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1. RESUMEN

En los ultimos afos, la morbilidad y mortalidad de micosis cuyo agente causal ha
sido identificado como Candida albicans han aumentado, se cree que esto esta en
estrecha relacion con la sobrevida lograda en grupos vulnerables de pacientes a través
del avance en la medicina. Asi mismo, se ha observado una predominancia de
infecciones provocadas por cepas resistentes a diferentes antifungicos probablemente
seleccionadas a través de su uso indiscriminado. La industria farmacéutica ha
desarrollado en los ultimos diez afios nuevos compuestos buscando controlar las
infecciones de C. albicans, con resultados mas o menos alentadores. Mas alla del
desarrollo de nuevos farmacos, es importante conocer a nivel de ADN las caracteristicas
de las cepas que se encuentran circulando, ya que estas mismas nos permiten ayudar a
determinar a corto plazo cuales son los factores genéticos que contribuyen a la
resistencia-sensibilidad a ciertos compuestos antifungicos. Por lo anterior, el presente
trabajo tiene por objetivo analizar mediante los Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos Amplificados (AFLP’s) cual es la variabilidad genética entre cepas de
Candida albicans sensibles y resistentes al fluconazol aisladas del Hospital Universitario
“José Eleuterio Gonzalez” en la ciudad de Monterrey.



2. ABSTRACT

In recent years the morbidity and mortality of fungal infections whose causative agent
was identified as Candida albicans have increased, it’s believed that this is closely
related with the survival achieved in vulnerable patients with the advance of medicine.
Also, it has been observed a predominance of infections caused by resistant strains to
different antifungals probably selected through its indiscriminate use. The
pharmaceutical industry had developed in the last ten years new compounds searching to
control the infections of C. albicans, with more or less encouraging results. Beyond of
the development of new drugs, it is important to know at DNA level the characteristics
in the strains that are circulating, as they allow us to help to determinate at short term
which are the genetic factors that contribute to the resistance-susceptibility to certain
antifungals. Therefore, the present research aims to analyze through the Amplified
Fragment Length Polymorphisms (AFLP’s) which is the genetic variability among
Candida albicans strains sensitive and resistant to fluconazole isolated from the Hospital
Universitario “Jose Eleuterio Gonzalez” in the city of Monterrey.



3. INTRODUCCION

En los dltimos afios, segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el
caso de micosis sistémicas ha aumentado en morbilidad y mortalidad, tanto por
resistencia a los antifingicos por su uso indiscriminado, asi como por emergencia de
patdgenos antes poco convencionales. En los afios 90°s, muchos pacientes infectados
con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) recibieron bajas dosis de terapia
antifungica durante largos periodos de tiempo lo cual resultd en aislados de C. albicans
resistentes a azoles. Un estudio documenta la resistencia a azoles en mas de un tercio de
aislados orales de C. albicans de pacientes VIH positivos. En afios recientes, la
resistencia a antifungicos ha sido documentada en otras poblaciones de pacientes como
en los transplantes de médula dsea. Existen varias razones por las cuales una infeccion
no responde a un antifungico, dentro de las cuales se puede incluir el estado
inmunoldgico del paciente, las caracteristicas del farmaco y la susceptibilidad del hongo
a la droga (White et al., 2002).

Las especies del género Candida son de forma habitual comensales del ser humano,
pueden causar un variado espectro de enfermedades, sin embargo, una preocupacion
mayor es el desarrollo de una infeccidn diseminada, la cual ocurre con alta prevalencia
en pacientes inmunocomprometidos. La candidiasis oral es la infeccion fangica humana
mas comun. La incidencia de aislados de C. albicans de cavidad oral se ha reportado ser
de 45% en neonatos, 45-65% en nifios sanos, 30-45% en adultos sanos, 50-65% en
personas que utilizan dentaduras postizas, 90% en pacientes con leucemia aguda y que
reciben quimioterapia y 95% en pacientes con VIH (Akpan y Morgan, 2002). Candida
albicans es la causa mayor de candidiasis invasiva, asi como uno de los patégenos mas
frecuentemente aislados de sangre de pacientes inmunocomprometidos durante la Gltima
década. En los Estados Unidos de América, la candidiasis es la tercera causa mas comin
de infeccion sanguinea, principalmente en neonatos. Cerca del 70% de las mujeres
adultas presentan en su vida al menos un episodio de candidiasis vulvovaginal; la
candidiasis orofaringea es una infeccidén oportunista comin en pacientes con SIDA y
cerca del 85-90% de estos pacientes la desarrollan en boca, es6fago y/o sistema urinario.
La candidiasis superficial en mucosa tiene una ocurrencia porcentual media en pacientes
de SIDA mientras que ésta es comun en individuos inmunosuprimidos por tratamiento
de cancer o algun transplante. Estas condiciones, causan un aumento en la morbilidad y
mortalidad de la infeccion, y una de las principales razones es que el diagndstico se
dificulta ya que los sintomas no son especificos (Sandhu et al., 1995).

Las técnicas moleculares basadas en la demostracion de variaciones en las secuencias
conservadas de ADN, han llevado a la generacion de métodos de identificacion basados



totalmente en la deteccion de polimorfismos de ADN. El analisis de Polimorfismos de
Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP’s) es una técnica relativamente nueva. Ha
demostrado ser conveniente para la identificacion asi como para la tipificacion de cepas.
Tambien ha probado ser una técnica robusta y reproducible y es un método genotipico
de alta resolucion casi ideal conveniente para uso clinico (Borst et al., 2003).



4. HIPOTESIS

A partir de la caracterizacion de la diversidad genética de aislados clinicos de
Candida albicans se puede determinar si existe relacion entre los grupos de asociacion y
la resistencia que presentan al fluconazol.



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la diversidad genética de aislados clinicos de Candida albicans en la zona
Metropolitana de Monterrey mediante Analisis genotipico de Polimorfismos de
Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP’s) y evaluar si existe correlacion entre los
grupos asociados en ésta y la resistencia a fluconazol.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la susceptibilidad al fluconazol de aislados de muestras clinicas de C.
albicans mediante la técnica Drop Test.

Aislar y cuantificar ADN genomico de aislados clinicos de C. albicans con diferentes
grados de susceptibilidad a fluconazol.

Describir mediante el analisis estadistico de los AFLPs y presentando un arbol
filogenético la diversidad genética de la poblacion de aislados clinicos de C. albicans en
la zona metropolitana de Monterrey.

Evaluar si existe relacion entre los grupos de Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos Amplificados de las muestras clinicas de C. albicans y la susceptibilidad a
fluconazol.



6. ANTECEDENTES

6.1 Género Candida

El género Candida estd formado por hongos levaduriformes de pared delgada,
pequefios (4-6 um), ovales que se reproducen por gemacion o fision. De
aproximadamente 200 especies, son ubicuas en el ambiente (asociadas frecuentemente
con plantas y animales), sin embargo aproximadamente una docena de estas especies se
ha asociado con comensalismo o enfermedades en humanos. Las especies de Candida
medicamente importantes son: Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. stellatoidea, C.
dubliniensis, C. norvegensis, C. famata y C. inconspicua. (Dismukes et al, 2003;
Kavanagh, 2005).

6.1.1 Candida albicans

Es un hongo dimorfico que forma largas seudohifas, hifas y blastoconidias (células
gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 um). Asimila y fermenta azlcares. Produce
numerosas clamidosporas unicelulares, redondas u ovaladas, con gruesa pared
refringente (8-16 um de diametro), situadas al final de las hifas, seudohifas o laterales
sobre blastoconidias ovaladas. Las colonias son de crecimiento réapido, circulares, lisas,
blancas o cremosas, pastosas y blandas, de bordes precisos, centro ligeramente
prominente (Bial-Aristegui, 2002; Larone DH, 2002).

C. albicans estd asociada ecol6gicamente a seres vivos de sangre caliente. Su
temperatura 6ptima de crecimiento es 37 °C. Los tractos digestivo y respiratorio, junto
con la mucosa genital (vagina), son los reservorios mas importantes en los seres
humanos y origen de candidiasis enddgenas. No sobrevive mucho tiempo en superficies
secas pero su supervivencia es mayor cuando hay humedad y se ha aislado de los
cepillos dentales, cremas de manos, cosméticos y ropa (Garcia-Ruiz, 2004; Bial-
Aristegui, 2002).



C. albicans permanece como el principal patdégeno fungico en el hombre y la causa
mas comun de infeccidn fangica mucosa y sistémica; es la especie mejor caracterizada
del género (Dismukes et al, 2003).

La simple permanencia de Candida como comensal o su proliferacion, la invasion a
tejido y produccion de candidiasis estan determinados por cambios en el ambiente del
hospedero. La relacion de comensal es dependiente del mantenimiento de la integridad
del tejido del huésped con la flora microbiana normal asi como de un sistema inmune
intacto. Mientras que se mantengan estas condiciones del huésped, la candidiasis mucosa
no se observa clinicamente. Sin embargo, una ruptura en la integridad anatémica o una
oportunidad en la flora microbiana residente pueden llevar a condiciones ambientales
favorables para el crecimiento de Candida spp. con potencial para invadir al huésped.
Tales condiciones ambientales en conjuncion con un desbalance en la respuesta de
citocinas del huésped puede llevar a un incremento en la colonizacion de tejido y
crecimiento desmedido resultando en una candidiasis mucosa. Las infecciones producen
un rango de superficial a sistémico. Este Ultimo se observa principalmente en individuos
con deficiencias inmunoldgicas representando un importante problema clinico
(Henriques et al, 2006) y un alto riesgo de muerte. Ademas tiene un fuerte impacto en el
tiempo de permanencia en hospitalizacion del paciente y costos asociados con el
tratamiento relacionados con la unidad médica. Se han establecido a nivel mundial
varios programas de vigilancia para estudiar la distribucién de las especies invasivas de
Candida y su susceptibilidad a antifungicos (St-Germain, 2008).

