previamente inoculados con la cepa panadera Cinta roja.  
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4.1.2. Propiedades de las cepas de panadería características del proceso de 

panificación  

 

Para comprobar la capacidad fermentativa y la actividad maltasa de las cepas 

seleccionadas, cada una de ellas se creció en placas de melaza, sustrato comúnmente 

empleado en la producción de biomasa celular en la industria de las cepas de panadería, y tras 

20 horas de incubación se obtuvo masa celular suficiente para proseguir con el estudio de la 

producción de CO2 y la determinación de la actividad enzimática maltasa, tal y como se 

describe en el apartado correspondiente de los Materiales y Métodos. 

 

a) Actividad fermentativa en Sistema modelo sintético LD 

 

 La determinación del gas desprendido durante el proceso de fermentación se realizó 

empleando un “fermentómetro” manufacturado (aparato Chittick), tal y como se describe en 

materiales y métodos. Dicho aparato permite cuantificar la cantidad de CO2 producido 

durante la fermentación, como la medida de desplazamiento de una solución manométrica 

contenida en una bureta graduada.  

 Las fermentaciones se realizaron empleando una masa panaria salada, líquida, libre de 

harina (Sistema modelo LD). Este sistema mimetiza la composición principal de azúcares de 

las masas panarias saladas (Panadero y col., 2005) y se emplea habitualmente para probar la 

capacidad fermentativa de nuevas cepas de panadería desarrolladas en programas de 

producción. Contiene sorbitol para reducir la actividad de agua, glucosa y maltosa, principales 

azúcares de las masas panarias, y amonio como única fuente de nitrógeno, contiene además 

vitaminas y minerales. 

En la Figura 15 se representan las curvas de fermentación para cada cepa a lo largo de 

los 180 minutos de duración del ensayo, observándose dos comportamientos fermentativos 

bien diferenciados al compararlos con las de la cepa panadera Cinta roja, que alcanza durante 

la fermentación niveles de CO2 superiores a 250 mL. Por un lado, se observó como el aislado 

de Cinta roja recuperado del cerebro de ratón BALB/c (CR-r) presentó niveles de CO2 

intermedios entre la cepa panadera original y los aislados clínicos, los cuales muestran niveles 

de CO2 entre los 150 y 200 mL. Por otro lado, las cepas vínicas T73 e YCV-30 empleadas 

como controles negativos, fueron capaces de fermentar de forma similar al resto de cepas 

mientras existió glucosa libre como fuente de carbono disponible en el medio LD, pero 

cuando dicha fuente de carbono se agotó y solo quedó la maltosa disponible, pararon sus 
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actividades fermentativas y a partir de ese momento mantuvieron niveles muy bajos y 

constantes hasta el final del ensayo, inferiores a 100 mL de CO2. Estos datos indicarían que 

los aislados clínicos F27, Nº 20 y 75 tendrían la capacidad de fermentar la masa panaria libre 

de harina del Sistema modelo,  que no tienen las levaduras vínicas analizadas. 
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De estos tres comportamientos fermentativos es muy destacable la pérdida de 

capacidad fermentativa que experimentó el aislado de Cinta roja recuperado del cerebro de 

ratón BALB/c (CR-r), respecto a la original (CR), que podría estar indicando que el paso de 

esta cepa por el hospedador produce en ella una perdida en su capacidad fermentativa 

original. Este mismo comportamiento se observó en los aislados clínicos con respecto a la 

cepa CR e incluso con respecto a CR-r. Estos aislados clínicos fueron capaces de llevar a 

Figura 15. Curvas de producción de CO2 de las cepas en estudio durante el proceso 

fermentativo en sistema modelo LD. La desviación estándar de cada punto y para cada cepa no 

se muestra en las curvas, pero siempre fueron menores al 5%. Cada punto representa la media de la 

medida de producción de gas a partir de tres experimentos independientes.  
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cabo una fermentación de masa panaria, pero con niveles inferiores a los de la cepa original, 

pero muy similares a los de CR-r. Estos resultados parecen indicar que el paso de esta cepa 

por un hospedador estaría produciendo cambios como la perdida de capacidad fermentativa. 

Además se comprobó que este fenómeno se observaba con independencia de la cepa de 

ratón de la cual se recuperaban las colonias (BALB/c; DBA/2N e ICR/Swiss) y del órgano 

de aislamiento (cerebro o riñón).  

 

b) Actividad enzimática maltasa 

 

 La tasa de producción de gas de las cepas de panadería depende de la formulación 

de la masa panaria, de parámetros concretos de la fermentación y específicamente de las 

características intrínsecas de las cepas de panadería. Uno de esos parámetros importantes que 

determina la actividad fermentativa de S. cerevisiae en masas panarias con bajo contenido en 

azúcar, son precisamente los niveles de maltasa. La determinación de la actividad enzimática 

maltasa se realizó empleando un método colorimétrico, tal y como se describe en Materiales y 

métodos. Un buen rendimiento en la elevación de las masas panarias ha sido correlacionado 

con altos niveles en la actividad maltasa y en la tasa fermentativa (Beudeker y col., 1990). En 

la Figura 16 se muestran los niveles de actividad maltasa observados para las diferentes cepas 

ensayadas.  
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Figura 16. Niveles de actividad maltasa. Los valores se han expresado como las medias y 

desviaciones de tres experimentos independientes. Las cepas ensayadas son CR: (cepa comercial); 

CR-r (el aislado de Cinta roja recuperado del cerebro de ratón BALB/c); Nº 75 (aislado genital); 

Nº 20 (aislado de heces); F27 (aislado de sangre); T73 e ICV-30 (cepas vínicas). 
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Los resultados muestran un comportamiento similar al observado en las 

fermentaciones, correlacionándose perfectamente ambos parámetros. La cepa de panadería 

comercial CR mostró los niveles más elevados, seguidos del conjunto de los aislados clínicos 

y el aislado recuperado de CR del cerebro de ratones BALB/c (CR-r), siendo el aislado de 

sangre F27 el que mostró el nivel más bajo, aunque significativo. Por último las cepas vínicas 

no mostraron ninguna actividad maltasa, corroborando lo que exponíamos anteriormente, 

estas cepas fermentaron el medio LD mientras existía glucosa libre y disponible en el mismo. 

Una vez agotada esta fuente de carbono, la fermentación se detuvo, ya que no son capaces de 

metabolizar la maltosa presente en el medio por no disponer de la enzima maltasa.  

 

 

5. Discusión 

 

S. cerevisiae, es una levadura considerada tradicionalmente de uso industrial y, aunque 

puede colonizar los tractos respiratorio, genitourinario y gastrointestinal de humanos, 

realmente no se sabe si es verdadera comensal en el hombre. La incidencia de los aislados 

clínicos de S. cerevisiae no es significativa comparada con la de otras cepas de levaduras del 

género Candida. De hecho en un trabajo realizado por Xu y col., (1999) en el que se estudió la 

colonización por diferentes levaduras en mujeres, observaron que sólo 2 de cada 80 aislados 

de levaduras eran S. cerevisiae. En los últimos años, la presencia de S. cerevisiae se ha 

incrementado significativamente en muestras clínicas. En el caso concreto de nuestro estudio, 

96 aislados de S. cerevisiae han sido recuperados en el hospital Vall d’Hebrón de Barcelona en 

un periodo de unos 6-7 años (de Llanos y col., 2004). 

El hecho de que la proporción de aislados clínicos de levaduras atribuidos a              

S. cerevisiae se haya incrementado, probablemente venga dado por el desarrollo de nuevos 

sistemas comerciales de identificación para aplicación clínica, que permiten diferenciar entre 

S. cerevisiae y Candida sp, las levaduras más comunes que causan fungemia. En nuestro caso, 

los dos hospitales que aportaron muestras para el estudio, usaron dos sistemas comerciales 

para la identificación de las cepas, el sistema AMS-Vitek Yeast-Card y el sistema API-32C. La 

fiabilidad de estos sistemas comerciales se evaluó comparando los resultados de sus 

identificaciones con los que nos proporcionó el análisis de restricción de la región ribosómica 

5,8S-ITS. Este método molecular es muy útil para la identificación a nivel de especie (Esteve- 

Zarzoso y col., 1999) y ha sido aplicado con éxito para fines médicos en la diferenciación de 

especies de Saccharomyces genotípicamente diferentes (McCullough 1998a). Los resultados han 
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demostrado que los sistemas comerciales utilizados por los hospitales son capaces de 

discriminar las especies de S. cerevisiae de otras especies de levaduras clínicas, de hecho 100 de 

los 105 aislados clínicos atribuidos a esta especie estuvieron bien identificados (95,24% de 

fiabilidad). 

Respecto a la caracterización a nivel de cepa, es necesario utilizar herramientas que 

den un alto nivel de discriminación. En el caso de S. cerevisiae, trabajos previos de nuestro 

grupo en caracterización de cepas vínicas (Querol, 1992 a,b y Querol 1994; Guillamón, 1996; 

Fernández-Espinar, 2001), nos han mostrado que el análisis de restricción del mtDNA y la 

amplificación por PCR de elementos δ podrían ser herramientas adecuadas, por ello 

aplicamos también estas técnicas a la caracterización de aislados clínicos de S. cerevisiae. El 

análisis de restricción del mtDNA identificó 21 cepas individualmente y el resto de cepas las 

separó en 7 grupos. Por otro lado, al aplicar la amplificación por PCR de secuencias δ, se 

identificaron 30 cepas individuales y 10 grupos que agruparon el resto de cepas. Ambas 

técnicas muestran un fácil manejo, pudiendo considerarse útiles para el análisis rutinario de 

levaduras de carácter clínico. Por una parte, la técnica basada en la amplificación por PCR de 

secuencias delta parece más conveniente utilizarla rutinariamente, ya que además de mostrar 

un mayor nivel de discriminación, es una técnica rápida y además muestra la ventaja de que 

en la reacción de PCR se puede utilizar tanto DNA purificado como de muestra de una 

colonia e incluso se podrían utilizar muestras de tejidos humanos o fluidos, tras realizar las 

adaptaciones apropiadas. Pero esta técnica tiene ciertas desventajas y es que genera patrones 

menos estables, que dependen de la cantidad de DNA de muestra. Sin embargo, el análisis 

del mtDNA es muy reproducible y su aplicación es recomendable especialmente cuando los 

resultados de diferentes laboratorios deben ser comparados.  

Aunque estas técnicas permiten tipificar las levaduras a nivel de cepa y nos pueden 

dar una idea de lo similares que pueden ser unas cepas de otras, no nos proporcionan 

información de las relaciones filogenéticas entre aislados. Por ello se decidió realizar un 

análisis filogenético basado en secuencias del gen mitocondrial COX2. Estudios previos 

llevados a cabo por Belloch y colaboradores (2000) mostraron la gran utilidad de esta técnica 

en el análisis filogenético del género Kluyveromyces. El estudio filogenético llevado a cabo en 

este trabajo ha permitido comprobar que entre los aislados clínicos y las cepas industriales no 

se observan poblaciones genéticamente diferenciadas. Ambos tipos de cepas se agrupan 

juntas en dos grupos genéticamente diferenciados. Por otro lado ha sido interesante 

comprobar que mediante este estudio filogenético se obtuvieron los mismos resultados que 

las técnicas moleculares empleadas. De nuevo, las cepas panaderas (Cinta roja y Plus vital) y 
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el preparado probiótico de S. boulardii se agrupan junto a un grupo de aislados clínicos, 

confirmando así la gran proximidad que hay entre ellos y planteándose para estas cepas 

industriales dos posibles casos de colonización exógena. 

 

Asociación entre los aislados clínicos y no clínicos 

 

Ya que las exposiciones externas de S. cerevisiae ocurren en su mayoría a través de la 

ingestión de alimentos y bebidas, resulta interesante estudiar la asociación genética entre 

cepas de origen clínico y de origen alimentario. Las 6 cepas industriales escogidas para este 

propósito, se seleccionaron en base a su procedencia industrial y en base a datos de secuencia 

de levaduras aisladas de distintos alimentos, que se habían estudiado en trabajos previos 

realizados en nuestro laboratorio (Fernández-Espinar y col., 2000 y 2003). Ya que otra forma 

de exposición exógena de esta especie de levadura ocurre a través del tratamiento terapéutico 

con S. boulardii, considerada actualmente como S. cerevisiae (McCullough y col., 1998b), se 

decidió incluir en este estudio una cepa de la misma, obtenida de un preparado comercial. 

Con respecto al mecanismo de colonización, los agrupamientos obtenidos al 

combinar los resultados de ambas técnicas (40 patrones compuestos: 30 fueron cepas 

individuales y 10 grupos), mostraron que no hay un elevado grado de polimorfismo entre las 

cepas clínicas analizadas, de hecho solo un 27% de las cepas presentaron un patrón 

compuesto distintivo. Para estas cepas, una fuente de transmisión común o el contacto 

persona a persona, no parece explicar el origen de colonización y tampoco pudo establecerse 

la asociación entre cepa y lugar específico del cuerpo. En cuanto a las cepas no clínicas, solo 

las cepas de panadería y la cepa de S. boulardii se relacionaron genéticamente con cepas 

clínicas de este estudio. Las dos cepas de panadería (Cinta roja y Plus vital), compartieron el 

patrón compuesto Im/Jδ con un grupo de 32 aislados clínicos, uno de los mayores grupos 

clínicos. Entre estas cepas se encontraron 15 aislados de heces, 10 aislados de vagina, 6 

aislados del tracto respiratorio y un aislado de sangre, lo que indicaría la capacidad de estas 

cepas de crecer en diferentes ambientes. La presencia de levaduras de panadería en humanos 

ha sido descrita por varios autores (Hennequin y col., 2001; McCullough y col., 1998a; 

Posteraro y col., 1999; Wilson y col., 1988) y la fuente de colonización ha sido evaluada en 

algunos casos empleando métodos de tipificación del DNA, determinando que ésta puede ser 

gastrointestinal, por autoinoculación digital, o sexual (Posteraro y col., 1999). Cabe destacar 

que esta es la primera vez que una levadura relacionada con las de panadería se aísla de sangre 

(aislado F27), indicando que levaduras asociadas con alimentos son capaces de desarrollar 
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una infección si tiene lugar la entrada exógena de las mismas a través de alimentos y/o 

bebidas o bien por su manipulación industrial o en el hogar bajo la forma de preparados 

comerciales. 

Otro origen exógeno se puede postular para el caso de los 20 aislados clínicos que 

comparten el patrón compuesto Gm/Gδ con la cepa bioterapéutica S. boulardii. Esta cepa es 

administrada para el tratamiento de casos severos de diarrea y generalmente se tolera bien y 

sin efectos secundario. Sin embargo, los estudios de colonización relacionados con esta cepa 

se han considerado de gran interés desde que en la literatura clínica ha sido descrita como 

responsable de numerosos casos de fungemia (Enache-Angoulvant y Hennequin, 2005; 

Hennequin y col 2000). Las cepas clínicas del grupo Gm/Gδ provienen principalmente de 

heces (89, 5%), pero también de faringe (Nº 7), vagina (Nº 8) y sangre (F3). Este resultado 

muestra que en este caso sí que existe asociación entre la cepa y el lugar de aislamiento (el 

tracto intestinal). La presencia de esta cepa en el tracto digestivo indicaría que S. boulardii ha 

sido administrada oralmente o ingerida voluntariamente por esos pacientes y ha permanecido 

en el intestino sin efectos negativo, ya que estudios previos muestran que no se encontró     

S. boulardii en pacientes no tratados (Hennequin y col., 2001). Sin embargo, la presencia de    

S. boulardii en faringe (nº 7) y vagina (nº 81) es menos frecuente. En el primer caso la 

adquisición de la cepa terapéutica podría darse por contaminación aérea al realizarse la 

apertura de los paquetes o cápsulas en las inmediaciones de las camas de los pacientes, como 

se muestra en otros casos (Hennequin y col., 2000) y la colonización del tracto respiratorio 

nos estaría indicando que S. boulardii podría diseminarse a través de la mucosa oral. Con 

respecto a la cepa de origen vaginal, ya que la paciente fue una trabajadora del hospital Vall d’ 

Hebrón, la presencia de esta cepa en vagina podría venir dada por una autoinoculación a 

través de las manos contaminadas durante la manipulación de cápsulas (dato no disponible). 

Por último, con respecto a la presencia de S. boulardii en sangre (cepa F3), la explicación 

podría venir de un lado, por una posible administración de esta cepa terapéutica para tratar 

una diarrea asociada con la administración de antibióticos, ya que se trataba de una niña de 1 

año, hospitalizada en la Unidad de Cuidados Intensivos de Pediatría del hospital La Fe. En 

este caso podría haber tenido lugar una translocación a través de la barrera intestinal, tal y 

como se ha descrito en otros casos (Lherm y col., 2002). Sin embargo, en su historial no 

había constancia de si dicha paciente había recibido tratamiento con S. boulardii. Otra 

explicación de esta fungemia podría venir por una contaminación venosa a través del uso de 

catéteres vasculares. Esta ruta de contaminación ha sido referida por varios autores (Enache-

Angoulvant y Hennequin, 2005; Hennequin y col., 2000; Perapoch y col., 2000), de hecho 
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recientemente Herbrecht y Nivoix (2005) han revisado los efectos adversos de la 

administración del probiótico S. boulardii en pacientes con una salud frágil o con un catéter 

central venoso. 

La colonización humana de las cepas de panadería y la cepa probiótica está 

relacionada probablemente por su gran nivel de manipulación por parte de los consumidores, 

en contraste con cepas de vino y cerveza, las cuales no aparecen relacionadas con muestras 

clínicas en este estudio.  

 

Capacidad para causar infección  

 

Tras analizar los resultados parece claro que existe cierta capacidad de colonización 

en ciertos subtipos genéticos, en particular se cumpliría para los casos de las cepas 

comerciales de panadería (Cinta roja y Plus vital) y S. boulardii, ya que sus patrones de DNA 

han sido identificados respectivamente entre un 32,3% y un 19, 8% de los aislados clínicos en 

este estudio. Cabe por tanto preguntarse si existe una asociación entre la capacidad de 

colonizar humanos y la capacidad para causar una infección. Esta pregunta se puede 

contestar en parte a la vista de los resultados obtenidos para las cepas de panadería (Cinta 

roja y Plus vital) y la cepa de S. boulardii. Las cepas comerciales de panadería son idénticas a 

las cepas 75, 76, 77 y 79 aisladas de 3 pacientes con síntomas de infección vaginal. Trabajos 

previos en los que utilizaron otros métodos genotípicos como RFLPs del DNA total, usando 

la endonucleasa Eco RI (McCullough y col., 1998b) y microsatélites (Hennequin y col., 2001) 

encontraron que las cepas de panadería pueden ser inoculadas desde fuentes externas a la 

vagina, donde podrían causar una infección. Nuestros datos proporcionan evidencias de que 

estas cepas comercialmente disponibles, poseen propiedades asociadas con virulencia puesto 

que han sido capaces de causar infecciones entre pacientes, presumiblemente 

inmunocompetentes. A su vez la cepa de S. boulardii empleada fue indistinguible del aislado 

81, procedente de la vagina de una paciente con vulvovaginitis. Entre las pacientes con 

infección sintomática en vagina, ninguna estaba embarazada o inmunocomprometida y 2 eran 

trabajadoras del Hospital Vall d’ Hebrón. Estos datos apoyan la idea de que ciertos factores 

de predisposición, como el embarazo, podrían no ser importantes en la patogenicidad 

mientras que el contacto con una fuente exógena podría haber predispuesto a estas mujeres a 

una infección sintomática. El hecho de que sólo algunos individuos colonizados por estas 

levaduras manifiesten una infección podría depender de la concentración de levaduras 

existente en la fuente de contaminación exógena.  
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¿Realmente tienen un origen panadero los aislados clínicos próximos a las cepas 

panaderas? 

 

Sin duda la combinación de las técnicas moleculares para la caracterización de 

levaduras a nivel de cepa y el estudio filogenético realizado en base al análisis de secuencias 

del gen mitocondrial COX2, nos ha permitido confirmar la estrecha relación entre ciertos 

aislados clínicos y dos cepas industriales, S. boulardii y las cepas panaderas. Estas cepas 

habrían podido colonizar y por tanto potencialmente causar una fungemia a través de las 

diferentes vías de entrada exógena, descritas anteriormente. Estos estudios han permitido 

establecer unas hipótesis sobre el origen de los aislados clínicos en cada caso, bien a partir de 

una cepa panadera o bien de una cepa probiótica, pero solo en el caso de las cepas panaderas 

ha sido posible comprobar que efectivamente algunos de los aislados clínicos pudieron tener 

un origen en cepas de panadería. Por lo que respecta a las características de S. boulardii como 

probiótico, aunque no están claras, radican principalmente en el efecto que tienen en el 

hospedador, como son su crecimiento rápido que favorece la disminución de la 

concentración de otros microbios al competir eficientemente por los nutrientes, o por el 

supuesto efecto trófico que producen sobre el intestino delgado del hospedador al liberar 

espermita y espermidina (Buts y col., 1994). Van der Aa Kühle y colaboradores (2005) 

estudiaron in vitro ciertas propiedades probióticas, como son la tolerancia a pH bajo y la sales 

biliares, la adhesión a células epiteliales del intestino y el efecto sobre la respuesta pro-

inflamatoria en las células epiteliales del intestino expuestas a bacterias patógenas. Sin 

embargo, estos estudios eran muy difíciles de llevar a cabo en nuestro laboratorio, ya que la 

puesta a punto hubiera sido compleja y no era uno de los objetivos planteados en este 

trabajo. 

Las cepas comerciales de panadería son cepas de S. cerevisiae domesticadas, que han 

sido seleccionadas y optimizadas para aplicaciones en panadería. Muchas de ellas son 

homotálicas con un alto grado de ploidía y baja habilidad de esporulación (Randez-Gil y col., 

2003). Además, exhiben polimorfismo a nivel de cromosomas, así como reorganizaciones 

cromosómicas con múltiples translocaciones. Estas características especiales han sido 

resultado de una selección natural para adaptarse evolutivamente junto con sucesivas 

aplicaciones de programas de mejora. Finalmente la selección de estas cepas se realiza en base 

a la robustez, tasa de crecimiento o capacidad fermentativa. Teniendo en cuenta dichas 

características, las cepas seleccionadas se crecieron en placas de melaza, puesto que es el 

sustrato de crecimiento común en la industria panadera para la producción de biomasa 
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celular, procediendo posteriormente a la medida de la tasa de producción de CO2, que causa 

el levantamiento de las masas panarias como resultado de la fermentación alcohólica de las 

levaduras, analizando también la actividad enzimática maltasa. Tras examinar dichos 

parámetros, observamos que efectivamente los tres aislados clínicos seleccionados cumplen 

los requisitos más importantes en panadería, presentan una alta tasa fermentativa, unidas a 

altos niveles de actividad maltasa. Pero quizás lo más llamativo de los resultados observados 

ha sido la disminución en la actividad fermentativa y en la actividad maltasa de los aislados 

clínicos respecto a la cepa original de panadería Cinta roja. Este hecho indicaría que los 

aislados clínicos han sufrido modificaciones tras pasar por el hospedador humano, entre ellas 

la pérdida de capacidad fermentativa y de actividad maltasa. Y sin duda estos cambios se han 

producido, ya que observamos comportamiento similar en los aislados recuperados de 

ratones BALB/c inoculados con Cinta roja, los cuales mostraron igualmente una 

disminución en su capacidad fermentativa y en la actividad maltasa. Por tanto el paso a través 

de un hospedador, sea el ratón para la cepa CR-r, como el humano para los aislados clínicos, 

ha producido ciertos cambios en dichas cepas, modificando ciertas características de 

panadería, quizás como consecuencia de una adaptación de estos aislados a un nuevo 

ambiente, el hospedador. Con todo ello podríamos confirmar que los aislados clínicos 

estudiados, Nº 20, 74 y F27 tuvieron un origen en una cepa panadera, y por tanto su vía de 

entrada pudo ser efectivamente a través de la ingestión, autoinoculación o contaminación a 

través de las manos.  
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En el estudio anterior, 101 aislados clínicos se identificaron como la especie              

S. cerevisiae, empleando el análisis de restricción de la región ribosomal 5,8S-ITS, lo cual 

confirmaba la fiabilidad de los sistemas comerciales AMS-Vitek Yeast-Card y API-32C 

empleados por los hospitales para la detección de levaduras. Por otro lado, el empleo del 

análisis de restricción del mtDNA y la amplificación por PCR de elementos δ, técnicas 

moleculares para la caracterización de levaduras a nivel de cepa, en combinación con el 

estudio filogenético realizado en base al análisis de secuencias del gen mitocondrial COX 2, 

nos ha permitido confirmar la estrecha relación que existe entre ciertos aislados clínicos y dos 

cepas industriales, S. boulardii y las cepas panaderas, planteándose para estas cepas industriales 

dos posibles casos de colonización exógena. Concretamente el origen de panadería pudo ser 

comprobado para algunos aislados clínicos, al cumplir las características propias de estas 

cepas industriales, alta actividad fermentativa y maltasa.  

La estrecha asociación que estas cepas industriales tienen con grupos de aislados 

clínicos con diferentes orígenes de aislamientos, sangre, heces, vagina, así como aislados 

responsables de ciertas infecciones, plantea el objetivo que se desarrolla en este capítulo, 

determinar si existen diferencias en la virulencia de los aislados clínicos y las cepas 

industriales de S. cerevisiae, prestando una mayor atención al preparado probiótico y las cepas 

panaderas, por su relación molecular con aislados de sangre asociados con fungemia. Para 

ello, se ha abordado un estudio de rasgos fenotípicos que se conocen como rasgos de 

virulencia para otras especies de levaduras patógenas oportunistas, como C. albicans o           

C. neoformans y que pueden estar implicados en el mecanismo de infección de S. cerevisiae, y 

que fueron tratados con detalle en la Introducción. Con este estudio comparativo entre 

aislados clínicos y no clínicos se pretende conocer si existen rasgos fenotípicos asociados a la 

virulencia de esta levadura y en caso afirmativo si son diferentes en ambos tipos de aislados. 

El potencial patógeno de algunos aislados clínicos de S. cerevisiae, se ha estudiado empleando 

modelos murinos de infección sistémica y se han comparado con la de algunas cepas 

industriales. Con ello, se pretende confirmar si existe alguna relación entre los rasgos 

fenotípicos estudiados y la virulencia in vivo de las cepas de S. cerevisiae ensayadas. Además, 

nos permitirá conocer la capacidad de estas cepas de invadir órganos y causar muerte. Por 

último, se ha empleado una técnica que se conoce actualmente como inmunoproteómica, se 

trata de la combinación de la electroforesis bidimensional y el análisis mediante Western blot. 

Para ello se emplea como anticuerpo primario, suero inmune de ratones infectados con las 

diferentes cepas de S. cerevisiae con el fin de determinar la existencia de marcadores de una 

infección causada por dicha levadura. 
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1. Estudio de rasgos de fenotípicos asociados con virulencia  

 

Como se ha mencionado en la Introducción, los microorganismos patógenos poseen 

una variedad de factores de virulencia que les van a permitir eludir las defensas del 

hospedador y de esa manera incrementar su virulencia. Existen numerosos trabajos que 

han abordado la identificación de los rasgos de virulencia que están relacionados con el 

desarrollo de las infecciones causadas por bacterias o levaduras (Hogan y col., 1996). 

Estudios previos, aunque escasos, han puesto de manifiesto que existe una clara relación 

entre la capacidad de crecer a altas temperaturas, el crecimiento pseudofilamentoso y la 

actividad proteasa con la capacidad patogénica de los aislados clínicos de S. cerevisiae 

(Clemons y col., 1994). Concretamente la capacidad de crecer a 42º C y el crecimiento 

pseudofilamentoso están muy correlacionados con la capacidad de persistir y proliferar en 

sistemas in vivo (McCusker y col., 1994b). De manera que dichos rasgos fenotípicos se 

propusieron como posibles rasgos asociados a la virulencia de S. cerevisiae. Con el fin de 

profundizar más en la patogénesis de S. cerevisiae, en el presente trabajo se planteó realizar 

un estudio comparativo entre aislados industriales y clínicos en cuanto a ciertos rasgos de 

virulencia asociados a otros microorganismos patógenos. Este estudio será útil para 

comprender si existen diferencias entre los distintos aislados que puedan explicar la 

presencia de algunos de ellos en humanos. 

 

1.1. Crecimiento a altas temperaturas 

 

 El estudio de la capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas se realizó 

mediante la siembra por goteo de 5 µL de diluciones específicas para cada temperatura, 

sobre placas de GPYA que se incubaron a las temperaturas de 28, 37, 39 y 42º C, tal y 

como se describe en el apartado 4.1 de Materiales y Métodos. La temperatura de 28º C se 

seleccionó como control positivo de crecimiento para este ensayo, puesto que se considera 

como la temperatura óptima de crecimiento para S. cerevisiae. Las temperaturas de 37º C y 

39º C se seleccionaron por ser dos temperaturas que se observan habitualmente en 

pacientes febriles. Sin embargo, el crecimiento a 42º C se testó ya que en datos previos de 

McCusker y colaboradores (1994a y b), mostraron que es una característica no solo 

asociada al origen clínico de los aislados, sino que además está relacionada con los aislados 

virulentos de S. cerevisiae.  
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La capacidad de crecimiento a las diferentes temperaturas se evaluó para el total de 

los 101 aislados clínicos, las 17 cepas industriales (ver Tabla 8 de Materiales y Métodos) y 

las 3 cepas control con diferentes grados de virulencia (YJM128, alta; YJM 332, media y 

YJM223, baja virulencia) caracterizadas y descritas por McCuster y colaboradores (1994a). 

En la Figura 17 se muestran algunos ejemplos del crecimiento observado para algunas 

cepas industriales y aislados clínicos, sobre las placas de GPYA, a las diferentes 

concentraciones inoculadas correspondientes a 39 y 42º C. El crecimiento a 39º C de las 

cepas industriales y los aislados clínicos fue bastante homogéneo, es decir, en general todas 

las cepas crecieron bien hasta la última dilución inoculada. Sin embargo a 42º C se 

observaron diferencias en el crecimiento entre las cepas industriales y los aislados clínicos. 

Entre las cepas industriales el crecimiento máximo observado fue el mostrado por la cepa 

de S. boulardii y la cepa panadera Cinta roja, no excediendo de la dilución 10-1. Mientras que 

entre los aislados clínicos se observaron diferentes tipos de crecimiento, tanto aislados 

capaces de crecer hasta la última dilución, como otros que apenas crecieron y lo hicieron en 

forma de colonias pequeñas y solo en las primeras diluciones. Para poder comparar entre 

cepas y sus capacidades de crecimiento a las diferentes temperaturas, los resultados se 

codificaron de forma que se consideró crecimiento positivo, a la capacidad de crecimiento 

al menos en la primera gota, que correspondía con el cultivo directo con una DO de 0,3-

0,4. Tras analizar los resultados de crecimiento de las 118 cepas a las 4 temperaturas, se 

observó que la capacidad de crecimiento a 37 y 39º C no era una característica 

discriminatoria, puesto que tanto la mayoría de los aislados industriales como los aislados 

clínicos crecieron bien a ambas temperaturas. Aunque existieron excepciones tanto entre 

las cepas industriales como entre los aislados clínicos, concretamente las cepas vínicas de 

referencia CECT 10.551, CECT 10.431, CECT 10.338 y CECT 1479, que fueron capaces 

de crecer a 37º C, pero no a 39º C y los casos de la cepa de cerveza CECT 1942 y el aislado 

de heces Nº 11 que fueron incapaces de crecer a ambas temperaturas.  

Puesto que las diferencias en la capacidad de crecimiento se observaron a las 

temperaturas más altas, únicamente se muestran resumidos los resultados observados para 

las temperaturas de 39º C y 42º C (Figura 18). Mientras que a 39º C muy pocas cepas 

fueron incapaces de crecer, tal y como se comentó anteriormente, a 42º C se encontraron 

diferencias significativas entre los aislados clínicos y las cepas industriales, de hecho tras 

aplicar un análisis estadístico empleando el test de X2 (STATGRAPHICS VER. 5.1), se 

determinó un p valor de 0,0001 (P < 0,05 se considera significativo). A dicha temperatura 

solo 4 cepas industriales (23%) fueron capaces de crecer: la cepa de panadería Cinta roja, la 
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cepa de S. boulardii, la cepa vínica ICV-32 Uvaferm PM y la cepa de control medio de 

virulencia YJM332, que proviene de vino. Sin embargo, entre los aislados clínicos el 79% 

fue capaz de crecer a 42º C y por tanto se puede concluir, que existe una relación entre la 

capacidad de crecer a altas temperaturas y el origen clínico de S. cerevisiae. 
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Figura 17. Ejemplos del crecimiento observado para las cepas industriales y aislados 

clínicos. El crecimiento se llevó a cabo sobre placas de GPYA, sembrando por goteo 5 µL de 

cada una de las concentraciones específicas, establecidas para cada temperatura. A partir del 

cultivo directo de una DO de 0,3-0,4 se realizaron todas las diluciones correspondientes para 

cada una de las cepas ensayadas.  
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1.2. Secreción extracelular de proteasas y fosfolipasas 

 

 La secreción extracelular de enzimas se considera una propiedad muy importante en 

la patogénesis de levaduras patógenas oportunistas como C. albicans y Cryptococcus neoformans, 

siendo la actividad proteasa (Naglik, 2003) y fosfolipasa (Ghannoum, 2000) las actividades 

enzimáticas más importantes. En el caso de S. cerevisiae, McCusker y colaboradores (1994a) 

estudiaron la producción de proteasas entre aislados clínicos y no clínicos de esta levadura y 

no establecieron relación alguna entre dicha actividad enzimática y el origen de aislamiento 

de los aislados. Sin embargo, no se ha encontrado información alguna sobre la secreción de 

fosfolipasas y su relación con aislados clínicos de S. cerevisiae, aunque se conoce que esta 

levadura posee dicha actividad enzimática (Witt y col., 1982; Witt y col., 1984 a y b; Lee y 

col., 1994; Kyung y col., 1994). Por lo cual se creyó interesante estudiar esta actividad 

enzimática, además de la actividad proteasa, tanto en aislados clínicos como industriales. 

