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RESUMEN
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Estudio: DEL COMPLEJO Candida parapsilosis Y SU PARTICIPACION EN EL
DANO TISULAR Y PRODUCCION DE CITOCINAS EN UN MODELO
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Nuamero de paginas: 128

Candidato al Grado de DOCTORADO en CIENCIAS con orientacion en Microbiologia
Médica

Area de estudio: Micologia Médica.

Propésito y Método de estudio: Actualmente se cuenta con escasa informacion
referente a los factores de virulencia de las especies que conforman el complejo Candida
parapsilosis. Ensayos previos in vitro ponen de manifiesto diferencias importantes en la
virulencia de estas especies, por lo que analizar su comportamiento in vivo brindara
nuevo conocimiento referente a la patogénesis de la infeccion diseminada por estos
microorganismos. El desarrollo de un modelo murino de candidiasis diseminada
permitird estudiar el dafio tisular ocasionado durante el proceso infeccioso, ademas de la
produccién de citocinas involucradas en la defensa del hospedero frente a la infeccion
por estos patdgenos. El objetivo de este trabajo fue determinar la produccion de factores
de virulencia de las especies del complejo C. parapsilosis, asi como su participacion en
el dafio tisular y produccién de citocinas en un modelo murino de candidiasis
diseminada.

Contribuciones y Conclusiones: Los perfiles enzimaticos de las cepas analizadas en
este estudio exhibieron diferencias importantes respecto a sus actividades in vitro de
proteinasa aspartica, fosfolipasa, esterasa y hemolisina. Sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas en términos de carga fungica tisular, histopatologia y
produccion de citocinas cuando se probaron in vivo. El rifion fue el principal érgano
dafiado durante el reto, siendo el blanco de la infeccion indistintamente de la cepa
ensayada. Las tres especies del grupo “psilosis™ poseen posiblemente un potencial
patogénico similar en la infeccion diseminada en hospederos inmunocompetentes,
induciendo por igual una respuesta inmunoldgica pro-inflamatoria como principal
mecanismo antifingico mediador frente al reto sistémico.

Dr. C. Glorid Maria Gonzilez Gonzilez
Director de Tesis
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes historicos

Candida parapsilosis es un hongo levaduriforme que fue aislado por primera vez
en 1928 por Ashford como una especie de Monilia incapaz de fermentar la maltosa, a
partir de las heces de un paciente con diarrea en Puerto Rico [1, 2]. La especie fue
nombrada originalmente Monilia parapsilosis para distinguirla del aislamiento mds

comun, Monilia psilosis, conocida hoy en dia como Candida albicans.

1.2 Caracteristicas microbioldgicas de C. parapsilosis

Las células de C. parapsilosis pueden adoptar formas ovales, redondeadas o
incluso cilindricas (Figura 1). Cuando crece en agar dextrosa de Sabouraud (ADS), las
colonias normalmente se tornan blanquecinas, cremosas, brillantes y de textura lisa o
rugosa [3]. A diferencia de Candida tropicalis y C. albicans, que pueden existir en
multiples estructuras morfogénicas, C. parapsilosis no forma hifas verdaderas, por lo
que puede existir ya sea en fase levaduriforme, generando fenotipos coloniales que van
desde texturas lisas hasta con forma de ‘“copos de nieve”, o bien en su forma

pseudohifal, dando lugar a colonias con estructuras peculiares que pueden ser
1



concéntricas o bien con forma de ‘“crepé”, mediante un fenémeno conocido como
“cambio fenotipico” [4, 5] (Figura 2). Las pseudohifas se han observado en agar harina
de maiz y pueden ser identificadas facilmente con microscopia de luz [4]. La formacion
de pseudohifas en C. parapsilosis se encuentra vinculada de manera importante a un
conjunto especifico de aminodcidos, particularmente citrulina, la cual origina cambios

importantes en la morfologia celular y colonial del organismo [6].

S I o = b)

Figura 1. Microfotografia de C. parapsilosis [7]. a) fase levaduriforme, b) forma pseudohifal.

En comparaciéon con otras especies del género anamorfico Candida, C.
parapsilosis presenta un extenso patrén de distribucion en la naturaleza, a diferencia de
C. albicans y C. tropicalis, C. parapsilosis no es un patégeno antropofilico obligado, ya
que ha sido aislada de diversas fuentes no humanas [2] como animales domésticos,
insectos, tierra, asi como ambientes marinos [8]. C. parapsilosis es un comensal humano
normal y es uno de los hongos frecuentemente aislados del lecho ungueal de manos de
seres humanos [3]. Su colonizacién transitoria del integumento humano es base de
numerosos debates en cuanto a si C. parapsilosis es un patégeno o sélo un espectador

(“bystander”) en ciertas infecciones [3].



Fenotipo
macrozcopico

Figura 2. “Cambio fenotipico” en C. parapsilosis [5].

En afios recientes y con base en una amplia bateria de ensayos moleculares, se
reportd que C. parapsilosis es un complejo, el cual se encuentra integrado por tres

distintas especies genéticamente heterogéneas entre si.