Las infecciones fungicas oportunistas se han convertido en una gran amenaza para el
humano. Este oportunismo es favorecido por un gran numero de factores ligados
principalmente a procedimientos terapeuticos, como el uso indiscriminado de
antibidticos y esteroides, citotdxicos, transplantes de médula 6sea y dérganos sélidos,
instalacion de catéteres venosos, nutricion parenteral asi como la drogadiccion,
neoplasias, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), colagenopatias,
prematurez y diabetes mellitus. La severidad de las micosis oportunistas depende
principalmente de la incapacidad del sistema inmune del individuo para limitar el
proceso infeccioso, de los factores de virulencia del hongo y de las condiciones del
microambiente en que se lleva a cabo la interaccion hospedero-parasito (Hernandez-
Hernandez et al., 2003). De los diversos hongos potencialmente invasivos, Candida spp.
y Aspergillus spp., son los responsables de la mayoria de las infecciones, especialmente
C. albicans y A. fumigatus (Larriba et al., 2000).

6.1.2 Especies de Candida no-albicans

Desde 1980, ha habido un marcado incremento en infecciones de torrente sanguineo
debido a especies de Candida no-albicans, especialmente C. glabrata en los Estados
Unidos, C. parapsilosis y C. tropicalis en Europa, Canada y Latinoamérica (Trofa et al.,
2008).



C. parapsilosis es un patdgeno exdgeno que puede ser encontrado en la piel
principalmente y en superficies mucosas. Presenta células ovales, redondas o cilindricas.
Cuando crece en agar dextrosa Sabouraud las colonias son blancas, cremosas, brillantes
y lisas o arrugadas (Trofa et al., 2008).

Existen algunas variaciones en la composicién y el tamafio del genoma entre C.
albicans y C. parapsilosis. En cuanto al tamafio del genoma, C. albicans presenta 14.4
Mb mientras que C. parapsilosis tiene 13.1 Mb. EI contenido de GC es mayor en C.
parapsilosis (38.7%) que en C. albicans (33.5%). C. albicans tiene mayor nimero de
genes que C. parapsilosis (6,159 contra 5,733) (Butler G et al., 2009). Estudios de la
organizacion genética del ADN mitocondrial de C. parapsilosis revelaron que la
mayoria de los aislados posee una estructura lineal, en contraste a la tipica estructura
circular encontrada en la mitocondria en C. albicans, C. tropicalis, C. orthopsilosis y S.
cerevisiae. Ademas C. parapsilosis carece de diversidad de secuencia nucleotidica. La
frecuencia de mutacion en C. albicans es alrededor de 1/140 pb en la regiones
codificantes examinadas. En cambio, en C. parapsilosis se han encontrado solo 2 sitios
polimorficos nucleotidicos entre secuencias de 7.5 kb y solo 4 mutaciones en mas de 36
kb. La falta de diversidad de secuencia nucleotidica sugiere que C. parapsilosis es
altamente clonal y solo recientemente, en el paso de 1 millon afios, emergié como una
especie (Trofa D et al., 2008).

C. parapsilosis es conocida por su habilidad para formar biopeliculas en catéteres y
otros dispositivos de implantes, una alta diseminacion nosocomial por mala higiene de
manos primordialmente y persistencia en ambientes hospitalarios. También es de
especial interés en neonatos criticamente enfermos, causando méas de un cuarto de todas
las infecciones flngicas invasivas en infantes con bajo peso al nacer en Reino Unido y
mas de un tercio de las infecciones de torrente sanguineo por Candida en neonatos en
Norte América. Adicionalmente, es el organismo fungico predominante aislado en
unidades de cuidado intensivo de neonatos, donde frecuentemente se asocia con la
mortalidad de los mismos (Pfaller et al., 2008; Trofa et al., 2008).

Se ha confirmado una susceptibilidad general de C. parapsilosis tanto al fluconazol
como al voriconazol y existe documentacion de una inusual area de resistencia en
Sudafrica. Este decremento de susceptibilidad al fluconazol puede estar potenciado por
la propension de esta especie a formar extensas biopeliculas en catéteres y otros
dispositivos (Pfaller et al., 2008).

Recientemente C. glabrata ha emergido como un importante patégeno en varias
situaciones hospitalarias, donde es responsable del incremento en el numero de
infecciones sistémicas y candidemia (Sanguinetti et al., 2005).

Casi todas las especies de Candida, con excepcion de C. glabrata y C. krusei,
pertenecen al mismo clado de Candida caracterizado por la traduccién del codén CUG a
serina en vez de leucina. Basandose en esta caracteristica, C. glabrata recae en el clado
de Saccharomyces (Butler et al., 2009).



Aunque la infeccion por C. glabrata es la segunda o tercera en frecuencia, después de
C. albicans, como una infeccién dificil de tratar y asociada a un alto grado de mortalidad
en pacientes hospitalizados de alto riesgo, a la fecha se conoce poco acerca de la
epidemiologia, patogénesis, tratamiento y sobre todo, de la resistencia antifangica de los
aislados de C. glabrata. Comparada con otras especies de Candida, especialmente C.
albicans, las concentraciones minimas inhibitorias de todos los azoles para los aislados
de C. glabrata tienden a ser mas altas y ademas las cepas de C. glabrata son
intrinsecamente menos susceptibles a todos los agentes antifungicos, incluyendo la
anfotericina B. Aunque se ha reportado resistencia primaria in vitro al fluconazol, la
resistencia adquirida a los azoles, es por mucho, la forma de resistencia mas comdn en
C. glabrata, observandose principalmente para el fluconazol. El potenciamiento en el
flujo de droga es un mecanismo importante de resistencia a azoles en C. glabrata y
surge como resultado de una sobre regulacién de los genes transportadores multidrogas,
tales como CDR1 y CDR2 de C. glabrata (Sanguinetti et al., 2005). Otro mecanismo de
resistencia a azoles es la sobreexpresién o mutacién de ERG11. Recientemente, otro de
los genes transportadores multidrogas regulado por Pdrlp, CgSNQ2, se ha visto que
participa en la resistencia a azoles en aislados clinicos de C. glabrata (Ferrari et al.,
2009).

6.2 Factores Moleculares que Generan Resistencia

El blanco de actividad de los azoles es la lanosterol 14o-demetilasa, una enzima
codificada por el gen ERG11 (Ergllp). El resultado es la inhibicion de la sintesis del
ergosterol, acumulacion de productos toxicos e inhibicion del crecimiento (Espinel-
Ingroff, 2008).

Los mecanismos de resistencia a los azoles han sido investigados a nivel molecular
por diversos autores y se ubican en diferentes categorias. Entre éstos se incluyen la
sobreexpresion o mutacion de la enzima blanco lanosterol 14a-demetilasa (gen ERG11),
mutaciones en otras enzimas de la ruta de biosintesis del ergosterol y un incremento en
la expresion de las bombas de flujo. Los mediadores del flujo de azoles de C. albicans
incluyen las bombas Mdrlp y Flulp pertenecientes a la clase de MFS (de sus siglas en
ingles Major Facilitator Superfamily) y los transportadores ABC (de sus siglas en ingles
ATP-binding cassette) Cdrlp y Cdr2p (White et al., 2002; Coste et al., 2007; Holmes et
al., 2008).
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Fig 1. Esquema de mecanismos reportados de resistencia a azoles.

En todos las especies fungicas, ERG11 es el gen que codifica la enzima Ergllp o
lanosterol 14a-demetilasa, esencial para la sintesis del ergosterol. La sobreexpresion de
este gen causa un incremento en el nimero de copias de la enzima resultando en un
aumento de la sintesis de ergosterol sobrepasando la capacidad del antifungico. La
resistencia también se ha asociado con mutaciones puntuales de ERG11, generando
cambios conformacionales que reducen la efectividad de union entre los azoles y su
blanco (White et al., 1998; Casalinuovo et al., 2004). La sobreexpresion de ERG11 es
causada por una mutacién de ganancia de funcion en Upc2p, un factor de transcripcién
de dedos de zinc. La sobreexpresion de UPC2 incrementa la resistencia a azoles,
mientras que cepas mutantes que carecen de UPC2 no muestran induccién de los genes
ERG y son hipersusceptibles a estas drogas (Dunkel et al., 2008).

Al inhibir el funcionamiento de Ergllp, se produce la acumulacion de precursores
toxicos de ergosterol como el 14a-metilergosta-8,24-dien-3p,6a-diol por accion de
Erg3p. Pero cuando Erg3p se inactiva por una mutacion, las células en presencia del
fluconazol acumulan un esterol no toxico 14a-metilfecosterol, sobreviviendo al farmaco
(Cannon et al., 2007).



El incremento en expresion de los genes ERG1 (escualeno epoxidasa) y ERG2
(esterol isomerasa) también se asocia con resistencia a fluconazol (Casalinuovo et al.,
2004).

Las bombas de flujo pertenecen a dos clases diferentes: los transportadores ABC y
los MFS. Los transportadores ABC son dependientes de energia por hidrélisis de ATP y
los transportadores MFS operan a través de gradiente de protones. En aislados de C.
albicans resistentes a azoles se ha observado una sobreexpresion de 2 genes
transportadores ABC, CDR1 y CDR2 (de sus siglas en ingles Candida Drug Resistance),
asi como el gen MDR1 (de sus siglas en ingles Multidrug Resistance) que codifica para
un transportador MFS (Casalinuovo et al., 2004; Niimi et al., 2004). Los hongos dedican
una gran parte de su genoma hacia la codificacion de transportadores, existiendo
aproximadamente de 10 a 30 genes que codifican transportadores por megabase de ADN
genomico en el genoma fungico. Conjuntamente, estas dos superfamilias suman
aproximadamente la mitad de todos los genes que codifican transportadores en genomas
fangicos. A la fecha se han detectado un total de 21 transportadores ABC y 85 MFS en
el genoma de C. albicans (Coleman y Mylonakis, 2009).