Para ello se emplearon métodos cualitativos de crecimiento en placas, descritos 

específicamente para cada actividad enzimática, en las cuales se sembraron por goteo 5µL 

de un cultivo directo con una DO de 0,3-0,4 que se lavó y resuspendió en solución salina, 

Figura 18. Porcentaje de crecimiento a 39 y 42º C de las cepas industriales y los aislados 

clínicos de S. cerevisiae. Se consideró crecimiento positivo cuando las levaduras eran capaces 

de crecer, al menos, en la primera gota que corresponde con el inóculo directo de crecimiento 

de una DO de 0,3-0,4.  
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para eliminar cualquier resto del medio de cultivo YPD (ver apartado 4.2 de materiales y 

métodos). 

La actividad proteasa se determinó empleando el medio de cultivo en placas de agar 

que contiene seroalbúmina fetal (BSA), descrito por Aoki y colaboradores (1994), que ha 

sido empleado en el estudio de esta actividad enzimática tanto en C. albicans (Kantarcioğlu y 

Yücel, 2002) como en C. neoformans (Vidotto y col., 2000). La digestión del BSA da lugar a 

un halo de precipitado blanco alrededor de las colonias como consecuencia de la actividad 

proteolítica.  

La actividad fosfolipasa se determinó en placas de medio Yema de huevo (Price y 

col., 1982), se trata de un medio que contiene gran cantidad de fosfolípidos, 

predominantemente fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina. Un resultado positivo se 

determina tras la aparición de una zona de precipitación bien definida, blanca y densa 

alrededor de la colonia. Esta zona blanca se debe probablemente a la formación de un 

complejo de calcio con los ácidos grasos libres por la acción de la actividad fosfolipasa 

sobre los fosfolípidos presentes en la yema de huevo. No es un método específico de la 

actividad fosfolipasa en sí, puesto que la yema de huevo es un sustrato donde actuarán 

tanto fosfolipasas por contener fosfolípidos, como lipasas por los triglicéridos también 

existentes. No obstante, permite realizar exploraciones preliminares de dicha actividad.   

Tras incubar a 37º C durante 4 días las placas del medio BSA y a 30º C durante 10 

días las placas del medio yema de huevo, se procedió a la medida de ambas actividades, 

mediante el parámetro Pz. En la Figura 19 se muestra un ejemplo de actividad proteasa, y 

como se realizaron las mediciones del radio de la colonia respecto al radio del halo de 

precipitación, como resultado de la actividad enzimática correspondiente para cada cepa en 

los medios específicos. Los valores Pz obtenidos se trataron independientemente para cada 

actividad enzimática, y se codificaron como baja, moderada y alta actividad, teniendo en 

cuenta que valores de Pz cercanos a 1 indican actividad baja y cuanto más cercanos a 0, 

indican una actividad mayor. A continuación se muestran los intervalos de Pz para cada 

actividad y la codificación propuesta:  

 

 

 

 

 

PROTEASA Actividad FOSFOLIPASA 
Pz ≥ 0,56 Baja Pz ≥ 0,65 

[ 0,55 ≥ Pz ≥ 0,35] Moderada [ 0,64 ≥ Pz ≥ 0,5] 
Pz ≤ 0,34 Alta Pz < 0,5 
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Para codificar los valores de ambas actividades seguimos los rangos propuestos por 

otros autores para diferentes especies del género Candida (Kantarcioğlu y Yücel, 2002) y     

C. neoformans (Vidotto y col., 2000). En estos trabajos los valores que obtenían para ambas 

actividades enzimáticas eran muy similares, permitiéndoles establecer rangos comunes. Sin 

embargo, en nuestro caso los resultados fueron muy distintos entre los Pz observados para 

la actividad proteasa, donde el valor mínimo fue de 0,26 y para la actividad fosfolipasa, 

donde el valor mínimo fue de 0,45. Por ese motivo decidimos codificar cada actividad por 

separado.  

 

Pz = Rc / Rc+ Rh

Rc: Radio de la colonia
Rh: radio del area de precipitadoRc

Rh

 
 

 

 

 

 

El análisis de los resultados de la actividad proteasa que se representa en la Figura 

20, muestra que no existe relación entre la actividad proteasa y la naturaleza de los aislados, 

de hecho, muy pocos aislados industriales (CECT 10.431, CECT 1462, CECT 1942, Plus 

vital) junto con un solo aislado de sangre (F20) fueron incapaces de secretar proteasa al 

medio. Entre las cepas industriales, muchas exhibieron actividad proteasa, tanto alta (53%) 

como moderada (28%). En el caso de los aislados clínicos la actividad proteasa varió entre 

niveles moderados y altos (54% y 42% respectivamente). Tras realizar el estudio estadístico 

de dichos resultados, se observó que no existen diferencias significativas entre los aislados 

clínicos y las cepas industriales (P valor > 0,05), y por tanto, no puede establecer una 

relación entre origen clínico y actividad enzimática.  

Sin embargo, cuando se analizaron los resultados para la actividad fosfolipasa 

(Figura 21), se observa cierta relación entre dicha actividad y el origen de los aislados, ya 

que las cepas clínicas mostraron una actividad fosfolipasa entre los niveles moderados y 

altos,  únicamente el 15% de los aislados clínicos muestran niveles bajos. Por el contrario 

Figura 19. Cálculo del valor de Pz para ambas actividades enzimáticas. La medida se 

realizó teniendo en cuenta el radio de la colonia, respecto al radio del halo de turbidez que se 

genera alrededor de la colonia, como consecuencia de las actividades enzimáticas. 
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las cepas industriales mostraron mayoritariamente actividad fosfolipasa baja y moderada. Y, 

aunque estadísticamente no se estableció una diferencia significativa, los resultados parecen 

indicar que existe una tendencia a producir mayor actividad por parte de los aislados 

clínicos, con lo cual la actividad fosfolipasa podría ser considerada como una característica 

asociada al origen clínico de los aislados de S. cerevisiae. 
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Figura 20. Porcentajes de actividad proteasa de los aislados clínicos y las cepas 

industriales. La actividad alta comprende valores de Pz ≤ de 0,34; la actividad moderada 

muestra valores de Pz entre 0,35 y 0,55; una actividad baja se definió con valores de Pz ≥ 0,56. 

Figura 21. Porcentajes de actividad fosfolipasa de los aislados clínicos y las cepas 

industriales. La actividad alta comprende valores de Pz < de 0,5; la actividad moderada 

muestra valores de Pz entre 0,5 y 0,64; una actividad baja se definió con valores de Pz ≥ 0,65. 



  VIRULENCIA Y PATOGÉNESIS DE S. cerevisiae 

 97

1.3. Crecimiento pseudofilamentoso 

 

 Una de las principales características de la levadura patógena C. albicans es su 

dimorfismo, la capacidad de interconversión de la forma levaduriforme a una forma 

filamentosa (hifas y pseudohifas) bajo ciertas condiciones ambientales y que está asociado 

con su poder invasivo. Cambios en la temperatura, pH o la presencia de suero inducen el 

proceso de pseudofilamentación o filamentación verdadera (Navarro-García, 2001). De la 

misma manera que para Candida, en S. cerevisiae el cambio dimórfico de célula ovoide a 

pseudohifa ha sido descrito como una respuesta a una limitación nutricional (Gimeno y 

col., 1992), aunque también hay otros estreses que juegan un papel muy importante en este 

fenómeno, tal y como se describe en la Introducción. El posible papel de esta capacidad en 

la virulencia de S. cerevisae también ha sido estudiado, de hecho Murphy y colaboradores 

(1999) encontraron que los aislados clínicos exhibían cierta capacidad de pseudofilamentar 

bajo ciertas condiciones, dando lugar a la penetración e invasión del medio sólido. Dicho 

comportamiento podría dar una idea del posible papel de pseudofilamentación in vivo. 

En este trabajo se decidió estudiar el efecto que tiene el nitrógeno, una de las 

principales limitaciones nutricionales en el caso de S. cerevisiae, y que desencadena el 

crecimiento pseudofilamentoso. Para ello, las cepas fueron crecidas en medio SLAD, 

caracterizado por contener bajos niveles de nitrógeno (ver apartado 4.3. de Materiales y 

Métodos). Después de 4 días de incubación se observaron diferentes grados de 

pseudofilamentación que se definieron según la ausencia/presencia de crecimiento 

pseudohifal, así como la morfología y longitud de los filamentos desarrollados. En la Figura 

22 se detallan las morfologías descritas para cada grado de pseudofilamentación observado. 
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Tras analizar el grado de pseudofilamentación mostrado por el total de las 118 

cepas del presente estudio, se observaron diferencias claras en los fenotipos mostrados por 

los aislados clínicos y las cepas industriales. Tal y como puede observarse en la Figura 23, 

en la cual se muestran los porcentajes observados para cada fenotipo, la mayoría de las 

cepas industriales fueron incapaces de formar pseudohifas (53%) o exhibieron un 

crecimiento pseudohifal intermedio (12% Ph+/-; 12% Ph+), únicamente las dos cepas de 

panadería (Cinta roja y Plus vital), el control de virulencia YJM 332 (con origen vínico) y la 

cepa vínica comercial Fermivin Crio 7303 mostraron niveles altos de pseudofilamentación 

(Ph+). Sin embargo, entre los aislados clínicos, la gran mayoría fueron capaces de 

pseudofilamentar, el 42% y 34% de los aislados clínicos mostraron los fenotipos Ph + y Ph 

++ respectivamente. De hecho, tras analizar estadísticamente los datos, se determinó que la 

capacidad de pseudofilamentar podría ser una característica diagnóstica en la patogenicidad 

de S. cerevisiae (P =10-5).  

 

Crecimiento pseudohifal negativo: ausencia de pseudohifas en todas las 

colonias. (Ph-) 

Crecimiento pseudohifal parcial+/-. las cepas exhibieron una mezcla 

de pseudohifas y crecimiento unicelular en las diferentes colonias que 

formaban el cultivo. (Ph+/-) 

Crecimiento pseudohifal positivo: todas las colonias mostraban 

crecimiento pseudohifal. (Ph +).  

Crecimiento pseudohifal máximo++: es el mismo fenotipo anterior, 

pero se observaron diferencias en cuanto a la longitud de los filamentos 

que emergían de las colonias (Ph++), siendo mayores en este caso. 

 

Figura 22. Grados de pseudofilamentación observados para S. cerevisiae. Tras 4 días de 

incubación en placas de medio SLAD se determinaron 4 grados de pseudofilamentación 

caracterizasdos por la presencia o no de pseudohifas, así como de la longitud de las mismas. Las 

imágenes se tomaron con una cámara fotográfica Leica asociada al microscopio Leica HPS60, 

todas ellas a 40X aumentos.  
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1.4. Crecimiento invasivo 

 

Algunos aislados de S. cerevisiae, bajo el desarrollo pseudohifal son capaces de 

desarrollar invasión en agar, produciendo filamentos que son capaces de resistir un lavado 

vigoroso de la superficie del medio sólido de crecimiento, a dicha característica se la 

denomina crecimiento invasivo (Gancedo, 2001). En la Figura 24 A, se muestran los tres 

grados de crecimiento invasivo observados antes y después de lavar los cultivos crecidos 

sobre placas de GPYA, durantes 5 días a 28º C. En la Figura 24 B se muestran los 

porcentajes observados para dichos grados de capacidad invasiva. Los 3 grados fueron 

descritos en base al crecimiento residual que permaneció tras lavar las placas. Por un lado 

se encontraron cepas cuyo crecimiento fue eliminado por completo, denominando a dicho 

fenotipo como invasión negativa (inv-). Por otro lado, un gran número de cepas se 

mantuvieron ancladas al agar como una fina capa de levaduras, tras ser eliminada la parte 

superficial del cultivo en la placa, denominando dicho fenotipo como invasión intermedia 

(inv +/-). Y por último, algunas cepas quedaron agarradas a la superficie del agar, sin 

Figura 23. Porcentajes del crecimiento pseudohifal en el medio SLAD, entre las cepas 

industriales y los aislados clínicos. Ph-: indica la ausencia de pseudohifas; Ph+/-: la 

aparición de pseudohifas no ocurre en todas las colonias del cultivo; Ph+: crecimiento 

pseudohifal en todas las colonias con una morfología moderada en los tamaños de las hifas., 

Ph++: mismo fenotipo que en Ph+, pero se observó mayor longitud en las pseudohifas. 
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desaparecer de la placa tras ser lavadas, denominándose dicho fenotipo como invasión 

positiva (inv+).  

El análisis global de los resultados mostró que el crecimiento invasivo no parece ser 

un fenómeno muy extendido ni entre los aislados clínicos ni entre las cepas industriales, de 

hecho muy pocas cepas fueron capaces de invadir el agar de forma vigorosa, tal y como se 

muestra en la Figura 24 B. Además, el análisis estadístico mostró que las diferencias 

encontradas entre las cepas industriales y los aislados clínicos no son significativas (P de 

0,286) y por tanto no se puede concluir que el crecimiento invasivo esté  asociado con el 

origen clínico de S. cerevisiae. 
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Figura 24. Crecimiento invasivo en los aislados clínicos y no clínicos de S. cerevisiae. Se 

determinaron tres fenotipos de crecimiento invasivo sobre placas de GPYA incubadas 4 días a 

28º C (A), definidos como: Inv-: el crecimiento es eliminado totalmente tras lavar la superficie; 

Inv+/-: tras lavar la superficie del agar permanece una fina capa de células ancladas al agar; 

inv+: no se observan diferencias en el crecimiento antes y después de lavar la superficie de las 

placas de agar. Se determinó el porcentaje de crecimiento invasivo para el total de los 118 

aislados (B).  
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1.5. Comparación entre las cepas industriales y los aislados clínicos 

potencialmente virulentos.  

 

Los resultados mostrados anteriormente se refieren a lo observado globalmente 

entre las cepas industriales y los aislados clínicos. Sin embargo, el grupo de los aislados 

clínicos puede desglosarse en dos subgrupos. Por un lado los aislados clínicos comensales, 

se trata de aquellos aislados que fueron recuperados de sitios que colonizan de forma 

habitual la microbiota, como son las heces o la vagina. Por otro lado, aquellos aislados 

recuperados de sitios estériles como la sangre o algún órgano estéril y/o que han sido 

responsables de infecciones, como vaginitis. A este segundo grupo de aislados se les 

denomina aislados clínicos potencialmente virulentos.  

Los aislados clínicos comensales también deben ser considerados como potenciales 

cepas virulentas, ya que podrían permanecer en el hospedador inadvertidamente y en un 

momento dado, cuando las condiciones del hospedador lo permitieran, podrían causar una 

infección. Sin embargo, creímos conveniente prestar atención a los aislados clínicos 

potencialmente virulentos, ya que al haber sido aislados de sitios estériles e incluso haber 

causado alguna infección indica, al menos “a priori”, que podrían ser considerados más 

virulentos. Por esta razón se compararon los rasgos analizados anteriormente, 

concretamente para los aislados clínicos potencialmente virulentos y las cepas industriales, 

que en principio deberían considerarse como no virulentas (Tabla 13).  

Dicha comparación evidenció que el crecimiento a 42º C y la formación de 

pseudohifas, son dos factores de virulencia que diferencian claramente ambos tipos de 

cepas. En términos generales, las cepas industriales fueron incapaces de crecer a 42º C, con 

la excepción de la cepa probiótica de S. boulardii, la cepa vínica comercial ICV-30 y las dos 

cepas comerciales de panadería (Cinta roja y Plus vital). En cuanto al crecimiento 

pseudohifal, las diferencias observadas fueron muy significativas ya que los aislados clínicos 

potencialmente virulentos fueron los que produjeron mayores niveles de crecimiento 

pseudohifal (Ph + o ++), mientras que las cepas industriales mostraron los niveles más 

bajos (Ph - o +/-). De nuevo las excepciones dentro de las cepas industriales fueron, la 

cepa terapéutica S. boulardii, las dos cepas comerciales de panadería y en este caso la cepa 

vínica comercial ICV-17. También se observaron algunas diferencias en la producción de 

actividad fosfolipasa, en general los aislados clínicos potencialmente virulentos produjeron 

mayores niveles de dicha enzima (+ o ++), mientras que las cepas de alimentos mostraron 

menor actividad. Es interesante destacar que entre las cepas industriales las excepciones 
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fueron de nuevo la cepa terapéutica de S. boulardii y las cepas comerciales de panadería., ya 

que como se detalló en el apartado del estudio de colonización, estas cepas industriales se 

confirmaron como dos posibles casos de colonización exógena, al compartir patrón 

molecular con dos grupos de aislados clínicos, además de mostrar una estrecha relación 

filogenética con los mismos. Concretamente S. boulardii se mostró estrechamente 

relacionado con un grupo de 32 aislados clínicos, entre los cuales se encuentran los aislados 

F3 (aislado de sangre) y nº 81 (aislado de vagina de una mujer que presentó vulvovaginitis). 

Y en el caso de las cepas de panadería, además de observar esa misma relación estrecha con 

un grupo de 20 aislados clínicos, entre los que destacan 4 aislados recuperadas de 3 

pacientes con síntomas de infección vaginal (nº 75, 76, 77 y 79) y el aislado de sangre F27, 

también pudo confirmarse el origen en panadería para los aislados Nº 20, 75 y F27, ya que 

mostraron las características propias de las cepas de panadería, capacidad fermentativa y 

actividad maltasa, descritas también en el capítulo anterior. 

Estos datos sugieren, que estas cepas de alimentos podrían suponer un riesgo 

especialmente en pacientes con ciertos factores de predisposición (enfermedades 

debilitantes, terapias antibacterianas agresivas, SIDA…), ya que presentan rasgos de 

virulencia que les permitirían invadir los órganos estériles de estos enfermos, causando así 

una infección. 

Por lo que respecta a los aislados clínicos comensales, los resultados observados 

para los rasgos de virulencia, extraídos del global de los aislados clínicos en general,  fueron 

muy similares a lo que se ha observado en el caso de los aislados clínicos potencialmente 

virulentos. El 92% crecieron perfectamente a 42º C, produjeron niveles de fosfolipasa entre 

altos y moderados. Y un 66% mostró un crecimiento pseudohifal Ph+ y ++. Por tanto 

estos resultados ponen de manifiesto que los aislados comensales podrían emplear dichas 

cualidades para causar una infección. Por ello, no se puede descartar que ante una adecuada 

situación inmunológica puedan llegar a causar una infección. 
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Tabla 13. Comparación de los resultados obtenidos para los rasgos de virulencia 

analizados, entre las cepas de alimentos y los aislados clínicos potencialmente virulentos 

Crecimiento a Actividad enzimática Aislados 
37ºC 39ºC 42ºC Proteasa Fosfolipasa

Crecimiento 
pseudohifal 

Crecimiento 
invasivo 

S. boulardii ++ ++ + ++ + + - 
Cepas de alimentos 

Cepas de referencia 
CECT 10.431 + - - - - - +/- 
CECT 10.551 + - - + - - + 
CECT 10.338 + - - + - - +/- 
CECT 1479 + - - + + - - 
CECT 1895 ++ ++ - ++ ++ - - 
CECT 1462 ++ ++ - - ++ + +/- 
CECT 1942 - - - - + - - 
Cepas vínicas comerciales 
ICV-3 ++ ++ - ++ - - - 
ICV-16 ++ ++ - ++ ++ - - 
ICV-17 ++ ++ - ++ - ++ +/- 
ICV-30 ++ ++ - ++ + +/- - 
ICV-32 ++ ++ + ++ + +/- +/- 
T73 ++ ++ - ++ ++ - - 
Cepas comerciales de panadería 
Cinta roja ++ ++ + + ++ ++ - 
Plus vital 
 

++ ++ + - + ++ - 

Cepas control de virulencia 

YJM128 + ++ ++ ++ - ++ + 
YJM223 + ++ + ++ ++ +/- - 
YJM332 
 

++ ++ ++ ++ + ++ - 

Aislados clínicos potencialmente virulentos.  

F20 ++ ++ - - + ++ + 
F15 ++ ++ - ++ + ++ - 
F27 ++ ++ + ++ ++ ++ - 
F3 ++ ++ - ++ ++ ++ + 
33 ++ ++ ++ + ++ ++ + 
101 ++ ++ ++ + + ++ - 
102 ++ ++ - + + ++ + 
103 ++ ++ - + ++ +/- - 
105 ++ ++ + + ++ - +/- 
106 ++ ++ - ++ + + - 
107 ++ ++ - ++ + - - 
81 ++ ++ ++ ++ ++ +/- - 
75 ++ ++ - ++ ++ ++ - 
76 ++ ++ + + + + +/- 
77 ++ ++ + ++ + ++ - 
79 ++ ++ + - + ++ - 
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2. Estudios de virulencia mediante sistema murino 

 

El hecho de que los aislados clínicos considerados como potencialmente virulentos, 

por haber sido aislado de sitios estériles y/o haber causado alguna infección, muestren 

diferencialmente ciertos rasgos fenotípicos frente a las cepas industriales, hace que estos 

rasgos puedan considerarse como rasgos potenciales de virulencia para S. cerevisiae que 

posiblemente hayan facilitado la colonización de órganos estériles. De manera que el 

crecimiento a 42º C, el crecimiento pseudohifal y una alta actividad fosfolipasa podrían 

considerarse criterios a incluir en los programas de selección de levaduras que vayan a ser 

empleadas en la industria agroalimentaria (de Llanos y col., 2006a).  

Con estos estudios se puede tener una idea de que cepas podrían ser 

potencialmente virulentas, pero la medida de la virulencia potencial de cualquier 

microorganismo es un punto difícil de definir, al igual que el concepto mismo de virulencia 

y por supuesto de virulencia fúngica, como se ha visto en la Introducción. 

Tradicionalmente se ha empleado el tiempo medio de supervivencia (TMS) de los animales 

inoculados con cierta dosis de un microorganismo, como una medida de la virulencia, pero 

este concepto tiene ciertas limitaciones. Uno de los puntos críticos de esta definición sería 

elegir adecuadamente el estado biológico del microorganismo potencialmente virulento, en 

forma de hifa o célula levaduriforme, la fase de crecimiento, presencia o ausencia de 

cápsula, ya que todas estas características influirán enormemente en los estados iniciales de 

la infección. Por otra parte la medida del TMS, solo nos permite establecer un valor 

semicuantitativo del grado de virulencia de un microorganismo y, además, no es 

comparable entre organismos diferentes ya que influyen otras características como el 

propio modelo animal empleado. Por ello existen alternativas para medir la virulencia, 

como es la cuantificación de la carga microbiana en órganos o tejidos específicos (Alonso-

Monge y col., 2003). Esta medida tiene en cuenta la capacidad de colonizar de un 

microorganismo, dejando a un lado la letalidad o el daño producido en el hospedador, 

puesto que no siempre existe concordancia entre ambos conceptos (Casadevall y Pirofski, 

2001). Y por último, no hay que olvidar que el modelo de infección empleado (el tipo de 

animal y el proceso de infección) afecta profundamente en la medida de la virulencia de un 

microorganismo. En cualquier caso, hay que tener en cuenta que nunca se podrá mimetizar 

una infección natural ya que hay muchas variables (estado inmunitario, comensalismo, etc.) 

que se escapan en la planificación de un ensayo y que afectarán al desarrollo de la infección 

en el hospedador. Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, creímos conveniente 
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emplear modelos murinos de infección sistémica, práctica habitual empleada en el estudio 

de C. albicans y utilizado también en los trabajos previos con S. cerevisiae (Byron y col., 1995; 

Clemons y col., 1994; Holzschu y col., 1979; Maejima y col., 1980; Okawa y Yamada, 2002; 

Wheeler y col., 2003). Además, teniendo en cuenta que el tipo de cepa de ratón empleada 

puede afectar en la virulencia de un microorganismos, se decidió utilizar tres cepas de 

ratones que se diferencian en su estado inmunológico. Dichos experimentos se muestran 

detalladamente a continuación. 

 

2.1. Infección sistémica de S. cerevisiae  

 

Tal y cómo se detalla en Materiales y Métodos, se han estudiado tres modelos de 

infección sistémica  que se diferencian en el estado inmunitario que muestra cada cepa de 

ratón. En términos generales, la infección se realizó de la misma manera para cada modelo 

inyectando en la vena lateral del ratón una dosis de 2 x 107 células/mL de la cepa de          

S. cerevisiae en estudio. Tras realizar las infecciones, se monitorizó la muerte/supervivencia 

de los ratones inoculados (Figura 25) y se realizó un seguimiento de la colonización, 

midiendo el alojamiento o carga fúngica en cerebro y riñón a los 7, 15 y 30 días del inicio 

del ensayo. El alojamiento se expresó como el logaritmo en base 10 de la media del número 

de unidades formadoras de colonia por ratón. 

 La determinación de la dosis de S. cerevisiae a inyectar en el ratón se realizó en base a 

un estudio previo que realizaron Clemons y colaboradores (1994). En dicho estudio 

ensayaron tres dosis, 106, 107 y 108 células/mL de la cepa YJM128 considerada como muy 

virulenta, que también ha sido incluida en la presente tesis (Tabla 5 de Materiales y 

Métodos). Tras realizar los ensayos de infección, determinaron que un inóculo mayor de 

108 células/mL producía la muerte de todos los ratones ensayados a las 24 h tras la 

infección y por tanto no permitía establecer estudios de colonización a lo largo del ensayo. 

Por otro lado, con un inóculo de 106 células/mL se observó una supervivencia total de los 

animales recuperándose muy pocas colonias de los órganos extraídos como consecuencia 

de una colonización pobre. Finalmente, seleccionaron la dosis de 107 ya que permitía 

estudiar el curso de la infección de YJL128 y además se recuperaban un número elevado de 

colonias de los órganos extraídos. 

En este mismo trabajo (Clemons y col., 1994), estudiaron la carga fúngica existente 

en cerebro, pulmones, bazo, riñones e hígado, tras la infección sistémica con cada cepa 

ensayada de S. cerevisiae. Los mayores alojamientos fueron observados siempre en el 
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cerebro, frente a los pulmones donde encontraron los menores niveles de colonización. 

Respecto a los otros tres órganos, la colonización que exhibieron tanto la cepa virulenta 

YJM 128, como una cepa de laboratorio, fueron muy similares e intermedios entre los dos 

órganos anteriores. Y puesto que en otras levaduras patógenas, como es el caso de            

C. albicans, el riñón es un órgano clave en la infección sistémica, existiendo incluso una 

relación lineal entre el alojamiento encontrado en este órgano y la supervivencia del 

hospedador (Hurtrel y col., 1980; Odds, 1988), creímos conveniente incluir el riñón como 

órgano a estudiar en la infección por las distintas cepas de S. cerevisiae, junto con el cerebro, 

órgano diana de esta levadura.  
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2.1.1. Selección de las cepas de S. cerevisiae  

 

Para abordar los ensayos in vivo se seleccionaron un total de 10 cepas de las 118 

totales, basándonos en los rasgos de virulencia que proporcionaron claras diferencias entre 

los aislados clínicos y las cepas industriales. Estos rasgos fueron el crecimiento a 42º C, el 

crecimiento pseudohifal y una alta actividad fosfolipasa. Entre las 10 cepas se incluyeron 

representantes de las cepas de alimentos, las cepas clínicas comensales y las cepas clínicas 

potencialmente virulentas que mostraron o no dichas capacidades, junto con la cepa 

probiótica de S. boulardii. En la Tabla 14 se muestran las cepas seleccionadas y los 

resultados obtenidos para cada rasgo.  

Aunque no se describe en el párrafo anterior, la cepa de control de virulencia 

YJM128 fue utilizada en unos ensayos previos de infección sistémica, pero no se observó 

mortalidad alguna e incluso los alojamientos fueron muy bajos. Como estos datos no se 

correspondían con los descritos por Clemons y colaboradores (1994), creímos conveniente 

no incluir esta cepa en el estudio. Posiblemente esta cepa haya perdido su virulencia, de 

hecho una situación similar fue descrita por estos mismos autores en dicho trabajo donde 

Figura 25. Esquema del procedimiento seguido para la realización del ensayo de 

infección en ratones BALB/c y DBA/2N. 

1. Se utilizan hembras de peso comprendido entre 18 y 20  de BALB/c (1a) y DBA/2N 

(1b).  

2. Los ratones se inmovilizan y se exponen 2-3 min. bajo calor, para que se produzca la 

dilatación de la vena lateral.  

3. Se inyecta en la vena lateral de cada ratón una dosis de 2x107 células /mL de una única 

cepa de las distintas cepas a ensayar. 

4. Durante un periodo de 30 días se monitoriza la supervivencia (4a). A los 15 días se 

procede a la extracción de suero (4b).  

5. A los 7 y 15 días postinfección se sacrifican 2 ratones/cepa, y a los 30 días los ratones 

supervivientes. De todos ellos se procedió a la extracción de cerebro (5a) y riñón (5b).  

6. Los órganos se introducen en tubos con 5 ml de agua estéril. 

7. Los órganos  se homogenizan mediante trituración para liberar toda la carga fúngica de 

los mismos.  

8. Se lleva a cabo una dilución seriada para el homogenizado de cerebro, y así facilitar el 

recuento de las levaduras. Se plaquean 100 µL de las diluciones y los homogenizados directos en 

placas de GPYA con cloranfenicol, incubando las placas 2 días a 30º C. 



RESULTADOS 

 108

ciertos subclones de algunos aislados mostraron una pérdida o disminución de su capacidad 

de virulencia con el paso del tiempo de conservación.  

 Se ha realizado un análisis estadístico de los alojamientos temporales dentro de cada 

modelo murino, así como entre ellos y para cada órgano. Para ello se empleó el programa 

estadístico STATGRAPHICS, en concreto se utilizó el análisis multifactorial de la Varianza 

(ANOVA). 

 

Tabla 14. Cepas seleccionadas para realizar los ensayos in vivo, teniendo en cuenta en 

crecimiento pseudofilamentoso en medio SLAD y el crecimiento a 42º C.  

Actividad enzimática Aislado Origen de 
aislamiento 

Crec.
42ºC Proteasa Fosfolipasa

Crecimiento 
pseudohifal 

Crec. 
invasivo 

S. boulardii Probiótico + ++ + + - 
 
Cepas de alimentos 
CECT10431 Vino Sherry - - - - +/- 
ICV-17 Vino - ++ - ++ +/- 
T73 Vino - ++ ++ - - 
Cinta roja Panadería + + ++ ++ - 
 
Cepas clínicas comensales 
Nº 20 Heces ++ + + ++ + 
Nº 60 Genital + ++ + ++ + 
 
Cepas clínicas potencialmente virulentas 
F27 Sangre + ++ ++ ++ - 
Nº 75 Genital - ++ ++ ++ - 
Nº 102 Tracto 

respiratorio 
+ + + ++ + 

 

 

2.1.2. Modelo murino de infección sistémica en ratones inmunocompetentes 

BALB/c 

 

La cepa de ratones cosanguíneos BALB/c se utiliza habitualmente en los estudios 

de infección sistémica de Candida. Se trata de una cepa de ratones que muestra cierta 

resistencia a la infección por dicha levadura (Héctor y col., 1982). En el caso de S. cerevisiae, 

esta cepa de ratón se ha empleado poco por lo que creímos interesante incluirla en nuestro 

estudio y determinar así su resistencia o sensibilidad a la infección, en el caso concreto de 

nuestras cepas. 

Tras la inoculación intravenosa de 2x107 células/mL de cada cepa, los primeros 

resultados se observaron al tercer y cuarto día postinfección. Los ratones que habían sido 

inoculados con la cepa panadera Cinta roja, la cepa vínica ICV-17, el aislado clínico 
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comensal nº 60 y el aislado clínico potencialmente virulento nº 102, mostraron claros 

signos de infección, como son la pérdida de peso, el encrespamiento del pelo, que puede 

indicar un proceso febril y la falta de movilidad. Durante los 7 primeros días sucedieron las 

mortalidades totales del ensayo de 30 días de duración, para todas las cepas ensayadas. En 

la Tabla 15 se muestran las cepas que causaron alguna mortalidad, así como el número de 

ratones muertos y el día en que se produjo su muerte (Tabla 15). La cepa panadera “Cinta 

roja” causó una mortalidad del 30%, el aislado clínico comensal nº 60, el aislado 

potencialmente virulento nº 102 y la cepa probiótica de S. boulardii causaron una mortalidad 

del 20%. Y para el resto de cepas ensayadas se obtuvo el 100% de supervivencia. Una vez 

transcurridos los 7 primeros días, se observó una recuperación paulatina de los ratones, con 

excepción de los ratones inoculados con la cepa comensal genital nº 60, que mostraron 

poca movilidad y encrespamiento del pelo hasta los 15 días postinfección.  