1.3 Variabilidad genética de C. parapsilosis

En 1987, Scherer y Stevens [9] establecieron que los métodos moleculares de
identificacién microbiana ofrecian ventajas potencialmente importantes por encima de
los métodos microbioldgicos convencionales, motivo por el cual propusieron la
aplicacion de la técnica RFLP para el andlisis de 19 aislamientos clinicos identificados
convencionalmente por medio del sistema API 20C AUX como C. parapsilosis. En este
estudio se descubrieron tres distintos patrones de restriccién no reportados previamente
en la literatura, con lo cual se sugiri6 que C. parapsilosis poseia una elevada variabilidad
genética, mayor incluso que la reportada hasta entonces para C. albicans 'y C. tropicalis.

Posteriormente, en 1992, Lehmann et al. [10] utilizando RAPD para el estudio de 8

3



aislamientos clinicos identificados de manera convencional con sistemas API 20C AUX
como C. parapsilosis, encontraron tres distintos patrones, los cuales fueron clasificados
dentro de tres grupos diferentes bajo la misma especie parapsilosis (C. parapsilosis
grupo I, C. parapsilosis grupo Il y C. parapsilosis grupo III). En el estudio se concluy6
que habia al menos tres “especies” fenotipicamente indistinguibles caracterizadas como
C. parapsilosis cuando esta levadura era identificada por medio de procedimientos
microbiol6gicos convencionales.

Por su parte, en 1995 Lin et al. [11] basados en perfiles de actividad enzimatica,
particularmente de las enzimas: estearasa, superéxido dismutasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, ademds de la secuenciacién del ITS1; y Roy y Meyer [12] en 1998,
apoyados en estudios de homologia del ADN y patrones de restriccidon, confirmaron la
existencia de tres distintos genotipos de C. parapsilosis pobremente relacionados a nivel
de especie, apoyando con esto su division temprana en tres especies separadas,
independientes filogenéticamente una de la otra.

Encontrando ya de manifiesto la heterogeneidad genética existente en C.
parapsilosis, en 2004, Rycovska et al. [13] estudiaron la variabilidad polimoérfica del
ADN mitocondrial entre los distintos grupos del complejo C. parapsilosis, encontrando
que dicho genoma se componia de una secuencia génica semejante en los tres grupos de
C. parapsilosis, pero poseia ademds importantes modificaciones en la arquitectura
molecular particular de cada grupo. Los investigadores descubrieron que el ADN
mitocondrial de C. parapsilosis grupo 1y C. parapsilosis grupo Il era linearizado y
presentaba en sus extremos teldmeros mitocondriales de 738 pb en el grupo I y 620 pb
en el grupo III. Por otro lado, C. parapsilosis grupo II poseia ADN mitocondrial

4



circularizado de un tamaifio aproximado a las 23 kilobases. Estos hallazgos permitieron
la caracterizacion de los tres grupos de C. parapsilosis, por lo que el andlisis de perfiles
de ADN mitocondrial vino a representar una poderosa herramienta molecular con
aplicaciones potenciales en la genotipificacion de C. parapsilosis.

Finalmente, en 2005 Tavanti et al. [14] tras analizar 32 aislamientos clinicos
identificados convencionalmente con sistemas API-20C AUX como C. parapsilosis con
diversas técnicas moleculares tales como RAPD, MLST, RFLP (con la amplificacién del
gen SADH y su posterior digestion con Banl) y secuenciacién de los ITS’s, encontraron
que tras comparar la secuencia del ITS1 de los tres grupos de C. parapsilosis con la de
otras 15 distintas especies de Candida y Saccharomyces cerevisiae, C. parapsilosis
grupo Il y C. parapsilosis grupo III se encontraban més relacionadas filogenéticamente
con respecto a C. parapsilosis grupo 1 y que la distancia filogenética que separa a C.
dubliniensis de C. albicans es la misma que separa los tres grupos de C. parapsilosis.
Motivo por el cual fue necesaria una re-estructuracion del complejo C. parapsilosis, para
lo cual los investigadores propusieron que todos los organismos anteriormente
conocidos como C. parapsilosis grupo I se designen inicamente como C. parapsilosis
en sentido estricto y propusieron la creaciéon de dos nuevas especies: Candida
orthopsilosis, para designar a aquellos organismos anteriormente conocidos como C.
parapsilosis grupo 1l y Candida metapsilosis, para designar a aquellos organismos
conocidos con anterioridad como C. parapsilosis grupo III. Dichos nombres asignados
fueron ir6nicamente elegidos por la manera en la cual los prefijos “ortho”, que

99 ¢

originalmente significaba “derecho” o “correcto” y “meta”, “con” o “después”, han sido



utilizados por los quimicos, junto con “para” para denotar las diferentes posiciones que

pueden tomar diversas funciones quimicas en un anillo aromatico [14].