En la mayoria de las cepas con CMI > 64 ug ml™ de fluconazol se observa una
elevada expresion de ARNm de CDR1 y CDR2. De acuerdo con Holmes et al. 2008, se
analizaron 18 aislados clinicos de C. albicans, incluyendo 13 cepas con susceptibilidad
reducida al fluconazol, bajo condiciones de crecimiento in vitro, determinandose que
Cdrlp esta presente en mayores cantidades (2-20 veces mas) que Cdr2p tanto en los
aislados clinicos resistentes como sensibles a fluconazol.

Se ha observado que la sobre regulacién de CDR1 y CDR2 en aislados resistentes a
azoles se debe a una mutacion de ganancia de funcion en el factor de transcripcion de
dedos de zinc Taclp. La mayoria de estas mutaciones consisten en sustituciones
aminoacidicas en el carboxilo terminal o pequefias deleciones en el marco de lectura.
Los transportadores Cdrlp y Cdr2p comparten un 84% de identidad de secuencia
aminoacidica y son homdlogos cercanos de Pdr5p de S. cerevisiae, uno de los
principales efectores de tolerancia celular a compuestos xenobidticos en levaduras
gemantes (Tsao et al., 2009).

Se determind que la delecion de CDR1 reduce los niveles de resistencia de 4 a 8
veces sobre los azoles fluconazol, ketoconazol e itraconazol, mientras que la delecién de
CDR2 afecta muy poco la resistencia a fluconazol y ketoconazol y no afecta la
resistencia a itraconazol. Por lo tanto, Cdrlp tiene mayor importancia en la resistencia a
fluconazol, ketoconazol e itraconazol mientras que Cdr2p juega un papel menor.
También se ha visto que Cdrlp y Cdr2p funcionan como flipasas de fosfolipidos, siendo
capaces de translocar fosfolipidos fluorescentes a través de la bicapa lipidica de manera
dependiente de ATP y es posible que la abolicion de la actividad de Cdrlp y Cdr2p
pueda causar una gran alteracion en la distribucion asimétrica de los fosfolipidos de la
membrana celular lo cual podria agravar la respuesta celular a drogas (Tsao et al., 2009).

A diferencia de los transportadores ABC, la resistencia conferida por los
transportadores MFS es mas especifica para el fluconazol que para otros azoles, aunque



se han identificado otros sustratos (Coleman y Mylonakis, 2009). Mientras que MDR1 se
expresa normalmente a bajos niveles en medios de laboratorio estandar, muchos aislados
clinicos de C. albicans resistentes a fluconazol sobre expresan constitutivamente MDRL1.
La delecion de este gen de los aislados clinicos que sobre expresan MDR1 genera
mutantes con un decremento en la resistencia a fluconazol, confirmando que la
sobreexpresion de MDR1 contribuye al fenotipo resistencia de estos aislados (Hiller et
al., 2006).

La expresion de MDR1 también es controlada por un factor de transcripcion de la
familia de dedos de zinc, denominado Mrrlp. Segun Dunkel et al., 2008 la inactivacion
de MRR1 en dos aislados resistentes a fluconazol resulté en la pérdida de expresion de
MDR1 y un incremento en la susceptibilidad a fluconazol y a otros inhibidores
metabolicos que se supone son sustratos de la bomba de flujo Mdrlp, como la cerulenina
y brefeldina A. Por otra parte, la delecion de MRR1 de la cepa modelo SC5314 de C.
albicans susceptible a droga también nulifico la expresién de MDR1 en presencia de
quimicos inductores, como el benomil y el perdxido de hidrégeno, demostrando que
Mrrlp media la expresién inducible de MDR1 en cepas susceptibles y la sobreexpresion
constitutiva de MDR1 en cepas resistentes.

6.3 Factores de Virulencia

6.3.1 Adherencia

Uno de los requerimientos mas importantes para cualquier microbio, sea comensal o
patdgeno, es la habilidad para adherirse al tejido del hospedero. Esto requiere que la
célula microbiana sea capaz de reconocer y pegarse a los ligandos del hospedero, tales
como proteinas de la matriz extracelular y componentes de la membrana celular. Hasta
ahora se han identificado varias de estas proteinas en C. albicans. Las adhesinas se unen
a un rango de proteinas del hospedero, tales como la fibronectina, laminina, colageno,
vitronectina y componentes del complemento, asi como a partes de carbohidratos de
glicolipidos y glicoproteinas de membrana de la superficie celular del hospedero
(Kavanagh, 2005). Esta gran familia de proteinas, conocida como la familia ALS (de sus
siglas en ingles Alpha-agglutinin-like sequence), se ha visto que esté involucrada en las
interacciones levadura-célula hospedera. Estd compuesta por 8 proteinas glicosiladas
con homologia a las a-aglutininas de S. cerevisiae. Los genes ALS son regulados
diferencialmente por condiciones fisioldgicas relevantes como cambios en el medio de
crecimiento (ALS1), forma morfologica (ALS3/ALS8) y etapa de crecimiento (ALS4)
(Henriques et al., 2006). También se ha observado que las superficies de las células de
C. albicans expresan una proteina llamada proteina hifal de pared (Hwp1l), la cual parece
actuar como sustrato para las enzimas del hospedero (transglutaminasas) que puede unir



covalentemente las proteinas Hwpl directamente a proteinas en la superficie de células
epiteliales (Kavanagh, 2005).

6.3.2 Dimorfismo

Una de las caracteristicas fenotipicas mas importantes de C. albicans es su habilidad
para existir como blastospora ovoide y como hifas elongadas (dimorfismo). Ambas
formas han sido observadas en muestras de tejido y es posible que cada una de ellas
contribuya en diferentes etapas o diferentes tipos de infeccion. EXxisten varias
condiciones ambientales que inducen la formacion de hifas, por ejemplo la presencia de
suero, temperatura de crecimiento superior a 35°C, falta de nutrientes y pH mayor a 6.5.
Sin embargo la naturaleza precisa de los cambios genéticos involucrados todavia no se
comprende en su totalidad. También se han asociado varios factores de virulencia con
cambios morfoldgicos especificos (la adhesina Hwpl y diversas aspartil proteinasas).

Otro factor de virulencia es el cambio fenotipico. Cuando una sola cepa de C.
albicans se crece en una placa con agar, frecuentemente se observan inusuales variantes
coloniales (generalmente a una frecuencia de 1 en 1000). Estas colonias pueden tener
diferente forma, textura o color y la alterada arquitectura colonial se debe usualmente a
alteraciones en las morfologias de las células constituyentes. El evento de cambio es
reversible, lo cual sugiere que existe un preciso interruptor genético responsable del
encendido y apagado de un amplio rango de genes. Se ha visto que los tipos de cambio
fenotipico difieren en su habilidad para expresar diversos factores de virulencia
(adhesinas, proteinasas y dimorfismo) y por lo tanto se ha sugerido que el cambio
fenotipico es un medio que le permite a la levadura generar diversidad para facilitar la
adaptacion a crecer en diversos ambientes y posiblemente a evadir la respuesta inmune
del hospedero (Kavanagh, 2005).

6.3.3 Plasticidad Metabdlica

Como es el caso para la mayoria de los patdgenos, C. albicans produce una amplia
variedad de enzimas extracelulares que pueden digerir las proteinas del hospedero.
Particularmente contiene una familia de aproximadamente 10 proteinas relacionadas
entre si llamada aspartil proteinasas de secrecion (SAPS), las cuales tienen la habilidad
de hidrolizar una gran cantidad de proteinas del hospedero que van desde componentes
de la matriz hasta proteinas del sistema inmune tales como anticuerpos. Los productos
de SAP1 a SAP3 y de SAP4 a SAP6 son aproximadamente 67% y 89% idénticos,
respectivamente. Todas la especies de Candida secretan proteinasas, pero las especies



distintas a C. albicans parecen hacerlo a un nivel mas bajo. Sap2p es la principal
proteinas Sap producida in vitro y la méas estudiada hasta ahora por sus propiedades. Las
proteinasas asparticas tienen un pH optimo acido. Esta es una importante desventaja para
C. albicans, ya que los tejidos del hospedero tienen un pH neutro o menos acido. C.
albicans es un comensal de la vagina, donde se presenta un pH acido y de la cavidad
oral con un pH neutro. El pH normal de la sangre es de 7.4. Hay algunas diferencias
entre las SAPs en respuesta al pH, cubriendo un rango de actividad de pH de 2 a 7.
Sapl-3p tienen su actividad més alta a valores bajos de pH (pH de 3-5), mientras que
Sap4-6p tienen mayor actividad a valores altos de pH (pH de 5-7) (Chaffin, 2008).

Asimismo C. albicans también codifica una familia de lipasas y fosfolipasas que se
han implicado en virulencia. La familia de las lipasas contiene 10 genes, LIP1 a LIP10,
de las cuales LIP7 carece de sefial de secrecion. Las secuencias de proteina son
similares, con un 80% de identidad aminoacidica. La expresion de algunas lipasas (LIP2
y LIP9) en ausencia de lipidos sugiere que pudieran existir funciones adicionales para
estas enzimas. También hay diferencias en respuesta a otras condiciones in vitro. LIP1
es reprimido por a-feromonas, LIP4 se expresa mas en células opacas que en blancas y
LIP6 es inducido en condiciones de adherencia a poliestireno. Los organismos que se
exponen a fluconazol muestran un modesto decremento en la expresion de LIP4 y un
incremento en la expresion de LIP8. Interesantemente, ciertas proteinasas y lipasas son
estrictamente reguladas, expresandose Unicamente en fenotipos morfoldgicos o cambios
especificos (Chaffin, 2008).