 

Tabla 15. Cepas de S. cerevisiae que causaron mortalidad en alguno de los tres modelos de 

infección sistémica empleados.  
Nº ratones muertos (día de la muerte) Cepas (origen de aislamiento) 

10 BALB/c 

[Sanos] 

10 DBA/2N 

[C5-] 

5 ICR/Swiss 

[Neutropénicos] 

A. cl. comensal nº 60 (genital ) 2 (4º día) 0 1 (3er día); 2 (5º día); 

1 (6º día) 

A. cl. potencialmente virulento nº 102 

(respiratorio) 

2 (3er  día) 1 (4º día) 

4 (6º día) 

2 (4º día) 

A. cl. potencialmente virulento F27 

(sangre) 

0 0 1 (4º día) 

A. cl. potencialmente virulento nº 75 

(genital) 

0 1 (3er día) 

1 (6º día) 

0 

Cepa panadera “Cinta roja” 3 (3er día) 0 2 (4º día) 

Cepa S. boulardii (Ultralevura) 2 (4º día) 0 1 (4º día) 

A. cl.: aislado clínico. Entre corchetes se especifica el estado inmunitario de cada cepa de ratón. 
 

 

Además del estudio de la mortalidad/supervivencia durante los 30 días de duración 

del ensayo, se estudió la evolución de la colonización en cerebro y riñón de las 10 cepas. 

Para realizar dicho estudio, a los 7 y 15 días postinfección se sacrificaron 2 ratones de cada 

cepa ensayada y a los 30 días se sacrificaron los ratones supervivientes. En el caso de las 

cepas que causaron mortalidad antes de los 7 días, se decidió no sacrificar los 2 ratones 
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correspondientes para ese día. En la Figura 26 se muestran los alojamientos observados en 

cerebro y riñón respectivamente, representados como el Logaritmo en base 10, de la media 

del  nº de unidades formadoras de colonia de cada cepa  ensayada.  

Si echamos un vistazo general a los alojamientos observados en ambos órganos 

destacan los elevados valores encontrados en cerebro frente a riñón, para la mayoría de las 

cepas ensayadas, tanto en los aislados clínicos como en las cepas industriales.  

En cuanto a los alojamientos observados en cerebro (Figura 26 A), los mayores 

valores de carga fúngica se exhibieron a los 7 días postinfección y aunque no se disponen 

de los valores de alojamiento para las cepas causantes de mortalidad (los aislados clínicos nº 

60 y nº 102, la cepa pandera “Cinta roja” y la cepa de S. boulardii), si comparamos entre los 

3 aislados clínicos y las 3 cepas industriales restantes, es interesante destacar que las cepas 

industriales T73 e ICV-17 exhibieron valores muy elevados y similares a los mostrados por 

los aislados clínicos. Únicamente la cepa vínica de colección CECT 10.431 mostró el 

mínimo valor de alojamiento. A los 15 días postinfección los valores de alojamiento en 

cerebro disminuyeron ligeramente para todas las cepas, con excepción del aislado clínico nº 

20, del cual no se hallaron microorganismos alojados, encontrándose para este caso un 

aclaramiento fúngico del 100%. Lo contrario se observó para la cepa vínica ICV-17 que 

mostró un ligero incremento en el valor del alojamiento, lo cual indicaría que esta cepa 

además de ser capaz de colonizar, estaría siendo capaz de proliferar en dicho órgano. Esta 

cepa junto a la cepa vínica T73, exhibieron niveles de carga fúngica comparables a los 

observados para las cepas responsables de mortalidad (Cinta roja, S. boulardii, y las cepas 

clínicas nº 102 y nº 60). De nuevo, la cepa de referencia CECT 10.431 mostró el menor 

valor de alojamiento. Transcurridos los 30 días de duración del ensayo, se observó una 

disminución general en los niveles de alojamientos. Es interesante destacar que las únicas 

cepas capaces de permanecer en cerebro por más tiempo fueron los aislados clínicos nº 60 

y nº 102, la cepa pandera “Cinta roja” y la cepa de S. boulardii (las cepas que causaron 

mortalidad), junto con las cepas vínicas T73 e ICV-17, siendo los alojamientos exhibidos 

por estas cepas industriales incluso mayores que en el caso de los aislados clínicos.  
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Figura 26. Alojamientos observados en cerebro (A) y riñones (B) de los ratones BALB/c 

para las diferentes cepas ensayadas de S. cerevisiae. Se han representado como el 

logaritmo en base 10 de las medias de las unidades formadoras de colonias observadas para los 

7, 15 y 30 días postinfección. Los asteriscos indican que para dichas cepas no existe medida del 

alojamiento, ya que causaron mortalidad durante los 7 días postinfección y no se sacrificaron los 

ratones correspondientes.  



RESULTADOS 

 112

Por lo que respecta al alojamiento observado en el riñón, los valores de carga 

fúngica fueron significativamente más bajos que en cerebro (P < 0,005) para todas las cepas 

ensayadas (Figura 26 B). A los 7 días postinfección, los valores de carga fúngica más 

elevados no superaron el valor de logaritmo de 3 y correspondieron a la cepa vínica T73 

(Log de 2,8) seguida del aislado clínico de sangre F27 (Log de 2,5). Por debajo de un 

logaritmo de 1,5 se encontraron la cepa de referencia CECT 10.431, el aislado clínico nº 75 

y la cepa vínica ICV-17. De todas las cepas, únicamente el aislado clínico nº 20 no fue 

recuperada, indicando el posible aclaramiento de esta levadura en dicho órganos o incluso 

pudiera ser que este aislado no hubiera colonizado dicho órgano tras la infección, ya que no 

mostró alojamiento alguno durante todo el ensayo. A los 15 días postinfección, también se 

observó una disminución en el valor de los alojamientos para todas las cepas ensayadas, 

incluso no se encontraron microorganismos en los ratones sacrificados para las cepas de 

alimentos “Cinta roja” y CECT 10.431. El aislado clínico F27 y la cepa vínica T73 

disminuyeron 1,1 veces el logaritmo, la cepa vínica ICV-17 no experimentó ningún cambio, 

manteniendo el mismo valor de carga fúngica que había mostrado a los 7 días. Sin 

embargo,  el aislado clínico nº 75 experimentó un leve incremento, lo que indicaría que esta 

cepa fue capaz de proliferar en el riñón. Por último, y aunque no tenemos los valores de 

alojamiento a los 7 días para los aislados clínicos nº 102 y nº 60 tras causar una mortalidad 

del 20% en ambos casos, éstos exhibieron los mayores alojamientos a los 15 días, con lo 

que podríamos pensar que los alojamientos a los 7 días para estos aislados seguramente 

serían también más elevados o por lo menos iguales a los observados en este momento del 

ensayo. Finalmente a los 30 días postinfección, los alojamientos eran prácticamente 

inapreciables para la mayoría de las cepas, de hecho únicamente presentaron alojamiento el 

aislado clínico de sangre F27 y curiosamente la cepa panadera “Cinta roja”, que a los 15 

días parecía haber aclarado la infección. Este fenómeno indicaría que quizás los ratones 

sacrificados a los 15 días habrían conseguido aclarar a esta levadura, pero no era extensible 

a todos los ratones infectados. Es decir, que encontramos cierta variabilidad en la capacidad 

de cada ratón individualmente para vencer la infección de esta cepa o quizás de cualquier 

otra cepa. 

Estos resultados indican que la cepa de ratones BALB/c es sensible para ciertas 

cepas de S. cerevisiae, causando la muerte durante la primera semana de infección. En 

general las cepas industriales fueron capaces de colonizar ambos órganos de forma similar a 

los aislados clínicos y de nuevo la cepa panadera y S. boulardii destacan entre las cepas no 

clínicas, ya que no solo fueron capaces de causar muerte, sino que además mostraron 
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elevados alojamientos. Sin embargo, dos cepas vínicas (T73 e ICV-17) sorprendieron por 

su capacidad colonizadora aunque no causaron mortalidad. 

Los alojamientos sufrieron un aclaramiento progresivo de la infección en ambos 

órganos a lo largo de los 30 días de duración del ensayo, pero dicha disminución fue 

significativamente mayor en el caso de la colonización del riñón y entre los días 15 a 30, en 

comparación a lo observado en el cerebro (P < 0,05).  

 

2.1.3. Modelo murino de infección en ratones DBA/2N, deficientes en el 

factor C5 del sistema del complemento 

 

 La cepa cosanguínea de ratón DBA/2N es deficiente en el factor C5 del Sistema del 

Complemento y dicha deficiencia parece incrementar la susceptibilidad a sufrir infecciones 

fúngicas por Aspergillus fumigatus (Héctor y col., 1990), Candida albicans (Héctor y col., 1982; 

Lyon y col., 1986; Ashman y col, 2003) y Cryptococcus neoformans (Rhodes y col., 1985), así 

como infecciones por bacterias gram-negativas. Sin embargo, la deficiencia en el factor C5 

no parece influir en las infecciones causadas por otros microorganismos como Histoplasma 

capsulatum (Wu-Hsieh, 1989), Paracoccidioides brasiliensis (Burger y col., 1985; Calich y col., 

1987) o Coccidioides immitis (Cox y col., 1988). 

En el caso de las infecciones causadas por S. cerevisiae, Byron y colaboradores (1995) 

y Wheeler y colaboradores (2002) mostraron que el factor C5 es importante en la respuesta 

innata temprana del hospedador frente a la infección causada por algunos aislados capaces 

de causar mortalidad, pero también indicaron que no es un requerimiento absoluto para la 

resistencia innata contra todos los aislados de S. cerevisiae, de hecho dependería más de las 

estrategias propias de cada aislado de esta levadura para manifestar virulencia. Por ello, se 

decidió realizar un ensayo de infección en los ratones DBA/2N con las mismas cepas 

ensayadas en el modelo anterior y así determinar si efectivamente la deficiencia en el factor 

C5 del complemento altera la susceptibilidad a sufrir infección o si depende en mayor 

medida de la capacidad patogénica propia de cada aislado. Las infecciones se realizaron 

siguiendo la metodología descrita en el modelo anterior, tal y como se describe en la Figura 

25.  

Tras inocular con cada una de las cepas, los primeros signos de infección 

aparecieron a partir del 2º día, observándose pérdida de peso, encrespamiento del pelo y 

poca movilidad para la  mayoría de los ratones inyectados con las cepas vínicas T73 e ICV-

17 y los aislados clínicos nº 60, 102, 75 y 20. A los tres días ocurrió la muerte de 1 ratón 
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para las cepas clínicas nº 102 y 75 respectivamente y a los 6 días murieron 4 ratones más de 

la cepa nº 102 y 1 de la cepa nº 75 (ver Tabla 15). Los ratones supervivientes infectados con 

estas dos cepas clínicas mostraron signos de infección pasados los 15 días, aunque no 

sucedió mortalidad alguna tras la primera semana postinfección para ninguna cepa más. Si 

comparamos estos resultados con los observados en los ratones BALB/c, parece claro que 

los ratones DBA/2N muestran mayor susceptibilidad a sufrir infección en el caso concreto 

de los aislados clínicos nº 102 y nº 75. El aislado clínico nº 102 causó un 30% más de 

mortalidad que en el ensayo anterior y el aislado clínico nº 75, que en el modelo anterior no 

había causado mortalidad alguna, produjo la muerte del 20% de los ratones DBA/2N 

ensayados. Para el resto de cepas, los ratones DBA/2N se mostraron incluso más 

resistentes a sufrir una infección, ya que las cepas capaces de causar mortalidad en los 

ratones BALB/c (aislado clínico nº 60, la cepa de panadería Cinta roja y S. boulardii), fueron 

incapaces de causarla en los ratones DBA/2N. Este resultado no implica que estas cepas 

no hayan sido capaces de producir infección en estos ratones, puesto que los ratones 

mostraron signos de infección durante la primera semana postinfección y además se 

observaron niveles de alojamiento elevados para todas ellas. De todos modos lo que si se 

repitió en este modelo fue que las cepas que causaron mortalidad lo hicieron durante la 

primera semana de infección. Una vez transcurrido este periodo los ratones se fueron 

recuperando, siendo capaces de vencer la infección causada por estas cepas.  

 La evolución del alojamiento durante los 30 días de duración del ensayo se muestra 

en las Figura 27 A y B. Al igual que en el modelo anterior, no se sacrificaron los ratones 

correspondientes al día 7 en aquellas cepas que causaron mortalidad durante la primera 

semana postinfección, aunque para la cepa clínica nº 75 se sacrificó 1 ratón que se 

encontraba agonizando y era incapaz de levantarse para alimentarse, de manera que el valor 

del alojamiento a los 7 días es el proveniente únicamente de este ratón.  

En líneas generales, se observaron resultados similares al ensayo anterior, tanto las 

cepas clínicas como no clínicas volvieron a exhibir alojamientos muy elevados en cerebro, 

aunque hay que destacar el considerable incremento observado en los valores de 

alojamiento en riñón, en comparación con los observados en los ratones BALB/c. Por lo 

que respecta a los alojamientos en cerebro (Figura 27 A), a los 7 días postinfección los 

alojamientos más elevados (por encima de un logaritmo de 5) se observaron para los 

aislados clínicos nº 60 y nº 75, junto con la cepa vínica ICV-17, seguidas de la cepa vínica 

T73, la cepa de panadería “Cinta roja” y el aislado clínico F27 (por encima de un logaritmo 

de 4). Con valores de carga fúngica menores, aunque por encima de un logaritmo de 3,5 se 
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encontraron la cepa de S. boulardii y el aislado clínico nº 20. De nuevo la cepa vínica de 

referencia CECT 10.431 mostró mayor dificultad para colonizar el cerebro. A los 15 días 

postinfección se observó un ligero descenso de 0,7 veces en los valores de carga fúngica 

para el aislado clínico nº 60, S. boulardii y las cepas vínicas T73 e ICV-17. En el caso de la 

cepa panadera “Cinta roja” y el aislado de sangre F27 el valor del alojamiento disminuyó en 

1,95 veces, mientras que en el caso del aislado clínico nº 75 el valor de carga fúngica 

disminuyó casi a la mitad (2,4 veces menos). El aislado clínico nº 102 mostró valores 

intermedios de alojamientos, con un logaritmo de 3,5. Y por último, se observaron dos 

casos de posible aclaramiento fúngico del 100% para la cepa de referencia CECT 10.431 y 

el aislado clínico nº 20, ya que no se recuperaron microorganismos en ninguno de los 

ratones sacrificados. Al final del ensayo se observó un claro descenso en los alojamientos 

exhibidos por todas las cepas, únicamente se recuperaron células de las cepas vínicas T73 e 

ICV-17  y los aislados clínicos nº 60 y F27. Estas cepas mostraron mayor capacidad para 

colonizar y persistir en los ratones que el resto de cepas, incluso que las cepas capaces de 

causar muerte. De hecho,  no se recuperó ninguna célula de los aislados clínicos nº 102 y nº 

75, ni de la cepa de S. boulardii, indicando un aclaramiento fúngico del 100% en estos casos. 

Los alojamientos temporales observados en el riñón se muestran en la Figura 27 B. 

Aunque los niveles de carga fúngica han sido mayores en este modelo comparándolo con el 

modelo anterior, de nuevo se observó la tendencia a un aclaramiento más rápido en este 

órgano que en cerebro. De hecho, a los 30 días ya no se encontró alojamiento alguno, con 

la excepción del aislado genital Nº 60. A los 7 días se observaron los valores de carga 

fúngica más elevados, destacando las cepas vínicas T73 e ICV-17, junto con los aislados 

genitales Nº 60 y 75, con valores de logaritmos cercanos y superiores a 4, bastante próximo 

a lo mostrado en el cerebro (Log de 5). “Cinta roja” y el aislado de sangre F27 mostraron 

valores cercanos a un logaritmo de 3 y la cepa de referencia CECT 10431 no fue 

recuperada durante todo el ensayo, por tanto o fue rápidamente clarificada antes de los 7 

días o no fue capaz de colonizar este órgano. A los 15 días los alojamientos declinaron 

significativamente (P valor< 0,05), de hecho el número de células recuperadas para las 

cepas vínicas se redujo a la mitad e incluso en el caso de los aislados genitales Nº 60 y 75 se 

redujeron tres veces, comparados con los observados en el día 7. Sin embargo, el aislado 

respiratorio Nº 102, mostró el valor de alojamiento más elevado, ya que mostró un 

logaritmo de 3. Para el resto de cepas no se recuperaron células viables.  
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Figura 27. Alojamientos observados en cerebro (A) y riñones (B) de los ratones 

DBA/2N para las diferentes cepas ensayadas de S. cerevisiae. Se han representado como 

el Logaritmo en base 10 de las medias de las unidades formadoras de colonias observadas para 

los 7, 15 y 30 días postinfección. Los asteriscos indican que para dichas cepas no existe medida 

del alojamiento, ya que causaron mortalidad durante los 7 días postinfección y no se sacrificaron 

los ratones correspondientes.  
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Tras realizar el ensayo de infección sistémica en ratones deficientes en el factor C5, 

parece claro que la sensibilidad o resistencia de estos ratones a sufrir una infección por      

S. cerevisiae, depende  más de las propiedades intrínsecas de cada cepa de levadura que de la 

deficiencia en el factor C5 de la cepa de ratones. Los alojamientos en ambos órganos 

fueron muy similares a los observados en ratones BALB/c para todas las cepas. 

Únicamente vieron incrementada su virulencia los aislados clínicos Nº 75 y 102, para los 

cuales los ratones DBA/2N mostraron mayor susceptibilidad.   

 

2.1.4. Modelo murino neutropénico de infección en ratones ICR/Swiss 

inmunosuprimidos con ciclofosfamida 

 

 Las infecciones descritas para S. cerevisiae están asociadas en su mayoría a pacientes 

que muestran ciertos factores de predisposición, como son la administración de terapias 

inmunosupresoras en la prevención de rechazo en los transplantes de órganos o la 

inmunosupresión que sufren los enfermos de SIDA. Existen trabajos que emplean 

modelos murinos que mimetizan las condiciones de pacientes inmunodeprimidos y el 

efecto sobre estos ratones tras sufrir una infección con diferentes microorganismo como  

C. albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Hansenula anomala o Aspergillus fumigatus (Andes y 

Ogtrop, 2000; Anaissie y col., 1993; Fromtling y col., 1987; Cermeño-Vivas y col., 1999; 

Stephens-Romero y col., 2005, respectivamente). La inmunosupresión en estos modelos 

murinos se consigue por la administración de ciclofosfamida, un agente inmunosupresor 

que causa neutropenia y daña las defensas naturales del hospedador, incrementando la 

predisposición de éste a sufrir una infección fúngica (Bodey, 1966; Singh, 2001). En el caso 

de S. cerevisiae, en la bibliografía solo se ha encontrado un trabajo (Okawa y Yamada., 2002) 

en el cual, empleando modelos murinos neutropénicos de infección sistémica, se observó 

mortalidad para una cepa de S. cerevisiae. Sin embargo, en este trabajo solo ensayaron cepas 

de procedencia industrial, por lo que se consideró interesante emplear dicho modelo para 

estudiar nuestros aislados clínicos y ampliar el número de cepas industriales. 

La metodología seguida para inducir la neutropenia se describió en Materiales y 

Métodos en el apartado 7.2 y en la Figura 28 se detalla tanto el procedimiento de 

inmunosupresión como la infección posterior con S. cerevisiae. A diferencia de los modelos 

anteriores, en éste se trabaja únicamente con 5 ratones por cepa de levadura, debido a que 

estos ratones requieren inyecciones intraperitoneales sucesivas de ciclofosfamida para 

mantener la inmunodepresión. Como consecuencia, los ratones experimentan un nivel de 
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estrés adicional que los hace más agresivos y por tanto dificulta su manejo. Por el mismo 

motivo se acortó el tiempo de duración del ensayo hasta 10 días, siendo más que suficiente 

este periodo para observar el efecto de la inmunosupresión en la infección cursada por la 

levadura.  
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Tras realizar la infección con cada cepa de levadura, el día después a la 1ª inyección 

con ciclofosfamida, los ratones comenzaron a mostrar signos de infección, más o menos 

en el día 2 postinfección, principalmente en los ratones infectados con las cepas clínicas nº 

60, 102 y la cepa vínica ICV-17. De nuevo, la mortalidad global del ensayo sucedió durante 

la primera semana postinfección (Tabla 15). En general la muerte vino dada por las cepas 

que ya habían causado mortalidad en alguno de los dos modelos anteriores, con la 

excepción de la cepa clínica de sangre F27. Es de destacar la cepa clínica comensal nº 60, 

ya que causó la muerte de 4 de los 5 ratones inoculados, este resultado podría indicar que 

el estado inmunitario del ratón estaría directamente relacionado con la susceptibilidad a 

cursar una infección por estas cepas de S. cerevisiae. Sin embargo, el resto de cepas no 

vieron incrementada su tasa de mortalidad (la cepa de S. boulardii y el aislado de sangre F27 

causaron un 20% y el aislado respiratorio Nº 102 y Cinta roja un 40%), de manera que 

dicha explicación no podría hacerse extensible a todas las cepas.

Figura 28. Esquema del procedimiento seguido para la realización del ensayo del 

modelo murino neutropénico.  

1. El día previo a la infección se procede a la inmunosupresión por inyección intraperitoneal 

de ciclofosfamida (200 mg/Kg de peso del ratón). 

2. Los ratones se mantienen en condiciones de esterilidad, las jaulas presentan aireación 

independiente. La comida, agua y serrín administrados son estériles. A partir de este 

momento los animales se manipulan en cámara de flujo laminar 

3. La infección se realiza en la vena caudal, inyectando 2x 107 c/mL.  

4. Durante un periodo de 10 días se monitoriza la supervivencia, revisando el estado de los 

ratones, que se mantienen en las jaulas estériles de aireación independiente. 

5. A los 5 días postinfección se vuelve a inducir la neutropenia por inyección intraperitoneal 

de 150 mg/Kg de ratón. De esta manera se asegura la inmunodepresión durante los 10 

días de duración del ensayo. 

6. A los 10 días se  extrae el suero por punción cardiaca a los ratones supervivientes. 

7. Se extraen el cerebro y riñón de cada ratón sacrificado 

8. Se homogenizan los órganos mediante trituración para liberar toda la carga fúngica de los 

mismos y se plaquearon las diluciones de ambos órganos en placas de GPYA con 

cloranfenicol (9). Las placas se incubaron a 30º C durante 2 días.  
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De la misma manera que en los modelos anteriores, se estudió la capacidad de 

colonización de las cepas en cerebro y riñón en el último día de ensayo (10 días 

postinfección). En la Figura 29 se representan los alojamientos exhibidos en ambos 

órganos para cada cepa. 

 En términos general se observó un comportamiento similar al de los anteriores 

modelos y es que tanto las cepas clínicas como no clínicas fueron capaces de colonizar 

ambos órganos, siendo mayores en cerebro, aunque en este modelo la diferencia no fue 

significativamente alta respecto al alojamiento en riñón (P > 0,05), comparado con los 

modelos anteriores. De nuevo se observaron los niveles más bajos de carga fúngica para el 

aislado clínico comensal nº 20 y la cepa vínica CECT 10.341 y solo en cerebro, porque en 

riñón no se recuperaron células viables. Con respecto al resto de cepas ensayadas, de 

nuevo destacaron la cepa clínica nº 60 (valor que correspondió al único ratón 

superviviente) y las cepas vínicas ICV-17 y T73, los cuales exhibieron los niveles más 

elevados de carga fúngica en cerebro (alrededor o superiores a un valor de logaritmo de 5). 

Les siguieron la cepa clínica nº 102 y la cepa de panadería “Cinta roja”, con valores de 

alojamientos cercanos a un logaritmo de 5 y por último la cepa de S. boulardii, el aislado 

genital Nº 75 y el aislado de sangre F27, con un valor  de logaritmo de 4. 

Los alojamientos observados en riñón fueron muy elevados en general, destacando 

el aislado genital Nº 60 y el aislado de sangre F27 (muy similar a cerebro) y la cepa vínica 

ICV-17 con valores cercanos a un logaritmo de 4. A continuación destacaron el aislado 

respiratorio Nº 102, “Cinta roja”, el aislado genital Nº 75 y la cepa vínica T73 con valores 

iguales o superiores a un logaritmo de 3 y finalmente la cepa de S. boulardii que mostró el 

menor valor de carga fúngica (logaritmo de 2).  

Estos resultados parecen indicar que la neutropenia no aumentó el número de 

cepas capaces de causar mortalidad, puesto que las cepas que mostraron cierta virulencia en 

los modelos anteriores, también la manifestaron en éste. Tampoco parece influir la 

neutropenia en un aumento significativo de la virulencia, en cuanto a la tasa de mortalidad, 

para las cepas capaces de causar muerte. Sin embargo, la neutropenia sí parece influir en la 

capacidad de colonización de las cepas en ambos órganos, aunque el aumento fue 

significativamente más elevado en riñón, que en cerebro, con respecto a los modelos 

anteriores. Aunque hubo excepciones, como fue el caso del aislado clínico Nº 20 y la cepa 

de referencia CECT 10.431, los cuales no vieron aumentada su colonización, no mostrando 

colonización en riñón. 
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2.1.5. Determinación del grado de virulencia de las cepas ensayadas 

 

 Para determinar el grado de virulencia de las cepas de S. cerevisiae se han empleado 

diferentes criterios de acuerdo con diferentes parámetros. Clemons y colaboradores (1994) 

establecieron la capacidad de la levadura para proliferar y persistir en cerebro durante 14 

día, como único parámetro para definir la virulencia de las cepas incluidas en su estudio, ya 

que en los ratones sanos CD-1 empleados no observaron mortalidad alguna, ni siquiera por 

la cepa considerada como virulenta YJM128. Por otro lado, Byron y colaboradores (1995), 

a partir de los ensayos de infección sistémica realizados en ratones DBA/2N, definieron 4 

grados de virulencia, teniendo en cuenta tanto el grado de colonización, la persistencia en el 

hospedador, así como la mortalidad causada por los organismos. Teniendo en cuenta los 

parámetros considerados por cada autor para definir el grado de virulencia, se decidió 

establecer en el presente trabajo, grados de virulencia para las 10 cepas estudiadas, teniendo 

en cuenta tanto la capacidad de causar mortalidad, como el alojamiento observado en 

cerebro a los 15 días para los modelos de BALB/c y DBA/2N (pues se trata de un tiempo 

relativamente largo de persistencia para las levaduras en el hospedador) y 10 días para el 

modelo de neutropenia. En base a los resultados observados en los tres modelos de 

Figura 29. Alojamientos observados en cerebro y riñón de los ratones neutropénicos 

ICR/Swiss. Los alojamientos observados a los diez días de duración, se representan con barras 

en color  para el cerebro y con barras rayadas para el riñón. 
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infección sistémica, se seleccionó el cerebro como el órgano a tener en cuenta, por ser el 

órgano diana en el transcurso de una infección sistémica producida por S. cerevisiae. 

Considerando estos parámetros se definieron tres grados de virulencia que nos permitieron 

agrupar a las cepas en: 

- Cepas con virulencia alta: aquellas cepas capaces de causar muerte y que 

exhibieron altos alojamientos en cerebro. 

- Cepas con virulencia intermedia: las cepas que no causaron mortalidad, 

pero exhibieron igualmente altos niveles de alojamiento en cerebro, muy similares a los 

mostrados por las cepas de virulencia alta. 

- Cepas con baja virulencia o avirulentas: cepas que exhibieron bajos o 

nulos alojamientos en cerebro, siendo incapaces de persistir mucho tiempo en el 

hospedador. 

Siguiendo dicho criterio, las cepas fueron divididas en tres grados de virulencia para 

cada uno de los modelos murinos ensayado, tal y como se detalla en la Tabla 16.  

 

Tabla 16. Grados de virulencia para cada cepa en cada uno de los modelos murinos, 

siguiendo el criterio de virulencia establecido. 

GRADOS DE VIRULENCIA MODELO MURINO 
ALTO INTERMEDIO BAJO 

BALB/c Nº 60; 102; Cinta roja; S. 
boulardii 

ICV-17; T73; Nº 75; F27 CECT10.431; 
Nº 20 

DBA/2N Nº 75 ; 102 Nº 60; ICV-17; T73; F27, 
S. boulardii ; ;  Cinta roja;  

CECT10.431; 
Nº 20 

ICR/Swiss-
neutropénicos 

Nº 60; 102; Cinta roja; S. 
boulardii; F27 

ICV-17; T73; Nº 75 CECT10.431; 
Nº 20 

 

 

Independientemente del modelo murino empleado, la cepa de referencia CECT 

10.431 y el aislado clínico comensal Nº 20 (aislado de heces) pueden ser consideradas de 

baja virulencia, ya que para las tres cepas de ratón empleadas mostraron los menores 

valores de alojamientos y eran eliminadas rápidamente del ratón y la Nº 102 como alta 

virulencia (siempre). Por lo que respecta a los grados de virulencia alto e intermedio, las 

cepas se situaron en uno u otro grado dependiendo del modelo murino utilizado. Si 

comparamos los modelos BALB/c e ICR/Swiss neutropénicos, las cepas mostraban el 

mismo grado de virulencia, a excepción del aislado de sangre F27 que se situó en el grado 

mayor de virulencia en el modelo neutropénico, junto con las cepas que también habían 

causado mortalidad en los ratones BALB/c, (éstas incrementaron ligeramente sus tasas de 

mortalidad en los ratones neutropénicos, el aislado genital Nº 60 en un 60%, la cepa 
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panadera “Cinta roja” en un 10% y el aislado respiratorio Nº 102 en un 30%). Sin embargo, 

estas cepas cambiaron su grado de virulencia alto por el intermedio cuando se ensayaron en 

los ratones DBA/2N ya que aunque mantuvieron muy elevado los alojamientos en cerebro 

no causaron mortalidad alguna. De manera que entre las cepas con alta virulencia se 

encontraron únicamente el aislado genital Nº 75 y el aislado respiratorio Nº 102, ya que 

fueron capaces de causar un 20% y 50% de mortalidad respectivamente. 

La letalidad de un microorganismos no es el único parámetro a considerar para 

definir su patogenicidad, sino que la capacidad de colonizar y persistir es también una 

característica que debe ser tenida en cuenta, tal y como se detalló al inicio del apartado 2. 

Por este motivo se decidió analizar detalladamente la capacidad de colonización que 

mostraban las 10 cepas en estudio, abordando los niveles de alojamiento mostrados en el 

cerebro, a los 15 días postinfección para los modelos de BALB/c y DBA/2N y a los 10 

días para el modelo de neutropenia, estos resultados se muestran en la Figura 30. De 

acuerdo con estos datos, se pudo establecer un rango de mayor a menor nivel de carga 

fúngica en el cerebro para cada modelo murino. Algunas cepas mostraron en los tres 

modelos murinos los niveles más altos de carga fúngica, como es el caso del aislado genital 

Nº 60, la cepa vínica ICV-17, seguidos del aislado respiratorio Nº 102 y la cepa vínica T3. 

Seguidos de la cepa de panadería “Cinta roja”, la cepa de S. boulardii, el aislado genital Nº 75 

y el de sangre F27, con capacidad intermedia para colonizar. Es interesante resaltar que se 

observó en general una tendencia a aumentar los alojamientos conforme mayor fue la 

deficiencia mostrada por el ratón. Aunque existieron excepciones, principalmente para los 

alojamientos observados en los ratones DBA/2N, de manera que la deficiencia en el factor 

C5 no parecía influir de la misma manera en la capacidad de colonizar en todas las cepas.  

Por otro lado, aunque no pueda realizarse una comparación real entre estos dos 

modelos y el modelo neutropénico, por no coincidir los tiempos de estudio de los 

alojamientos, se puede intuir que la neutropenia influye en la capacidad infectiva de las 

cepas, en base a los alojamientos obtenidos.  
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El riñón no parece ser un órgano diana en el transcurso de la infección por            

S. cerevisiae, ya que no solo se observa alojamiento en menor grado que en el cerebro, sino 

que además las cepas muestran un aclaramiento mayor a lo largo del transcurso de la 

infección. En cualquier caso, se realizó igualmente un estudio comparativo del nivel de 

alojamiento observado en los riñones, para cada cepa y en cada modelo, a los 15 días para 

los ratones BALB/c y DBA/2N y 10 días para los ratones ICR/Swiss neutropénicos, 

ordenando de mayor a menor el nivel de carga fúngica de las cepas (Figura 31).  

Los modelos BALB/c y DBA/2N nos proporcionaron resultados similares en 

cuanto a los niveles de alojamientos observados en riñón. Sin embargo, lo realmente 

llamativo fueron los alojamientos observado en los ratones neutropénicos. Todas las cepas 

industriales y aislados clínicos vieron aumentados sus alojamientos dos veces o más de lo 

mostrado en los otros dos modelos, posiblemente este hecho venga relacionado con el tipo 

de deficiencia inmunitaria que muestran dichos ratones, permitiendo una mayor 

Figura 30. Comparación de los alojamientos observados en cerebro para las 10 cepas 

ensayadas en los tres modelos de ratones empleados. Los valores de carga fúngica 

observados  a los 15 días postinfección para los ratones BALB/c y DBA/2N y 10 días para los 

ratones ICR/Swiss se muestran ordenados de mayor a menor. 
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colonización, e incluso menor aclaramiento en comparación con los modelos anteriores. Es 

de destacar especialmente, el caso del aislado respiratorio Nº 102, que mantuvo un nivel 

más o menos similar en los tres modelos murinos, próximo a un logaritmo de 3.  
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2.1.6. Estudio histológico 

 

Ya que el cerebro es el órgano más colonizado tras la infección con S. cerevisiae, se 

planteó realizar un estudio histopatológico para poder determinar que morfología es capaz 

de adoptar S. cerevisiae en dicho órgano y si su alojamiento se puede asociar con algún tipo 

de lesión en el órgano colonizado. Para ello, se procedió a realizar un ensayo de infección 

sistémica en 4 ratones hembras BALB/c (ver Figura 25) con 3 de las cepas ensayadas 

anteriormente, que habían mostrado distinto grado de virulencia (la cepa clínica nº 60, la 

cepa vínica T73, la cepa panadera “Cinta roja”). Se sacrificaron 2 ratones BALB/c a los 7 

días y otros dos a los 15 días, ya que eran los periodos en los cuales se observaban los 

Figura 31. Comparación de los alojamientos observados en riñones para las 10 cepas 

ensayadas en los tres modelos de ratones empleados. Los valores de carga fúngica

observados  a los 15 días postinfección para los ratones BALB/c y DBA/2N y 10 días para los 

ratones ICR/Swiss se muestran ordenados de mayor a menor. 
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mayores alojamientos. Y se incluyeron también algunos cerebros de los ratones ICR/Swiss 

neutropénicos inoculados con las cepas Cinta roja, ICV-17 y la cepa clínica nº 102, del 

ensayo general descrito anteriormente. Los cerebros se extrajeron con mucho cuidado y se 

introdujeron en formamida diluida neutra. El proceso posterior de fijado de la muestra, 

cortes y tinción de Shift con ácido periódico se realizó en el Servicio de Patología de la 

Facultad de Veterinaria en la Universidad Complutense de Madrid.  