1.4 Factores de virulencia de C. parapsilosis

La patogénesis de la candidiasis invasiva debida a C. parapsilosis se basa en
diversos factores de virulencia del organismo, primordialmente su adherencia a las
células del hospedero, su capacidad de producir extensas biopeliculas, asi como la
secrecion de ciertas enzimas hidroliticas [3]. Adicionalmente, se ha sefialado la
capacidad de C. parapsilosis para la generacion de pseudohifas/“cambio fenotipico”
como otro importante factor de virulencia de este organismo [15]. A pesar de intensos
esfuerzos encaminados a la elucidacion de los mecanismos de patogenicidad inherentes
en hongos, particularmente en C. albicans, se conoce relativamente poco acerca de los
factores de virulencia de C. parapsilosis [3].

1.4.1 Adherencia

La colonizacién e infeccién por C. parapsilosis dependen de la habilidad del
hongo para adherirse a las células y tejidos del hospedero, particularmente superficies
mucosas [3]. La adherencia a dispositivos médicos facilita la formacion de biopeliculas
y ocasiona dafio en el hospedero [3]. La hidrofobicidad de la superficie celular se ha
asociado con la adherencia inicial de C. parapsilosis a superficies [16], asi como la
produccion de limo se ha relacionado con la tendencia del organismo para adherirse a

catéteres plasticos [17].



1.4.2 Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos asociadas a superficies
dentro de una matriz extracelular, y son el tipo mds prevalente de crecimiento
microbiano [18]. La generacién de biopeliculas en C. albicans se encuentra asociada con
el cambio dimoérfico de levadura a crecimiento hifal, y la estructura de la biopelicula
generada involucra dos capas distintas: una delgada, capa basal constituida basicamente
de levaduras, y una gruesa, capa hifal menos compacta [19]. En contraste, C.
parapsilosis produce cuantitativamente menos biopelicula y de menor complejidad que
C. albicans [20, 21]. Ciertos fenotipos filamentosos (pseudohifales) de C. parapsilosis,
sin embargo, generan mds biopelicula y son mds invasivos en agar que cepas que
predominantemente permanecen en fase levaduriforme [4].

La formacion de biopeliculas se encuentra precedida por la adherencia a tejidos o
dispositivos médicos, resultando presumiblemente en un cambio en la morfologia y
comportamiento del organismo [3]. Las biopeliculas de C. parapsilosis pueden
presentarse en diversos dispositivos médicos, incluyendo catéteres venosos centrales y
periféricos, catéteres de hemodidlisis y didlisis peritoneal, dispositivos prostéticos
intracardiacos y articulaciones prostéticas [22]. Como comensal de la piel humana, el
organismo puede adquirirse por contacto directo con dispositivos médicos previo o
durante el uso en el paciente, particularmente en ambientes hospitalarios donde ocurren
lapsos en la higiene propia de las manos [3]. Aislamientos de C. parapsilosis con gran
produccion de biopelicula han sido asociados con brotes nosocomiales [23].

La formacién de biopeliculas es un importante factor de virulencia para varias

especies de Candida, ya que confiere resistencia significativa a la terapia antifingica
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convencional, la cual incluye anfotericina B y compuestos azdlicos, limitando la
penetracion de las sustancias a través de la matriz y protegiendo asi las células de la
respuesta inmune del hospedero [3]. Las capacidades de diferentes aislamientos de C.
parapsilosis para causar enfermedad en varios tejidos pueden estar influenciadas por su
habilidad para formar biopeliculas [3].

BCRI1 (“Biofilm and Cell wall Regulator 1”, por sus siglas en Inglés) es un factor
transcripcional fingico conservado requerido para la formacion de biopeliculas tanto en
C. albicans como C. parapsilosis [24-26]. Algunos blancos moleculares importantes de
Berl en C. albicans incluyen genes codificantes para adhesinas y proteinas de pared
celular, lo cual sugiere que Bcrl se encuentra involucrado en la etapa temprana de
adhesion del desarrollo de biopeliculas [25-27]. Por otra parte, el proceso de formacion

de biopeliculas en C. parapsilosis puede ser dependiente e independiente de BCRI [28].

1.4.3 Secrecion de enzimas

En afios recientes las enzimas de patégenos microbianos secretadas
extracelularmente han ganado interés de manera creciente debido a su papel potencial en
la patogénesis y como posibles blancos terapéuticos para el disefio de inhibidores
sintéticos de aplicacién en el manejo clinico de la infecciéon [3]. Estas incluyen
principalmente las proteinasas asparticas, fosfolipasas y lipasas.