6.4 Epidemiologia

De acuerdo a uno de los Gltimos reportes del Programa de Vigilancia Antimicrobiana
SENTRY, C. albicans es la especie que se aisla con mayor frecuencia (48.7%), seguida
de C. parapsilosis (17.3%), C. glabrata (17.2%), C. tropicalis (10.9%), C. krusei (1.9%)
y otras Candida spp. (5.2%) (Messer et al., 2006).
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Fig 2. Frecuencia de aislamientos de Candida en pacientes hospitalizados del Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY (Messer et al., 2006).

Varios estudios de vigilancia han sido establecidos para estudiar la distribucion de las
especies invasivas de Candida y su susceptibilidad a diversos antifingicos. Desde su
inicio en 1997, uno de los objetivos del programa SENTRY ha sido examinar la
frecuencia de ocurrencia y la resistencia a antifungicos entre las especies de levaduras
provenientes de infecciones de torrente sanguineo y de sitios corporales normalmente
estériles en Norte América, Europa y Latinoamérica. Las frecuencias de las especies
aisladas a lo largo de estos afios, han mostrado consistentemente una tendencia hacia un
decremento en la prevalencia de C. albicans en todas las regiones (Norte América 55 a
51%; Europa 58 a 52% y América Latina 45 a 36%) y un incremento en la prevalencia
de las especies de Candida no-albicans, especificamente C. parapsilosis, C. glabrata y
C. tropicalis (Messer et al., 2006). La epidemiologia especifica relacionada con la
incidencia de candidemia asi como la distribucion de los patégenos de Candida (C.
albicans vs. especies no-albicans) varia grandemente de pais a pais lo mismo que de una
region a otra. Las razones de éstas variaciones no estdn muy bien entendidas aln
(Ruhnke et al., 2008). Aunque se estima que esta tendencia continle, actualmente en
Norte América y la mayoria de los paises del mundo, C. albicans continua siendo la
especie mas comun causante de candidemia (St-Germain et al., 2008).

Se han reportado mas de 20 especies diferentes de Candida como agentes etiol6gicos
de candidiasis invasiva en humanos. Aungque mas del 90% de las infecciones invasivas
debido a Candida spp. pueden ser atribuidas a 5 especies, C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei, la lista de especies reportadas sigue creciendo
conforme a los laboratorios se les presiona para que provean una identificacién a nivel
de especie y sirva como una ayuda para optimizar la terapia de las infecciones por



Candida spp. (Fridkin y Jarvis, 1996; Pfaller et al., 2007). Se han registrado bajos
rangos de resistencia tanto al fluconazol como al voriconazol entre distintos aislados de
C. albicans provenientes de varias partes del mundo, aunque los aislados de Norte
América son los que presentan mayor resistencia que aquellos de otras regiones (Pfaller
et al., 2007).

C. albicans es el patégeno fungico humano mejor estudiado y sirve como un
organismo modelo para el estudio de otros hongos infecciosos. En los Gltimos afios, la
frecuencia de infecciones fangicas ha crecido constantemente y aunque estas infecciones
son menos frecuentes que las bacterianas, al menos dos aspectos las hacen cada vez mas
importantes. Primero, las infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos
representan cada vez méas una causa comln de mortalidad y morbilidad. Segundo,
muchos de los actuales compuestos antifangicos utilizados son frecuentemente de uso
limitado debido a su toxicidad y efectos secundarios (Arnaud et al., 2005). Las
infecciones flngicas invasivas atribuidas a Candida son particularmente prevalentes
después de un transplante de Organo, especialmente en el periodo inmediato post-
transplante. Candida puede desencadenar infecciones del tracto urinario, respiratorio,
gastrointestinal, esofagico y de torrente sanguineo en personas con alguna clase de
transplante de 6rgano solido, con una prevalencia durante los primeros 6 meses de entre
5% y 50% dependiendo del tipo de transplante (renal vs. hepatico). Se ha reportado que
mas del 80% de los episodios de esofagitis por Candida en pacientes con transplante
renal fueron precedidos por una colonizacion oral (Dongari-Bagtzoglou et al., 2009).

El término candidiasis invasiva incluye candidemia, candidiasis diseminada
involucrando o6rganos profundos, endocarditis y meningitis, excluyendo las
enfermedades menos severas y superficiales como la candidiasis orofaringea y
esofagica. La candidiasis invasiva tiene un mortalidad atribuible de 40% a 50% Yy se ha
reportado un incremento en unidades de cuidado intensivo (UCI) (De Rosa et al., 2009).
Los resultados del Estudio de Vigilancia Global Antifingica ARTEMIS DISK
mostraron que C. albicans se aisl6 principalmente en pacientes hospitalizados en
servicios médicos y en UCI y en menor nimero en los servicios de dermatologia y
urologia. Ademas constituyé méas del 70% de las muestras aisladas de tracto respiratorio
(71%) y genital (79%) (Pfaller et al., 2007).

En los Estados Unidos de Ameérica, Candida es la cuarta causa mas comun de
infecciones en el torrente sanguineo y en estudios Europeos representa del quinto al
décimo patdgeno causal mas comdn. Candida causé el 2.3% de todos los episodios de
infecciones en el torrente sanguineo en 93 hospitales franceses. Un estimado de 33-55%
de todos los episodios de candidiasis ocurren en unidades de cuidado intensivo (Bouza y
Murfioz, 2008). C. albicans es la segunda causa de infecciones nosocomiales del tracto
urinario en UCI de acuerdo a reportes del sistema de Vigilancia Nacional de Infecciones
Nosocomiales (Ergon y Gulay, 2005).

La candidiasis vulvovaginal es una condicién muy comudn en mujeres y su incidencia
se ha incrementado fuertemente en las Gltimas décadas. Se estima que el 75% de las
mujeres tienen al menos un episodio de vaginitis durante su vida mientras que la
candidiasis vulvovaginal recurrente afecta al 5% de las mujeres en edad reproductiva. La



candidiasis vulvovaginal recurrente se define como el inicio de 4 infecciones de
vaginitis en un periodo de un afio. C. albicans es la especie mas comun causante de
candidiasis vulvovaginal y recurrente (Lian et al., 2004; Chong et al., 2007).

A principios de los 90°s un incremento del uso de fluconazol para tratar pacientes
VIH positivos con candidiasis orofaringea recurrente resultd en la seleccion de especies
de Candida intrinsecamente menos susceptibles a azoles y la emergencia de cepas
resistentes en éstos pacientes debido a la adquisiciobn de resistencia por cepas
previamente susceptibles. Un estudio realizado por la Encuesta Nacional de
Epidemiologia de Micosis demostrd que existen variaciones geograficas en cuanto a la
distribucion de especies a travées de los Estados Unidos, con C. albicans en un rango de
46% en el noreste a 70% en el suroeste y C. glabrata con 15% en el suroeste a 26% en el
noreste (Hajjeh et al., 2004).

La candidiasis orofaringea es la infeccion fungica oportunista mas frecuente en
personas VIH positivas y se ha estimado que méas del 90% de pacientes VIH positivos
desarrollan esta infeccidn en algun punto de la progresion de su enfermedad. La mayoria
de los pacientes (77 de 100%) con candidiasis orofaringea son infectados por C.
albicans, mientras que el resto de éestos estan infectados con una o mas especies de
Candida no-albicans, ya sea sola 0 en combinacion con C. albicans (De Repentigny et
al., 2004).

La principal fuente de infeccion en los humanos es la via enddgena; es comensal de la
piel, del tubo digestivo, de las vias respiratorias superiores y del tracto genital femenino;
la piel y las mucosas intactas son la primera barrera defensiva frente a su infeccion.
También es posible la transmision entre pacientes en ambientes hospitalarios (Odds,
1988). No obstante, han sido descritas infecciones invasoras de claro origen exdgeno,
casi siempre nosocomial, procedentes de la manipulacién de catéteres, dispositivos
intravasculares, hiperalimentacion o de la piel, colonizada en el momento de su
insercion (Garcia-Ruiz, 2004).

6.5 Técnicas de Deteccion de Resistencia

En los Gltimos afios se han estandarizado varias técnicas in vitro para la deteccion de
la resistencia de los agentes etioldgicos, que muestran correlacién con la evolucién
clinica de los enfermos. Por eso, parece cada vez mas importante conocer el perfil de
susceptibilidad de las cepas clinicas y el espectro de accion de los antifingicos. En
términos de costo real, las pruebas de susceptibilidad, exactas y precisas, son necesarias
con el fin de establecer la posible eficacia clinica y orientar al médico en su decision
terapéutica (Torres et al., 2009).

El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI de sus siglas en ingles
Clinical and Laboratory Standards Institute) ha desarrollado y publicado el método de



referencia aprobado de macrodilucion en caldo (M27-A3) para especies de Candida. El
método de macrodilucion en caldo esta dirigido hacia levaduras causantes de infecciones
invasivas. Entre éstas se encuentran Candida spp. (incluyendo C. glabrata) y C.
neoformans. EI método M27-A3 representa un estdndar de referencia desarrollado a
través de un consenso para facilitar el acuerdo entre laboratorios en la determinacion de
la susceptibilidad de levaduras a agentes antifangicos (CLSI, 2008).

Otro método desarrollado por el CLSI es el M44-Az2 el cual es un método de difusion
en disco para levaduras. Actualmente esta validado solamente para Candida spp. contra
diversos azoles y equinocandinas. Este método provee resultados cualitativos después de
20 a 24 h de incubacion. Ademas, el uso de agar Mueller-Hinton suplementado en lugar
del medio RPMI 1640 facilita la prueba de susceptibilidad para algunos laboratorios
clinicos reduciendo costos. Los criterios de interpretacion (puntos de corte) para
caspofungina, fluconazol y voriconazol y los parametros de control de calidad para
caspofungina, fluconazol, posaconazol y voriconazol han sido establecidos de acuerdo a
los procedimientos estandar del CLSI (CLSI, 2009).