En el caso concreto de la cepa clínica Nº 60 no hubo cortes histológicos a los 7 y 

15 días, ya que los ratones inoculados empezaron a mostrar claros signos de infección a las 

24 horas, sacrificándose incluso un ratón BALB/c que mostraba un aspecto moribundo. A 

los 3 días murieron 2 ratones más y se sacrificó el quinto ratón por mostrar claros síntomas 

de infección. Tampoco pudimos disponer de una muestra de cerebro de los ICR/Swiss 

para esta cepa, puesto que únicamente sobrevivió 1 ratón y se sacrificó para estudiar el 

alojamiento. En la Figura 32 se muestran algunos ejemplos de los cortes realizados. 

En los cortes de cerebro del ratón BALB/c infectado con la cepa clínica Nº 60 y 

sacrificado a las 24 horas postinfección, aparecieron levaduras ovoides en el interior de los 

vasos del cerebro, en número escaso y no se apreció reacción inflamatoria alguna (Figura 

32, sección A). Para el ratón infectado con la misma cepa y sacrificado a los 3 días, en los 

cortes se observaron múltiples focos de levaduras ovoides en cerebro y cerebelo sin que 

formasen focos inflamatorios, aunque en algunas zonas se observó una discreta reacción 

glial (Figura 32, sección B). Aunque en las muestras no se apreciaron levaduras en gran 

número, las lesiones que se observaron pudieron ser debidas consecuencia de la 

colonización de dicho órgano por células de levadura. 

En el resto de los cortes realizados a cerebros de ratones BALB/c, para la cepa 

vínica T73 o la cepa de panadería “Cinta roja”, no se observaron levaduras, aunque sí se 

apreciaron ligeras reacciones inflamatorias en las muestras de 7 días postinfección de 

ambas. No encontramos explicación al hecho de que no se observasen levaduras en los 

cortes de estas cepas, ya que en esos momentos de la infección (7 y 15 días postinfección) 

se recuperó un alto número de levaduras en cerebro, tal y como se describió en los 

apartados anteriores. (Figura 26 A).  
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En cuanto a los cortes realizados de los cerebros de ratones ICR/Swiss 

neutropénicos a los 10 días postinfección, se observaron escasas levaduras de la cepa de 

panadería “Cinta roja”, aunque se apreció un proceso inflamatorio perivascular y una ligera 

reacción inflamatoria (Figura 32, sección C), lo que estaría indicando de nuevo que además 

de colonizar el cerebro, estas levaduras son capaces de causar lesiones en este órgano. Para 

la cepa clínica Nº 102 también se encontraron levaduras en escaso número y se apreció una 

Figura 32. Análisis histológico del tejido cerebral de ratones infectados con cepas de 

S. cerevisiae. Los cortes fueron teñidos con ácido periódico de Shift (PAS). Las flechas indican 

núcleos de células de levaduras. A y B: cortes de cerebro de ratones BALB/c infectados con la 

cepa clínica nº 60, sacrificados a las 24 horas y 3 días respectivamente. La imagen asociada al 

corte B está aumentada 40 veces para poder discernir cómo las células de la cepa nº 60 se 

encuentra con una morfología ovoide en el tejido cerebral. C y D: cortes de tejido cerebral de 

ratones neutropénicos ICR/Swiss, infectados con la cepa clínica nº 102 y la cepa de panadería 

“Cinta roja” respectivamente. En la imagen aumentada en 20x del corte D, se aprecian los 

núcleos de levaduras y la reacción inflamatoria asociada.  
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ligera reacción inflamatoria glial en los plexos coroideos. (Figura 32, sección D). En los 

cortes de cerebro de los ratones neutropénicos infectados con la cepa vínica ICV-17 

tampoco se apreciaron muchas levaduras, aunque sí se observó un proceso degenerativo de 

algunas neuronas que no sabemos como explicar.  

 Como se ha comentado, no se observó un número elevado de levaduras en los 

cortes, en contra de lo que cabría esperar de la gran colonización observada para cualquiera 

de las cepas. En cuanto a la morfología adoptada por S. cerevisiae en el cerebro, se observó 

que siempre se encuentra como célula ovoide y no en forma pseudohifal, lo cual quizás le 

permita pasar con más facilidad la barrera hematoencefálica. Tampoco se observó un gran 

daño tisular, pero si se observaron ligeras reacciones inflamatorias que podrían ser fruto de 

la colonización por parte de estas cepas, que como puede observarse son tanto cepas 

industriales (Cinta roja o ICV-17) como aislados clínicos (Nº 60 y 102), y que además 

mostraron siempre alta capacidad para colonizar e incluso para causar mortalidad. 

 

2.1.7. Aplicación de técnicas moleculares para la comprobación de la 

identidad de las colonias recuperadas de los ratones infectados.  

 

Como complemento al estudio realizado en la presente sección, creímos 

conveniente comprobar si las colonias de S. cerevisiae recuperadas de cerebro y riñón se 

correspondían con la cepa inoculada en cada cado, descartando contaminaciones 

accidentales por otras levaduras u otras cepas de S. cerevisiae. Para ello se aplicó la técnica del 

análisis de restricción del DNA mitocondrial, utilizada para estudiar el origen de 

colonización de los aislados clínicos, en la primera parte del presente trabajo. Como 

consecuencia contábamos con los perfiles de restricción de cada una de las cepas utilizadas 

en los ensayos in vivo. Además, se aplicó la técnica del cariotipado mediante electroforesis 

de campo pulsante, por ser una técnica muy eficaz para la diferenciación a nivel de cepa al 

obtenerse patrones cromosómicos específicos de cepas que pueden variar en el número, 

tamaño e intensidad de las bandas. Esta técnica también había sido utilizada previamente 

en nuestro laboratorio para caracterizar cepas de referencia y comerciales de S. cerevisiae 

(Guillamón y col., 1996; Fernández-Espinar y col., 2001). Además, esta técnica revela el 

polimorfismo que muestra cada cepa como resultado de la adición, eliminación o 

translocación de largos fragmentos de DNA en cromosomas homólogos que suceden 

durante la evolución del genoma de levaduras (Keogh y col., 1998), así como consecuencia 

de una respuesta adaptativa ante ciertos cambios ambientales, como ciertas condiciones de 
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estrés. (Martínez y col., 1995; Codón y col., 1997 y 1998). Considerando que el paso de la 

levadura por un hospedador podría ser una condición de estrés y puesto que en el apartado 

del estudio del origen de colonización, observamos que los aislados con origen en 

panadería habían sufrido cambios relacionados con el proceso fermentativo, se creyó 

conveniente aplicar esta técnica, que permitiría por un lado confirmar la caracterización a 

nivel de cepa que la técnica de restricción del mtDNA ofrece y además se determinaría si se 

han podido producir cambios cromosómicos que pudieran explicar el fenómeno de pérdida 

de capacidad fermentativa o adaptación al hospedador. 

 Antes de aplicar ambas técnicas, las colonias que se fueron recuperando de ambos 

órganos y de cada cepa de ratón, se observaron al microscopio para confirmar por su 

morfología que se trataban de S. cerevisiae. Posteriormente se procedió a la selección 

aleatoria de diferentes colonias a las que se aplicaron ambas técnicas moleculares. En la 

Figura 33 se muestran únicamente dos ejemplos, el aislado genital Nº 60 y la cepa de         

S. boulardii. Ambas técnicas revelaron que las colonias recuperadas pertenecían a la cepa 

inoculada en los ratones, ya que mostraron los mismos perfiles que las originales. Este 

resultado fue extensible al 100% de las colonias analizadas. En la Figura 34 se muestran 

algunos ejemplos de cariotipos de distintas cepas y las distintas colonias recuperadas en 

diferentes tiempos y órganos. En ningún caso se observaron cambios cromosómicos entre 

la cepa inoculada y la recuperada, como resultado de reorganizaciones ocurridas durante la 

infección del ratón. 
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Figura 33. Comprobación de la 

identidad de las colonias 

recuperadas de ratón. Ejemplos de 

los perfiles obtenidos de ambas 

técnicas moleculares para el aislado 

original (1) y la colonia recuperada 

de cerebro de la cepa de ratón 

BALB/c a los 15 días postinfección 

(2). El marcador empleado en el 

análisis de restricción molecular fue λ

DNA digerido con la endonucleasa 

PstI y para los cariotipos se empleó 

como marcador la cepa de referencia 

YNN295 (BioRad) (carreras M). 
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De forma esporádica y solo en el caso de la cepa panadera ICV-17 y los aislados 

clínicos virulentos Nº 60 y 102, se observaron algunas colonias recuperadas de cerebro y 

riñón con una morfología rugosa, irregular, muy diferente a la morfología típica de            

S. cerevisiae (Figura 35). De manera que para confirmar la identidad de estas colonias 

también se les aplicó ambas técnicas moleculares mostrándose que pertenecían a la especie             

S. cerevisiae (datos no mostrados). A estos cambios morfológicos de las colonias se les 

conoce como el fenómeno “switching”. Clemons y colaboradores (1997) estudiaron dicho 

fenómeno para S. cerevisiae y observaron que los aislados clínicos mostraban una tasa de 

cambio mayor que los aislados no clínicos,  pero no pudieron asociarlo con virulencia. 

Aunque este fenómeno ha sido observado a lo largo de este trabajo de forma espontánea, 

su estudio como parte de un posible rasgo de virulencia no fue incluido en la presente tesis.  

 

Figura 34. Ejemplos de cariotipos de la cepa original y las colonias recuperadas de 

ratón. En cada una de las cepas, la carrera señalada como nº 1 corresponde a la cepa original. 

En el aislado Nº 75, las colonias nº 2 y 3 provienen del cerebro y riñón de ratones BALB/c a los 

7 días postinfección respectivamente. En el caso de la cepa de panadería “Cinta roja”, las 

colonias nº 2 y 3 se recuperaron del cerebro de distintos ratones DBA/2N, a los 7 y 15 días 

postinfección respectivamente. Para el aislado Nº 60, la colonia nº 2 se recuperó del cerebro de 

un ratón BALB/c a los 30 días; las nº 3 y 4 del cerebro y riñón de un ratón DBA/2N a los 7 

días postinfección; las colonias nº 4, 5 y 6 se recuperaron del ratón neutropénico superviviente  y 

corresponden a dos colonias diferentes del cerebro y una del riñón respectivamente. Se empleó 

como marcador para cariotipos, la cepa de referencia YNN295 (BioRad) (carreras M). 
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Figura 35. Colonias con aspecto diferentes, fueron recuperadas del cerebro de un ratón 

BALB/c inoculado previamente con la cepa vínica ICV-17. En la placa se observó un 

crecimiento mayoritario y representativo de S. cerevisiae, colonias redondas, bien definidas con un 

aspecto cremoso y blanquecino. En color rojo se señala con una flecha una colonia 

completamente diferente y con un círculo del mismo color otra colonia que está empezando a 

parecerse a la señalada con la flecha. Estas colonias muestran un aspecto rugoso en los bordes.  
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3. Estudio de la respuesta serológica tras la infección sistémica con S. cerevisiae  

 

 La defensa del organismo frente a distintos microorganismos patógenos está basada 

en cierta medida en su capacidad para producir anticuerpos dirigidos contra antígenos 

(proteínas u otros componentes) de dichos microorganismos.  

 La identificación y caracterización de antígenos como posibles marcadores de 

infecciones de microorganismos patógenos, ha sido ampliamente estudiada con el fin de 

desarrollar eficientes estrategias de diagnóstico. En este contexto, la proteómica se ha 

constituido como una herramienta muy útil para el estudio de la respuesta del hospedador 

ante infecciones microbianas (Marshall y Williams, 2002). De esta manera y gracias a la 

técnica de electroforesis bidimensional (2D-PAGE) combinada con técnicas de Western-

blotting, se pueden llegar a identificar las proteínas inmunogénicas presentes en extractos 

proteicos complejos ya sean bacterianos (Lemons y col., 1988; Jungblut y col., 1999; Haas y 

col., 2002) o fúngicos (Pitarch y col., 1999; Pardo y col., 2000; Pitarch y col., 2001; 

Fernández-Arenas y col., 2004 a,b) para posteriormente utilizar dichas proteínas 

inmunogénicas en el diseño de nuevos marcadores diagnósticos o como antígenos 

candidatos para el desarrollo de vacunas. En este campo cabe destacar los numerosos 

estudios realizados para el hongo patógeno oportunista C. albicans en el cual se han llegado 

a determinar patrones de anticuerpos protectores (Fernández-Arenas y col., 2004 a,b), así 

como también perfiles de anticuerpos marcadores de la evolución de las candidiasis 

sistémicas en humanos (Pitarch y col., 2001). Sin embargo, no existen trabajos previos en la 

bibliografía donde se aborden esta clase de estudios con S. cerevisiae, de manera que se 

decidió seguir la metodología descrita por Pitarch y colaboradores (1999 y 2001) para la 

detección de proteínas inmunogénicas en S. cerevisiae y de esta manera estudiar la existencia 

de marcadores de una infección causada por dicha levadura. En primer lugar se realizó una 

electroforesis bidimensional mediante la cual se separaron las proteínas de un extracto 

proteico obtenido de un lisado citoplasmático de la cepa silvestre BY4741. La electroforesis 

bidimensional permite separar las proteínas según su diferencia de punto isoeléctrico y 

masa molecular. A continuación, dichas proteínas se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa en la que se llevó a cabo un “western-blotting” con los sueros de los ratones 

BALB/c, DBA/2N e ICR/Swiss neutropénicos obtenidos a los 15  y 10 días postinfección 

(ver apartados 7.1 y 8 de Materiales y Métodos). Posteriormente, el patrón de manchas 

correspondiente a la unión de Antígeno-Anticuerpo se comparó con el gel de referencia 

revelado con plata amoniacal, en el que aparecen representadas todas las proteínas 
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presentes en el extracto citoplasmático de S. cerevisiae utilizado. Una vez asignada la 

correspondencia entre una mancha determinada y su correspondiente proteína en el gel de 

referencia, se llevó a cabo la escisión de la misma del gel de referencia para su posterior 

identificación. La identificación final de las posibles manchas se llevó a cabo mediante 

análisis por  espectrofotometría de masas en un analizador  de tipo MALDI-TOF.  

Para este estudio, se seleccionaron los aislados clínicos de S. cerevisiae Nº 60 y 102 ya 

que son los aislados de mayor virulencia, la cepa vínica ICV-17, por ser una levadura capaz 

de colonizar al mismo nivel que los aislados clínicos anteriores y provocar signos de 

infección (aunque no mortalidad) y por último la cepa vínica de referencia CECT 10.431, 

como ejemplo de cepa poco virulenta, con niveles de colonización siempre muy bajos y sin 

provocar en ningún caso signos de infección ni mortalidad.  

Lo primero que llamó la atención fue la presencia de anticuerpos frente a proteínas 

de las 4 cepas de S. cerevisiae utilizadas en los sueros obtenidos de los tres tipos de ratones. 

Paradójicamente, la mayor respuesta inmunológica se observó en el suero de los ratones 

inmunodeprimidos (neutropénicos mediante su tratamiento con ciclofosfamida) que 

además fueron los que mayor susceptibilidad mostraron para la mayoría de cepas de          

S. cerevisiae ensayadas. Así pues se llevó a cabo la identificación de las proteínas 

inmunogénicas detectadas con el suero de los ratones neutropénicos inoculados con las 

cepas anteriormente descritas, a los 10 días de la infección causada por cada cepa (Figura 36 

y Tabla 17).   

Entre dichas proteínas inmunogénicas se encuentran proteínas de estrés térmico de 

la familia Hsp70 (Ssc1/Ssb2), piruvato descarboxilasa (Pdc1), enolasa 1 (Eno1 y 2), enolasa 

2 (Eno2), fructosa bifosfato aldolasa (Fba1), alcohol deshidrogenasa (Adh1), 

gliceroaldehido 3- fosfato deshidrogenasa (Tdh 2 y 3), fosfolglicetaro quinasa (Pgk1), ácido 

acetohydroxido isomeroreductasa 5 (Ilv5), Fosfoglucosa isomerasa 1 (Pgi1), Aldehido 

deshidrogenasa (Ald6), Subunidad β de la proteína de unión a guanina (Asc1), S-adenosil 

metionina sintetasa 1 (Sam1), Triosa fosfato isomerasa (Tpi1), Cistationina gamma liasa 3 

(Cys 3) y Cistationina beta sintasa 4 (Cys4). No se observó reactividad frente a todas estas 

proteínas con todos los sueros ensayados, variando así mismo la intensidad de la reacción 

Antígeno-Anticuerpo según el suero utilizado; en la Tabla 17 se muestra la presencia de 

cada una de estas proteínas respecto al suero obtenido de las cepas ensayadas, y el grado de 

intensidad en la reactividad (reactividad nula (-); modera y alta (+)). El suero obtenido 

frente a la cepa vínica de referencia CECT 10.431 mostró la menor reactividad Antígeno-

Anticuerpo, detectándose un menor número de manchas en el western blot, lo que parece 
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estar correlacionado con la menor o nula virulencia de dicha cepa. Sin embargo, el suero 

obtenido tras la infección con el resto de cepas mostró reactividad frente a las 7 proteínas 

inmunoreactivas identificadas, con mayor o menor intensidad en la reactividad. Es de 

destacar la respuesta observada frente a la cepa vínica ICV-17, ya que en comparación con 

los aislados clínicos virulentos Nº 60 y 102, mostró incluso mayor intensidad en la 

reactividad y mayor número de manchas inmunoreactivas. De nuevo hay que resaltar una 

correlación entre mayor capacidad virulenta y mayor producción de anticuerpos. 

 

Tabla 17. Listado de las proteínas antigénicas identificadas, según el suero obtenido de las 

diferentes cepas ensayadas.  

Reactividad frente a los sueros 
obtenidos de: 

Proteínas antigénicas Masa 
(kDa) 

pI 

CECT10.431 Nº60 Nº 102 ICV-17
Familia Hsp70 (Ssc1) 70.5 5,48 + +/- + + 
Familia Hsp70 (Ssb2) 66.5 5,37 + +/- + + 
Piruvato descarboxilasa (Pdc1) 61.5 5,80 - + +/- + 
Enolasa 1 (Eno1) 46.6 6,17 - + + + 
Enolasa 2 (Eno2) 46.8 5,67 - + + + 
Fructosa bifosfato aldolasa 1 
(Fba1) 

39.7 5,51 - + - + 

Enolasa 2 (Eno2) 46.8 5,67 + +/- + + 
Alcohol deshidrogenasa 1 
(Adh1) 

37 6,26 + + + + 

Gliceraldehido 3P-
deshidrogenasa 2 (Tdh2) 

35.8 6,49 - + + + 

Gliceraldehido 3P-
deshidrogenasa 3 (Tdh3) 

35.7 6,49 - + + + 

Fosfoglicerato quinasa 1 
(Pgk1) 

44.6 7,10 - - - + 

Ácido acetohydroxido 
isomeroreductasa 5 (Ilv5) 

44.5 9,06 - + + + 

Fosfoglucosa isomerasa 1 
(Pgi1) 

61 6 - + + + 

Aldehido deshidrogenasa 
(Ald6) 

54.6 5,31 +/- +/- - +/- 

Subunidad β de la proteína de 
unión a guanina (Asc1) 

34.7 5,8 - - - +/- 

S-adenosil metionina sintetasa 
1 (Sam1) 

42 5,04 + + + + 

Triosa fosfato isomerasa 
(Tpi1) 

26.7 5,75 - +/- +/- + 

Cistationina gamma liasa 3 
(Cys 3) 

42 6,05 - - + + 

Cistationina beta sintasa 4 
(Cys4) 

56 6,25 - - +/- + 
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Figura 36. Análisis mediante Western-blot de las proteínas inmunoreactivas frente a 

sueros de ratones ICR/Swiss neutropénicos. En la parte superior de la figura se muestra el 

gel 2-DE teñido mediante tinción de plata y que sirve de referencia para la identificación de las 

manchas observadas en cada membrana. La intensidad de la reactividad de las manchas se marca 

con círculos en líneas continuas o discontinuas, dependiendo de su mayor o menor reactividad 

respectivamente. 
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4. Discusión 

 

 Aunque ya se ha comentado a lo largo de este trabajo, los progresos médicos en 

sectores como el transplante de órganos, la implantación de prótesis, el uso de terapias 

inmunosupresoras y el desarrollo de nuevos fármacos no solo tiene connotaciones 

positivas, sino que desafortunadamente tiene “efectos secundarios”, como son el 

incremento de las infecciones causadas tanto por patógenos habituales como por nuevos 

microorganismo hasta ahora considerados saprofitos e inocuos para el organismo. Esta 

incidencia viene dada por el aumento de la esperanza de vida de los enfermos, que como 

resultado deja tras de sí un mayor número de pacientes comprometidos 

inmunológicamente y que por lo tanto, son más susceptibles a sufrir cualquier clase de 

infección. Este fenómeno por otro lado, ha hecho que se replanteen los conceptos de 

virulencia, patogénesis y rasgos de virulencia, así como que se definan nuevas interacciones 

entre hospedador y patógeno tales como, patógeno primario, oportunista, comensal, 

emergente y nosocomial (Casadevall y Pirofski, 1999). Sin duda S. cerevisiae constituye un 

claro ejemplo de este fenómeno, ya que ha pasado de ser considerada como una levadura 

segura para el hombre, a ser considerada una levadura patógena oportunista (los pacientes 

inmunodeprimidos son los principales hospedadores diana), emergente (puesto que sus 

infecciones tienen una reciente aparición, concretamente desde la última década) y 

nosocomial (principalmente en el caso de S. cerevisiae var. boulardii ya que es administrada 

en los hospitales para el tratamiento de diarreas) (Enache-Angoulvant y Hennequin, 2005). 

Ya que su reciente aparición en el ámbito hospitalario no ha permitido que existan 

suficientes estudios acerca de su virulencia y mecanismos de infección, se decidió abordar 

un estudio comparativo entre aislados clínicos y cepas industriales, desde diferentes puntos 

de vista que permitieran ampliar el conocimiento sobre la virulencia de S. cerevisiae.  

 

¿Existen rasgos fenotípicos asociados con el origen clínico de S. cerevisiae? 

 

La primera aproximación que puede realizarse para profundizar en el estudio del 

mecanismo de infección de cualquier microorganismo es estudiar aquellos rasgos de 

virulencia que permitan la colonización y persistencia en el hospedador una vez producido 

el proceso de infección. Y una característica común entre los organismos patógenos es su 

capacidad para crecer a temperaturas próximas a la del cuerpo humano. El promedio de 

temperatura máxima de crecimiento para S. cerevisiae fue ensayado por McCusker y 
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colaboradores (1994a) y observaron que claramente la capacidad de crecer a 42º C no era 

un rasgo común para esta levadura y que principalmente los aislados clínicos eran los que 

mostraban dicha capacidad. Dado que S. cerevisiae es utilizada ampliamente en la industria 

agroalimentaria, es de gran interés saber cuales son las diferencias existentes entre las cepas 

industriales y los aislados clínicos responsables de una infección. Esto ha sido demostrado 

principalmente para los aislados clínicos, ya que fundamentalmente las cepas virulentas que 

mostraron tener mayor capacidad para proliferar y persistir en ratones inmunocompetentes 

CD-1,  fueron capaces de crecer a 42º C (McCusker y col., 1994b). En el presente trabajo 

también se ha observado que los aislados clínicos de este estudio pueden crecer dentro del 

rango de 37-39º C, mientras que la mayoría de los aislados clínicos potencialmente 

virulentos (aislados recuperados de sitios estériles y/o responsables de alguna infección) 

crecieron bien a 42º C. Sin embargo, las cepas industriales de S. cerevisiae fueron capaces de 

crecer alrededor de 37-39º C pero no crecieron a 42º C. Esta misma relación entre 

virulencia y termotolerancia ha sido observada en otros hongos como Sporothrix schenckii e 

Histoplasma capsulatum (Hogan y col., 1996) y la levadura C. neoformans (Known-Chung y col., 

1982) e incluso la capacidad o no de crecimiento a 42º C permite la diferenciación de dos 

especies genéticamente muy cercanas, la especie virulenta C. albicans y la especie avirulenta 

C. stellatoidea, siendo esta última incapaz de crecer a 42º C (Sarachek y col., 1981).  

Aunque la capacidad de crecer a la temperatura del cuerpo humano parece estar 

asociada con virulencia, no es el único factor determinante en la virulencia de un 

microorganismo, en concreto entre los patógenos fúngicos tanto de plantas como de 

animales, la capacidad de experimentar una transición dimórfica también es un importante 

factor de virulencia (Madhani y Fink, 1998). En S. cerevisiae la diferenciación de célula 

ovoide a forma filamentosa está mediada principalmente por limitaciones nutricionales 

(Gimeno y col., 1992). McCusker y colaboradores (1994a) estudiaron la capacidad de 

pseudofilamentación en medios que contenían caseína como única fuente de carbono y 

observaron que dicho dimorfismo era mayoritario entre los aislados clínicos respecto a los 

no clínicos y además podría constituir un rasgo asociado con la virulencia de esta levadura. 

En el presente trabajo se realizó un estudio similar, pero se empleó el medio SLAD, 

limitante en la fuente de nitrógeno y que permitió observar que también los aislados 

clínicos potencialmente virulentos fueron capaces de desarrollar un crecimiento 

pseudohifal, con pocas excepciones (aislados nº 105 y 107), frente a las cepas industriales 

que no mostraron crecimiento pseudohifal bajo condiciones de limitación de nitrógeno. 

Aunque este fenómeno en la levadura S. cerevisiae se correlaciona con el estado nutricional 
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del ambiente (condiciones similares que posiblemente pueda encontrar en humanos), 

hemos observado que las cepas de S. cerevisiae aisladas de infecciones sistémicas produjeron 

mayores niveles de crecimiento pseudohifal que las cepas industriales e incluso que el resto 

de aislados clínicos. Quizás esta relación juegue un papel importante en la invasión de 

tejidos y órganos por parte de estos aislados clínicos, aunque el estudio histológico 

realizado en los cortes de tejido cerebral mostró que para todas las cepas de S. cerevisiae y en 

los diferentes tipos de ratones, la morfología celular era ovoide y en ningún caso se 

observaron pseudohifas. Estas observaciones son coincidentes con los estudios realizados 

por Clemons y colaboradores (1994) quienes observaron la misma morfología ovoide para 

el aislado virulento YJM128 en diferentes tejidos de ratones CD-1. Sin embargo, no se 

puede excluir que en algún momento durante el transcurso de la infección, las células de   

S. cerevisiae sufran el cambio a la forma pseudohifal, quizás para invadir nuevos tejidos, en 

busca de mejores condiciones nutricionales. De todos modos, el tipo de morfología que va 

a intervenir en una infección varía considerablemente para cada infección fúngica. Por 

ejemplo Aspergillus spp, Fusarium spp o Zygomycota infectan el hospedador en forma de 

esporas que posteriormente germinan en forma de hifas en ciertos tejidos como los 

pulmones o C. neoformans que lo hace cubierto con su cápsula. El caso más llamativo y 

estudiado sería el de C. albicans, una levadura patógena oportunista que se encuentra tanto 

en forma de levadura como de pseudohifas o incluso hifas verdaderas en los tejidos 

infectados (Gow y col., 2002). Sin embargo, existen otras especies dentro de este mismo 

género como es el caso de Candida glabrata, que muestra una limitada capacidad para formar 

pseudohifas (Csank y Haynes, 2000) y no hay que olvidar que es la segunda causa más 

importante de diseminación de las infecciones por Candida (Sanglard y Odds, 2002). 

Además, al igual que ocurre en el caso de S. cerevisiae, también C. glabrata se muestra 

únicamente como células en crecimiento vegetativo en los tejidos animales (Fidel y col., 

1999). En un trabajo reciente llevado a cabo por Kingsbury y colaboradores (2006) se 

estudió el papel que tiene el transporte, regulación y metabolismo del nitrógeno y carbono 

en la supervivencia in vivo de S. cerevisiae y se determinó que las fuentes de nitrógeno no son 

limitantes in vivo. Puesto que la capacidad de pseudofilamentar de esta levadura in vitro 

requiere condiciones de limitación de nutrientes, estos autores proponen que éste pueda ser 

el motivo por el cual S. cerevisiae no forma pseudohifas cuando crece en el interior de un 

hospedador, al igual que ha sido descrito para C. glabrata (Fidel y col., 1999). Y dejan abierta 

la posibilidad de que quizás en la transición dimórfica participen otros genes importantes 

en la patogénesis. En cualquier caso, la capacidad de desarrollar la hifa verdadera no debe 
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ser esencial para la patogénesis, de hecho existe un trabajo que confirma que C. albicans,    

C. grabrata y S. cerevisiae son levaduras capaces de atravesar la pared del intestino de ratones 

pequeños, en forma de célula levaduriforme (Pope y Cole, 1982). 

Sea cual sea la razón por la cual S. cerevisiae se muestra como célula ovoide in vivo, 

esta característica podría ser una ventaja a la hora de vencer la barrera hematoencefálica y 

poder colonizar el cerebro, una vez allí se mantendría con la misma morfología porque 

seguramente encuentre las condiciones idóneas. No puede descartarse que S. cerevisiae 

pueda desarrollar pseudohifas durante el transcurso de una infección, si en algún momento 

no encuentra las condiciones óptimas, de manera que pueda aprovechar el dimorfismo 

como una ventaja para invadir o colonizar nuevos tejidos, siendo realmente una 

característica que utiliza en situaciones normales de no infección. Es decir, sin ser el 

dimorfismo una característica desarrollada para su propia virulencia, pueda aportarle 

ventajas en procesos necesarios para que suceda una infección, como es la invasión de 

nuevos tejidos en busca de nuevos aportes nutricionales. De hecho la pseudofilamentación 

de las colonias diploides de S. cerevisiae y los filamentos de las haploides penetran a través 

del agar generando huecos, de la misma manera que lo hacen las hifas verdaderas y 

pseudohifas de C. albicans. Este comportamiento de penetración mecánica dentro de una 

superficie sólida deja entrever que este mismo fenómeno puede darse en los tejidos, las 

hifas y pseudohifas generarían presión conforme fuesen expandiéndose, dando lugar a la 

penetración a través de ellos (Gow y col., 2002). En cualquier caso el estudio de la 

transición dimórfica en la patogénesis de otras muchas levaduras y hongos es un tema de 

continuo estudio y mucho más para S. cerevisiae, cuya inclusión en el ámbito hospitalario es 

demasiado reciente y quedan muchas cuestiones por seguir analizando.  

 Aunque el dimorfismo pueda ser un componente muy importante en la invasión de 

los tejidos del hospedador, los microorganismos poseen enzimas hidrolíticas inducibles y 

constitutivas que van a facilitar este proceso, destruyendo o alterando los componentes de 

las membranas de las células del hospedador, dejando a las membranas no funcionales y/o 

con disrupciones físicas (Ghannoum, 2000). Estos constituyentes de las membranas son 

fundamentalmente proteínas y lípidos, y por tanto son el blanco de ataque de las enzimas 

que secretan las levaduras patógenas como C. albicans, consideradas muy importantes en la 

patogénesis de esta levadura y  posiblemente secretadas en la parte apical de las hifas que 

esta levadura desarrolla durante su infección. Estas enzimas se clasifican en 2 tipos, 

proteasas, que hidrolizan péptidos (Naglik y col., 2003) y fosfolipasas, las cuales hidrolizan 

fosfolípidos (Ghannoum, 2000). En el caso de S. cerevisiae, la capacidad de producir 
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proteasas no parece estar asociada con su virulencia. Clemons y colaboradores (1994) 

observaron que tanto las cepas de alimentos como los aislados clínicos fueron capaces de 

licuar gelatina. Nuestros resultados confirman también que la actividad proteasa va a ser 

una cualidad ampliamente distribuida para esta levadura y que no presenta una correlación 

con los aislados clínicos. Aunque el hecho de que estos aislados muestren dicha actividad 

indica que podría ser empleada durante el curso de las infecciones que estos aislados 

puedan producir en un momento dado. 

Por otro lado la actividad fosfolipasa no es una actividad enzimática ampliamente 

distribuida entre las levaduras oportunistas, únicamente ha sido detectada en C. albicans 

(Odds, 1988; Lane y col., 1991), C. neoformans (Vidotto y col., 1997), S. cerevisiae (Kyung y 

col., 1994), Malassezia furfur (Riciputo y col., 1996) y Rhodotorula rubra (Mayser y col., 1996). 