1.4.3.1 Proteinasas aspdrticas. Las proteinasas asparticas fueron descritas por
primera vez en C. albicans en 1965 y permiten al patégeno utilizar proteina como tnica
fuente de nitrogeno [29]. Suelen nombrarse bajo las abreviaciones: ‘SAP’, describiendo
el gen y ‘Sap’, la proteina correspondiente. Estas enzimas son inhibidas por pepstatina

A, un hexapéptido extracelular de Streptomyces, y suelen tener actividad 6ptima en el
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rango acido de pH, lo que pone al patégeno en desventaja en ciertos tejidos del
hospedero con un pH cercano a la neutralidad [30]. Las proteinasas asparticas facilitan la
invasion y colonizacién de los tejidos del hospedero por disrupciéon de las membranas
mucosas del mismo [31] y degradando importantes proteinas de defensa inmunoldgica y
estructural, tales como las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas G, macroglobulina
ap, proteina C3, B-lactoglobulina, lactoperoxidasa, coldgeno y fibronectina [32]. La
importancia de las Saps en el establecimiento de la candidiasis murina sistémica fue
demostrado originalmente por el papel protector del inhibidor de proteinasa pepstatina A
[33].

Se ha reportado particularmente en C. parapsilosis tres proteinasas asparticas,
dos de las cuales permanecen en gran parte sin caracterizar [34]. La isoenzima Sapplp
recientemente se caracterizé bioquimicamente [32, 35, 36]. Aunque inicialmente se le
clasificé como un pseudogen, sapp2p produce una proteinasa funcional (Sapp2p), la cual
constituye cerca del 20% de las Saps aisladas a partir del sobrenadante del organismo en
cultivo [37]. Adicionalmente, la actividad proteolitica del producto del gen sapp2p posee
diferentes mecanismos de activacion que aquella del producto de sapplp [34].
Actualmente permanece sin caracterizarse sapp3 y su producto [3].

La produccién de proteinasas asparticas varia entre aislamientos de C.
parapsilosis 'y su papel en la patogénesis ain permanece sin esclarecerse [3]. Sin
embargo, hay cierta tendencia que relaciona la produccion de estas enzimas y el sitio de
aislamiento de C. parapsilosis, ya que las proteinasas aspdrticas parecen ser menos

importantes en la patogénesis de infecciones del torrente sanguineo que en la



enfermedad invasiva localizada, particularmente en infecciones de la mucosa vaginal
[38-42].

1.4.3.2 Fosfolipasas y esterasas. Las fosfolipasas son un grupo heterogéneo de
enzimas capaces de hidrolizar uniones tipo éster en glicerofosfolipidos y se les
denomina de manera genérica como: ‘PL’ [3]. Aunque todas las fosfolipasas actian en
fosfolipidos como substratos, cada enzima tiene la habilidad de romper uniones tipo
éster especificas. Asi, letras calificativas como A, B, C y D son usadas para diferenciar
entre fosfolipasas, asi como para indicar el enlace blanco especifico en la molécula
fosfolipidica [43]. La funcién de las fosfolipasas durante el proceso infeccioso debido a
C. parapsilosis ain no se comprende del todo, aunque se hipotetiza se encuentran
involucradas en la disrupcion de las membranas del hospedero [43, 44].

Mientras que las Saps y PLs de C. parapsilosis ya han sido estudiadas y
caracterizadas en parte, las esterasas hidroliticas secretadas han permanecido
ampliamente abandonadas. Las esterasas se caracterizan por su habilidad para catalizar
la hidrdlisis de enlaces tipo éster de mono-, di- y triacilgliceroles o incluso fosfolipidos,
actuando en substratos solubles [30].

1.4.4 Formacion de pseudohifas/*“cambio fenotipico”

La baja virulencia de C. parapsilosis comparada con C. albicans puede ser
atribuida a su incapacidad de formar hifas verdaderas [15]. Muchas especies de
Candida, incluyendo C. parapsilosis existen como blastoconidias esféricas u ovoides [4]
y son capaces, en diversos grados, de producir cadenas de blastoconidias elongadas,
llamadas pseudohifas, tanto in vivo, como bajo ciertas condiciones, in vitro [15]. Por otra

parte, las hifas verdaderas son mas dificiles de ingerir y las paredes celulares pueden ser

10



mds resistentes a la digestion. Adicionalmente, las hifas verdaderas se definen como maés
adhesivas a las células del hospedero que las pseudohifas [45].

El “cambio fenotipico” es un fendmeno de inestabilidad fenotipica especifica,
que permite a las cepas cambiar su fenotipo colonial sin afectar su genotipo identificable
[46, 47] y aunque ha sido ampliamente estudiado en C. albicans, recientemente se ha
determinado que este fendmeno también ocurre en C. parapsilosis [5, 48]. Sin embargo,
los mecanismos moleculares que regulan dicho fenémeno ain se desconocen. Diversos
reportes indican que existe cierta correlacion entre el “cambio fenotipico” y la formacion
de biopelicula [4]. En este sentido, los fenotipos concéntricos generan dos veces mas
biopelicula que aquellos con forma de “crepé” o crater, asi como los lisos producen la
menor cantidad de biopelicula de los cuatro posibles fenotipos reportados para C.

parapsilosis [4].