Por otro lado, se han desarrollado otras alternativas como las técnicas basadas en
caldo, los métodos colorimétricos comerciales Sensititre Yeast One®, Fungitest® y
ASTY® y técnicas basadas en la difusién en agar, como la epsilometria E-test® que han
sido ampliamente evaluados en levaduras con los antimicéticos actuales de uso comun
(Torres et al., 2009). En Noviembre de 2001, el panel de prueba Sensititre YeastOne®
(Trek Diagnostic Systems, Inc., Westlake, OH) que incorpora el indicador alamar azul
como indicador colorimétrico, fue aprobado por la FDA para su comercializaciéon como
un método nuevo y menos laborioso para la determinacion de la CMI (Concentracion
minima inhibitoria) de fluconazol, itraconazol y flucitosina para levaduras. EI método E-
test® (AB BIODISK, Solna, Suecia) se basa en tirillas de plastico que contienen un
gradiente de concentracion de antifingicos predefinidos las cuales se colocan sobre
placas con agar para la determinacion de la CMI de varios agentes, reduciendo el
esfuerzo requerido para las pruebas rutinarias de susceptibilidad (Alexander et al.,
2007). El Fungitest® es una prueba de punto de corte, en la cual el crecimiento de los
aislados es medido en cultivos que contienen solo una o dos concentraciones del
farmaco para distinguir cepas susceptibles de resistentes. Las comparaciones del panel
Fungitest® con el método de microdilucién de CLSI han demostrado una buena relacion
entre éstos para cepas susceptibles a azoles de Candida spp., aunque por otro lado se ha
visto que el procedimiento de punto de corte frecuentemente falla en la deteccion de
cepas resistentes a azoles (Espinel-Ingroff, 2002).

6.6 Tratamiento. Azoles

Los antifngicos azolicos o azoles son un grupo de farmacos fungistaticos sintéticos
que se caracterizan por poseer un anillo imidazélico que contiene 2 o 3 nitrogenos.
Actlan inhibiendo la enzima 14-a demetilasa. Esta inhibicion se produce al formarse un



complejo del azol con una parte del citocromo P-450 del hongo. El blogueo de esta
enzima impide la conversion de lanosterol en ergosterol, que es un componente
fundamental de la membrana citoplasmatica del hongo, y produce una alteracion de la
permeabilidad de la membrana y la acumulacion de peréxidos que la dafian (Lumbreras
et al., 2003).

El fluconazol es un triazol que fue aprobado para su uso en la practica clinica en
1990. Sus excelentes propiedades farmacocinéticas y su escasa toxicidad le han
convertido en un farmaco excelente para la prevencion y el tratamiento de la infeccién
por Candida y Criptococcus (Como y Dismukes, 1994).

Fluconazol es activo frente a levaduras. La mayoria de especies de Candida spp. son
sensibles, aunque un buen numero de cepas de C. glabrata son resistentes y C. krusei es
intrinsecamente resistente. Es muy hidrosoluble y su absorcion oral es muy répida y
completa (85-90%), no se ve modificada por la alimentacién, la hipoclorhidria ni los
tratamientos de la Ulcera péptica. (Mellado et al., 2002).

Una de las caracteristicas mas destacadas es la elevada penetracion en los liquidos
bioldgicos de todo el organismo. En el liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
meningitis se alcanzan niveles del 90% con respecto a los alcanzados en el suero. Se
elimina principalmente por orina sin metabolizar, aunque en gran parte se reabsorbe en
los thbulos renales. Un 10% se recupera en orina como glucurénido y el 2% en las
heces, sin metabolizar. La insuficiencia renal altera de forma muy importante la
excrecion del fluconazol y obliga a reducir la dosis. (Lumbreras et al., 2003).

6.7 Andlisis genotipico

Los brotes de enfermedades infecciosas frecuentemente resultan de la exposicion a la
fuente del agente etioldgico. Generalmente, el agente etioldgico causante de un brote
infeccioso deriva de una sola célula cuya progenie es genéticamente idéntica o muy
parecida al organismo causal. En términos epidemiologicos, los organismos
involucrados en un brote estan emparentados, esto es que tienen un origen en comun.
Los organismos relacionados clonalmente son miembros de una misma especie, que a su
vez comparten factores de virulencia, caracteristicas bioquimicas y gendémicas. Sin
embargo, existe suficiente diversidad a nivel de especie para que los organismos aislados
de diversos lugares, en diferentes tiempos y distintas regiones geograficas puedan ser
diferenciados o clasificados dentro de subtipos o cepas.

El proceso de subtipificacion es epidemiologicamente importante para
reconocimiento de brotes de infeccion, deteccion de la transmision de patdgenos
nosocomiales, determinacion de la fuente de una infeccidn, reconocimiento particular de
cepas virulentas de organismos y la supervision de programas de vacunacion (Olive y
Bean, 1999).



En la Gltima década, se han desarrollado varios métodos para la identificacion y
tipificacion de organismos eucariotas y procariotas a nivel de ADN. Estos métodos
difieren en su poder discriminatorio, capacidad de rango taxonémico, reproducibilidad y
la facilidad de interpretacion y estandarizacion de cada uno de ellos. EI método
genotipificante ideal debe producir resultados que sean invariables de laboratorio en
laboratorio permitiendo analisis comparativos inequivocos Y el establecimiento de bases
de datos confiables.

Uno de los métodos prometedores es el analisis de Polimorfismos de Longitud de
Fragmentos Amplificados (AFLP’s), desarrollado por Keygene BV, Wageningen,
Holanda (1995). Este método combina una aplicabilidad universal con un alto poder de
discriminacion y reproducibilidad. Un gran ndmero de reportes describen el uso del
andlisis AFLP’s para mapeo genético de plantas y animales, diagnostico médico,
estudios filogenéticos y tipificacion microbiana (Savelkoul et al., 1999).

La técnica de AFLP’s esta basada en la amplificacién selectiva por PCR de
fragmentos de restriccién de una digestion completa de ADN gendémico. El analisis
involucra 3 pasos: a) restriccion del ADN vy ligaciéon de los adaptadores
oligonucleodtidos, b) amplificacion selectiva de los diversos fragmentos de restriccion y
c) analisis en gel de los fragmentos amplificados. La amplificacion por PCR de los
fragmentos de restriccion se logra usando los adaptadores y las secuencias de los sitios
de restriccion como sitios blanco para el alineamiento de los oligonucleodtidos. La
amplificacion selectiva se alcanza por el uso de los oligonucle6tidos que se extienden en
los fragmentos de restriccion, amplificando solo aquellos fragmentos en los cuales el
primer reconoce los oligonucle6tidos que flanquean los sitios de restriccion.

Utilizando esta técnica pueden visualizarse diversos fragmentos de restriccion por
PCR sin conocimiento de la secuencia nucleotidica. Este método permite la co-
amplificacion selectiva de un gran nimero de fragmentos de restriccion. Sin embargo, el
nimero de fragmentos que pueden ser analizados simultaneamente depende de la
resolucion del sistema de deteccion. Generalmente se pueden amplificar y detectar de
50-100 fragmentos de restriccion en geles de poliacrilamida.

El andlisis de AFLP’s representa una técnica nueva y muy poderosa de ‘fingerprint’
ADN para el analisis de ADNs de cualquier origen y complejidad (Vos et al., 1995) y
realizar analisis genotipico de diferentes poblaciones.

En este caso nos proveerd informacion respecto a las caracteristicas de la poblacién
de cepas aisladas de casos clinicos de candidiasis en Monterrey, N.L



7. METODOS

7.1 Cepas de C. albicans

Se utilizaron 90 aislamientos de C. albicans provenientes de cuadros de
vulvovaginitis y hemocultivos de pacientes del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzéalez” de la UANL, identificados por métodos microbiologicos
(Identificacion en agar Biggy y prueba de tubo germinativo) y bioguimicos (prueba
API® 20 C AUX) en el Laboratorio de Micologia del Centro Regional de Control de
Enfermedades de la Facultad de Medicina (Tabla 1). Asi mismo se incluyeron en el
estudio 2 cepas de Candida no albicans (C. parapsilosis y C. glabrata) como controles
externos. Como control de calidad se manejaron las cepas C. albicans ATCC 14053
(Thanos et al., 1996) y Candida sp. ATCC 204276.

7.2 Caracterizacion de Susceptibilidad a Fluconazol de los Aislados de C. albicans

Los 94 aislamientos del proyecto fueron evaluados siguiendo la técnica de Drop Test
(Gaxiola, 1992) con algunas modificaciones, determinando la susceptibilidad al
fluconazol. Inicialmente se crece a saturacién (1x108 cel/ml) en 1 ml de medio de cultivo
caldo YPD (DIFCO) durante 48 h. Se preparan placas con medio de cultivo RPMI 1640
(Cellgro) a las cuales se les agrega el farmaco a una concentracion de 8 y 64 pg/ml.
Como control negativo se utilizan placas de RPMI 1640 sin fluconazol. Posteriormente
se realizan 5 diluciones seriadas del cultivo inicial a un volumen final de 20 pl por
dilucion (2 pl de cultivo con 18 pl de agua bidestilada estéril, mezclando por pipeteo).
Utilizar las Gltimas 4 diluciones (10° a 10%), pipetear 5 pl de cada dilucién e inocular en
la placa de cultivo. Inocular 4 muestras por placa empezando por la dilucién mas baja
(10%). Una vez sembradas las cepas incubar a 37 °C por 48 h. Posteriormente interpretar
los resultados de cada una de las concentraciones comparando con la placa control. El
punto de corte se considera donde exista una inhibicion del crecimiento mayor al 80%.