La relación entre la secreción de fosfolipasa y la virulencia ha sido demostrada en las 

levaduras patógenas oportunistas C. albicans (Ghannoum, 2000) y C. neoformans (Chen y col., 

1997). Sin embargo, para otras especies del género Candida no-albicans esta relación no 

parece tan clara e incluso hay cierta controversia según autores, en torno a la capacidad de 

producir actividad fosfolipasa para especies como C. glabrata o C. tropicalis (Ghannoum, 

2000). Por otra parte, aunque se conoce que S. cerevisiae cuenta con diferentes actividades 

fosfolipasas (actividades Lisofosfolipasa, fosfolipasa B o incluso una actividad 

aciltransferasa) (Lee y col., 1994; Witt y col., 1984 a;b) no se encontró información previa 

en la bibliografía sobre la relación de la actividad fosfolipasa y la virulencia o el origen 

clínico de S. cerevisiae. Teniendo en cuenta los resultados observados, se puede concluir que 

aunque estadísticamente no encontramos diferencias significativas entre dicha actividad y el 

tipo de aislado, sí observamos una clara tendencia de los aislados clínicos a producir 

fosfolipasa, frente a las cepas industriales, observando que los aislados clínicos 

potencialmente virulentos (aislados recuperados de sitios estériles y/o responsables de 

alguna infección) produjeron aún mayores niveles de fosfolipasa que las cepas industriales. 

Por tanto, la actividad fosfolipasa, aunque no se ha estudiado in vivo en infecciones causadas 

por S. cerevisiae, creemos que quizás pueda participar en patogenicidad de esta levadura.  

De acuerdo con nuestros datos podemos concluir que los aislados clínicos, 

concretamente los aislados recuperados de sitios estériles y/o responsables de una 

infección sistémica, mostraron una mayor capacidad de secretar fosfolipasa que las cepas 

industriales, de crecer a 42º C y de pseudofilamentar. En el caso de las cepas industriales, 

hemos observado excepciones, la cepa vínica ICV-32, una cepa comercial de S. cerevisiae var 

boulardii y las dos cepas comerciales de panadería. La cepa ICV-32 y la cepa de S. cerevisiae 
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var boulardii crecieron a 42º C, pero en el crecimiento pseudohifal y la actividad fosfolipasa 

mostraron valores moderados. En el apartado del estudio de colonización, donde se 

mostró la caracterización molecular del total de 118 cepas de S. cerevisiae de este estudio 

(RFLPs del mtDNA y amplificaciones de las secuencias δ) (de Llanos y col., 2004), 

observamos que la cepa de S. cerevisiae var boulardii mostraba el mismo patrón compuesto 

que 19 aislados clínicos, incluyendo aislados de heces, vagina, faringe y también un aislado 

de sangre (F3) (de Llanos y col., 2006b). Esta agrupación no sorprende puesto que            

S. cerevisiae var boulardii se ha relacionado con muchos casos de fungemia (Bassetti y col., 

1998; Cassone y col., 2003; Enache-Angoulvant y Hennequin, 2005; Fredunucci y col., 

1998; Perapoch y col., 2000). Las otras excepciones son las cepas comerciales de panadería, 

las cuales crecieron bien a 42º C, mostraron niveles elevados de actividad fosfolipasa y 

desarrollaron pseudohifas bajo limitación de nitrógeno, muy similar a lo observado para los 

aislados clínicos potencialmente virulentos. De nuevo haciendo referencia al estudio de 

colonización, también observamos que las cepas de panadería compartieron el mismo 

patrón compuesto con aislados clínicos de heces, vagina, tracto respiratorio y sangre, lo que 

nos indicó la capacidad de estas cepas a crecer en ambientes diferentes (de Llanos y col., 

2004). La presencia de levaduras de panadería en humanos ya había sido descrita en la 

bibliografía y además la fuente de colonización había sido determinada como vía 

gastrointestinal o sexual, usando métodos de tipificación del DNA (Wilson y col., 1988). 

Además, en este trabajo observamos que las cepas de panadería mostraron el mismo patrón 

compuesto que un aislado de sangre (F27) (de Llanos y col., 2006b), siendo esta la primera 

vez en la que se asocia una cepa de alimentos con una infección. 

 El estudio de posibles factores de virulencia para S. cerevisiae llevado a cabo en este 

trabajo constituye una aproximación sobre la condición de posible patógeno oportunista de 

baja virulencia, tal y como ha sido definido por Murphy y Kavanagh (1999). Existen otros 

muchos factores que no han sido incluidos en este estudio, como es el fenómeno 

“switching”, o variación fenotípica. Dicho fenómeno fue descrito para S. cerevisiae, en un 

trabajo realizado por Clemons y colaboradores (1997), en el cual mostraron que los aislados 

clínicos de esta levadura tenían tendencia a mostrar múltiples fenotipos coloniales, los 

cuales eran reversibles, mientras que los aislados no clínicos mostraban fenotipos coloniales 

únicos. De todos modos, en dicho trabajo no se demostró una relación directa entre el 

“switching” y la virulencia para esta levadura. Aunque no se ha estudiado este fenómeno 

como rasgo de virulencia propiamente dicho en este trabajo, el fenómeno de cambio 

colonial fue observado en algunas de las cepas ensayadas in vivo, al recuperarlas de los 
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órganos que invadían. Pero también ha podido ser observada en numerosas ocasiones 

cuando las cepas se cultivaban en los medios habituales de crecimiento. Realmente este 

fenómeno en S. cerevisiae ocurre sin necesidad de previa mutagénenesis (Clemons y col., 

1997). En nuestros estudios además, se confirmó la identidad de las colonias diferentes, 

mediante las técnicas moleculares descritas en el apartado de resultados, eliminando 

cualquier sospecha de una posible contaminación.  

 Por último, es importante volver a mencionar el trabajo reciente llevado a cabo por 

Kingsbury y colaboradores (2006), ya que han puesto de manifiesto que existen ciertas 

rutas implicadas en la captación, metabolismo y biosíntesis de compuestos de carbono y 

nitrógeno, que son muy importantes para la supervivencia de los aislados clínicos de         

S. cerevisiae en un hospedador murino (se detalla en profundidad en la Introducción del 

presente trabajo). Concretamente han observado que entre las fuentes de nitrógeno que el 

aislado puede encontrar en el hospedador no existe ninguna esencial, sin embargo la 

glucosa parece ser una fuente de carbono primordial para la supervivencia in vivo. De la 

misma manera, la capacidad de detectar y responder ante concentraciones limitantes de 

glucosa, también parecen ser más necesarias que las de nitrógeno, en la supervivencia de los 

aislados clínicos in vivo. Además, este trabajo ha identificado dianas potenciales para drogas 

antifúngicas, como medida de tratamiento a las infecciones que causa la levadura que 

tradicionalmente se consideró segura para el hombre. 

 

¿Existen cepas potencialmente virulentas entre los aislados clínicos y las cepas 

industriales de S. cerevisiae? 

 

 La patogénesis fúngica viene determinada por dos variables interconectadas y que 

tienen igual importancia, por un lado el estado inmunitario del hospedador y por otro lado 

las propiedades intrínsecas que posean los microorganismos. Como hemos visto, S. cerevisiae 

cuenta con ciertas cualidades que seguramente se verán implicadas en el desarrollo de las 

infecciones causadas por esta levadura, pero la interacción que cada microorganismo 

establezca con el hospedador va a estar muy condicionada por el estado inmunitario del 

mismo. Por este motivo se creyó conveniente emplear tres modelos murinos distintos de 

infección sistémica, con la intención de abarcar diferentes condiciones inmunológicas de 

los hospedadores y estudiar así la respuesta de estos modelos, a la infección de ciertas cepas 

de S. cerevisiae. Los tres modelos fueron, ratones sanos BALB/c, ratones DBA/2N 

deficientes en el factor C5 del complemento y ratones ICR/Swiss que simulan un estado de 
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neutropenia tras la inyección intraperitoneal del inmunosupresor ciclofosfamida. Siguiendo 

con el objetivo principal de este trabajo, el estudio comparativo entre cepas industriales y 

aislados clínicos, se nos plantearon tres preguntas en relación a los ensayos de infección 

sistémica en los tres modelos murinos: ¿existen diferencias en la virulencia y patogénesis 

entre ambos tipos de aislados de la levadura?; ¿existen diferencias en la infección según el 

modelo murino seleccionado? y por último, ¿existen diferencias en la colonización de los 

órganos estudiados para cada cepa? 

 Para responder a la primera de las cuestiones fue de gran ayuda establecer un 

criterio de virulencia que considerase tanto la letalidad como la colonización del cerebro 

durante 15 días de infección para los modelos BALB/c y DBA/2N y de 10 días para los 

ratones neutropénicos. Con dicho criterio se establecieron tres grados de virulencia (alto 

intermedio y bajo) en los cuales se encontraron tanto aislados clínicos como no clínicos. En 

el grado de baja virulencia, siempre se encontró la cepa vínica de referencia CECT 10.431 y 

el aislado clínico Nº 20, ambos mostraron cierta dificultad en la colonización tanto de 

cerebro como de riñón, aunque principalmente en riñón, y además nunca causaron 

mortalidad. Los grados de virulencia alta e intermedia agruparon al resto de aislados 

clínicos y no clínicos, que se caracterizaron por mostrar altos niveles en los alojamientos en 

cerebro en los tres modelos, como es el caso de los aislados clínicos Nº 60, 75 y F27, la 

cepa industrial de panadería y la cepa terapéutica de S. boulardii. Estos datos muestran que 

no existe una clara diferenciación entre las cepas industriales y los aislados clínicos, ni 

incluso entre los aislados clínicos potencialmente virulentos ni los considerados 

comensales, en cuanto a su capacidad para colonizar. Así, cabe destacar la cepa de 

panadería y el aislado de S. boulardii que, según los datos moleculares y los rasgos de 

virulencia descritos anteriormente, mostraban características asociadas a cepas virulentas al 

causar muerte tanto en ratones sanos como inmunodeprimidos. Además, es de destacar 

que estas cepas industriales, junto con la cepa industrial ICV-17 y los aislados virulentos Nº 

60 y 102, fueron las únicas que tras ser inoculadas en los ratones provocaron en éstos la 

manifestación de signos típicos de enfermedad (pérdida de peso, poca movilidad o 

encrespamiento del pelo). Estos mismos signos de infección han sido descritos en el curso 

de las infecciones causadas por otras levaduras patógenas oportunistas como C. albicans 

(MacCallum y Odds, 2005) o Hansenula anomala (Cermeño-Vivas y col., 1999), de manera 

que para S. cerevisiae dichas manifestaciones estarían indicando que estos ratones estarían 

sufriendo una infección por la cepa en cuestión y que podrían finalizar con la muerte. 
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Clemons y colaboradores (1994) observaron una graduación continua en la 

virulencia de aislados clínicos y no clínicos, resultados similares se han observado en el 

presente trabajo, en base a la combinación de los resultados de los alojamientos mostrados 

en el cerebro principalmente, aunque también de los riñones, y la mortalidad producida por 

cada cepa, independientemente del modelo murino ensayado. Así pues se estableció la 

siguiente clasificación de mayor a menor virulencia para el total de las 10 cepas analizadas 

en este trabajo: [Aislado clínico respiratorio y potencialmente virulento Nº 102; aislado 

clínico comensal de origen genital Nº 60; cepa industrial de panadería “Cinta roja”; aislado 

probiótico S. boulardii; aislado de sangre potencialmente virulento F27; cepa vínica ICV-17; 

cepa vínica T73; cepa de referencia CECT 10.431; aislado clínico comensal con origen de 

heces Nº 20].  

 En relación a la segunda pregunta, acerca de si existen o no diferencias en el grado 

de susceptibilidad para cada cepa en relación a cada modelo murino ensayado, se observó 

que efectivamente estas diferencias se daban en el caso de los ratones neutropénicos 

tratados con ciclofosfamida, ya que mostraron claramente una mayor susceptibilidad, 

seguidos de los ratones sanos BALB/c y en último caso los ratones DBA/2N, deficientes 

en el factor C5 del sistema del complemento. El hecho de que los ratones neutropénicos 

sean más susceptibles para S. cerevisiae no sorprende, teniendo en cuenta que es una 

levadura que mayoritariamente causa infecciones en pacientes con diversas deficiencias en 

su estado inmunitario. De hecho, el único trabajo encontrado en la literatura (Okawa y 

Yamada, 2002) en el que se emplearon ratones tratados con ciclofosfamida que fueron 

inoculados con ciertas cepas de S. cerevisiae, se observó que algunas de las cepas eran 

capaces de causar la muerte, mientras que en los ratones sanos no ocurría, detectándose 

también un incremento en los alojamientos en diversos órganos. En cualquier caso, y con 

respecto a los datos que se muestran en el presente trabajo, las diferencias observadas con 

los ratones sanos BALB/c y para todas las cepas, no parecen ser tan grandes como cabría 

esperarse “a priori”. De hecho, las cepas que se han definido como de baja virulencia 

(aislado de heces Nº 20 y la cepa de referencia CECT 10.431), no aumentaron la 

susceptibilidad en los ratones neutropénicos con respecto a los sanos. Sin embargo, el 

tratamiento con ciclofosfamida sí aumentó la virulencia de aquellas cepas que causaron 

cierta mortalidad en BALB/c, concretamente el aislado clínico Nº 60 incrementó la tasa de 

mortalidad en un 40%. Bistoni y colaboradores (1984) observaron igualmente que la 

inmunodepresión provocada por la ciclofosfamida no modificaba significativamente la 

susceptibilidad de estos ratones para las especies de Candida que habían mostrado baja o 
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nula patogenicidad en ratones sanos. Sin embargo, la susceptibilidad se veía aumentada solo 

en el caso de las especies del género que sí habían sido patógenas en los ratones no 

tratados.  

El efecto de la neutropenia se tradujo principalmente en un incremento de los 

alojamientos para ambos órganos, aunque la diferencia fue muy significativa para los 

alojamientos que se dieron en los riñones. Fulurija y colaboradores (1996), observaron un 

fenómeno similar en infecciones por C. albicans en ratones neutropénicos, donde 

destacaban los alojamientos elevados en riñón frente a otros órganos, entre ellos el cerebro. 

La explicación radica en que la deficiencia en neutrófilos parece aumentar la susceptibilidad 

de los órganos a ser colonizados y especialmente en el caso de los riñones, donde los 

neutrófilos y las células fagocíticas juegan un papel esencial en el control de la proliferación 

fúngica. Además, el incremento del alojamiento en cerebro es menor en este tipo de 

ratones porque el aclaramiento de células de Candida en este órgano está mediado por 

mecanismos independientes a la intervención de los neutrófilos. Este mismo 

comportamiento de aumento en la tasa de mortalidad y alojamiento en los riñones, ha sido 

observado tras la infección de ratones neutropénicos con otras levaduras consideradas de 

baja virulencia como Candida krusei (Anaissie y col., 1993), C. glabrata (Brieland y col., 2001) 

o H. anomala (Cermeño-Vivas y col., 1999), lo cual nos permite concluir que el tratamiento 

con ciclofosfamida modularía la susceptibilidad a la infección sistémica por S. cerevisiae, 

permitiendo una mayor colonización de órganos diana que pueden acabar en el aumento de 

la tasa de mortalidad, pero solo en el caso de las cepas que muestran una virulencia alta o 

intermedia.   

 Cuando se comparan los modelos de ratones sanos BALB/c y deficientes en el 

factor C5 DBA/2N observamos que para la mayoría de las cepas, con excepción de los 

aislados clínicos Nº 75 y 102, los ratones sanos parecían ser más susceptibles que los 

ratones deficientes en C5. Además, si comparamos con trabajos previos llevados a cabo 

por Clemons y colaboradores (1994), Byron y colaboradores (1995), McCullough y 

colaboradores (1998b) y Wheeler colaboradores (2002), esta es la primera vez que se 

observa mortalidad para ratones sanos, tanto en la misma estirpe de ratones utilizada en 

nuestro estudio como en otras estirpes como CD-1. Es más, en estos trabajos tras infectar 

ratones DBA/2N y ratones sanos, fuesen BALB/c o CD-1, observaban un aumento de la 

virulencia de las cepas en los ratones DBA/2N que atribuían a la deficiencia que estos 

ratones sufren en el sistema del complemento. En el trabajo realizado por Byron y 

colaboradores (1995) describieron algo similar para algunas cepas, las cuales cambiaban su 



DISCUSIÓN 

 146

grado de virulencia según el modelo de ratón empleado. Estos datos indican por tanto que 

el factor C5 del complemento no parece ser un requerimiento absoluto en la resistencia 

innata contra todas las cepas de S. cerevisiae y por tanto parecen intervenir factores 

intrínsecos a cada cepa de levadura que afectarían a su virulencia. Mientras algunas cepas 

son eliminadas vía complemento en ratones sanos y son capaces de colonizar mejor en 

ausencia del factor C5, como sería el caso de los aislados clínicos Nº 75 y 102, otras cepas 

serán capaces de evadir los mecanismos relacionados con el sistema del complemento y 

puede que no les afecte una deficiencia en dicho sistema (como sería el caso del aislado 

clínico Nº 60 y las cepas industriales “Cinta roja” y S. boulardii). De todos modos, no todos 

los microorganismos se ven afectados de la misma manera ante la deficiencia del factor C5 

del complemento, de hecho se sabe que la deficiencia de C5 afecta a la supervivencia y 

desarrollo de las infecciones causadas por C. albicans (Ashman y col., 2003, Lyon y col., 

1986) o C. neoformans (Rhodes, 1985). Sin embargo, existen otros microorganismo para los 

cuales la falta del factor C5 no parece afectar en su capacidad para provocar la infección, es 

el caso de Histoplasma capsulatum (Burger y col., 1985), Paracoccidioides brasiliensis (Calich y col., 

1987) o Coccidioides immitis (Wu-Hsiech y col., 1989). En cualquier caso, estudios recientes 

ponen de manifiesto que la medida de la susceptibilidad de las diferentes cepas de ratones 

(Ej., presencia o ausencia del factor C5 del complemento) debe realizarse no solo por el 

aumento de la mortalidad, sino también por el aumento de carga fúngica que pueda darse 

en lugares específicos y, por extensión, por el mayor daño tisular que causan (Ashman y 

col., 2003). En el caso de C. albicans, en ausencia del factor C5, se observa sensibilidad en 

las infecciones sistémicas y no en las infecciones gastrointestinales o vaginales. Además, la 

ausencia de C5 en los ratones DBA/2N infectados con C. albicans se traduce en un 

aumento significativo de carga fúngica solo en los riñones, mientras que en el cerebro se 

aprecia un leve aumento de la colonización. Puesto que los neutrófilos son cruciales en la 

defensa de los riñones tras la inoculación intravenosa de las levaduras y se necesita de la 

quimiotaxis que media el factor C5, entre otros, para que suceda el reclutamiento de estas 

células inflamatorias en el riñón, la muerte sobrevendría por un fallo en el control de la 

proliferación de las levaduras en este órgano diana. Quizás esta explicación solo pueda ser 

válida en el caso de levaduras que muestren como órgano diana el riñón y  por ese motivo, 

la susceptibilidad de este tipo de ratones esté más limitada en el caso de S. cerevisiae, ya que 

esta levadura no coloniza rápidamente el riñón, sino que tras la inoculación intravenosa,    

S. cerevisiae tiene preferencia por el cerebro, como se deduce de los datos de alojamientos.  
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 Aunque los resultados muestran que existen diferencias tanto en la supervivencia 

como en la colonización que sufre cada tipo de ratón dependiendo de la cepa de S. cerevisiae, 

existen también rasgos comunes en la infección sistémica de esta levadura con 

independencia de la cepa de ratón empleada. En concreto hemos observado que aquellas 

cepas que son capaces de causar muerte lo harán siempre durante la primera semana de 

infección, desarrollando signos de infección a partir del segundo o tercer día de la 

inoculación, y que algunos, como la pérdida de peso o el encrespamiento del pelo debido a 

la fiebre que sufren los ratones, podrían considerarse marcadores del tiempo de 

supervivencia de los ratones, como se ha intentado establecer para C. albicans (MacCallum y 

Odds, 2005), aunque parecen ser parámetros difíciles de correlacionar. Además, S. cerevisiae 

es capaz de colonizar tanto el cerebro como los riñones, aunque en general se ve favorecida 

la colonización del cerebro. En el riñón las levaduras son eliminadas eficazmente durante 

las dos primeras semanas por la actuación de los neutrófilos, mientras que en el cerebro la 

colonización es mucho mayor y como lo es también su persistencia a lo largo del tiempo. 

Para S. cerevisiae podría establecerse el cerebro como el órgano diana de su infección, donde 

una elevada acumulación de levaduras durante la primera semana postinfección podría 

correlacionarse con la muerte, al igual que ocurre en ratones que sufren una infección con 

C. albicans. En este último caso la mortalidad está directamente relacionada con la carga 

fúngica en los riñones, el órgano diana de la infección de esta levadura (Hurtrel y col., 1980; 

Odds, 1988; Ashman y col., 1996).  

 Los resultados observados en este apartado indican que S. cerevisiae es capaz de 

colonizar ratones sanos e inmunodeficientes, que la colonización se da principalmente en el 

cerebro, persistiendo durante un periodo bastante largo de tiempo, y produciendo una 

infección que llegó en algunos casos a producir la muerte. Pero para cerciorarnos que 

efectivamente las cepas que se inoculaban en los ratones eran las que cursaban 

posteriormente la infección, se aplicaron las técnicas del análisis de restricción del DNA 

mitocondrial y el análisis electroforético de cariotipos, que permiten caracterizar las 

levaduras a nivel de cepa. Ambas técnicas nos permitieron comprobar que en ningún caso 

había sucedido una contaminación y que por tanto, la infección fue causada por la cepa 

inoculada.  

Por otra parte y mediante el análisis de cariotipos, se comprobó que no habían 

acontecido reordenaciones cromosómicas, como en un principio se había pensado en los 

casos de “Cinta roja” y los aislados clínicos con origen en panadería F27 y nº 75, y que 

podrían haber explicado los cambios en la actividad fermentativa de estas cepas. Las 
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reordenaciones cromosómicas son fenómenos descritos en los genomas de las levaduras 

vínicas durante el crecimiento vegetativo, por recombinación de cromosomas homólogos y 

por la recombinación entre repeticiones o secuencias parálogas, que pueden suceder como 

resultado de mecanismos de adaptación a condiciones de estrés (Puig y col., 2000). Estas 

reordenaciones cromosómicas pueden revelarse mediante la técnica del cariotipado. 

Existen trabajos que han determinado cómo las levaduras vínicas de flor no mantienen 

cariotipos estables y definidos (Martínez y col., 1995), pero ha sido entre las levaduras de 

panadería donde se ha observado mayor variabilidad cromosómica (Codón y col., 1998), 

como resultado de la gran frecuencia de movimiento de los elementos Ty en el DNA,  o 

recombinación entre elementos Ty en posiciones heterólogas, así como de las regiones 

subteloméricas Y’. Puesto que estos cambios en muchos casos no serían visibles a nivel de 

cariotipo, no se puede descartar en el presente trabajo cambios que hayan tenido lugar a 

nivel cromosomal en las levaduras con origen de panadería y que explicaría las diferencias 

observadas en estas antes y después de pasar por el hospedador. Las reorganizaciones 

cromosómicas como respuesta adaptativa descritas para S. cerevisiae (Brown y col., 1998; 

Dunham y col., 2002) también han sido descritas en las levaduras oportunistas C. albicans y 

C. glabrata. Cambios en el número de copias de cromosomas, han sido descritos como 

fuente de variabilidad genética permitiendo evolucionar y adquiriendo nuevas propiedades 

como la capacidad de usar sorbosa o crecer en presencia de drogas antifúngicas como el 

fluconazol (Suzuki y col., 1989). E incluso, cambios en el número de copias de 

cromosomas para C. albicans han sido observados en condiciones de crecimiento en el 

hospedador (Chen y col., 2004; Forche y col., 2005), que podrían asociarse con alteraciones 

fenotípicas y genotípicas. Por tanto, aunque este tipo de información no se conoce para      

S. cerevisiae, parece probable que estos fenómenos puedan darse también para esta levadura 

a su paso por un hospedador, donde encontrará condiciones de estrés, como la restricción 

nutricional, pudiendo favorecer a que sucedan cambios a nivel cromosomal, de la misma 

manera que han sido descritos in vitro y que le permitirían adaptarse a las condiciones del 

hospedador.  

 

¿Existe una asociación entre los rasgos fenotípicos asociados con el origen clínico 

de S. cerevisiae y la virulencia in vivo? 

 

 Haciendo un repaso de los rasgos de virulencia asociados al origen clínico de         

S. cerevisiae y comparándolo con los resultados que hemos observado tras realizar los 
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ensayos in vivo, parece difícil establecer una relación directa. Si tenemos en cuenta la cepa 

vínica de referencia CECT 10.431, una cepa clasificada como no virulenta, al analizar el 

fenotipo que mostró para los rasgos de virulencia (Tabla 13), se encontraría una explicación 

satisfactoria, puesto que no mostró ninguno de los tres rasgos relacionados con el origen 

clínico (crecimiento a 42º C, crecimiento pseudofilamentoso y alta actividad fosfolipasa). 

Sin embargo, este perfil de rasgos de virulencia es completamente opuesto en el caso del 

aislado Nº 20, considerado también como no virulento, pues mostró idénticos rasgos de 

virulencia que los aislados definidos como virulentos (Nº 60 y 102). En el caso de las cepas 

vínicas T73 e ICV-17, aunque no mostraron mortalidad, éstas se caracterizaron por los 

altos alojamientos exhibidos en ambos órganos, pero el fenotipo de  rasgos de virulencia no 

explica lo observado, ya que si bien ambas no fueron capaces de crecer a 42º C, la cepa T73 

no mostró crecimiento pseudohifal e ICV-17 no mostró actividad fosfolipasa. Es decir, lo 

que estos resultados parecen indicar es que no existe un factor único implicado en la 

patogénesis de S. cerevisiae y que incluso mostrando todas las características supuestamente 

necesarias, existen cepas que no pueden ser capaces de desarrollar una infección. El estudio 

de rasgos de virulencia en el campo de las levaduras y hongos oportunistas es complicado, 

debido principalmente a las limitaciones que existen cuando se estudian patógenos que 

requieren de cierta susceptibilidad del hospedador para expresar su virulencia, como es el 

caso de S. cerevisiae. El estado inmunitario del hospedador puede modificar la expresión de 

los factores de virulencia y finalmente la capacidad de estos patógenos para desarrollar la 

infección (Casadevall y Pirofski, 2001). Por tanto, puede ser aún más difícil establecer 

rasgos de virulencia que sirvan para discriminar entre cepas patógenas y no patógenas. 

En cualquier caso este trabajo deja abierta muchas hipótesis acerca de los 

mecanismos disponibles por S. cerevisiae para establecer una infección ya que seguramente 

esta levadura cuenta con propiedades propias que aún desconocemos y que intervengan 

efectivamente en este proceso.  

 

S. cerevisiae es capaz de inducir una respuesta inmunológica en un modelo murino 

de infección sistémica. 

 

 La combinación de la electroforesis bidimensional y el análisis mediante Western 

blot empleando suero inmune murino, generado frente a diferentes microorganismos como 

anticuerpo primario, se conoce actualmente como inmunoproteómica y es una importante 

herramienta en la identificación de una gran variedad de antígenos, ya sean antígenos 
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bacterianos (Jungblut y col., 2001) o fúngicos (Pitarch y col., 2004). La detección de 

anticuerpos frente a estos antígenos en el suero de pacientes a diferentes tiempos ha 

permitido monitorizar la evolución y el pronóstico de las enfermedades causadas por estos 

microorganismos, como se ha descrito recientemente en un estudio con pacientes que 

atravesaban una candidiasis sistémica y en el que se llegó a relacionar la presencia de 

anticuerpos frente a unas determinadas proteínas como señal de pronóstico favorable, 

frente a patrones de anticuerpos más relacionados con un desenlace menos favorable 

(Pitarch y col., 2006). Además, algunos de esos antígenos están siendo estudiados como 

posibles antígenos inmunoreactivos capaces de inducir una respuesta protectora eficaz 

(Fernández-Arenas y col., 2004 a, b). En nuestro caso, y dado que algunas de las cepas de  

S. cerevisiae utilizadas en los ensayos de virulencia habían producido infección, e incluso en 

algunos casos hasta una significativa tasa de mortalidad, quisimos comprobar si la presencia 

de estas cepas en el ratón podía llegar a desencadenar una respuesta inmunológica frente a 

esta levadura, en principio asumida por todo el mundo como inocua.  

En los distintos “western blot” realizados con los sueros murinos obtenidos tras la 

inoculación de las cepas de S. cerevisiae ensayadas, la mayor inmunoreactividad detectada se 

produjo con los sueros procedentes de los ratones inmunodeprimidos mediante 

ciclofosfamida. Dichos sueros mostraron reactividad frente a las enzimas glicolíticas Fba, 

Tdh, Eno, Tpi, Pgi, Pgk1; las enzimas metabólicas Pdc, Ald, Adh (relacionadas con el 

metabolismo fermentativo), Ilv, Sam, Cys (con el metabolismo de aminoácidos); la proteína 

Asc, envuelta en la traducción y por último las Hsp, de respuesta a choque término. Es 

importante destacar que estas proteínas de S. cerevisiae son homólogas a proteínas de C. 

albicans descritas como inmunogénicas tanto en modelos murinos (Fernández-Arenas y col., 

2004 a, b) como en pacientes humanos (Pitarch y col., 1999 y 2004). La inmunorreactividad 

observada en los sueros de los ratones neutropénicos varió en función de la cepa de S. 

cerevisiae utilizada para la infección de los mismos. En general podemos decir que la mayor o 

menor inmunorreactividad observada, se relaciona directamente con la capacidad virulenta 

de las cepas, determinada por su tasa de alojamiento en cerebro y riñón y la tasa de 

mortalidad producida en los ratones infectados. De esta forma, el suero obtenido tras la 

inoculación de la cepa vínica CECT 10.431, con los menores niveles de alojamiento y 

mortalidad registrados, fue el menos inmunorreactivo, detectándose únicamente 3 de las 7 

proteínas identificadas. De acuerdo a este mismo razonamiento, la mayor reactividad se 

obtuvo con los sueros obtenidos tras la infección con las cepas ICV-17, Nº 60 y 102 que 

mostraron los niveles máximos de alojamiento y mortalidad. Salvando las diferencias en la 
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inmunoreactividad de los distintos sueros, hay que destacar que en la mayoría de los casos 

se observó alta reactividad frente a las enzimas glicolíticas y metabólicas mencionadas 

anteriormente. Las proteínas homólogas a éstas en C. albicans, han sido ampliamente 

descritas y estudiadas por diferentes autores por su relevancia e implicación en la respuesta 

inmunológica desencadenada frente a este patógeno oportunista. La detección mayoritaria 

de estas proteínas muy abundantes en el citoplasma celular (concretamente las proteínas 

Eno, Pgk, Tpi, Pdc, Adh y Tdh) durante las infecciones causadas por C. albicans parece 

estar relacionada por una parte, con su liberación como resultado del daño o lisis que 

sufrirán las células de C. albicans por las defensas del hospedador, durante el curso de la 

infección. Así como por su localización secundaria superficial en la interfase hongo-

hospedador, al haberse descrito también como integrantes de la pared celular de C. albicans, 

por lo que estarían expuestas a las defensas del hospedador, sin necesidad de un daño 

celular (Martínez y col., 1998; Pardo y col., 1999; Pitarch y col., 1999; Pitarch y col., 2001; 

Pitarch y col., 2006; Fernández-Arenas y col., 2004 a, b; López y col., 2006). Aunque no se 

conoce con exactitud la función que desempeñan en la pared celular, parece que muestran 

funciones relacionadas con procesos específicos de la superficie, como la unión a 

componentes del hospedador, como la fibronectina y laminita (Gozalbo y col., 1998). Por 

ejemplo, se sabe que la Enolasa interviene en cambios de la pared celular que suceden en 

presencia de drogas como el fluconazol en el medio (Angiolella y col., 2002), la 

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa está implicada en la adhesión de las células del 

hongo a la fibronectina y laminita (Gozalbo y col., 1998) o la fructosa 1,6-bifosfato aldolasa 

que actúa como antígeno (Nombela y Chaffin, 2006). El caso de las proteínas de respuesta 

a estrés, Hsp, que además de las múltiples funciones que tienen en el interior celular, en la 

respuesta a diferentes estreses, principalmente el térmico, y como proteínas acompañantes, 

también se ha descrito su localización en pared celular. Además se ha aceptado como 

antígeno inmunodominante en amplio rango de infecciones (Martínez y col., 1998), así 

como su asociación con la protección inmunitaria (Pockley, 2003).  

Por lo que respecta al resto de proteínas detectadas en el presente trabajo, solo la 

ácido acetohydroxido isomeroreductasa (Ilv), y la subunidad β de la proteína de unión a 

guanina (Asc) han sido detectadas como proteínas inmunoreactivas en C. albicans, 

proponiéndose junto con las anteriores, como excelentes candidatas para futuras vacunas 

fúngicas (Fernández-Arenas y col., 2004b; Pitarch y col., 2004). Sin embargo, en el caso de 

las proteínas, S-adenosil metionina sintasa, aldehido deshidrogenasa, cistationina gamma 



DISCUSIÓN 

 152

liasa y cistationina beta sintasa, no se han encontrado trabajos que las identifiquen como 

proteínas inmunoreactivas para el caso de C. albicans.  

En el caso de S. cerevisiae, también se ha descrito la presencia de todas estas 

proteínas en la pared celular (Nombela y Chaffin, 2006), como es el caso de algunos 

miembros de la familia Hsp70 (López-Ribot y Chaffin, 1996), así como de la enzima 

glicolítica gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (Pardo y col., 1999; Delgado y col., 2003 

a, b). También se ha descrito en S. cerevisiae que protoplastos en regeneración son capaces 

de secretar la Enolasa (Eno2), fructosa bifosfato aldolasa (Fba1) y gliceraldehido 3-fosfato 

deshidrogenasa (Tdh2 y 3), así como algunos miembros de la familia de las Hsp70 (Ssa1 y 

2, así como Ssb1 y 2) al medio de cultivo, lo que sugiere la presencia de los mismos en la 

pared celular (Pardo y col., 1999; 2000). De manera que no es de extrañar por tanto, que 

estas proteínas puedan jugar un papel antigénico relevante durante el transcurso de una 

infección por parte de S. cerevisiae, al encontrarse accesibles para las células del sistema 

inmunitario. 