1.5 Ensayos in vitro de virulencia en el complejo C. parapsilosis

En 2007 Gécser et al. [49] publicaron un estudio acerca de la virulencia de las
tres especies del complejo C. parapsilosis, particularmente en tejido epitelial y
epidérmico humano, encontrando que C. orthopsilosis caus6é un dafio tisular similar al
originado por C. parapsilosis, mientras que C. metapsilosis fue la especie menos
virulenta. Si bien, se cuenta con informacién inicial pertinente a la virulencia de estas
especies de Candida en tejidos humanos reconstituidos, en 2010 Orsi et al. [50]
estudiaron la interaccion de estos organismos con células del sistema inmune,
empleando un modelo de infeccién in vitro en células de microglia y encontraron que los

aislamientos de C. metapsilosis fueron mdas susceptibles a la actividad antifingica
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mediada por microglia que aquellos aislamientos de C. parapsilosis y C. orthopsilosis;
por lo que, en conjunto, dichos trabajos sefialan a C. metapsilosis como el miembro

menos virulento del complejo C. parapsilosis.

1.6 Espectro clinico de la infeccion por C. parapsilosis

C. parapsilosis es un patégeno oportunista importante, con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, el cual abarca desde infecciones superficiales, las cuales
afectan principalmente lecho ungueal de ufas, foliculos e incluso oido medio, hasta
infecciones sistémicas, que pueden llegar a comprometer de manera importante la vida
del paciente. Eventualmente se han reportado casos esporddicos de peritonitis,
endoftalmitis, trastornos articulares, pancreatitis y meningitis debidos a C. parapsilosis,
sin embargo estos son poco frecuentes en la practica clinica [15].

C. parapsilosis se encuentra entre las especies de Candida causales mds comunes
de enfermedad invasiva en todo el mundo, asociada a una tasa de mortalidad promedio
cercana al 30% [3]. Las enfermedades subyacentes que predisponen a la infeccién son:
cancer, anormalidades hematoldgicas, trasplantes y trastornos crénico-degenerativos,
particularmente la diabetes mellitus [51]. Comparada con C. albicans, C. parapsilosis es
aislada con mayor frecuencia de neonatos, pacientes con catéteres intravasculares,

individuos que estén recibiendo nutricién parenteral y trasplantados [3].
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1.7 Epidemiologia de la candidiasis

1.7.1 Prevalencia

Actualmente la candidiasis (también conocida como candidosis) se encuentra
clasificada en cinco distintas presentaciones clinicas: mucocutdnea, cutdnea, sistémica,
alérgica y misceldnea [52]. De las cuales, la modalidad sistémica, particularmente la
fungemia, se encuentra ampliamente estudiada en muchos aspectos y a todos los niveles.
Un estudio epidemioldgico reciente de sepsis reveld que el numero anual de casos de
sepsis fungica en los Estados Unidos incrementé en mds del 200% entre 1979 y 2000
[53]. La morbilidad y mortalidad asociada con estas infecciones es sustancial, quedando
claro que las enfermedades flingicas han emergido como problemas importantes de salud
publica [54]. En este sentido, las infecciones ocasionadas por Candida spp., Aspergillus
spp. ¥ Cryptococcus spp. son las causas mds importantes de morbi-mortalidad en los
seres humanos y representan un 90% de todas las infecciones fiingicas [54, 55]. En el
caso particular de Candida spp., desde la década de los ochenta las tasas de candidiasis
se han incrementado en todo el mundo y representan la cuarta causa de infecciones
nosocomiales en el torrente sanguineo en los Estados Unidos y en otros paises. La
candidiasis se encuentra asociada con una alta tasa de mortalidad (del 46 al 75%) y una
prolongada estancia hospitalaria [54, 56].

Durante la década de los noventa, en muchos paises se reporté que C. albicans
ocasiono entre el 50 y el 60% de todas las infecciones nosocomiales por hongos, razon
por la cual se describié un notable cambio epidemiolégico hacia otras especies que en
conjunto se han denominado como Candida no-albicans (entre las que se encuentran: C.

parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, entre otras). Esta tendencia tiene
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implicaciones clinicas obvias, debido a que muchas de estas especies son usualmente
menos susceptibles a los antifingicos triazélicos que C. albicans, lo cual puede requerir
un manejo clinico diferente [54].

En 2008 Trofa et al. [3] reportaron que, a nivel mundial, C. albicans se posiciond
como el principal agente etiol6gico de la mayor parte de las fungemias alrededor del
mundo, por lo menos en los tultimos 17 afos, con un 49.8% de aislamientos,
encontrdndose precedido con tan sélo 19% por C. parapsilosis, una de las principales
especies no-albicans responsable de fungemia (Figura 3). Adicionalmente, este estudio
aporta evidencias clinico-epidemioldgicas que demuestran el incremento en la tasa de
incidencia de candidiasis invasivas debidas a especies no-albicans (particularmente C.
parapsilosis) en ciertas regiones geograficas, principalmente en algunos paises del

continente asidtico como Japén y Malasia (Figura 4).

B C. parapsilosis
B C. albicans

B C. glabrata

B C tropicalis

B Otras*

*C. lusitaniae, C. krusei, C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. rugosa

Figura 3. Porcentajes de aislamientos de Candida spp. en sangre a nivel mundial (1991-2008).
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Figura 4. Reportes mundiales de candidiasis (1992-2006).