7.3 Extraccion de ADN de los Aislados de C. albicans

La extraccion de ADN se realizd6 de acuerdo con el protocolo modificado de
Sambrook y Russell 2001, descrito brevemente. Inocular los cultivos de C. albicans en
medio de cultivo caldo YPD (DIFCO) por 24 h. Transferir 1.5 ml de cultivo a un tubo de
microcentrifuga y centrifugar a velocidad maxima por 1 min a temperatura ambiente.
Remover el medio de cultivo por aspiracion y resuspender el pellet en 500 ul de buffer
STES (10mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 50mM NaCl, 2% SDS) Agregar 1 volumen de
perlas de vidrio y 200 pl de TE 1X (10mM Tris-HCI, ImM EDTA) pH 7.6 a cada tubo.
Aplicar vortex por 1 min. Posteriormente agregar 600 ul de fenol-cloroformo (1:1) y
mezclar por inversion o vortex rapido. Centrifugar a velocidad méaxima por 10 min a 4
°C. Transferir la fase acuosa superior a un tubo nuevo y colectar el ADN por medio de
una precipitacion estandar con isopropanol 100% durante 20 min a -20 °C. Recuperar el
precipitado de ADN centrifugando a velocidad maxima por 10 min a 4 °C. Remover el
sobrenadante por aspiracion y lavar el pellet de ADN con 200 ul de etanol 70%. De
nuevo centrifugar durante 1 min a velocidad méaxima a 4 °C. Finalmente remover el
sobrenadante por aspiracion y secar el pellet de ADN al aire por 15 minutos.
Resuspender el pellet en 40 pl de TE 1X y agregar 5 ul de RNAsa A (Invitrogen).
Almacenar a 4 °C hasta su uso.

7.4 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del material genético se realizd por espectrofotometria con el
espectrofotdmetro ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, EUA). Se
prepararon moldes de ADN a una concentracion establecida de 20 ng/ul, de acuerdo a
especificaciones del fabricante requeridos para iniciar el protocolo de AFLP.

7.5 Analisis de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP)

La generacion de AFLP se desarroll6 de acuerdo a Vos et al. (1995), utilizando el
estuche comercial IRDye® Kit for Large Plant Genome Analysis de LI-COR® (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, EUA). Las etapas de digestion de ADN vy ligacién de
adaptadores se llevaron de acuerdo con el protocolo incluido en el estuche comercial. La
etapa de pre-amplificacion se modifico al ajustar el volumen de reaccion a 27 pl, debido
a que en el protocolo original no esta incluido el Cloruro de Magnesio (MgCly); la
mezcla consistio de ADN digerido y ligado (2.5 pl), mezcla de preamplificacion AFLP
(20 ul), solucion amortiguadora 10X (2.5 ul), MgCl, 50mM (1.5 ul) y Tag ADN



polimerasa 2.5 U (0.5 pl). El programa térmico de incubacion fue 20 ciclos a 94 °C por
30 s, 1 min a56 °Cy1mina 72°C. El producto de preamplificacion se diluyé a una
concentracion de 1:40. Para realizar la amplificacion selectiva, se manejaron reacciones
“monoplex” para el iniciador EcoR1-700 IRDye™ conforme al protocolo del estuche
comercial. La etapa de amplificacion selectiva se modificé al ajustar los volumenes de
reaccion; para la mezcla de Tag ADN polimerasa la mezcla consistio de agua
desionizada (89.1 ul), solucion amortiguadora 10X (100mM Tris-HCI pH 8.3, 15mM
MgCl,, 500mM KCl) (39.6 ul), ANTPs 10mM (6.6 ul), Tag ADN polimerasa 9.5 U (1.9
ul) y MgCl, 50mM (11.8 pl) dando un total de 149 pul de mezcla de Tag ADN
polimerasa suficiente para 33 reacciones de amplificacion selectiva. La amplificacion
selectiva consistio de ADN diluido y preamplificado (5 pl), mezcla de Taq ADN
polimerasa (4.5 pl), iniciador Msel (0.5 ul) e iniciador EcoR1-700 IRDye™ (0.5 pl)
resultando en 10.5 pl por reaccion. El programa térmico para la amplificacion selectiva
fue el propuesto en el mismo protocolo.

La separacion de los productos de amplificacion se hizo por electroforesis en gel de
poliacrilamida 6.5% en un secuenciador LI-COR® 4200 (Lincoln, NE, EUA).

7.6 Andlisis Estadistico de los Datos de AFLPs

El andlisis de identificacion, presencias y ausencias de bandas se hizo con el
programa SAGAM* (LI-COR, Lincoln, NE, EUA). La presencia de patrones
amplificados del marcador, fueron registradas como variables binarias, utilizando el
namero 1 para indicar la presencia de una banda y O para indicar su ausencia. Una vez
analizadas las bandas presentes y ausentes se generaron varios perfiles de AFLP de un
rango®de 40 a 450 pares de bases las cuales se exportaron a una matriz de datos de
Excel”™.

Con la matriz de datos binarios se generaron los dendogramas para los materiales
genéticos utilizando el programa bioinformatico D-UPGMA usando el método de
Jaccard.



8.1 Cepas de C. albicans

8. RESULTADOS

Tabla 1. Detalles de los aislados de C. albicans usados en el estudio.

Nuimero de | Origen Edad del SexoA | Nimerode | Origen Edad del SexoA
aislado paciente aislado paciente

CA1 Vulvovaginitis | 23 afios F CA25 Vulvovaginitis 39 afos | F
CA2 Vulvovaginitis | 18 afios F CA26 Vulvovaginitis 17 afios | F
CA3 Vulvovaginitis | 53 afios F CA27 Vulvovaginitis 25anos | F
CA4 Vulvovaginitis | 44 afios F CA28 Vulvovaginitis 35afios | F
CAS5 Vulvovaginitis | 18 afios F CA29 Vulvovaginitis 38anos | F
CA6 Vulvovaginitis | 19 afios F CA30 Vulvovaginitis 22 afios | F
CA7 Vulvovaginitis | 21 afios F CA31 Vulvovaginitis 36 afos | F
CA8 Vulvovaginitis | 24 afios F CA32 Vulvovaginitis 42 afios | F
CA9 Vulvovaginitis | 32 afios F CA33 Vulvovaginitis 28 afos | F
CA10 Vulvovaginitis | 33 afios F CA34 Vulvovaginitis 41 afios | F
CA11 Vulvovaginitis | 37 afios F CA35 Vulvovaginitis 19 afios | F
CA12 Vulvovaginitis | 18 afios F CA36 Vulvovaginitis 24 afios | F
CA13 Vulvovaginitis | 23 afios F CA37 Vulvovaginitis 28afos | F
CA14 Vulvovaginitis | 25 afios F CA38 Vulvovaginitis 35afios | F
CA15 Vulvovaginitis | 29 afios F CA39 Vulvovaginitis 27 afos | F
CA16 Vulvovaginitis | 37 afios F CA40 Vulvovaginitis 38afos | F
CA17 Vulvovaginitis | 28 afios F CA41 Sangre 42 anos | M
CA18 Vulvovaginitis | 41 afios F CA42 Sangre 56 afios | M
CA19 Vulvovaginitis | 35 afios F CA43 Sangre 4 afios | M
CA20 Vulvovaginitis | 19 afios F CA44 Sangre 68 afios | F
CA21 Vulvovaginitis | 21 afios F CA45 Sangre 3 meses | M
CA22 Vulvovaginitis | 24 afios F CA46 Sangre 11dias | M
CA23 Vulvovaginitis | 27 afios F CA47 Sangre 3 meses | M
CA24 Vulvovaginitis | 25 afios F CA48 Sangre 2 afios | M




Numero de | Origen Edad del SexoA | Numero de | Origen Edad del SexoA
aislado paciente aislado paciente

CA49 Sangre lafio | F CA70 Sangre 59 afios | F
CA50 Sangre 63 afios | M CA71 Sangre 3 meses | M
CA51 Sangre 34 afos | M CA72 Sangre 2 meses | M
CA52 Sangre 4 anos | M CA73 Sangre 67 afios | F
CA53 Sangre 37 afios | F CA74 Sangre 48 afios | F
CA54 Sangre 1mes | M CA75 Sangre 26 afos | F
CA55 Sangre 37 anos | F CA76 Sangre 5 afios | F
CA56 Sangre 56 anos | M CA77 Sangre 62 anos | F
CA57 Sangre 2 afios | F CA78 Sangre 1mes | F
CA58 Sangre 67 afios | M CA79 Sangre 2 meses | M
CA59 Sangre 30 afos | M CA80 Sangre 54 afios | M
CA60 Sangre 63 afios | M CA81 Sangre 37 anos | F
CA61 Sangre 5afios | M CA82 Sangre 2 afios | M
CA62 Sangre 1mes | M CA83 Sangre 4 afios | F
CA63 Sangre 35afos | M CA84 Sangre lmes | F
CA64 Sangre 2 meses | M CA85 Sangre 2 afios | M
CA65 Sangre 60 afios | M CA86 Sangre 78 afios | M
CA66 Sangre 50 afios | M CA87 Sangre 1mes | M
CA67 Sangre 2 afios | F CA88 Sangre 22 afios | F
CA68 Sangre 31afos | M CA97 Sangre 2 meses | F
CA69 Sangre 43 afios | M CA98 Sangre 3 meses | F

A Sexo M= masculino, F= femenino.

8.2 Susceptibilidad a Fluconazol de los Aislados Mediante la Técnica de Drop Test

El ensayo de susceptibilidad a fluconazol por medio de drop test, que se realizo a las
cepas de C. albicans obtenidas a partir de aislados clinicos genero 3 tipos diferentes de
resultados: 1) Resistente, este es la cepa la cual es capaz de reportar crecimiento en
todos los tamarios de inoculo usadas, en ambas concentraciones de fluconazol a 8 y 64
pg/ml. 2) Susceptibles dependientes de dosis, toda aquella cepa que no lograba
desarrollarse en el minimo tamafo de inoculo a la maxima concentracion de farmaco,
pero si en las demas concentraciones de inoculo y farmaco. 3) Susceptible, estas fueron
las cepas que no lograron crecimiento en el minimo tamafio de inoculo en la
concentracion de 8 pg/ml. En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en las 94
muestras evaluadas; se probaron 2 concentraciones del farmaco fluconazol, 8 y 64




pug/ml, ademas de la placa control (sin farmaco). Aquellas cepas que presentaron
crecimiento en las 4 concentraciones celulares de la concentracion de 8 pg/ml pasaban
automaticamente a la concentracion de 64 pg/ml.