Conviene aclarar que la localización de estas proteínas en la pared celular de las 

levaduras ha sido tema de gran controversia durante los últimos años, ya que dichas 

proteínas carecen de péptido señal (secuencia aminoacídica N Terminal) que les dirija al 

retículo endoplásmico para su entrada en la ruta de secreción clásica hacia el exterior de la 

célula (membrana citoplásmica y pared celular). Sin embargo, gracias a trabajos recientes se 

ha podido demostrar que las levaduras pueden disponer para ciertas proteínas que no 

poseen el péptido señal (como es el caso de las proteínas nombradas anteriormente) de una 

ruta alternativa de transporte no convencional, que las posicionaría en la superficie celular 

(López y col., 2006). Además, esta ruta alternativa de secreción de proteínas no 

consideradas propiamente de pared celular, está siendo estudiada como un posible factor 

más de virulencia, debido a que algunas de estas proteínas, como es el caso de la proteína 

Enolasa, se les atribuye un cierto papel virulento por su capacidad de unión al 

plasminógeno, contribuyendo por tanto a la invasión de los tejidos por C. albicans (Pitarch y 

col., 2004). De la misma manera, se ha descrito que anticuerpos frente a esta proteína 

parecen conferir protección (Pitarch y col., 2006). 

De esta manera podemos concluir que los resultados obtenidos mediante la 

inmunoproteómica (combinación de la proteómica y western blot), han permitido poner de 

manifiesto que S. cerevisiae es capaz de inducir una respuesta inmune, similar a la descrita 

para el hongo patógeno oportunista C. albicans, dejando en entredicho la aparente inocuidad 

de esta levadura, considerada comúnmente como segura. Así mismo, mediante estas 
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técnicas, y tomando como modelo trabajos realizados con C. albicans, sería posible llegar a 

determinar marcadores de una posible “Saccharomicosis,” así como, qué antígenos son los 

idóneos para el desarrollo de una posible vacuna o medicamentos efectivos frente a estas 

infecciones, en el caso de llegar a producirse la proliferación de cepas de S. cerevisiae 

virulentas.  
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Como se ha observado, los aislados clínicos de S. cerevisiae cuentan con una serie de 

rasgos fenotípicos que se asocian significativamente con el origen clínico y que, por tanto, 

pueden estar directamente relacionados con la virulencia. En este sentido, ha sido más 

difícil determinar si participan o no en la virulencia in vivo, empleando para ello modelos 

murinos de infección sistémica. En cualquier caso sería conveniente añadir a los criterios de 

selección de cepas industriales que van a ser comercializadas, pruebas relacionadas con el 

crecimiento a 42º C, alta producción de fosfolipasas y el crecimiento pseudohifal, ya que se 

plantean como los rasgos de virulencia que mejor diferencian a las cepas industriales de los 

aislados clínicos, principalmente aquellos que fueron aislados de sitios estériles y/o habían 

causado una infección. Los ensayos in vivo, empleando tres modelos murinos con diferente 

estado inmunológico, han evidenciado que existen ciertos aislados clínicos virulentos, 

capaces de colonizar e invadir principalmente el cerebro, llegando incluso a causar la 

muerte tanto de ratones sanos como neutropénicos, durante la primera semana de 

infección.  

Teniendo en cuenta que uno de los fenómenos que diferenciaron 

fundamentalmente a los aislados clínicos de los no clínicos fue el crecimiento 

pseudofilamentoso, se planteó analizar una de las  ruta de señalización que regula el 

proceso del crecimiento pseudohifal e invasión ante una limitación nutricional, la ruta de 

transducción de señales mediada por la MAP quinasa Kss1 (MAPK). Sin embargo, las rutas 

de transducción de señales no son simples secuencias lineales de proteínas que se activan 

de forma sucesiva, sino que conforman redes complejas de comunicación celular. De 

hecho, existe cierta interconexión entre la ruta involucrada con el crecimiento pseudohifal, 

mediada por Kss1, la ruta de integridad celular, mediada por Slt2 y la ruta relacionada con 

el apareamiento y la respuesta a feromonas por Fus3. Estas rutas comparten elementos 

comunes y responden ante otros estímulos diferentes no específicos. La ruta del 

apareamiento o respuesta a feromonas comparte muchos elementos comunes con la ruta 

de pseudofilamentación (Figura 37), entre ellos el módulo de las MAP quinasas, Ste20, 

Ste11, Ste7 y Ste12. Además, se ha observado que Kss1 se fosforila rápidamente tras la 

estimulación de las células con feromonas, e incluso esta fosforilación es necesaria para la 

inducción de los genes que se expresan en estas condiciones (Sabbagh, 2001). Además 

Kss1 debe participar en la ruta de feromonas, ya que la pérdida de Fus3 no vuelve estéril a 

la célula, como sí sucede con el doble mutante fus2 kss1 (Elion y col., 1991). Por otro lado, 

la ruta de integridad celular, mediada por Slt2, responde a muy diferentes estímulos 

externos, como por ejemplo alta temperatura, baja osmolaridad externa, ayuno de 
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nitrógeno, la presencia de feromonas o de agentes que interfieren con la biosíntesis de 

componentes de la pared celular y estrés oxidativo (de Nobel y col., 2000; Martín y col., 

2005; Vilella y col., 2005). Se ha observado también que algunos defectos en la integridad 

de la pared celular provocan además de activación de la ruta de Slt2, un aumento en la 

transcripción de genes de respuesta a feromonas, a través de la ruta SVG, y que para ello 

son necesarios los componentes de la ruta de apareamiento y pseudofilamentación Ste11, 

Ste7 y Ste12 (Cullen y col., 2000). Por último, también se ha descrito que la activación 

constitutiva de la GTPasa Cdc42, que interviene en las rutas de apareamiento y 

pseudofilamentación, provoca una activación de la MAPK Slt2 que depende de la presencia 

de Ste7, Fus3 y Kss1, pero no de la GTPasa de la ruta de integridad Rho1 (Rodríguez-

Pachón y col., 2002).  

Debido a la compleja interacción que existe entre estas tres rutas y puesto que 

existen anticuerpos específicos frente a estas MAPKs activadas (Martín y col., 2000), se 

planteó abordar el estudio del nivel de activación de dichas proteínas, para conocer así la 

posible implicación de estas rutas en el desarrollo de la patogenicidad de los aislados 

virulentos de S. cerevisiae, comparando con cepas industriales, que mostraron a su vez 

diferente comportamiento in vitro, en el estudio de los rasgos de virulencia, e in vivo en 

sistemas modelos de infección sistémica.  
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 Figura 37. Esquemas de las rutas de apareamiento, crecimiento pseudohifal e integridad 

de la pared celular de S. cerevisiae. 
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1. Estudio del grado de activación por fosforilación de las MAPK Kss1, Slt2 y Fus3 

en condiciones de no activación 

 

Con el objetivo de estudiar las rutas de integridad celular mediada por Slt2, de 

pseudofilamentación por Kss1 y de apareamiento por Fus3, en condiciones de cultivo que 

no las activasen, las cepas se incubaron a una temperatura de 24º C en el medio de cultivo 

YPD, para estudiar así si existe nivel basal en estas MAP quinasas (Martín y col., 2000), 

siguiendo la metodología descrita en el apartado 9 de materiales y métodos. Tras realizar el 

“Western blotting”, las membranas fueron incubadas en primer lugar con el anticuerpo 

anti-fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204), que detecta la fosforilación dual de Slt2, de 

Kss1 y de Fus3. A continuación y tras realizar las deshibridaciones necesarias de las 

membranas, se emplearon anticuerpos que nos permiten determinar la cantidad total de 

proteína en cada carrera, por un lado se empleó el anticuerpo anti-GST-Slt2 (Martín y col., 

1993), que nos permite cuantificar la cantidad total de Slt2 y el anticuerpo anti-actina.  

La realización de este tipo de ensayos con aislados clínicos planteó cierta dificultad, 

ya que al ser cepas aisladas de un ambiente hospitalario sus fondos genéticos no se 

conocían y por tanto no se disponía de cepas isogénicas con las que comparar los 

resultados obtenidos en este tipo de ensayos. De manera que para solventar  esta dificultad, 

se decidió que los resultados obtenidos para cada cepa se compararían consigo misma, tras 

realizar diversas repeticiones, y con respecto a una cepa de referencia de laboratorio 

BY4741. Para que estas comparaciones tuviesen lugar, se cuantificó la cantidad de proteína 

total para cada cepa, empleándose además controles de carga (mediante el empleo de los 

anticuerpos descritos anteriormente).  

En primer lugar se realizó un ensayo preliminar para el cual se seleccionaron los 

aislados clínicos Nº 102, F3 y F27 (aislados de sangre), incluyéndose también como 

controles la cepa BY4741 y los mutantes kss1∆ (el cual muestra activación de Slt2), fus3∆ 

(que muestra activación de Slt2 y Kss1), slt2∆ y el mutante itc1α∆ que muestra activadas las 

3 MAPK’s en estudio. Estos mutantes y la cepa BY4741 se crecieron en las 2 últimas horas 

de cultivo con Rojo congo, con el fin de obtener un patrón de bandas correspondiente a 

cada MAPK, con las que poder comparar los resultados que se obtuviesen de los aislados 

clínicos.  

En la Figura 38 se muestran los resultados obtenidos, dos de los cuales son 

interesantes de destacar. Por un lado el aislado de sangre F3 exhibió una banda que 

coincidía con las bandas para Kss1 que mostraron los mutantes itc1α∆, slt2∆ y fus3∆. De 
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manera que este aislado, tenía activada a nivel basal la MAPK que media en el crecimiento 

pseudohifal. El segundo resultado fue para el aislado clínico Nº 102, que parecía mostrar 

una banda adicional por encima de la banda normal de Slt2. Este resultado hacía pensar 

que quizás este aislado tuviese otra proteína fosforilada muy parecida a Slt2, o simplemente 

fuese un artefacto producido durante el revelado. Por lo que respecta a Fus3, no se observó 

en estas condiciones ninguna banda al nivel correspondiente, ni en el caso de los aislados 

clínicos ni para el mutante itc1α∆, en el que normalmente se reconoce.  
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Estos resultados preliminares dieron una idea de la heterogeneidad que se podría 

encontrar entre los aislados clínicos en estudio y  dieron paso al análisis de las tres MAPK’s 

para un total de 40 cepas (entre aislados clínicos y no clínicos), con diferentes fenotipos 

para los rasgos de virulencia ensayados en el apartado anterior, en el que también se 

incluyeron las cepas ensayadas in vivo. Del total de cepas analizadas, se encontró un grupo 

de 9 que mostraron diferencias llamativas en la activación basal de Slt2 y Kss1, y cuyos 

resultados se muestran en la Figura 39.  

Figura 38. Estudio preliminar de las MAPK’s Slt2, Kss1 y Fus3 en algunos aislados 

clínicos para conocer su nivel basal de activación. El análisis mediante Western blotting se 

realizó mediante extractos proteicos procedentes de la cepa silvestre BY 4741; los mutantes 

kss1∆, slt2∆, fus3∆ y itc1α∆; los aislados clínicos de sangre F27 y F3; el aislado respiratorio Nº 

102. Todas las cepas se cultivaron en medio líquido rico (YPD) a 24º C (condiciones de no 

activación), menos los mutantes a los que se les añadió rojo congo a una concentración final de 

10µg/mL y se incubaron con este compuesto a 24ºC durante dos horas. La membrana se 

incubó con el anticuerpo anti-P-p44/42. Las dos bandas que se detectan a nivel de Slt2 para el 

aislado Nº 102 se marcan con dos líneas rojas.



  RESULTADOS 
 

 159

Anti-actina

Ce
pa

 sa
lv

aje
 B

Y

A
isl

. d
e 

sa
ng

re
 F

27
Ce

pa
 v

ín
ica

 IC
V-

17
S.

 bo
ula

rd
ii

A
isl

. d
e 

sa
ng

re
 F

3
A

isl
. R

es
pi

ra
to

rio
 N

º  
10

2
A

isl
. g

en
ita

l N
º 6

0
A

isl
. g

en
ita

l N
º 6

1
A

isl
. d

e 
he

ce
s N

º 2
0

“
Ci

nt
a r

oj
a”

GST-Slt2

P44/42

Kss1
Slt2

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tal y como se comentó anteriormente, el análisis de los resultados se realizó en 

base a la mayor o menor activación mostrada por cada cepa con respecto a la cepa control 

BY 4741, así como al propio control interno del total de proteína cargado en cada carril. 

Además se realizaron tres repeticiones del mismo ensayo y siempre se obtuvo un perfil de 

fosforilación para Slt2 y Kss1 muy similar al mostrado en la Figura 39, para las 9 cepas en 

los diversos ensayos realizados.  

De los resultados obtenidos es interesante destacar que entre estas 9 cepas, se 

encontraban las cepas que fueron ensayadas in vivo, como son los aislados clínicos Nº 60, 

Figura 39. Detección de diferencias a nivel de activación basal para las MAPK’s Slt2 y 

Kss1 Análisis mediante Western blotting de extractos proteicos procedentes de las cepa 

silvestre BY 4741; la cepa “Cinta roja” (“C.r”); el aislado de sangre F27, la cepa vínica ICV-17, 

la cepa de S. boulardii (S.b), el aislado de sangre F3; el aislado respiratorio Nº 102, los aislados 

genitales Nº 60 y 61; el aislado de heces Nº 70. Todas las cepas se cultivaron en medio líquido 

rico (YPD) a 24º C (condiciones de no activación). La membrana se incubó con los anticuerpos 

anti-P-p44/42 (panel superior), anti-Slt2 (panel intermedio) y anti-actina (panel inferior), estos 2 

últimos como control de carga de proteína de cada carril. Los carriles con recuadro naranja 

indican una doble banda detectada como Slt2 fosforilada y con recuadro verde confirman que 

las dos bandas corresponden a Slt2. En rojo se marcan las bandas correspondientes a Kss1.  
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102, F27 y las cepas industriales “Cinta roja”, S. boulardii e ICV-17. Pero también lo fueron 

los casos del aislado clínico F3, ya que comparte patrón molecular con S. boulardii y el 

aislado clínico Nº 61, ya que además de mostrar el mismo perfil molecular que el aislado 

clínico Nº 60, ambos fueron aislados del mismo paciente. Por lo que respecta al aislado de 

heces Nº 70, se trata de un aislado clínico considerado dentro del grupo de los comensales. 

En la Tabla 18 se muestran los resultados que obtuvimos para los rasgos de virulencia de 

estas 9 cepas. El aislado Nº 61, que podría considerarse la misma cepa que la Nº 60, mostró 

un perfil fenotípico similar, excepto para la actividad fosfolipasa. Por lo que respecta al 

aislado Nº 70, presentó un perfil positivo para todos los rasgos estudiados y, por último, el 

aislado F3, considerada también muy próxima a la cepa de S. boulardii, mostró un perfil 

similar a ésta, diferenciándose en la falta de crecimiento a 42º C y el crecimiento invasivo 

positivo. De manera que aunque algunos aislados eran filogenéticamente muy próximos, 

mostraban un fenotipo distinto, dificultando la posibilidad de establecer genotipos 

característicos de virulencia.  

 

Tabla 18. Rasgos fenotipos asociados con virulencia en S. cerevisiae.  

Actividad enzimática Aislado Origen de 
aislamiento 

Crec.
42ºC Proteasa Fosfolipasa

Crecimiento 
pseudohifal 

Crec. 
invasivo 

Cepas industriales 
ICV-17 Vino - ++ - ++ +/- 
Cinta roja Panadería + + ++ ++ - 
S. boulardii Probiótico + ++ + + - 
Cepas clínicas comensales 
Nº 70 Heces + + ++ + + 
Nº 60 Genital + ++ + ++ + 
Nº 61 Heces + + - ++ + 
Cepas clínicas potencialmente virulentas 
F27 Sangre + ++ ++ ++ - 
F3 Sangre - ++ ++ ++ + 
Nº 102 Tracto 

respiratorio 
+ + + ++ + 

 

 

A continuación se detallan los resultados mostrados en la Figura 39, atendiendo a 

las MAPK activadas y el grado de activación en cada caso:  

 

1.1. Activación de Slt2 superior a la mostrada por la cepa silvestre BY4741 

 

 Teniendo en cuenta las cepas que únicamente mostraron una sola banda para Slt2 y 

comparando los niveles de fosforilación observados para esta proteína, todas tenían una 



  RESULTADOS 
 

 161

activación muy superior a lo observado para la cepa BY4741. Los resultados muestran una 

mayor activación para los aislados clínicos, frente a la cepa silvestre, destacando la cepa 

panadera y la cepa ICV-17. Bien es cierto que al comparar los carriles correspondientes con 

el anticuerpo anti-Slt2 se aprecian algunas variaciones en el nivel de carga entre cepas. Estas 

diferencias provienen de la propia activación que esta proteína ejerce sobre su propia 

transcripción, por ello las variaciones en el nivel de carga son mucho mayores que cuando 

se comparan con el control de la actina, el cual permitió realizar una correcta comparación 

de la activación de esta proteína entre los aislados. Como se comentó anteriormente se 

realizaron dos ensayos más, que confirmaron que efectivamente bajo condiciones de no 

activación, estas cepas mostraban siempre niveles de fosforilación muy elevados con 

respecto a una cepa silvestre, para la MAPK que media la ruta de integridad celular. Estos 

resultados sugieren que estas cepas podrían tener alterada esta ruta en algún punto, o bien 

podrían tener alguna alteración de la pared celular que pueda traducirse en esta activación 

basal en condiciones de no activación.  

 

1.2. Activación de Kss1 en S. boulardii y el aislado clínico de sangre F3  

 

 La activación basal de Kss1 sin necesidad de activar la ruta implicada en el 

crecimiento pseudohifal, fue observado únicamente en el caso de la cepa de S. boulardii y el 

aislado de sangre F3. Es interesante resaltar que estas cepas manifiestan en condiciones 

normales de crecimiento, una morfología más elongada que el resto, que podría explicarse 

como resultado de una activación constitutiva de Kss1. En la Figura 40 se observa como el 

aislado clínico F3 y la cepa de S. boulardii muestran una morfología celular elongada muy 

diferente a la morfología de células ovoides típica para S. cerevisiae (cepa silvestre BY). 

Además, tienden a formar pequeñas cadenas de células que no se separan al gemar de la 

célula madre, dando lugar a un crecimiento pseudohifal en medios normales de cultivos de 

levaduras, como es el GPYA, sin necesidad de emplear medios específicos para inducirlo, 

como es el medio SLAD (limitante en nitrógeno). Posiblemente estos fenómenos 

observados principalmente para estas cepas, estén directamente relacionados con la 

activación basal que se observa para Kss1. 
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Cepa BY 4741

Aislado clínico de sangre F3 Cepa de S. boulardii

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Doble banda observada para Slt2 

 

Al emplear el anticuerpo anti-fosfo-p44/42, que detecta la fosforilación dual de 

Slt2, la fosforilación de Kss1 y de Fus3, se reveló la existencia de una banda adicional 

situada por encima de la banda normal de Slt2, tal y como se observa en la Figura 39. Ésta, 

podría ser otra forma fosforilada para Slt2 o bien una proteína diferente que estaría siendo 

identificada por este mismo anticuerpo. Para confirmar una de estas posibilidades, se 

empleó el anticuerpo específico para Slt2, anti-GST-Slt2, observándose de nuevo esta 

banda adicional, lo que confirmaba que estos aislados (Nº 60, 61, 70 y 102) mostraban dos 

formas de la proteína Slt2. El nivel de fosforilación de ambas bandas era el mismo para 

cada aislado y al comparar entre los distintos aislados (Figura 39), en general se observó un 

nivel de fosforilación similar, aunque el aislado Nº 70 parecía exhibir siempre menor 

activación que el resto. Aunque estos aislados mostraron la doble banda para Slt2, se 

observó que existía una diferencia en el tamaño, los aislados Nº 60 y 61 mostraron unas 

bandas con semejante movilidad electroforética, el aislado Nº 102 mostró unas bandas con 

Figura 40. Morfología celular elongada mostrada por el aislado clínico F3 y la cepa de 

S. boulardii, en condiciones normales de cultivo. Son imágenes capturadas por una cámara 

fotográfica Leica asociada al microscopio Leica HPS60, todas ellas a 40X aumentos, a partir de 

cultivos crecidos en placas de GPYA durante 48h. Las imágenes se han ampliado para apreciar 

con mayor definición la morfología que exhibían. 
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ligeras diferencias de movilidad y el aislado Nº 70 con mayor diferencia de movilidad que 

los otros dos aislados.  

A la vista de los resultados, se plantearon diferentes hipótesis sobre la existencia de 

esta doble banda para estos aislados clínicos, por un lado podría ser el producto de 

modificaciones postraduccionales de la proteína Slt2, que dieran lugar a dos proteínas con 

diferente tamaño o bien estas cepas podrían mostrar alelos SLT2 diferentes para este gen 

que dieran lugar a dos proteínas, al menos diferentes en tamaño.  

Por otro lado, se planteó si esta banda adicional tendría una función similar a la 

proteína normal Slt2, o quizás no tuviera ninguna función. Quizás, la existencia de esta 

doble banda se traduciría en algún efecto fenotípico, que incluso pudiera influir en la 

virulencia de estos aislados. Puesto que los aislados Nº 60 y 102 mostraban la doble banda 

para Slt2 y dado que fueron los aislados que mayor virulencia exhibieron in vivo, se planteó 

la hipótesis de que quizás los aislados Nº 61 (que compartió patrón molecular Mm/Sδ con el 

Nº 60 y fueron aislados del mismo paciente) y el Nº 70, que también mostraban la doble 

banda, podrían mostrar un comportamiento similar de virulencia. Para comprobarlo se 

realizaron ensayos en ratones sanos BALB/c, bajo las mismas condiciones descritas en el 

capítulo anterior. Sin embargo, los resultados indicaron justo lo contrario, ya que no solo 

no se observó mortalidad alguna, sino que los alojamientos fueron muy bajos, comparables 

a los exhibidos por las cepas no virulentas (datos no mostrados en este trabajo). Por tanto, 

esta banda no parecía estar directamente relacionada con la virulencia que mostraron los 

aislados Nº 60 y 102. De todos modos, es posible que las diferencias de tamaño observadas 

en las dobles bandas pudieran influir en la función de esta proteína, lo cual explicaría en 

parte las diferencias observadas en virulencia, o bien las dobles bandas no tengan una 

relación directa con la virulencia mostrada por los aislados Nº 60 y 102.  

 

2. Estudio de la  sensibilidad o resistencia ante agentes que alteran la pared celular 

 

 Independientemente de la causa que de lugar a esta banda adicional para Slt2 en 

estos aislados, puede que la función de esta nueva proteína sea igual a la proteína Slt2 o 

quizás no muestre ningún tipo de función. Para determinar si la presencia de esta banda 

adicional se traduce en algún efecto fenotípico, se estudió la sensibilidad de estas cepas a 

dos compuestos que se emplean habitualmente en los ensayos en los que se buscan 

defectos en pared celular. Se emplearon rojo Congo y Blanco de calcoflúor, compuestos 

que alteran fundamentalmente el ensamblaje de las cadenas de quitina (Roncero y Durán, 
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1985), interfiriendo en la organización de la pared celular de forma que si ésta se encuentra 

debilitada, las células son sensibles a concentraciones de este agente que no suelen afectar a 

células silvestres. A las placas de GPYA se les añadió 100 µg/mL de rojo Congo y 50 

µg/mL de Blanco de calcoflúor. Las cepas se sembraron en las placas de control de GPYA 

(medio rico sin ningún aditivo) y en placas de GPYA con los distintos compuestos, 

mediante gotas con diluciones de una suspensión celular de una DO entre 0,3-0,4. Las 

placas se incubaron a 24º C durante 48 horas y se observó el crecimiento obtenido. En la 

Figura 41 se muestran los resultados de sensibilidad a los dos compuestos empleados, junto 

al control positivo de crecimiento en YPD.  

 

Cepa salvaje BY

Aisl. respiratorio Nº 102

Cepa de S. boulardii

Aisl. genital Nº 60

Aisl. heces Nº 70

Aisl. de sangre F3

Aisl. genital Nº 61

“Cinta roja”

Aisl. de sangre F27

Cepa vínica ICV-17

Blanco de Cf 50µg/ mL GPYA Rojo congo 50µg/ mL

 

 

 

 

 

 

 

 

 En los ensayos realizados con rojo Congo, en general todas las cepas mostraron 

resistencia a este compuesto, únicamente se observaron ciertas diferencias de crecimiento 

en el aislado clínico Nº 70, la cepa de S. boulardii y el aislado clínico F3, aunque fueron muy 

Figura 41. Análisis de la sensibilidad a rojo Congo y blanco de Calcoflúor. Las cepas se 

sembraron en placas de GPYA y GPYA + rojo Congo (RC, 100 µg/mL) y GPYA+ Blanco de 

calcoflúor (CF, 50 µg/mL), mediante gotas de diluciones seriadas a partir de una suspensión 

celular de una DO de 0,3-0,4. Las placas se incubaron posteriormente a 24º C  durante 48 horas. 

Los aislados que mostraron la doble banda para Slt2 están marcados en negrita en la figura. 
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similares a las mostradas por la cepa silvestre BY. En cambio, las diferencias en crecimiento 

se observaron con el blanco de calcoflúor, donde únicamente el aislado respiratorio Nº 102 

mostró resistencia a dicho compuesto, por encima del crecimiento exhibido por la cepa 

BY. El aislado genital Nº 61, junto con los aislados de sangre F3 y F27, mostraron un perfil 

de resistencia similar al de la cepa silvestre y por último los aislados Nº 60 y 70, la cepa de 

S. boulardii, la cepa vínica ICV-17 y la cepa de panadería “Cinta roja”, exhibieron cierta 

sensibilidad a dicho compuesto.  

Entre los aislados con doble banda de Slt2, se observaron tres fenómenos. Por un 

lado el aislado respiratorio Nº 102, que manifestó resistencia a ambos compuestos, el Nº 70 

que mostró cierta sensibilidad a ambos compuestos y por último los aislados Nº 60 y 61 

que manifestaron resistencia a rojo congo y una sensibilidad intermedia al blanco de 

calcoflúor. La presencia de la doble banda, no parece estar confiriendo un fenotipo similar 

de resistencia o sensibilidad frente a estos compuestos, para todas las cepas. No obstante, 

estos resultados podrían explicar las morfologías observadas concretamente para los 

aislados Nº 60 y 102, cuando crecen en un medio normal de cultivo (YPD). El aislado Nº 

60 crece formando cadenas de células que no se separan, hasta formar pequeños grupos de 

células. Mientras que, el aislado Nº 102 forma grupos mayores de células (Figura 42). Sin 

embargo, estas morfologías no se han observado para los aislados Nº 61 y 70, que también 

mostraron dicha banda adicional. Estos datos sugería que los aislados Nº 60 y 102 podrían 

tener alterada su pared celular, en estructura y/o composición, pudiéndose observar 

cambios asociados en el contenido de quitina, que se revelarían mediante la Tinción de 

calcoflúor. Sin embargo, las tinciones llevadas a cabo en ensayos preliminares (datos no 

mostrados en este trabajo) no mostraron diferencias apreciables en la cantidad de quitina de 

la pared celular de los aislados Nº 60 y 102, respecto del resto, que pudiesen explicar los 

resultados observados tanto en la resistencia/sensibilidad a calcoflúor, como las 

morfologías mostradas en la Figura 42. 

 

Aislado Nº 60 Aislado Nº 102

 

Figura 42. Morfología celular de los 

aislados clínicos Nº 60 y 102. Las cadenas y 

agrupaciones celulares observadas para ambos 

aislados se apreciaron en cultivos crecidos en 

medio YPD. Son imágenes capturadas por una 

cámara fotográfica Leica asociada al 

microscopio Leica HPS60 
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Por ello se decidió retomar las hipótesis iniciales sobre el posible origen de esta 

doble banda, bien por modificación postraduccional de la proteína Slt2, que podrían dar 

lugar a dos formas de la proteína, diferentes al menos en tamaño, o bien que estas cepas 

tuviesen alelos diferentes para este gen, que dieran lugar a dos proteínas también diferentes 

en tamaño.  

 

3. Caracterización molecular del gen SLT2 

 

 El estudio del origen de la doble banda de Slt2 para los 4 aislados clínicos, se 

abordó desde un punto de vista molecular. De manera que si la doble banda era resultado 

de dos alelos diferentes para este mismo gen y si éstos a su vez mostraban diferente tamaño 

como proteína, quizás podrían ser detectados al amplificar el gen por PCR. Para ello se 

emplearon los cebadores externos slt2 3’ y slt2 5’, para amplificar el gen SLT2 a partir de 

DNA total. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 43.  

 

Cepa BY Nº 70

1,2 kb

Nº 60
m

 
 

 

La amplificación del gen reveló que efectivamente los aislados clínicos Nº 60, 70 y 

102 (aunque no se muestra en este gel) tenían dos fragmentos para el gen SLT2, con un 

tamaño muy similar y difícilmente distinguible. Sin embargo, para la cepa silvestre solo se 

observó una única banda para este gen. Estos datos genéticos concordaron perfectamente 

con lo observado para las dos bandas de Slt2, puesto que el aislado Nº 70 que mostraba 

una diferencia de tamaño mayor entre proteínas, también lo mostró en los fragmentos 

obtenidos para el gen. Y lo mismo ocurrió para el aislado Nº 60, que mostró menor 

diferencia de tamaño en las dos proteínas Slt2 y también para los dos fragmentos obtenidos 

por PCR. 

 Por tanto, estos resultados evidenciaban que la hipótesis de la existencia de alelos 

diferentes para el gen SLT2 en estos aislados era posible. De manera que a continuación se 

planteó intentar separar ambos fragmentos de PCR, que corresponderían con los alelos 

Figura 43. Amplificación por PCR del gen SLT2. 

Tras realizar una extracción total de DNA de cada 

cepa, se realizaron las amplificaciones por PCR del 

gen SLT2, empleando los cebadores externos slt2 3’ 

y 5’. El patrón de tamaños (m) es el “100bp DNA 

ladder” de Gibco-BRL.
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diferentes y proseguir con la secuenciación de cada banda para conocer el origen de las 

diferencias observadas en el tamaño.  

Paralelamente se realizó un análisis de la secuencia del gen SLT2 entre las especies 

del género Saccharomyces, que constituyen el complejo sensu estricto  y observamos que hacia la 

zona 5’ del gen existía una región que mostraba un número variable de repeticiones CAA 

CAG (región de microsatélites), que variaba según la especie. Al traducir la secuencia 

nucleotídica a la correspondiente secuencia de aminoácidos, se observó que dichas 

repeticiones se traducían en un número variable de glutaminas (Q). En la Figura 44 se 

muestran los alineamientos para las especies que constituyen el complejo sensu estricto, 

específicamente de la región de microsatélites, donde se concentran las diferencias 

observadas entre dichas especies, según el número de repeticiones CAA CAG que tiene 

cada una y que abarca una zona de unos 500 pb hacia la zona final del gen. En la Figura 45 

se muestra la región de la secuencia aminoacídica, correspondiente a la región de los 

microsatélites, donde se observan las diferencias en el número de glutaminas para las 

diferentes especies. 

S. cerevisiae 1101 AGAAGAGCAAAGGCAA………….TTACAATTACAGCAGCAGCAACAGCAGC

S. bayanus 1101 AGAAGAGCAAAAGCAA…………………………..CAACAGCAACAACAGCAAC

S. mikatae 1101 AGAAGAGCAAAAGCACCTG…….CTGCAGCTGCAGCAACAGCAACAGCAAC

S. pradoxus 1101 AGAAGAGCAAAAGCAA…………..TTACAGTTACAGCAGCAACAGCAGCAGC

S. kudriavzevii 1101 AGAAGAACAAAAGCAACAGC GGTTGCAGCAGCAACAGCAACAGCAGCAGC

S. cerevisiae 1151 AGCAACAGCA ACAGCAACAGCAACAGCAGCCTTCAGATGTGGATAATGGC
S. bayanus 1151 AACAACGA………………………………………..ATTCCGAAACAAATAATGGG
S. mikatae 1151 AGCAACAG……………………………………….GTTCCCAATTCGGATATTGG
S. paradoxus 1151 AACAG…………………………………………….GCTTCAAATGCGAATAATGG
S. kudriavzevii 1151 AGCAGCAGCC T…………………………………ATTTCAAATGCAGATAATGG

 
 

 

 

 

 

 

Figura 44. Alineamiento de las secuencias nucleotídica de la proteína Slt2 para las cepas 

que conforman el complejo sensu estricto. Las zonas marcadas en color verde y las flechas 

delimitan la región que concentra las repeticiones CAA CAG y que constituyen las diferencias 

significativas entre dichas especies para este gen.  
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S. cerevisiae 351 VIQEVQDFRLFVRQPLLEEQRQ…LQLQQQQQQQQQQQQQQQQPSDVDNG
S. bayanus 351 VIQEVQDFRQFVRQPLLEEQKQ.....QQQQQQQQR............................IPETNNG
S. mikatae 351 VIQEVQDFRQFVRQPLLEEQKHLLQLQQQQQQQQQ...…...…….... VPNSDIG  
S. paradoxus 351 ...IQEVQDFRLFVRQPLLEEQKQ...LQLQQQQQQQQ.........................ASNANNG  
S. kudriavzevii 351 VIQEVQDFRRF...RQPLLEEQKQQRLQQQQQQQQQQQP………..….ISNADNG

 
 

 

 

 

 

 

 Estos alineamientos muestran que la especie S. cerevisiae es la que concentra mayor 

número de repeticiones CAA CAG y por tanto mayor número de glutaminas. Con lo cual, 

se planteó que posiblemente las diferencias en el tamaño de los dos fragmentos de PCR del 

gen SLT2 observados para los aislados clínicos, podrían deberse al número de repeticiones 

que cada alelo contuviese. Puesto que la escisión de los dos fragmentos generados al 

amplificar por PCR el gen SLT2 a partir del gel de agarosa, dio muchos problemas, se 

decidió variar la metodología, de manera que se diseñaron dos cebadores internos, slt2 3’i y 

slt2 5’i (ver Tabla 9 de materiales y métodos), en zonas conservadas que flanqueasen la 

región de microsatélites, para amplificar dicha región y confirmar si la diferencia en el 

tamaño de los alelos, se debía a un mayor o menor número de repeticiones. En la Figura 46 

se muestra un esquema del gen SLT2, así como los cebadores empleados para obtener los 

diferentes fragmentos de amplificación por PCR.  