Los programas de vigilancia epidemiolégica como el SENTRY han
proporcionado sistemas de monitoreo de la emergencia de especies de C. no-albicans
como una causa importante de infecciones nosocomiales y han seguido la tendencia en
la resistencia de diversos antifiingicos en esos aislamientos [57]. En algunos hospitales
del tercer nivel dentro del grupo de C. no-albicans, C. glabrata ha sido la especie mas
frecuentemente aislada de las candidiasis (3-35%), sobretodo en pacientes mayores de
60 anos [54, 58]. Por otro lado, C. parapsilosis es la causa mds importante de candidiasis
en infantes y neonatos [54, 59].

La frecuencia de candidiasis invasiva debida a C. parapsilosis se incrementd en
los ultimos afos, sobretodo en América Latina [60, 61], en donde actualmente se cuenta

con dos importantes estudios de vigilancia epidemiolégica de candidiasis (Figura 5).
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Un estudio efectuado de Marzo de 2003 a Diciembre de 2004 por Colombo et al.
[62] en Brasil, en el cual se analizaron 712 casos de candidiasis, encontrandose que, con
un 40.9% de incidencia, C. albicans se posicionaba como el principal agente etiolégico
de candidiasis en dicha nacién, siendo precedida por C. tropicalis y por C. parapsilosis
con un 209 y 20.5% de incidencia, respectivamente. Por otra parte, en México
(particularmente Monterrey, Nuevo Ledn) Gonzdlez et al. [63] analizaron de Julio de
2004 a Julio de 2007 un total de 398 caso de candidiasis, y encontraron que, con un
37.9% de incidencia, C. parapsilosis era el principal agente etiologico de candidiasis en
dicha region, encontrdndose precedida con un 31.9 y 14.8% de incidencia por C.
albicans 'y por C. tropicalis, respectivamente. Por otro lado, los investigadores
encontraron que en pacientes < a 1 afo de edad y hasta los 24 afios el principal agente
etiologico de candidiasis era C. parapsilosis, asi como la tendencia de adquirir
candidiasis debida a C. glabrata incrementaba notablemente con la edad de los pacientes

afectados.

México

BC albicans 2.7% 4.7%
B C tropicalis B C albicans

B C parapsilosis ® (. parapsilosis

u C pelliculosa

B (. tropicalis
uC glabrata = C. glabrata
C. guilliermondi B C krusei
P ohmeri W Otras*
uC frusei
W Otras*
*C. lusitanias, C. lipolytica, C. 26 idas, Candidaspp. *C. guilliermondii, C. uiilis, C. zey C. foonata, C. rugosa, C. lusitanige, C. boidinii

Figura 5. Comparacién de la distribucion de Candida spp. entre Brasil y México.
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Afortunadamente, las infecciones del torrente sanguineo debidas a C.
parapsilosis se asocian con una tasa de mortalidad significativamente baja que aquellas
infecciones debidas a otras especies de Candida [64-66]. Dado el origen exdgeno de C.
parapsilosis, las infecciones del torrente sanguineo debidas a esta especie pueden
prevenirse gracias a la implementacién de buenas practicas de control de infecciones,
incluyendo la higiene de manos y la apropiada colocaciéon y cuidado de catéteres
intravasculares.

Ya reclasificado el complejo C. parapsilsis, en 2008 Lockhart et al. [67]
efectuaron un estudio global de caricter internacional en el cual reportaron un 91.3% de
aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto, 6.1% aislamientos de C. orthopsilosis y
1.8% aislamientos de C. metapsilosis. Actualmente se cuenta con un antecedente directo
respecto a la epidemiologia molecular del complejo C. parapsilosis en Monterrey,
Nuevo Ledén, México. En este estudio, después del andlisis molecular de una extensa
coleccién de 344 aislamientos clinicos pertenecientes al complejo C. parapsilosis, se
encontré que el 90.4% correspondi6 a C. parapsilosis en sentido estricto, mientras que
el 8.4% y 1.2% correspondieron a C. orthopsilosis y C. metapsilosis, respectivamente.
Por lo que C. parapsilosis sensu stricto resulto ser la especie mas frecuente del complejo
C. parapsilosis en dicha region, siendo habitualmente aislada de sangre; ademads de la
unica en mostrar resistencia in vitro frente a fluconazol, caspofungina, anidulafungina y
micafungina [68].

1.7.2 Factores de riesgo

La enfermedad invasiva debida a C. albicans y C. tropicalis se encuentra

normalmente precedida por previa colonizacion, siendo la transmision vertical,
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tipicamente de madre a hijo durante el trabajo de parto, la mds comun para estos hongos
[3]. En contraste, la enfermedad invasiva causada por C. parapsilosis puede ocurrir sin
previa colonizacion y es frecuentemente transmitida horizontalmente a través de fuentes
externas contaminadas, como dispositivos médicos o fluidos, las manos de los
trabajadores del area de la salud, dispositivos prostéticos y catéteres [3].