Los valores de concentracion inhibitoria para la prueba de drop test se interpretaron
como la concentracién a la cual al menos la alicuota correspondiente a 10° células
mostré una disminucion del 80% en el crecimiento en comparacién a la placa control sin
farmaco (Fig 3).

Concentracion
celular

CA 76

Control 64ug/mli

Figura 3. Resultados de Drop Test de las cepas CA76, CA85, CA86, CA91 a las concentraciones de 10°,
10°, 10* y 10% las cudles se consideran SDD? ya que la concentracién de 10° de las 4 muestras presenta
una disminucion mayor al 80% en comparacion con la placa control. De izquierda a derecha, mayor >
menor concentracion celular. ® SDD= susceptible dependiente de dosis.



Tabla 2. Clasificacion de crecimiento de las 94 muestras de acuerdo a la Técnica de Drop Test.

Control (sin
Placa farmaco) FLU 8 pg/ml FLU 64 ug/ml

Concentracién
celular 10° 10° 10* 10°

Cepas
CAl
CA2
CA3
CA4
CA5

CA6
CA7

CA8

CA9
CA10
CAll
CA12
CA13
CAl14
CA15
CAl6
CAl7
CA18
CA19
CA20
CA21
CA22
CA23
CA24
CA25
CA26
CA27
CA28
CA29
CA30
CA31
CA32
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Control (sin
Placa farmaco)

FLU 8 pg/ml FLU 64 pg/ml

Concentracién
celular 10° 10° 10* 10°

Cepas

CA33
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CA39
CA40
CA41
CA42
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CA44
CA45
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CA59
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Placa

Control (sin
farmaco)

FLU 8 pg/ml FLU 64 pg/ml

Concentracién
celular

Cepas
CAB8
CAB9
CA70
CA71
CA72
CA73
CA74
CA75
CA76
CA77
CA78
CA79
CA80
CA81
CA82
CA83
CA84
CA85
CA86
CA87
CA88
CA89
CA90
CA91
CA92

10°

10° 10*

10°
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Interpretacion de los signos: + crecimiento; - no crecimiento. FLU: fluconazol.

De acuerdo a los criterios establecidos y en base a los resultados de la Tabla 2 se
obtuvieron 16 cepas resistentes (CA7, CA9, CA10, CAl1l, CA12, CA13, CAl4, CA15,
CAl6, CA23, CA24, CA40, CA41, CA66, CAT0, CA89), 13 susceptibles dependientes
de dosis (CA18, CA20, CA21, CA25, CA34, CA43, CA44, CA45, CA4T7, CAS9, CATS,
CAB85, CA86) y 65 como susceptibles (cepas restantes).



8.3 Extraccion de ADN Gendémico Total
8.3.1 Estandarizacion de la técnica

Se logro estandarizar el protocolo descrito por Sambrook y Russell 2001, se realiz6 la
extraccion de las 94 cepas obteniendo ADN genomico de alta calidad, logrando asi estar
en el rango optimo para ser utilizado en multiples técnicas de biologia molecular
incluyendo AFLPs (Fig. 4).
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Figura 4. Electroforesis de ADN extraido de levaduras en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de
etidio. Marcador: APstl; Cepas: CA60-CAGS.

8.3.2 Cuantificacion de ADN

Se prepararon moldes de ADN gendmico para la realizacion de los ensayos de AFLP,
para lo cual se realizaron lecturas de concentracion por medio de un espectrofotometro
modelo NanoDrop ND-1000 (Tabla 3), comprobando también la calidad y la pureza del
material genético. Una vez conocidas las concentraciones iniciales se realizaron
diluciones de ADN para obtener una concentracion final de 20 ng/ul, lo cual fue
confirmado nuevamente por espectrofotometria (Tabla 4).



Tabla 3. Determinacion de la concentracion de ADN en ng/pl de las muestras CAl a la CA11.

Sample ID ng/ul A260 A280 260/280 260/230

CAl 9323 1865 1.098 1.7 1.95
CA2 272.6 5452  3.006 1.81 2.29
CA3 406.31 8.126  4.233 1.92 24
CA4 1042.82 20.856 10.44 2 2.43

CA5 383.39 7.668 4.061  1.89 2.17
CA6 37396 7479 4.022  1.86 2.22
CA8 62652 1253 635  1.97 2.33
CA9  1080.33 21.607 10.947 1.97 2.62
CAI0 188498 37.7 19471 194 253
CAll 73021 14.604 7.833  1.86 2.46

Tabla 4. Verificacion de Moldes de ADN tomados al azar a una concentracion promedio de 20 ng/pul.
Sample ID ng/ul A260 A280 260/280 260/230

CA5 18.11 0.362 0.212 1.71 2.13
CA9 21.84 0.437 0.245 1.79 2.45
CAl13 20.76 0.415 0.247 1.68 2.76
CAl7 18.98 0.38 0.217 1.75 2.52
CA22 25.31 0.506 0.288 1.76 2.3
CA26 23.62 0.472 0.261 1.81 0.54
CA30 20.28 0.406 0.204 1.99 2.88
CA31 16.43 0.329 0.16 2.05 1.07

CA35 27.57 0.551 0.312 1.77 3.07




8.3.3 Control de Calidad de Moldes de ADN

Una vez preparadas las diluciones de ADN antes mencionadas, se verifico el estado
del mismo mediante PCR para confirmar la calidad, utilizando una temperatura inicial
de desnaturalizacion de 95°C durante 5 min, para después pasar por 29 ciclos en donde
la desnaturalizacion se realiza a 95°C por 30 segundos, el alineamiento a 55°C por 1
minuto y la polimerizacion a 72°C por 1 minuto 20 segundos (Fig. 5).
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CA20 CA36 CA41 CA42 CA54 CA64 CA70 CA75 CA77 CA78 CA79 CA8S0

AHindIII

Figura 5. Tincion con bromuro de etidio de cepas de C. albicans con una concentracién establecida de 20
ng/ul en gel de agarosa al 1.2%. Marcador: AHindIII.

8.4 Andlisis de Polimorfismos de Aislados de C. albicans Mediante AFLP

Las secuencias de los adaptadores y de los oligonucledtidos usados para el analisis de
AFLP se muestran en la Tabla 5. Las Figura 6 muestra el resultado de los geles de
poliacrilamida obtenidos posteriormente a los ensayos AFLP. Los carriles laterales del
gel fueron cargados con un marcador estandar de 50-700 pares de bases. Para la
realizacion de éste se utilizaron volimenes de 0.5 ul para todas las muestras asi como
para el marcador. La concentracién del gel fue de 6.5% en poliacrilamida. Los rangos de
tamafo obtenidos van desde los 40 hasta los 450 pares de bases, generandose un total de
153 bandas. La presencia o ausencia de las diferentes bandas crea diversos patrones, los
cuéles varian dependiendo de la secuencia genética de los organismos, base en la cual se
sujeta la elaboracion de dendogramas que se describe mas adelante.



Tabla 5. Secuencias de los adaptadores y oligonucledtidos usados en el estudio.

Oligonucledtidos o adaptadores Secuencia (5" a 3")

AdalEcoRlI CTCGTAGACTGCGTACC
Ada2EcoRlI AATTGGTACGCAGTCTAC
AdalMsel GACGATGAGTCCTGAG
Ada2Msel TACTCAGGACTCATC
OligoEcoRlI GACTGCGTACCAATTC
OligoEcoRIAC? *GACTGCGTACCAATTCAC?
OligoMsel GATGAGTCCTGAGTAA
OligoMselC* GATGAGTCCTGAGTAAC*?

# Las letras en negritas representan los nucleétidos adicionales en los oligonucleétidos del PCR selectivo.
* Oligonucledtidos marcados con el fluoréforo
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Figura 6. Perfiles de AFLP obtenidos a partir de 90 aislados clinicos de C. albicans y 4 cepas de
referencia. Panel A: lineas 1-30 (CA1-CA30). Panel B: lineas 1-30 (CA31-CA60). Panel C: lineas 1-28
(CAB1-CAB88); lineas 29 y 30 (CA97, CA98); linea 31 (CA89 C. albicans ATCC 14053); linea 32 (CA90
Candida sp. ATCC 204276); linea 33 (CA91 C. parapsilosis); linea 34 (CA92 C. glabrata). Linea M1,
marcador de peso molecular de 50-700 pares de bases.

La metodologia de AFLP generé 153 bandas cuantificables por medio del programa
SAGAM* (LI-COR, Lincoln, NE, EUA). De las cuéles, 152 son bandas polimérficas
(99.3%), es decir, ausentes en al menos 3 aislados y una sola banda fue monomérfica
(402 pb).

8.5 Elaboracion del Dendograma

Una vez realizada la matriz de datos binarios en Excel® se utilizé el programa
bioinformatico en linea D-UPGMA  (Garcia-Vallve et al., 1999,
http://genomes.urv.cat/UPGMA/). El archivo es interpretado como un juego de variables
de las cudles el programa calcula una matriz de similitud para finalmente crear un
dendograma. Se utilizo el coeficiente de Jaccard (Tanimoto) para comparar el juego de
variables y se gener6 un bootstrap de 100 réplicas, resultando el arbol que se muestra en
la Figura 7.
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Se logran identificar 3 grupos principales (I, 11 y I11), dentro del grupo Il se agruparon
en una misma rama 9 de los 16 aislados identificados como resistentes, las cepas CA9,
CA10, CA1l, CA12, CA13, CAl4, CAl5, CAL6 y la CAB9. La cepa CA40 y CAT7
también clasificadas como resistentes, se encuentran en el mismo grupo pero en ramas
distintas. Asi mismo se observa que el grupo Il es el mas abundante ya que engloba el
mayor namero de cepas. También se determino que en base al arbol formado, el grupo |
y Il poseen un ancestro comun mas cercano que con el grupo I11. Al analizar la matriz de
datos se observé que las cepas CA9 a la CA16 comparten entre ellas 5 bandas que son la
41, 82, 101, 121 y 127 (281, 183, 138, 100 y 85 pb respectivamente). La cepa CA89
comparte Unicamente 3 bandas con este grupo, la 101, 121 y 127. La cepa CA7
comparte solo la banda 101 y la CA40 es positiva para la banda 82.