 

SLT2

slt2 5’

slt2 3’

CAA CAG CAA…

slt2 5’i

slt2 3’i

FLRQQQQQQ…….
 

 

 

 

 

Figura 45. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de la proteína Slt2 para las 

cepas que conforman el complejo sensu estricto. Las zonas marcadas en color verde 

delimitan la región variable de glutaminas (Q) y que constituyen las diferencias significativas 

entre dichas especies para este gen.  

Figura 46. Esquema del gen SLT2 y de los cebadores empleados para amplificar 

diferentes regiones según su combinación. La zona de repeticiones se sitúa en los últimos 

500 pb del gen que se traduce en un número variable de glutaminas (Q). 
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3.1. Amplificación de la zona de repeticiones (microsatélites) mediante PCR 

 

En primer lugar se realizó la amplificación de la región de repeticiones, mediante la 

combinación de los cebadores slt2 5’i x slt2 3’, observándose un fragmento de unos 450 pb, 

tal y como cabía esperar en la cepa BY4741. En la Figura 47 se muestran los resultados 

obtenidos tras realizar las amplificaciones por PCR de dicha región para cada cepa. Tal y 

como se puede observar en dicha figura se obtuvieron entre los aislados clínicos, tamaños 

de amplificado muy distintos. Por un lado se obtuvo el tamaño esperado de unas 450 pb, 

como ocurre en la cepa BY4741, para la cepa de S. boulardii y la cepa vínica ICV-17, 

marcado en la Figura 47 con el nº 4. Sin embargo, los resultados observados para el resto 

de cepas fueron muy llamativos, ya que se obtuvieron más fragmentos de amplificación 

para la misma región. La cepa de panadería “Cinta roja” y el aislado F27 (con un origen de 

panadería y el mismo perfil molecular que esta cepa panadera), exhibieron dos fragmentos 

de PCR para dicha región, los fragmentos nº 3 (exclusivo de estas cepas) y nº4 (muy similar 

al esperado), de unos 430 pb y 480 pb respectivamente; aunque parece que las bandas 

obtenidas para el aislado F27 están más juntas entre sí que las mostradas para “Cinta roja” 

y es que probablemente se debe a que presentan un tamaño ligeramente diferente. Por 

último se observó que los aislados que mostraron dos bandas tanto para la proteínas Slt2 

como para el gen, exhibían tres fragmentos de amplificado para esta región, las bandas nº 1 

y 2 no observadas en las otras cepas analizadas y la nº 4 con un tamaño similar al esperado. 

Los aislados Nº 60 y 102 mostraron tamaños similares para los fragmentos nº 1 y 2, de 

unas 510 pb y 480 pb respectivamente. Sin embargo, el tamaño del fragmento nº 4 fue 

inferior al esperado y ligeramente diferente en cada caso; de unas 430 pb para el aislado Nº 

60 y unas 440 pb para el aislado Nº 102. En el caso del aislado Nº 70 los tamaños de cada 

fragmento fueron mayores a los anteriores, el fragmento nº 1 de unas 550 pb, el nº 2 de 

unas 510 pb (muy similar al fragmento nº 1 de los aislados anteriores) y el nº 4 de unas 440 

pb. 

 Estos datos sugieren que el aislado clínico F27 y a la cepa de panadería “Cinta roja” 

poseen dos alelos diferentes, posiblemente debido a una diferencia en la región de las 

repeticiones. Sin embargo, en el caso de los aislados de doble banda para Slt2, no solo 

había diferencias de tamaño que se explicarían por las diferencias en el nº de repeticiones 

CAA CAG, sino que además estos aislados debían contar con más de dos alelos para el gen 

SLT2, que variarían en el número de repeticiones. 
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4. Secuenciación de las bandas amplificadas para la región de las repeticiones 

 

 4.1. Aislados con doble banda para la proteína Slt2: Nº 60, 70 y 102 

 

 Para conocer el posible origen de las dos proteínas Slt2, se realizó la amplificación 

por PCR del gen completo utilizando los cebadores slt2 5’ y slt2 3’ (ver Figura 46) y se 

observaron dos copias diferentes en tamaño para dicho gen en estos aislados. Dicho 

resultado explicaría en parte la existencia de la doble banda para Slt2. A continuación, se 

intentó separar ambas bandas a partir de los geles de electroforesis con el fin de 

secuenciarlas, pero la proximidad de tamaño hizo difícil este proceso y se procedió a la 

amplificación por PCR de la región de microsatélites, empleando los cebadores slt2 5i’ y 

slt2 3’, que diferencian las especies del complejo sensu estricto, tal y como se observa en la 

Figura 43. Los resultados demostraron nuevamente, la existencia de más copias para este 

gen en los aislados Nº 60, 70 y 102, prueba de ello fueron las tres bandas de amplificación 

obtenidas para esta región. Por este motivo, se decidió purificar las bandas de amplificado 

de la región de repeticiones nº 1, 2 y 4 de los geles de agarosa (Figura 47), para poder 

secuenciarlas posteriormente por separado (ver apartado 5.3.1 de materiales y métodos). La 

purificación fue posible para las bandas nº 2 y 4, sin embargo fue imposible separar la 

banda nº 1 del gel de agarosa. A continuación, se purificaron y se realizó la secuenciación 

Figura 47. Amplificación por PCR de la región de repeticiones. Para amplificar dicha 

región se empleó la combinación de cebadores slt2 5’i x slt2 3’. Los fragmentos se han 

numerado del 1 al 4 para poder identificar el que mostró cada una de las cepas ensayadas. Los 

marcadores empleados (carreras m) fueron, el patrón de peso molecular de “100bp DNA 

ladder” de Gibco-BRL en el gel de la izquierda, y en el de la derecha, λ DNA digerido con la 

endonucleasa Pst I. 
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de cada una de estas bandas. El análisis de las secuencias obtenidas, se realizó empleando la 

versión 3.1 del programa MEGA. Se corrigieron las incertidumbres, por comparación de 

las dos hebras y se obtuvo la secuencia aminoacídica correspondiente, para estudiar el 

número de glutaminas que diferencian a las bandas nº 2 y 4 obtenidas de la amplificación 

por PCR de la región de microsatélites. En la Figura 48 se muestran el número de 

glutaminas para los fragmentos nº 2 y 4, comparándolo con el único fragmento nº 4 

obtenido para la cepa silvestre BY y la cepa de laboratorio de S. cerevisiae S288c (obtenida de 

la base de datos BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).  

Como se ha comentado anteriormente, la banda nº 1 de estos tres aislados no pudo 

secuenciarse, ya que hubo problemas en la purificación a partir del gel de agarosa. Sin 

embargo, se hizo una estima del número de glutaminas que podría haber para las bandas nº 

1 de los aislados Nº 60 y 102, en base al tamaño en pares de bases observado en los geles 

de agarosa correspondientes (Figura 46), ya que era muy similar al tamaño observado para 

la banda nº 2 del aislado Nº 70. Con lo cual, se estimó que las bandas nº 1 de los aislados 

Nº 60 y 102, al menos contarían con el mismo número de glutaminas que la banda nº 2 del 

aislado Nº 70. Sin embargo, no fue posible estimar el número de glutaminas de la banda nº 

1 del aislado Nº 70, ya que al mostrar un tamaño de amplificado muy superior al resto, no 

pudo ser comparado en tamaño con otra banda de repeticiones conocidas, aunque sin duda 

dicha banda mostraría el mayor número de glutaminas en su secuencia. El número de 

glutaminas para cada banda de cada uno de los aislados se muestra en la Tabla 19. 

 

Tabla 19. Número de glutaminas observado para las bandas de amplificación de la región 
de microsatélites.  

 

 

 

 

Cepa/aislado Nº de banda  Nº de glutaminas (Q) 
Cepa By Banda nº 4 16  

Banda nº 1 ≥34 
Banda nº 2 24 

 
Aislado genital Nº 60 

Banda nº 4 12 
Banda nº 1 ≥34 
Banda nº 2 22 

 
Aislado respiratorio Nº 102 

Banda nº 4 14 
Banda nº 1 >34 
Banda nº 2 34 

 
Aislado de heces Nº 70 

Banda nº 4 12 
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S288c RQLQLQQQQQQQQQQQQQQQQ-----------------------------------------PSDV

BY-4 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQQQ-----------------------------------------PSDV

Nº 60-4 RQLQLQQQQQQQQQQQQ---------------------------------------------------PSDV 

Nº 102-4 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQ----------------------------------------------PSDV

Nº 70-4 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQ----------------------------------------------PSDV

Nº 60-2 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ-----------------------PSDV

Nº 102-2 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ----------------------------PSDV

Nº 70-2 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPSDV

Nº 102-1 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPSDV

Nº 60-1 RQLQLQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQPSDV
 

 

 

 

 

A la vista de estos resultados podemos concluir que los aislados clínicos Nº 60, 70 y 

102 tienen al menos tres copias para dicho gen. Estas copias se diferencian en el número de 

repeticiones CAA CAG, que se traducen en un número variable de glutaminas. Las bandas 

nº 4 de estos aislados mostraron un tamaño similar a la correspondiente banda nº 4 de la 

cepa silvestre BY (en torno a los 450 pb), de hecho mostraron un número de glutaminas 

muy similares.  

Para comprobar si la diferencia de tamaño observado en la doble proteína Slt2 era 

debido exclusivamente a las diferencias observadas en esta región de repeticiones o 

también existían diferencias en la región anterior a estas repeticiones, región muy 

conservada entre las especies del complejo sensu estricto, se procedió a la amplificación de 

dicha región. Para ello se realizó la amplificación por PCR mediante la combinación del 

cebador externo slt2 5’ y el cebador interno slt2 3’i (ver Figura 46), que amplificarían una 

región de unas 1050 pb aproximadamente, según la secuencia de la cepa S288c disponible 

en bases de datos. 

 Se amplificó dicha región para el aislado Nº 60 y la cepa silvestre BY, obteniéndose 

una única banda para las dos cepas, de unos 1080 pb, tal y como se muestra en la Figura 49.  

 

Figura 48. Representación del número de glutaminas presentes en cada una de las 

bandas secuenciadas. Cada banda se muestra señalada con el nº 1, 2 y 4 y acompaña a la cepa

a la cual pertenece. Las glutaminas marcadas en gris para las bandas nº 1 de los aislados Nº 60 y 

102 se han calculado por comparación del tamaño en pares de bases que estas bandas 

mostraron el los geles de agarosa.  
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BY Nº 60
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 A continuación se procedió a la purificación, secuenciación y análisis de dichas 

bandas mediante la versión 3.1 del programa informático MEGA. Los resultados obtenidos 

fueron muy interesantes, ya que la secuencia de dicho fragmento de amplificado para el 

aislado Nº 60, revelaba que efectivamente existían varias copias solapadas prácticamente 

idénticas, con la excepción de ciertos nucleótidos que en la secuencia aparecían como 

indeterminaciones, pero que cuando se estudiaron con detenimiento los cromatogramas de 

cada hebra, se observó que en dichas indeterminaciones existían dos picos con dos bases 

diferentes, que el programa traducía como un error. Al analizar en profundidad dicha 

secuencia se determinaron un total de 7 indeterminaciones a las cuales se les asignó una 

letra, de acuerdo con el Código IUPAC de incertidumbres nucleotídicas. Teniendo en 

cuenta las dos bases posibles que aparecieron en cada una de las posiciones, se estudió cual 

sería el aminoácido que codificaría cada una de las posibles combinaciones. Para ello las 

secuencias se tradujeron a la secuencia aminoacídica mediante el programa MEGA 3.1 y se 

observó que los cambios eran sinónimos, es decir, que se obtenía el mismo aminoácido 

fuese cual fuese la base que tuviese en cada posición. Es decir, que independientemente del 

nucleótido que se seleccionase, la secuencia aminoacídica no se veía afectada y por tanto se 

obtendría la misma proteína Slt2. Estos resultados se muestran en la Figura 50.  

Por tanto, si las 7 posiciones son sinónimas, las proteínas que se obtengan de los 

diferentes alelos que muestra el aislado Nº 60 para el gen SLT2, serán idénticas en 

secuencia entre ellas y a la cepa de laboratorio, aunque diferentes en el tamaño, debido a las 

variaciones que muestran en la región de los microsatélites. Este resultado confirma con 

mayor firmeza, que las dos bandas observadas corresponden a dos formas de la MAPK 

Slt2.  

Puesto que los resultados indicaban que este aislado tenía más de dos copias, al 

menos para este gen, se planteó estudiar la dotación genética de este aislado. Como primera 

aproximación se hizo esporular el aislado, en un medio adecuado (medio acetato descrito 

Figura 49. Amplificación por PCR de la región anterior a la 

zona de repeticiones. Se amplificó esta región para la cepa 

salvaje BY y el aislado clínico Nº 60, mediante la combinación de 

los cebadores slt2 5’ x slt2 3’i. El marcador utilizado fue λ DNA 

digerido con la endonucleasa Pst I (carrera m).  
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en la Tabla 7 de materiales y métodos) y se obtuvieron ascas con diferente número de 

esporas en su interior, 2, 3 y 4 esporas. La presencia de diferente número de ascosporas en 

las ascas para una cepa, ha sido ampliamente observado entre las cepas industriales de        

S. cerevisiae, relacionándose con fenómenos de aneuploidía, lo cual indica que son cepas que 

muestran un incremento de su dosis génica (Barrio y col., 2006). Por tanto, podría 

considerarse que el aislado Nº 60 fuera aneuploide, de manera que para conocer 

exactamente la dotación cromosómica de este aislado se utilizó la técnica de Citometría de 

Flujo (realizado en el Centro de citometría de flujo y microscopía confocal de la 

Universidad Complutense de Madrid). Sin embargo, los resultados obtenidos al emplear 

esta técnica no permitieron conocerse con exactitud la dotación génica de esta cepa, debido 

a que este aislado crece formando pequeñas cadenas de 6 a 8 células en condiciones 

normales de crecimiento y desde las primeras generaciones, de manera que cuando el haz 

de láser focalizado incidía sobre las células que se encontraban en suspensión, no 

cuantificaba el contenido de DNA de una célula única, sino de cadenas formadas con un 

número diferente de células. En la Figura 51 se muestra el resultado de citometría de flujo 

obtenidos para esta cepa.  

GCTAAACepa BY

G A G   C T R A A G  C T T  T TG

G/A

GA G T A Y G TG G C C A C Y A G A T GG

C/T C/T
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Aunque el análisis por citometría de flujo no permitió conocer la dotación genética 

de este aislado, sugería que no debía ser un diploide perfecto. Por tanto, se puede concluir 

que el aislado Nº 60 es aneuploide, lo que implica que mostrará un incremento en el 

número de copias de algunos genes, entre los que se encontraría  el gen de la MAKP Slt2.  

 

Nº 60

 
 

 

4.2. “Cinta roja” y el grupo de aislados clínicos con origen de panadería  

 

 Al igual que se ha realizado con los aislados clínicos, que mostraron 2 formas para 

la proteína Slt2, con las cepa de panadería Cinta roja y el aislado clínico F27 se amplificó 

con los cebadores slt2 5i’ y slt2 3’, la región de microsatélites situada en el extremos 3’ del 

gen, con la finalidad de determinar si el gen SLT2 de estas cepas muestra variación en el 

número de repeticiones. 

Figura 50. Secuencia anterior a la región de repeticiones. Esta región fue amplificada 

empleando la combinación de cebadores slt2 5’ x slt2 3’i para la cepa BY y el aislado clínico Nº 

60. Los nucleótidos señalados con una N en el cromatograma reflejan el error ante la existencia 

de dos picos que muestran igual intensidad. En la parte superior del cromatograma aparece la

secuencia nucleotídica (nt) y por encima la secuencia aminoacídica (aa’) correspondiente. En la 

parte inferior de la secuencia del aislado Nº 60 aparece la correspondiente para la cepa silvestre

BY. Los cambios de nucleótidos se designan bajo unas letras determinadas, según la 

codificación establecida por  el Código IUPAC de incertidumbres nucleotídicas: W (A/T); R 

(G/A); Y (C/T); S (G/C); M (A/C) y K (T/G). Los cambios concretos se señalan con las letras

correspondientes en amarillo y con una flecha los nucleótidos posibles para cada caso.  

Figura 51. Citometría de flujo del aislado 

clínico Nº 60. En el histograma de la parte 

izquierda de la figura se representa en color 

verde una cepa control haploide, en negro una 

cepa control haploide y en color rosa se 

muestra el aislado Nº 60.  
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 Los resultados obtenidos tras amplificar dicha región, revelaron dos fragmentos de 

amplificado con un tamaño similar,  tanto para la cepa “Cinta roja” como para el aislado 

clínico F27 (Figura 47). Tal y como se ha descrito en el Capítulo 1, el estudio del origen de 

colonización mostró que estas cepas no solo compartían patrón molecular, sino que 

además el aislado F27, junto con 2 aislados más del mismo grupo, resultaron ser aislados 

con origen panadero, ya que cumplieron las características típicas de las cepas panaderas, 

una alta actividad fermentativa y actividad maltasa. Teniendo en cuenta que la cepa 

panadera y F27 mostraban dos bandas de amplificado para la región de repeticiones, se 

decidió amplificar dicha región en los otros dos aislado con origen panadero, el aislado 

genital Nº 75 y el aislado de heces Nº 20 y comprobar si estos aislados compartían también 

la misma característica. Y como puede observarse en la Figura 52, estos aislados mostraron 

también dos bandas nº 3 y 4 para la región de microsatélites, de 430 pb y 480 pb 

respectivamente, iguales en tamaño que las amplificadas para “Cinta roja” y F27, datos que 

confirman que todas las cepas que presentaban el mismo patrón molecular que la cepa 

panadera, deben tener el mismo origen. 
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 Siguiendo el esquema de trabajo, detallado en el apartado 4, se procedió a la 

amplificación del gen completo SLT2, observándose una única banda de amplificado, con 

el tamaño de 1,2 kb esperado para este gen. A continuación, se purificaron y secuenciaron 

dichos productos de amplificado del gen completo para este grupo de cepas. Las secuencias 

fueron también analizadas empleando la versión 3.1 del programa informático MEGA, 

observándose que, aunque en el gel de agarosa únicamente se observaba una sola banda de 

amplificado para el gen completo, las secuencias mostraban que en ese producto de 

amplificado había más de dos copias. Tal y como ocurrió con el aislado clínico Nº 60, en la 

Figura 53 se muestra solo una parte de la secuencia total del gen que comprende el inicio de 

Figura 52. Amplificación por PCR de la 

región de repeticiones. Se amplificaron las 

bandas nº 3 y 4 para la cepa de panadería 

“Cinta roja” y los aislados clínicos nº 20, 75 y 

F27, los cuales tienen un origen en panadería. 

El patrón de peso molecular (m) es el de 

“100bp DNA ladder” de Gibco-BRL. 
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la región de repeticiones y un parte de la región anterior a ésta, leídos en dirección 3’ a 5’ 

del gen. 

El análisis de las secuencias mostró que los aislados clínicos y la cepa “Cinta roja” 

tenían fragmentos de distinta naturaleza en la única banda amplificada del gen SLT2. El 

solapamiento de picos observados en los cromatogramas de la zona anterior a las 

repeticiones, indicaba que existían al menos tres alelos para este gen en el caso de “Cinta 

roja” y los aislados clínicos Nº 20 y 75, mientras que en el cromatograma del aislado clínico 

de sangre F27 únicamente se observaron dos picos en las regiones solapadas, lo cual 

indicaba que al menos tendría dos alelos diferentes en tamaño, debido a diferencias en el 

número de repeticiones, aunque no se puede descartar que tengan más de dos alelos, 

algunos iguales en el tamaño de las repeticiones. Con todo ello, el estudio se centró en el 

análisis de la secuencia para el gen completo de la cepa “Cinta roja” y el aislado de sangre 

F27. En la Figura 54 se muestran por separado las copias que aparecían solapadas en la 

secuencia completa del gen SLT2.  

Al analizar las secuencias completas solapadas de la cepa “Cinta roja”, se 

observaron tres secuencias diferentes en el número de repeticiones de la región de 

microsatélites. Una secuencia larga de 18 repeticiones; una intermedia de 16 y una corta de 

14 repeticiones (Figura 54). Por lo que respecta al aislado F27, se diferenciaron 2 secuencias 

que mostraban 4 repeticiones de diferencia entre sí, la banda superior con 18 repeticiones y 

la inferior con 14 repeticiones. Por tanto, estos resultados muestran que efectivamente 

estas cepas cuentan con al menos 2 alelos diferentes, para este gen. En el caso de la cepa de 

panadería se han observado al menos tres alelos, aunque de nuevo no se puede descartar 

que más alelos idénticos a alguna de los otros 3 y lo mismo pude decirse para el aislado 

clínico F27, el hecho de observar 2 copias diferentes, no descarta la posibilidad de que 

exista una tercera o cuarta, que sean iguales a las 2 copias observadas. 
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Estos resultados concuerdan con el carácter poliploide que está descrito para las 

cepas de panadería (Codón y col., 1998), de hecho se sabe que la cepa de panadería “Cinta 

roja” es aneuploide, cercana a la triploidía. En el caso del aislado de sangre F27, se esperaría 

Figura 53. Secuencia del fragmento amplificado para el gen SLT2. En la figura solo se 

muestra parte de dicha secuencia que comprende una región anterior a la zona de repeticiones y 

el inicio de dichas repeticiones indicado con una flecha en la parte inferior de la figura. En los 

puntos donde existen solapamiento de tres picos se señalan con una flecha en vertical. Las 

secuencias que se leyeron en dirección 3’ a 5’.  
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que también tuviese una dotación cromosómica mayor a 2n. Los datos de esporulación, 

confirmaron que se trataba de una cepa aneuploide, puesto que se observaron 2, 3 y 4 

ascosporas por ascas, y tal y como se mencionó anteriormente este fenómeno está descrito 

para las cepas industriales de S. cerevisiae, a su dotación cromosómica aneuploide. El análisis 

del contenido en DNA estudiado mediante citometría de flujo, permitió confirmar que no 

se trataba de una cepa diploide perfecta (Figura 55). De todos modos, los datos sugieren 

que quizás este aislado clínico (F27), podría tener una ploidía menor a la observada para 

“Cinta roja”. El valor de 2,33 significa que presenta polisomía para algunos de sus 

cromosomas. 

2,33

 
 

Al igual que el caso de los aislados clínicos con doble banda para Slt2, la cepa 

“Cinta roja” y el aislado clínico F27 son cepas aneuploides, que tendrán alterada su 

dotación cromosómica, de hecho los resultados muestran que efectivamente contiene más 

copias para el gen de la MAPK Slt2. Este fenómeno era de esperar en el caso de la cepa 

panadera comercial, puesto que se sabe que está cercana a la triploidía, pero en el caso del 

aislado de sangre, aunque también se observa que no es diploide perfecto, los datos 

sugieren que tendrá un ploidía inferior a “Cinta roja”. De manera que se plantea la hipótesis 

de si el paso por un hospedado habría causado, en esta cepa en concreto, un cambio en su 

dotación, que quizás explicaría la perdida de actividad fermentativa observada para F27 y el 

resto de aislados clínicos con origen panadero.  

En cualquier caso, los resultados han mostrado que todos estos aislados clínicos 

(Nº 60, 61, 70 y 102; Nº 20, 75 y F27), junto con la cepa de panadería, contienen un mayor 

número de copias, del gen SLT2, aunque no se ha podido determinar cual sería el efecto de 

tener más de dos copias diferentes en tamaño, para la MAPK Slt2.  

Figura 55. Citometría de flujo del 

aislado clínico F27. En el histograma 

de la parte izquierda de la figura se 

representa en color verde una cepa 

control haploide, en negro una cepa 

control diploide y en color rosa se 

muestra el aislado F27. 
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A: Cepa de panadería “Cinta roja” 
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GTG AGA CAA CCG CTA TTA GAA GAG CAA AGG CAA TTA CAA TTA CAG  CAG CAG CAG CAG CA
CTG TTT GTG AGA CAA CCG CTA TTA GAA GAG CAA AGG CAA TTA CAA TTA CAG CAG CAG CA   Sec. Corta: 14 rep

Sec. Mediana: 16 rep

Sec. Larga: 18 rep

 
 

B: Aislados de sangre F27 con origen de panadería 
AA GAG CAA AGG CAA TTA CAA TTA CAG CAG CAG CAA CAG CAG CAG CAA CAG   Sec. Larga:18 rep
AA CCG CTA TTA GAA GAG CAA AGG CAA TTA CAA TTA CAG CAG CAG CAA CAG   Sec. Corta: 14 rep
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Figura 54. Secuencias observadas para el fragmento amplificado del gen SLT2. En la figura solo se muestra parte de dicha secuencia que comprende un 

fragmento de la región anterior a la zona de repeticiones y el inicio de ésta, para la cepa panadera (A) y el aislado clínico F27 (B). La zona marcada en color gris 

comprendería la región de repeticiones idénticas para las tres secuencias. En el caso de la cepa de panadería, los picos donde existen tres secuencias solapadas se 

enmarcan con una flecha, así como los tres nucleótidos correspondientes que se encuadran en un recuadro punteado. 
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5. Discusión  

 

 Las rutas de señalización celular juegan un papel importantísimo en la adaptación 

de los organismos ante estímulos que reciben del medio que los rodea. Las células 

eucariotas poseen diferentes cascadas de transducción de señal que median la 

comunicación entre las señales del ambiente y la maquinaria celular que finalmente 

controlan el crecimiento y la diferenciación celular. Entre las rutas de transducción de 

señales están la ruta dependiente del AMP cíclico y las mediadas por las MAPK. Ambas 

rutas responden a estímulos extracelulares como hormonas, diferentes estreses como el 

nutricional, regulando diversos procesos fisiológicos, para adaptarse a los estímulos 

detectados.  

 Por lo que respecta a S. cerevisiae, además de poseer las dos rutas anteriormente 

citadas, también dispone de otras rutas de transducción de señales nutricionales, como son 

la cascada TOR (Target of rapamycin) u otras rutas de señalización de glucosa (Gagiano y 

col., 2002). Puesto que recientemente se ha descrito que las rutas mediadas por MAP 

quinasas están involucradas en la patogénesis de diferentes levaduras y hongos patógenos 

como es el caso de C. albicans (Alonso-Monge, y col., 1999), Botrytis cinerea (Zheng y col., 

2000), C. neoformans (Kruppa, y Calderone, 2006) o Fusarium oxysporum (Di Pietro y col., 2000), 

el trabajo se centró en el estudio de las rutas de transducción de señales mediadas por 

MAPK’s 

El estudio de las MAPKs Kss1, Slt2 y Fus3 en condiciones de no activación para las 

rutas que median estas proteínas, reveló la existencia de un grupo de 9 cepas que 

mostraban diferentes grados de activación para Slt2 y Kss1. En ningún caso se observó 

activación basal de la MAPK Fus3. Por lo que respecta a Kss1, se observaron dos cepas 

que en condiciones normales mostraban sobre activada esta proteína, el aislado de sangre 

F3 y la cepa de S. boulardii. Este fenómeno podría explicar la morfología celular elongada 

que ambas exhiben, y además, podría ser una prueba más del gran parecido que muestran 

estas dos cepas, pues como se observó anteriormente, comparten patrón molecular y 

aparecen filogenéticamente relacionadas según las secuencias del gen COX 2. 

Aunque no se ha abordado el porqué tienen estas dos cepas activada Kss1 de forma 

basal, quizás tenga que ver con los efectos beneficiosos que hacen de S. boulardii ser 

probiótico en el tratamiento de diarreas, como es disponer de buenas propiedades 

adhesivas (van der Aa Hühle y col., 2005). En S. cerevisiae el fenómeno de adhesión célula a 
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célula se aprovecha en procesos industriales para la separación de biomasa de los productos 

fermentados, pero además, la adhesión es un fenómeno de respuesta a cambios del 

ambiente, como limitación de nitrógeno y/o carbono, cambios en el pH o altos niveles de 

etanol. Además de poder tener un aspecto beneficioso para la salud o industrial, este 

mecanismo es crucial en la patogénesis fúngica, ya que los patógenos necesitan adherirse a 

tejidos del hospedador para establecer un foco de infección (Verstreppen y Klis, 2006). Y 

entre las rutas que median el fenómeno de adhesión está la ruta del crecimiento 

pseudohifal, mediada por la MAPK Kss1, que regula la expresión del gen FLO11. Éste gen 

media la adhesión célula-superficie bajo ciertos factores de estrés y/o una limitación 

nutricional, además de estar implicado en procesos de infección de plantas (Prusty y col., 

2004). Por ello, nos planteamos como hipótesis que, al menos para estas dos cepas, pueda 

existir una relación entre la activación basal de Kss1 y la activación constitutiva de FLO11, 

dando lugar a células más elongadas y, quizás, con mayor capacidad para adherirse a 

superficies, pudiendo facilitarles la colonización, invasión e infección en un hospedador.  

 Un distinto grado de activación de Slt2 en condiciones basales, fue observado entre 

las cepas estudiadas. Por un lado se observó una activación mayor que en la cepa BY4741, 

en el caso de la cepa de panadería “Cinta roja”, la cepa vínica ICV-17  y el aislado F27. La 

MAPK Slt2 media la ruta de integridad celular, que se encarga de mantener una pared 

celular estable y dinámica a lo largo de toda la vida de la célula, adaptándose a los cambios, 

y modificándose según los requerimientos fisiológicos. El hecho de observar una activación 

basal de Slt2 para estas cepas podría haberse traducido en algún tipo de alteración a nivel de 

la pared celular. Por este motivo, se realizaron los ensayos de sensibilidad/resistencia al 

blanco de calcoflúor y el Rojo congo, sustancias que son incapaces de atravesar la 

membrana plasmática y se unen preferentemente a la quitina presente en la pared celular de 

la levadura, interfiriendo en el ensamblaje correcto de los componentes de la misma 

(Roncero y Durán, 1985). En general las 9 cepas mostraron resistencia frente al Rojo congo 

y las únicas diferencias en el crecimiento se vieron para el Blanco de calcoflúor, siendo 

significativas respecto a la cepa BY4741, en el caso del aislado Nº 102 (que mostró 

resistencia) y los aislados Nº 60 y 70, junto con S. boulardii y la cepa ICV-17 que mostraron 

sensibilidad. Las diferencias observadas en el comportamiento frente al calcoflúor, para los 

aislados Nº 60 y 102, junto con el crecimiento en cadenas y la formación de agrupaciones 

que estos aislados exhibían, podría relacionar la presencia de las dos bandas para Slt2, con 

algún tipo de alteración en sus paredes celulares. Sin embargo, no se observaron cambios 

en la composición de quitina que pudieran explicar estos resultados. No obstante no 
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podemos descartar que la pared celular de estos aislados muestre alguna alteración, como 

resultado de la doble banda de Slt2.  

 La presencia de esta banda adicional para la proteína Slt2 planteó, en principio, 

ciertas dudas sobre su identidad, puesto que no se había encontrado ningún trabajo con un 

caso similar en la bibliografía para S. cerevisiae. Sin embargo, la confirmación de que se 

trataba de Slt2, mediante el uso del anticuerpo específico para esta MAPK, hizo que se 

valoraran distintas hipótesis a cerca de su origen y de la contribución que pudiera tener. 

Puesto que esta doble banda  de la proteína Slt2 se apreció precisamente en dos aislados 

considerados virulentos (tal y como se detalló en el estudio de patogenicidad y virulencia), 

abría la posibilidad de que pudiera ser una característica relacionada con su virulencia, pero 

los ensayos in vivo realizados para los aislados Nº 61 y 70, confirmaron que la doble banda 

posiblemente no está directamente relacionada con la virulencia, puesto que estos dos 

aislados mostraban baja colonización y no causaron mortalidad alguna. Concretamente el 

aislado Nº 61 compartía patrón molecular y origen de aislamiento con el Nº 60, lo cual 

confirmaba firmemente que no debía existir una relación directa entre virulencia y las dos 

bandas de Slt2. Por tanto, no se ha podido establecer una relación entre la presencia de la 

doble banda de Slt2 en estos aislados con alguna característica fenotípica diferencial que 

pudiera relacionarse con la virulencia de los aislados Nº 60 y 102. Quizás la activación basal 

de Slt2 y la presencia de dos proteínas Slt2, genere algún cambio en la pared celular de estos 

aislados que les confiera alguna ventaja al permitirles persistir mejor en el hospedador, 

como la evasión de las defensas, o una mayor resistencia a condiciones hostiles. 