El incremento en la frecuencia de infecciones por C. parapsilosis se ha atribuido
a varios factores de riesgo, incluyendo las capacidades selectivas del organismo para
proliferar en soluciones para hiperalimentaciéon y su afinidad por dispositivos
intravasculares y materiales prostéticos [3]. Los individuos inmunocomprometidos,
como pacientes con VIH/SIDA y aquellos recientemente sometidos a procedimientos
quirurgicos, particularmente cirugia del tracto gastrointestinal, se encuentran en alto
riesgo de infeccion con C. parapsilosis. Adicionalmente, pacientes que requieren el uso
prolongado de catéteres venosos centrales o dispositivos médicos, como pacientes
oncoldgicos, se encuentran en elevado riesgo de infeccidon con dicho organismo [3].

La nutricién parenteral, en particular, facilita la infeccion con C. parapsilosis
debido a que la levadura posee una ventaja de crecimiento selectivo en soluciones para
hiperalimentacién con elevadas concentraciones de glucosa [69, 70]. Ademds, algunos
estudios de nutricion parenteral total muestran que puede incrementarse hasta en un 40%
el peso seco de biopeliculas, un factor de virulencia importante del patégeno [23].

La poblacién que se encuentra en especial riesgo de infeccién nosocomial por C.
parapsilosis son los neonatos prematuros de muy bajo peso [3]. La colonizacién de la
piel o del tracto gastrointestinal es frecuentemente el primer paso en la patogénesis de la

candidiasis invasiva y los neonatos se encuentran especialmente propensos a la
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enfermedad dada la comprometida integridad de su piel, susceptibilidad frente a
infecciones del tracto gastrointestinal, necesidad de catéteres venosos centrales por largo
tiempo e intubacién endotraqueal prolongada [71].

Las manos de los trabajadores del drea de la salud son los principales vectores en
la adquisicion exdgena de C. parapsilosis. Como un comensal normal de la piel humana,
este organismo plantea una grave amenaza para aquellos pacientes que interactian con
trabajadores del 4rea de la salud colonizados, particularmente cuando se violan los
protocolos estdndar para la higiene apropiada de las manos [3]. Aunque los porcentajes
varfan de un estudio a otro, multiples trabajos reportan a C. parapsilosis como la
levadura mds cominmente aislada a partir de las manos de trabajadores del area médica

[72,73].

1.8 Diagnéstico micologico

Para llevar a cabo la identificacion de C. parapsilosis en el laboratorio de
diagnéstico clinico se cuenta con diversos métodos microbioldgicos convencionales,
cuyos criterios de identificacion requieren un enfoque similar a la identificacion
bacteriana debido a que las morfologias macroscdpica y microscopica de las levaduras
son muy homogéneas, por lo que un limitado nimero de pruebas morfolégicas son
importantes para la identificacion de estos organismos.

1.8.1 Métodos microbiolégicos convencionales

La caracterizacion rigurosa de levaduras se efectia principalmente por sus
caracteristicas fisioldgicas o bioquimicas, mediante la utilizacion de ciertos métodos, los

cuales se pueden clasificar de manera general, por una parte en sistemas de
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identificaciéon manual, siendo el sistema API 20C AUX el mds importante y por otro
lado, en sistemas de identificacién automatizada, de entre los que destacan: MicroScan y
Vitek [74].

1.8.1.1 API 20C AUX. El sistema API 20C AUX de la compaiiia bioMérieux
(Marcy TI’Etoile, Francia) es un micrométodo de asimilaciéon de carbohidratos
especialmente disefiado para la identificacion de levaduras de relevancia clinica. Como
se muestra en la Figura 6, el sistema consiste en una galeria de 20 microctpulas, 19 de
las cuales poseen diferentes carbohidratos y un testigo, que carece de carbohidrato. El
sistema se basa en la capacidad del organismo para asimilar diferencialmente los
distintos carbohidratos, generdndose asi un perfil bioquimico caracteristico, distintivo
del organismo en estudio. Una suspension de la levadura joven (24 h de incubacién),
preparada en solucién salina y ajustada a una turbidez conocida es transferida a un
medio especial de enriquecimiento, del cual se tomard para hidratar las microctpulas de
la galeria, la cual se incuba posteriormente a 30°C por 24 a 72 h. Todas las reacciones
son comparadas contra el testigo y los resultados son leidos y convertidos a un biotipo
numérico de seis digitos con el cual es posible llevar a cabo la identificacién manual

(tabla de cédigos) o electrénicamente (base de datos).
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Figura 6. Galeria API 20C AUX (bioMérieux®) [74].
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Este sistema para la identificacion de levaduras se considera como uno de los
mds utilizados en los laboratorios de diagnéstico y es quizd el mds ampliamente
evaluado y publicado de todos los sistemas comerciales actualmente disponibles en el
mercado, por lo que se le considera como el “estdndar de oro” contra el cual se hacen
comparaciones frente a la implementacion de nuevos sistemas de identificacion [74].