En cuanto al resto de las cepas resistentes CA23, CA24, CA41, CA66 y CA70, éstas
se encuentran en el grupo Ill, algunas presentan una de las 5 bandas del clado de
resistentes (grupo 11, CA9-CA16, CA89); la CA24 presenta la 101 y la CA23 la banda
127. De éstas 5 cepas la CA23-CA24 se muestran juntas en una misma rama al igual que
la CA41 y CA66. Las cepas no-albicans, CA91 y CA92 (C. parapsilosis y C. glabrata,
respectivamente) se incluyeron en el grupo IlI.



9. DISCUSION

Este estudio provee un avance sobre la epidemiologia molecular de C. albicans en la
zona metropolitana de Monterrey. El escaneo molecular de las muestras incluyo una
poblacién de 90 aislados clinicos de C. albicans de origen genital (vulvovaginitis) y
hematoldgico (sangre) provenientes del Laboratorio de Micologia del Centro Regional
de Control de Enfermedades del Hospital Universitario, UANL. También se incluyeron
4 cepas como controles externos, la cepa C. albicans ATCC 14053 (CA89), Candida sp.
ATCC 204276 (CA90), una cepa de C. parapsilosis (CA91) y una C. glabrata (CA92).

Se llevé a cabo la determinacion de la susceptibilidad al antifungico fluconazol para
las 94 muestras mediante la técnica de Drop Test descrita por Gaxiola et al. 1992,
originalmente utilizada para determinar la tolerancia a sales en levaduras, dicha técnica
se empleo recientemente en un estudio comparativo con 2 metodologias destinadas a la
susceptibilidad a antifingicos (Robledo et al., 2010; datos aun no publicados). En el
presente trabajo, 65 % de los aislados se comportaron como sensibles, 14 % como SDD
y 17 % resistentes al fluconazol. Messer et al., en el 2006 recopild 1397 aislados de
Candida durante el programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY del 2003
encontrando que la poblacidn presentd un 88.5% susceptibles, 7.3% SDD y un 4.2%
como resistentes, en nuestro estudio el porcentaje de susceptible dependiente de dosis y
resistente fue més alto.

Una vez conocidos los patrones de susceptibilidad se procedid a la extraccién del
material genético de los aislados, siguiendo el protocolo de Sambrook y Russel, 2001.
Para realizar la metodologia de AFLP se requirié conocer la cantidad de ADN de los
aislados y elaborar los llamados “moldes” de ADN. Esto es una cepa con una cantidad
determinada de acido nucleico que en nuestro caso se fijo a una concentracion de 20
ng/ul, necesario para iniciar el AFLP. Asi mismo se determin6 la pureza del ADN. El
uso de ADN con alta pureza es obligatorio para prevenir variaciones en los perfiles de
AFLP (ADN impuro lleva a tener patrones incompletos de AFLP) y el uso de cepas de
referencia y marcadores moleculares facilita la comparacién de los perfiles entre
laboratorios (Tavanti et al., 2007).

Las técnicas moleculares han demostrado ser Gtiles para la identificacion de levaduras
en el ambito clinico y como es esperado, el analisis por AFLP ha probado ser mas
discriminativo que la identificacion fenotipica convencional para las especies de
Candida (Ball et al., 2004). La tipificacion epidemiologica para identificar la fuente y
las relaciones clonales de los aislados en situaciones epidémicas y brotes nosocomiales
es importante en las estrategias de control y prevencion. Los métodos genotipicos



representan una importante ventaja en la tipificacion de microorganismos tales como
Candida que son dificiles de tipificar con métodos fenotipicos (Marol y Yucesoy, 2007).

En el AFLP se emplearon las enzimas EcoRIl y Msel, después se agregaron los
adaptadores reconociendo la secuencia de corte de las enzimas. De acuerdo a Borst et
al., 2003 y Tavanti et al., 2007, se realizé el primer PCR con los oligonucleétidos EcoRI
y Msel sin ningdn nucleotido extra; en el segundo PCR se agregaron 2 nucleotidos
(EcoRIAC) y un nucleotido selectivo (MselC) respectivamente. Una de las ventajas del
analisis AFLP es que es un método basado en la ligacion de secuencias conocidas
(adaptadores) a los fragmentos de restriccion, que funcionan como secuencias blanco
para los oligonucledtidos del PCR, por lo tanto, la técnica es universalmente aplicable
(Borst et al., 2003). Se corrieron geles y se fotografiaron, los resultados se interpretaron
como la presencia o ausencia de las diversas bandas de acuerdo a su peso molecular. Las
imégenes se analizaron con el programa SAGAMX. Se generaron 153 bandas,
comprendiendo un rango de 40 a 500 pares de bases donde el 99.3% de las bandas
fueron polimorficas. Para el analisis estadistico se empled el programa en linea D-
UPGMA con el cual se elabor6 el dendograma de los 94 aislados clinicos. El
dendograma muestra una distribucion en 3 clados o grupos (I, Il, 1) de las cepas de
trabajo. En el grupo Il se asociaron en una misma rama del arbol 9 de las 16 cepas
referidas como resistentes (CA9, CA10, CAl1l, CA12, CA13, CAl4, CAl5, CAl6 y
CAB89). La cepa CA7 y CA40 también se agruparon en el clado Il pero en distintas
ramas. El resto de las cepas resistentes, CA23, CA24, CA41, CA66 y CAT70, se
posicionaron en el grupo Ill. Cabe resaltar que las cepas control CA90, CA91 y CA92
que son Candida sp. ATCC 204276, C. parapsilosis y C. glabrata respectivamente, se
mantuvieron en una misma rama del grupo IlI.

Al analizar estos 9 aislados, se observo que comparten entre si 5 bandas que son la
41, 82,101, 121 y 127 (281, 183, 138, 100 y 85 pb respectivamente). La muestra CA89
comparte sélo 3 de las 5 bandas, la 101, 121 y 127. Esto podria indicar que éstas bandas
pueden ser determinantes de los factores que confieren resistencia a f&rmacos y pueden
ser posibles enfoques para futuros estudios con éste grupo en particular. EI uso del
analisis de AFLP puede proveer valiosas sefiales en la identificacion de pat6genos
fangicos. La técnica tiene un alto grado de flexibilidad y el procedimiento es facil de
realizar. Tedricamente un resultado puede ser obtenido en 8 horas. Otra ventaja es el
potencial para automatizar virtualmente todo el proceso. Las desventajas son que
depende de un software caro y que los perfiles obtenidos no son tan facilmente
intercambiables entre distintos laboratorios ya que se requiere una uniformidad en
cuanto a los equipos utilizados, para esto tendria que llevarse a cabo una estandarizacion
de la técnica. Actualmente, la parte econdmica y la experiencia requerida probablemente
puedan limitar la aplicaciébn como una técnica de rutina en el ambiente clinico. Sin
embargo, el andlisis por AFLP de especies médicamente importantes de Candida es una
robusta herramienta de investigacion epidemiolégica (Ball et al., 2004).

En el presente trabajo se determind que el resultado de susceptibilidad a un farmaco y
la metodologia AFLP para identificar aislados clinicos se relacionaron si no del todo, en
parte, en cuanto al grupo de aislados pertenecientes al clado Il del dendograma



identificados como resistentes. Se sugiere la necesidad de mas estudios locales sobre el
tema, una opcion seria enfocarse en la naturaleza de las bandas compartidas.



10. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 la variabilidad genética de aislados clinicos de C. albicans
provenientes de cuadros de vulvovaginitis y de cavidad cerrada estéril (hemocultivos) en
la ciudad de Monterrey, generando un clasificacion por medio de Drop Test de 16 cepas
resistentes, 13 cepas susceptibles dependientes de dosis y 65 susceptibles.

Se logro estandarizar el protocolo de extraccion de &cidos nucleicos de Sambrook y
Russell para éstas levaduras y se cuantificaron las muestras de ADN por medio del
espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 obteniéndose buena cantidad y pureza.

Se determind mediante la técnica de AFLP la variabilidad de los aislados clinicos de
C. albicans generandose un dendograma donde se agruparon en 3 clados.

En el grupo | se concentraron cepas susceptibles y susceptibles dependientes de dosis.
En el grupo 11 se encontraron 9 (CA9, CA10, CA1l, CA12, CA13, CAl4, CAl5, CAl6,
CA89) de las 16 cepas resistentes en una misma rama del grupo y otras 2 cepas
resistentes (CA7, CA40) dispersas en el clado. Finalmente en el grupo 111 se localizaron
el resto de las cepas resistentes (CA23, CA24, CA41, CA66, CA70) y también las cepas
control (CA90, CA91, CA92).

De estas 9 muestras, 8 comparten la cantidad de 5 bandas las cuéles pueden ser la
base para futuros estudios. El resto de los aislados resistentes que no se agruparon
pueden tener un origen distinto o presentar bandas diferentes que pudieran estar
asociadas a resistencia. Con lo que podemos concluir que puede existir una relacién
entre la susceptibilidad a un farmaco y la huella genética de C. albicans.

Se realizd la técnica de AFLP reconociendo los distintos patrones moleculares y se
determind que esta técnica puede diferenciar, en parte, entre especies resistentes y
susceptibles a fluconazol.
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