 Por otro lado, se plantearon cual podía ser el origen de esta banda adicional de 

proteína Slt2. Podría ser producto de modificaciones postraduccionales, que dieran lugar a 

dos proteínas con diferente tamaño, o bien que estas cepas pudieran mostrar alelos 

diferentes de este gen, que dieran lugar también a proteínas diferentes en tamaño. Las 

estrategias seguidas se encaminaron a abordar el análisis molecular del gen SLT2. Mediante 

la amplificación del gen SLT2 se confirmó la veracidad de la segunda de las hipótesis, los 

aislados con dos proteínas, también mostraban dos fragmentos de amplificado para este 

gen. Por tanto, los aislados clínicos Nº 60, 61, 70 y 102 tenían dos alelos para el gen SLT2, 

diferentes en tamaño, que daban lugar a las dos proteínas observadas. Sin embargo, se ha 

podido confirmar que, tanto estos aislados como para la cepa pandera “Cinta roja” y los 3 

aislados que comparten con ella el patrón molecular y origen en panadería (Nº 20, 75 y 

F27), no son diploides perfectos y muestran más de dos alelos para el gen SLT2. El análisis 

de la secuencia del gen SLT2 para el complejo sensu estricto, reveló que este gen contiene una 
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región de repeticiones de codones CAA CAG de glutamina, que comprende unas 500 pares 

de bases, y se localiza cerca de la región 3’. Efectivamente, el estudio de la región de 

repeticiones o microsatélites en las diferentes cepas, determinó que los alelos eran 

diferentes porque mostraban un número de repeticiones distintas, de hecho se confirmó 

para el aislado Nº 60, que en la región anterior a las repeticiones, las 7 bases diferentes eran 

sinónimas, es decir que codificarían el mismo aminoácido y por tanto la proteína sería la 

misma en secuencia, pero diferente en tamaño. Este resultado constituye un dato más de 

que la banda adicional es la proteína Slt2. Sin embargo, no solo se observó una diferencia 

en el tamaño de los alelos, como consecuencia de la variabilidad en el número de 

repeticiones, sino que además se pudo confirmar que estos aislados contenían más de dos 

copias de este gen.  

 Por tanto, el estudio inicial que planteaba analizar el grado de activación a nivel 

basal de las MAPKs Slt2, Kss1 y Fus3, ha revelado, por un lado, que los aislados clínicos 

muestran una ploidía superior a 2n, al igual que ocurre con cepas industriales, lo que podría 

conferirles ventajas para desarrollarse en un nuevo ambiente, como es un hospedador. Sin 

embargo, a su vez las copias del gen SLT2 revelaron diferencias en su tamaño, como 

consecuencia de la variación en el número de repeticiones de los trinucleótidos CAA/CAG 

presentes en una región de microsatélites, situada hacia la región 3’ del gen, que a su vez se 

traduce en un número variable de glutaminas en la proteína Slt2.  

 

 Las repeticiones de glutaminas, son frecuentes entre los organismos 

eucariotas.  

 

La presencia de un número variable de repeticiones de glutaminas en la MAPK Slt2, 

que ha podido dar lugar a una segunda proteína diferente en ciertos aislados, no parece ser 

un fenómeno aislado, es más, S. cerevisiae se caracteriza por ser un organismo eucariota que 

contiene gran número de microsatélites distribuidos en sus 16 cromosomas (Field and Wills 

1998), localizándose tanto en los genes como en las regiones intergénicas. Son regiones 

inestables que generan polimorfismo en los alelos, hecho que ha permitido que se empleen 

como marcadores moleculares en la diferenciación de cepas de la misma especie 

(Hennequin y col., 2001). Pero, concretamente las repeticiones de los trinucleótidos que 

dan lugar a repeticiones variables de glutaminas constituyen un tema de estudio actual, ya 

que están involucradas en ciertos desordenes neurológicos severos que suceden en 

humanos. Entre estas enfermedades neurodegenerativas se encuentran la enfermedad de 
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Huntington, la distrofia muscular y la ataxia de Friedreich (Ashley y Warren, 1995). Los 

mecanismos responsables de estas largas expansiones no se conocen con exactitud, pero lo 

más llamativo es que para muchas de estas enfermedades, las repeticiones anormales hacen 

que las proteínas resultantes contengan porciones repetitivas inusualmente largas del 

aminoácido glutamina (Gln) (Reddy y Housma, 1997). Además, recientes estudios ponen 

de manifiesto que, en los trastornos neurodegenerativos, parece ser un tema recurrente el 

tener copias adicionales de una proteína normal, no sólo de una proteína mutada, pudiendo 

causar una patología (Tsuda y col., 2005).  

Por lo que respecta a otros organismos, estas repeticiones de glutaminas parecen 

jugar un papel importante, como es el caso de Drosophila melanogaster, la mayoría de las 

proteínas que las contienen, están implicadas en el desarrollo del sistema nervioso central 

(Karlin y Burge, 1996). O el caso de S. cerevisiae, donde las repeticiones de glutaminas son 

muy frecuentes entre las repeticiones de trinucleótidos, que aparecen distribuidas a lo largo 

de los cromosomas, siendo muy frecuentes en los factores de transcripción y proteínas 

quinasas (Albá y col., 1999). Existen evidencias de que cambios en la longitud de las 

repeticiones de Gln, pueden afectar a la función de la proteína, como es el caso particular 

del receptor andrógeno (Kazemi-Esfarjani y col., 1995), o que éstas u otras repeticiones 

aminoacídicas pueden participar entre interacciones proteína-proteína (Pinto y Lobe, 1996), 

e incluso hay evidencias de que cambios de pauta en las regiones codificantes son 

deletéreas (Lanz y col., 1995). Todos estos casos han hecho pensar que los cambios en la 

longitud de las repeticiones pueden producir la selección de fenotipos en algún nivel, al 

generar alguna función positiva, como ocurre en plantas, donde una inserción de un tramo 

de Gln homopoliméricas en el interior de un factor de trascripción, proporciona un mayor 

nivel de expresión de los genes diana (Schwechheimer y col., 1998). Sin embargo, ninguno 

de estos estudios ha demostrado si las repeticiones aminoacídicas pueden juegan un papel 

adaptativo en las funciones de las proteínas. 

 Se ha planteado que el hecho de que las repeticiones de Gln ocurran 

principalmente en componentes que forman parte de los sistemas de señalización celular, 

da pie a especular que cambios en la longitud de las repeticiones en estos sistemas, podría 

alterar su funcionamiento y por tanto contribuir a su diversificación evolutiva, pudiéndose 

dar con relativa rapidez, puesto que la tasa de mutaciones que suceden en los microsatélites 

es muy elevada (Hancock, 1999). Además, parece ser que entre los eucariotas, la 

incorporación de repeticiones en su DNA constituye un mecanismo molecular para 

adaptarse a cambios en el medio que los rodea, como son la presencia de condiciones de 
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estrés. Por ello en el caso de S. cerevisiae, la incorporación de estas repeticiones en proteínas 

de regulación (factores de trascripción y proteín quinasa), podría ser una manera rápida de 

contribuir a la evolución de nuevos fenotipos adaptativos (Young y col., 2000). Los 

mecanismos que dan lugar a la evolución de los microsatélites en los genes, incluyen el 

deslizamiento transitorio de la cadena naciente fuera de fase con respecto a la cadena 

molde, al producirse errores durante la replicación del DNA como consecuencia del 

bloqueo de la horquilla de replicación de la región repetitiva (Tachida y Iizuka, 1992); o 

bien debido a procesos de recombinación  y conversión génica entre las hebras de DNA 

con diferencias en el numero de repeticiones (Li y col., 2002). 

 Por tanto, nuestros resultados proporcionan un caso más de este fenómeno que 

ocurre de forma habitual en S. cerevisiae. Lo que no podemos concluir es, si estas diferencias 

en las repeticiones de glutaminas para la MAPK Slt2 observadas en estos aislados, se 

hubieran podido fijar durante del paso por el hospedador de estos aislados, puesto que este 

nuevo hábitat podría constituir un mecanismo de presión selectiva sobre variantes en el 

número de repeticiones.  

 

La ploidía podría tener un efecto en la virulencia de S. cerevisiae. 

 

Los aislados Nº 60, 61, 70 y 102 mostraron la doble banda para la proteína Slt2. Por 

otra parte comprobamos mediante la amplificación por PCR de la región de repeticiones la 

presencia de 3 fragmentos diferentes en tamaño, lo cual indicaba que estos aislados al 

menos tendrían tres copias para este gen. Además, se confirmó que dicha banda 

correspondía en secuencia a la proteína Slt2. Lo mismo ocurrió para el grupo de la cepa 

“Cinta roja” y los aislados que comparten con ella patrón molecular y origen panadero (Nº 

20, 75 y F27), puesto que la secuenciación del único fragmento amplificado para el gen 

SLT2, reveló la existencia de más de tres copias para este gen, que a su vez se diferenciaban 

precisamente en el número de repeticiones CAA CAG que contenían. Por tanto, estos 

estudios, junto con los datos de esporulación (no mostraron una esporulación perfecta de 

tétradas, sino que daban ascas con 2 y 3 esporas), confirmó que estos aislados clínicos no 

poseían una dotación génica diploide, sino que se trataba de aislados aneuploides. Tal y 

como se comentó anteriormente, una esporulación de este tipo se relaciona con cepas 

industriales de S. cerevisiae que muestran también aneuploidías, y que han tenido lugar como 

resultado de mecanismos de evolución, que les confiere ciertas ventajas para sobrevivir y 

desarrollar los procesos industriales (Eladio y col., 2006). De la misma manera, es posible 
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que el hecho de contener mayor número de copias para ciertos genes, SLT2 en este caso 

concreto, les confiera también ciertas ventajas para poder persistir, colonizar o invadir un 

hospedador. En estudios anteriores (Clemons y col., 1997), destacaban el carácter 

heterocigótico de los aislados clínicos para muchos loci, además de observar que entre los 

aislados clínicos virulentos, no solo había diploides, sino que muchos de los aislados 

clínicos eran tetraploides o próximos a la tetraploidía, e incluso podrían tratarse de 

alotetraploides o híbridos entre las especies S. paradoxus y S. cerevisiae. 

 Por tanto, parece claro que entre los aislados clínicos la aneuploidía puede ser un 

rasgo genético común. Sin embargo, se plantea la duda de si estos aislados contaban con 

esta propiedad antes de pasar por un hospedador, o han sufrido algún cambio genético 

como consecuencia del nuevo ambiente en el que se encuentran. No sería descabellado 

pensar que podría haber sucedido el segundo caso, si tenemos en cuenta que fenómenos 

similares se han descrito para cepas industriales de S. cerevisiae, los cuales sufren 

reordenaciones cromosómicas, como consecuencia de mecanismos evolutivos de 

adaptación, a condiciones que suponen cierto estrés a la levadura (Codón y col., 1998; Puig 

y col., 2000). Además de los casos similares que han sido descritos para C. albicans, ya que 

tras el paso de una infección sistémica, se han observado tanto reordenaciones 

cromosómicas, que dan lugar a aneuploidías, trisomías de cromosomas completos, como es 

el caso del cromosoma 1 (Chen y col., 2004; Magee y Magee, 1997), hasta la obtención de 

tetraploides tras el proceso de apareamiento, después de una infección sistémica (Magee y 

Magee, 2000). Por tanto podríamos plantearnos la posibilidad que hubiese sucedido un 

fenómeno similar en los aislados clínicos de S. cerevisiae, tras haber pasado por un 

hospedador. 

Es difícil abordar esta hipótesis, desde luego sabemos que fenómenos similares 

ocurren entre las cepas comerciales de S. cerevisiae, tal y como se comentó en la discusión 

del apartado sobre virulencia y patogenicidad. Quizás estos mismos fenómenos sucedan 

cuando una levadura pasa por un hospedador, puesto que encontrará condiciones 

desfavorables (resistencia a las defensas del hospedador, crecimiento bajo condiciones 

limitantes, adaptación a un nuevo nicho), que requerirán la expresión de patrones 

determinados de genes y quizás dicha expresión dependa de la ploidía de la cepa. De hecho, 

Galitski, y colaboradores (1999) pusieron de manifiesto que la ploidía tenía un efecto sobre 

la regulación de ciertos genes en S. cerevisiae, como era el caso concreto de la represión del 

gen FLO11, que está relacionado el crecimiento invasivo y pseudohifal. Explicaban la 

regulación de la expresión de determinados genes por la ploidía, en términos de dosis 
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génica o debido al contenido total de DNA. A raíz de estos datos se nos plantea que quizás 

la ploidía juegue un papel importante en la  virulencia de S. cerevisiae. ¿Serían los aislados 

originales diploides?, ¿Siendo originariamente diploides, habrán sufrido un cambio 

genético, que haya dado lugar a las aneuploidías que hemos observado? ¿La condición de 

aneuploide podría afecta a la virulencia de estos aislados? 

 Para responder a algunas de las preguntas que se nos plantea, debemos tener en 

cuenta trabajos como el llevado a cabo por Ibrahim y colaboradores (2005), en el cual 

muestran como las cepas tetraploides de C. albicans, generadas durante el apareamiento que 

tiene lugar en una infección sistémica, son menos virulentos que las cepas diploides y el 

hecho de no observar tetraploides entre los aislados clínicos de C. albicans, plantea la 

posibilidad de que éstos puedan sufrir cambios de ploidía durante la infección, bien porque 

intrínsecamente sean menos capaces de sobrevivir a las defensas del hospedador o por 

competencia con los diploides parentales, aunque también se postula que puedan volver 

rápidamente al estado diploide, vía meiosis o por una pérdida al azar de cromosomas 

(Bennett y Jonson, 2003).  

 Quizás los aislados clínicos de S. cerevisiae fuesen diploides y las cepas aneuploides 

que se recuperaron de los pacientes, son consecuencia de cambios genéticos, viendo 

alterada su capacidad virulenta inicial, o quizás, para el caso de S. cerevisiae, una levadura 

patógena oportunista de baja virulencia, la patogenicidad esté regida por un aumento de la 

ploidía y al igual que ocurre para las cepas industriales, ser aneuploides les confiera ventajas 

que les permitan persistir, colonizar e incluso causar una infección en el hospedador. 

Hecho que en parte se confirma, con la cepa de panadería “Cinta roja” que se considera 

cercana a la triploidía, y que fue capaz de colonizar y causar muerte. Por tanto podemos 

concluir que la ploidía puede que afecte en la virulencia de S. cerevisiae, pero no sabemos en 

qué medida, ya que la mayoría de las cepas consideradas virulentas muestran aneuploidías. 

Después de conocer que las repeticiones de glutaminas suceden preferentemente en 

proteínas de señalización, no son de extrañar los resultados observados, estas cepas podrían 

haber sufrido mutaciones que alterasen el número de repeticiones de glutaminas presentes 

en el gen. La existencia de la doble MAPK Slt2 para ciertos aislados clínicos, podría venir 

como consecuencia de la incorporación en el gen de repeticiones de glutaminas, dando 

lugar así a una nueva proteína, o simplemente venga  por la combinación de los dos 

procesos, es decir, la presencia de más copias para este gen y la incorporación, en alguna de 

estas copias, del número de glutaminas necesarias para dar lugar una nueva proteína Slt2. Si 

esta proteína adicional Slt2 tiene alguna contribución en estos aislados, es algo que 
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desconocemos. Pero quizás hayan tenido lugar como resultado del paso de estos aislados 

por un hospedador, ofreciéndoles alguna ventaja para la supervivencia de este nuevo 

hábitat.  
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1. El análisis de restricción de la región ribosomal 5,8S-ITS ha permitido identificar 100 de 

los 105 aislados clínicos aportados por los hospitales Vall d’Hebrón de Barcelona y La Fe 

de Valencia, como pertenecientes a la especie S. cerevisiae. Estos datos confirman la 

presencia y la incidencia que esta especie está adquiriendo en el ámbito hospitalario. 

 

2. Se ha determinado que el análisis de restricción del mtDNA y la amplificación por PCR 

de secuencias δ, son herramientas útiles para la caracterización de aislados clínicos de      

S. cerevisiae. Por tanto, ambas técnicas son apropiadas para determinar orígenes de 

colonización, puntos de infección, monitorizar aislados en los casos de recaídas y 

resistencia a antibióticos, proponiéndose como posibles herramientas con aplicación 

clínica. 

 

3. La combinación de estas técnicas moleculares junto con el estudio filogenético de 

secuencias del gen COX2, ha permitido establecer dos posibles casos de colonización 

exógena, por parte de las cepas de panadería y la cepa probiótica S. boulardii. Estas cepas 

industriales mostraron una gran proximidad filogenética con grupos de aislados clínicos 

de diferentes orígenes y han sido las únicas cepas, asociadas con alimentos, que han 

mostrado habilidad para colonizar y causar una infección 

 

4.  Se ha demostrado que los aislados clínicos que se agruparon con las cepas comerciales 

panaderas, tienen su origen en panadería, puesto que estos aislados mostraron alta 

actividad fermentativa y actividad maltasa, características necesarias para que tenga lugar 

el levantamiento de la masa panaria y no presentes en otras levaduras industriales. El paso 

por un hospedador, el hombre o el ratón, produjo una disminución de dichas actividades, 

en de los aislados clínicos, respecto a la cepa original Cinta roja, quizás como respuesta a 

al nuevo ambiente, el hospedador.  

 

5. La capacidad de crecimiento a 42º C, crecimiento pseudohifal y niveles altos en la 

actividad fosfolipasa, son rasgos de virulencia que han marcado la diferencia entre los 

aislados clínicos potencialmente virulentos y las cepas industriales. Las únicas 

excepciones son las cepas industriales de panadería y el preparado probiótico de             

S. boulardii, que no deberían descartarse como potenciales cepas virulentas en individuos 

inmunocomprometidos. Por tanto se propone, que en la selección de cepas industriales 
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se deberían descartar las cepas que muestren estas características fisiológicas, como 

medida preventiva.  

 

6. Los ensayos murinos de infección sistémica han confirmado que algunos aislados 

clínicos, la cepa de panadería Cinta roja y el probiótico S. boulardii, son capaces de causar 

mortalidad durante la primera semana de infección, provocando signos característicos del 

desarrollo de una infección fúngica, como la disminución del peso y de la movilidad, y el 

encrespamiento del pelo. 

 

7. El órgano diana de infección para S. cerevisiae es el cerebro. Tanto los aislados clínicos 

como no clínicos mostraron mayor habilidad para colonizar y persistir en dicho órgano 

que en los riñones, órgano diana de otras levaduras patógenas como C. albicans.  

 

8.  Aunque las cepas virulentas fueron capaces de causar mortalidad tanto en ratones sanos 

BALB/c como en los ratones inmunodeprimidos, la neutropenia incrementó la 

susceptibilidad de estos ratones a sufrir una infección por parte de las cepas virulentas de 

S. cerevisiae. Mostrando que los ratones inmunodeprimidos tienen mayor riesgo de sufrir 

infecciones por S. cerevisae. 

 

9.  La inmunoproteómica ha demostrado que S. cerevisae es capaz de inducir una respuesta 

inmune en los ratones inmunodeprimidos. Su mayor o menor inmunorreactividad, se 

relaciona directamente con la capacidad virulenta de las cepas.  

 

10.  El estudio de las MAP quinasas Kss1, Slt2 y Fus3 en condiciones de no activación, 

mostró diferentes grados de activación de Slt2 y Kss1, pero no de Fus3. Se ha observado 

una activación basal de Kss1, en el aislado clínico F3 y la cepa probiótica S. boulardii, que 

podría explicar la morfología elongada que muestran en condiciones normales. Por otra 

parte, la cepa de panadería “Cinta roja”, la cepa vínica ICV-17 y el aislado F27, mostraron 

una mayor activación de Slt2, mientras que los aislados Nº 60, 61 y 70 exhibieron dos 

proteínas Slt2. 

 

11.  Los aislados con dos proteínas Slt2, también mostraron dos fragmentos diferentes de 

amplificado por PCR para su gen. El análisis de la secuencia del gen SLT2 reveló que 

estos aislados contenían más de dos alelos que se diferenciaban en el tamaño, como 
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consecuencia de la variación en un gran número de repeticiones de los trinucleótidos 

CAA/que codifican glutaminas. La cepa panadera y los aislados clínicos con origen en 

panadería, también presentan más de dos alelos Slt2 con pequeñas variaciones en la 

región de microsatélites, no detectables a nivel de proteínas.  
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                                             ANEXO I 
Casos clínicos relacionados con S. cerevisiae y S. boulardii 
 



 

Infecciones causadas por S. cerevisiae 
Factores de predisposición Referencias Edad y sexo Aislamiento Condición 

subyacente Catéter 
intravenoso 

Terapia 
antibióticos previa

Neutropenia
Tratamiento Retirada del 

Catéter IV 
Resultado 

Saccharomyces cerevisiae diseminadas 
Stein y col., 1970 54 años, M Sangre, orina Prótesis valvular Si Si No Anfotericina B Si Favorable 
Rubinstein y col., 1975 38 años, H Sangre Prótesis valvular NE Si No Anfotericina B NE, RC Favorable 
Jensen y Smith, 1976 68 años, H Medula espinal Ingest. Lev. cerveza NE No Si Ninguno NE Favorable 
Eschete y West, 1980 
 

59 años, H Sangre Quemaduras severas Si Si No Anfotericina B 
5-FC 

Si Favorable 

Cimolai y col., 1987 61 años, H Sangre Fallo renal, hemodiaisis Si Si No MCZ, 5-FC Si Muerte 
Sethi y Mandell, 1988 37 años, M Sangre SIDA, diálisis peritoneal NE Si NE Anfotericina B SE Favorable 
Anaissie y col., 1989 26 años, H Sangre AML Si NE No NS Si Favorable 
Anaissie y col., 1989 81 años, M Sangre AML NE NE Si Anfotericina B NE Favorable 
Manzella y col., 1989 25 años, M Sangre Trauma, cirugía  No Si No Anfotericina B Si Favorable 
Tawfik y col., 1989 39 años, H Pulmón SIDA Si No No Ninguno No Muerte 
Nielsen y col., 1990 6 semanas, NE Sangre Cirugía abdominal Si Si No Ninguno Si Favorable 
Nielsen y col., 1990 71 años, H Sangre Anemia NE Si Si Anfotericina B 

5-FC 
NE Muerte 

Aucott y col., 1990 62 años, M Sangre Neoplasia pancreática NE Si NE Anfotericina B NE Muerte 
Aucott y col., 1990 65 años, M Sangre Pancitopenia NE Si Si Ninguno NE Muerte 
Bonnay y col., 1991 
 

71 años, M Sangre Cancer epidérmico 
Quimioterápia 

NE Si No Anfotericina B 
5-FC 

NE Muerte 

Oriol y col., 1994 70 años, H Sangre AER NE Si Si Ninguno NE Muerte 
Tiballi y col., 1995 8 semanas, M Sangre Fallo respiratorio Si Si NE Ninguno NE Favorable 
Cairoli y col., 1995 48 años, H Sangre TM Si NE No FLU Si Favorable 
Muehrcke y col., 1995 NE, NE Endocarditis Vávula prostética NE Si NE Anfotericina B NE Favorable 
Fung y col., 1996 32 años, M Sangre Shock séptico NE NE NE NE NE Favorable 
Fung y col., 1996 16 años, H Sangre Apoplejía NE NE NE NE NE Favorable 
Debelian y col., 1997 NE, NE Sangre Alcoholismo crónico NE Si NE NE NE Favorable 
Eholie y col., 1997 NE, NE Sangre SIDA NE NE NE NE NE Muerte 
Yoshida y col., 1997 34 años, H Sangre Recaída de leucemia Si Si Si Anfotericina B 

5-FC 
NE Favorable 

Sparrelid y col., 1998 NE, NE Sangre TM Si NE NE NE NE NE 
Fiore y col., 1998 10 años, H Sangre Fibrosis cística Si Si NE Anfotericina B Si Muerte 
Fiore y col., 1998 10 semanas, NE Sangre Nacimiento prematuro 

Enfermedad crónica resp.
NE Si No Anfotericina B Si Favorable 

Fiore y col., 1998 7 años, F Sangre Linfopenia de células T Si No Si Anfotericina B Si Favorable 
Pavese y col., 1999 85 años, H Sangre Trauma NE NE No Anfotericina B NE Favorable 
Heath y col., 2000 59 años, M Sangre Diabetes, alcoholismo NE Si No FLU 

Anfotericina B
NE Muerte 



 

Infecciones causadas por S. cerevisiae 
Factores de predisposición Referencias Edad y sexo Aislamiento Condición 

subyacente Catéter 
intravenoso 

Terapia 
antibióticos 
previa 

Neutropenia 
Tratamiento Retirada 

del 
Catéter 
IV 

Resultado 

Ramirez y col., 2000 2 años, M Endocarditis NE NE NE No Ninguno NE Muerte 
Cesaro y col., 2000 8 meses, H Sangre AML, quimioterapia Si Si Si Anfotericina B Si Favorable 
Ipson y Blanco, 2001 2 semanas, M Sangre Nacimiento premat. NE Si No Anfotericina B NE Favorable 
Morrison y col., 1993 30 años, M Sangre BMT NE NE NE Anfotericina B NE Favorable 
Ubeda y col., 2001 57 años, M Sangre Válvula prostética No Si No KET No, RV Muerte 
Smith y col., 2002 56 años, H Sangre Fítula aórtica NE Si No Anfotericina B NE Muerte 
Ruiz-Esquide y col., 2002 9 días, H Endocarditis Nacimiento premat. Si Si No Anfotericina B 

5-FC 
NE Favorable 

de Llanos y col., 2006b 66 años, H Sangre SM; quimioterapia Si NE Si Fungizona NE Favorable 
de Llanos y col., 2006b 12 años. H Sangre Trauma cerebral Si Si NE FLU, albecet NE Favorable 
de Llanos y col., 2006b 77 años, M Sangre Neumonía Si Si Si NE NE Muerte 
Saccharomyces cerevisiae localizada 
Feld y col., 1982 73 años, M Fluido sinovial Artritis reumaitoide NE No No Ninguno Favorable NE 
Dougherty y Simmons, 1982 66 años, H Absceso gástrico Obstrucción biliar NE Si No KET NE NE 
Eng y col., 1984 75 años, H Fístula periurental Diabetes NE No No NE NE Favorable 
Eng y col., 1984 52 años, H  Fluido pleural EPOC, ingestión de 

levaduras 
NE No NE NE NE Muerte 

Eng y col., 1984 70 años, H Absceso renal Diabetes NE No NE KET NE NE 
Rippon, 1988 NE, NE Pulmón Enfermedad de 

Hodgkin 
NE NE NE NE NE Muerte 

Doyle y col., 1990 17 años, H Masa prihilar SIDA NE NE NE Anfotericina B Muerte Muerte 
Aucott y col., 1990 68 años, H Pulmón AML, quimioterapia NE No Si Anfotericina B 

KET 
NE NE 

Chertow y col., 1991 60 años, M Fluido pleural Cirrosis NE No No Anfotericina B NE Muerte 
Snyder, 1992  33 años, H Peritoneo DPC Si No NE FLU Si Favorable 
Morrison y col., 1993 36 años, H Pulmón Leucemia  Si NE NE NE NE Favorable 
Tiballi y col., 1995 70 años, H Absceso abdominal Cirugía abdominal NE Si NE FLU 

Anfotericina B
NE Favorable 

Senneville y col., 1996 67 años, H Uréter (bolas 
mitóticas) 

Cirugía de uréter 
por carcinoma 

NE Si NE ITR/5-FC 
Anfotericina B

NE Favorable 

Hovi  y col., 1996 4 años, H Osteomielitis ALL, quimioterapia NE Si Si Anfotericina B NE Muerte 
Kirsch y col., 1996 71 años, M Absceso endoftálmico Trauma, queratitis NE NE No Anfotericina B 

FLU 
 Favorable 

Konecny y col., 1999 59 años, H Esofaguitis SIDA NE No No FLU  Favorable 
Ren y col., 2004 40 años, H Pulmón Exposición a 

levadura  
No No No Cirugía  Favorable 



 

Infecciones causadas por S. cerevisiae var. boulardii 
Factores de predisposición Referencias Edad y sexo Condición subyacente 

Catéter 
intravenoso

Terapia 
antibióticos 
previa 

Inmunodeficiencia
Terapia con 
S. boulardii 

Tratamiento Retirada 
Catéter 

IV 

Resultado 

Zunic y col., 1991 33 años, H Colitis, cirugía abdominal Si Si NE Si Anfotericina B 
FLU 

NE Favorable 

Viggiano y col., 1995 14 años, H Quemados Si Si NE Si Anfotericina B 
5-FC 

Si Favorable 

Pletincx y col., 1995 1 años, M Gastroenteritis, malnutrición Si Si Si Si FLU NE Favorable 
Bassetti y col., 1998 51 años, M Poliarteritis nodosa. TIS Si Si NE Si Anfotericina B Si Favorable 
Fredenucci y col., 1998 49 años, H Neumonía Si Si NE Si FLU NE Favorable 
Niault y col., 1999 78 años, M Enfermedad intestinal. EPOC Si Si NE Si FLU Si Favorable 
Cesaro y col., 2000 8 meses, H Leucemia mieloide aguda Si NE Si Si Anfotericina B Si Favorable 
Hennequin y col., 2000 30 meses, H Cirugía gasogástrica Si Si NE Si Anfotericina B Si Favorable 
Hennequin y col., 2000 36 años, H SIDA. Quimioterapia  Si Si Si Si FLU Si Favorable 
Hennequin y col., 2000 47 años, H Neoplasia esofágica Si Si NE Si FLU Si Favorable 
Hennequin y col., 2000 78 años, M SIRA; hemorragia digestiva Si Si NE Si Ninguno No Favorable 
Hennequin y col., 2000 31 años, M SIDA Si NE Si Si Anfotericina B NE Favorable 
Hennequin y col., 2000 36 años, M SIDA Si NE Si Si Anfotericina B NE Favorable 
Hennequin y col., 2000 20 meses, H Atresia intestinal Si NE No Si NE NE NE 
Perapoch y col., 2000 3 meses, H Cirugía de una cardiopatía 

congénita 
Si Si NE Si Anfotericina B Si Favorable 

Perapoch y col., 2000 1 mes, M Cirugía de  atresia intestinal Si Si NE No Anfotericina B Si Favorable 
Rijnders y col., 2000 74 años, H Cirugía cerebral Si NE No Si FLU NE Muerte 
Lherm y col., 2002 50 años, H Infarto Si NE No Si Ninguno NE Muerte 
Lherm y col., 2002 51 años, M Cirugía aórtica Si NE Si Si FLU NE Muerte 
Lherm y col., 2002 50 años, H SIRA; úlcera gástrica Si NE No No FLU Si Favorable 
Lherm y col., 2002 82 años, M Fallo respiratorio agudo Si NE NE Si Ninguno NE Favorable 
Lherm y col., 2002 75 años, H Fallo respiratorio agudo Si NE NE Si Ninguno NE Favorable 
Lherm y col., 2002 77 años, H Peritonitis Si NE Si Si Anfotericina B NE Muerte 
Lherm y col., 2002 71 años, M Hemorrágica cerebral vascular Si NE Si Si Ninguno NE Favorable 
Cassone y col., 2003 34 años, H Trauma cerebral y torácico Si Si No No FLU No Favorable 
Cassone y col., 2003 48 años, H Aneurisma Si Si No No FLU Si Favorable 
Cassone y col., 2003 75 años, M Enfermedad miocárdica Si Si No No FLU Si Favorable 
Lestin y col., 2003 48 años, H Diabetes NE Si No Si Ninguno NE Muerte 
Lungarotti y col., 2003 3 semanas, H Nacimiento prematuro Si NE No Si Anfotericina B Si Favorable 
Riquelme y col., 2003 42 años, M Transplante riñón-pancreas NE Si NE Si FLU NE Favorable 



M: Mujer; Hombre: hombre; ALL: Aguda Leucemia Linfoide; AML: Aguda Mieloide leucemia; TM: Transplante médula; DPC: Diálisis peritoniela crónica; LCM: leucemia crónica mieloide; EPOC: 
Enfermedad pulmonar obstructiva crónica; AER: Anemia Eritrobástica refractoria; SM: Síndrome Mielodisplástico; TIS: Terapia Inmuno supresora; EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica; 
SIRA: Síndrome de Insuficiencia Respiratoria Aguda FLU: fluconazole; ITR: itraconazol; KET: Ketoconazol; MCZ: Miconazole; NE: No específico; RV: re-emplazamiento; 5-FC: 5-flucitosina 
 
 

Infecciones causadas por S. cerevisiae var. boulardii 
Factores de predisposición Referencias Edad y sexo Condición subyacente 

Catéter 
intravenoso

Terapia 
antibióticos 
previa 

Inmunodeficiencia
Terapia con 
S. boulardii 

Tratamiento Retirada 
Catéter 

IV 

Resultado 

Riquelme y col., 2003 41 años, H SIDA NE Si NE Si Anfotericina B NE Favorable 
Cherifi y col., 2004 89 años, M Enfermedad intestinal No Si No Si FLU No Muerte 
Henry y col., 2004 65 años, H Cáncer de cabeza y cuello Si Si Si Si Anfotericina B Si Favorable 
Burkhardt y col., 2005 19 años, H Tetraparesis espástica NE No No Si FLU  y VRZ NE Favorable 
Muñoz y Bouza, 2005 76 años, M Diabetes; cirugía de corazón Si Si No Si FLU NE Muerte 
Muñoz y Bouza, 2005 72 años, M Cirugía de corazón Si Si No Si Ninguno NE Muerte 
Muñoz y Bouza, 2005 74 años, M Artritis reumatoide No Si NE Si FLU NE Muerte 
de Llanos y col., 2006b 1 año, M Trauma craneoencefálico; 

contusión pulmonar 
Si Si NE NE Cefutaxima NE Favorable 
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