1.8.1.2 MicroScan. El sistema MicroScan de la compaiia Dade Behring (West
Sacramento, CA, E.U.A.) se encuentra compuesto de pruebas cromogénicas, asi como
de ensayos convencionales modificados para la identificacién de hongos levaduriformes
aislados a partir de muestras clinicas [74]. Se trata de una placa de 96 pocillos, los cuales
contienen 27 distintos sustratos cromogénicos deshidratados. Una suspension de la
levadura, preparada en agua y ajustada a una turbidez conocida es posteriormente
utilizada para hidratar los pocillos de las placas, y se incuba a 35 — 37°C por 4 h. Las
lecturas cromogénicas pueden efectuarse de manera visual o automatizada (Autoscan).
La interpretacion de los perfiles bioquimicos tiene lugar transformando los resultados
obtenidos en un biotipo numérico de 9 digitos, el cual es comparado frente a una base de
datos, o bien una tabla de cédigos para llevar a cabo la identificacion.

1.8.1.3 Vitek. El sistema Vitek de la compaiia bioMérieux (Durham, NC,
E.U.A.) utiliza una tarjeta compuesta de varias celdillas con sustratos deshidratados para
una amplia gama de pruebas bioquimicas [74]. Se prepara una suspension de la levadura
en agua estéril, los tubos se colocan hasta la marca del sello de la tarjeta, para que
posteriormente, por vacio, sea succionada la muestra dentro de la tarjeta a través de un
conducto estéril. La unidad de lectura-incubacién mantiene un ambiente controlado

mientras las tarjetas se incuban, este sistema rota las tarjetas, permitiendo con ello que
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las lecturas puedan ser efectuadas por una unidad laser y el fotodetector. Los resultados
obtenidos son analizados en el equipo por comparacion frente a su base de datos antes de

arrojar la identificacion del organismo en estudio.

1.8.2 Ensayos moleculares

Debido a la elevada variabilidad genética inherente en C. parapsilosis, los
métodos microbiolégicos convencionales no son de gran utilidad, motivo por el cual
cada vez mds se recurre a diversas herramientas moleculares, las cuales permiten
identificar de manera precisa a nivel de especie este complejo de organismos, entre los
principales ensayos moleculares destacan: la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
el andlisis de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP), la tecnologia
del ADN polimérfico aleatoriamente amplificado (RAPD), andlisis de secuencias
multilocus (MLST), asi como la secuenciaciéon de ciertos genes, como: el gen de la
deshidrogenasa alcohdlica secundaria (SADH) y los espaciadores transcripcionales
internos ITS1-ITS2.

Desde que C. parapsilosis se reestructuré como un complejo de especies, se han
implementado  diversas metodologias de identificacion molecular, basadas
principalmente en RFLP [14, 75], secuenciacién de la region no codificante ITS [76,
77], perfiles de ADN mitocondrial [78] y la utilizacién de marcadores microsatelitales
[79]. Por otro lado, el método de AFLP también se ha utilizado no sélo para confirmar la
identificaciéon de especie, sino también para evaluar la relacion genética de C.
parapsilosis [80], C. orthopsilosis [81] y C. metapsilosis [82]. Sin embargo, pese a su

elevada sensibilidad y robustez todas estas técnicas consumen mucho tiempo,
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haciéndolas poco practicas y dificilmente adaptables a la rutina actual de diagndstico
clinico, por lo que en 2008 se desarrolld6 una PCR en tiempo-real con andlisis de
temperatura melting con la finalidad de identificar 6 especies clinicamente relevantes de
Candida, incluyendo C. parapsilosis [83]. Sin embargo, esta técnica no se optimizo para
permitir la identificacién precisa a nivel de especie del complejo C. parapsilosis, razén
por el cual en 2010, Hays et al. [84] desarrollaron una prueba rapida utilizando la misma
técnica molecular, capaz de discriminar mediante andlisis de curvas melting las tres
especies estrechamente relacionadas del complejo, por lo que este nuevo enfoque podria

resultar muy til para futuras investigaciones clinicas y epidemioldgicas.

1.9 Modelos animales de candidiasis sistémica

Los modelos de infeccion sistémica por Candida resultan esenciales para nuestro
entendimiento acerca del inicio y progresion de la enfermedad y también para permitir el
desarrollo y evaluacién de nuevas herramientas diagndsticas y terapias mas efectivas. En
aflos recientes, mini-hospederos como Drosophila melanogaster, Caenorhabditis
elegans y la larva Galleria mellonella se han utilizado para estudiar aspectos de la
infecciéon diseminada por Candida [85, 86]. Sin embargo, es s6lo en hospederos
mamiferos que la enfermedad fungica puede ser completamente estudiada. Aunque
mamiferos superiores, como cerdos, conejos, cobayas y ratas, pueden utilizarse para
investigar la candidiasis, la mayoria de los estudios se han llevado a cabo en ratones.
Esto debido principalmente a factores econdémicos, facil manejo, la disponibilidad de

cepas murinas knock-out y otros reactivos para andlisis de las respuestas del hospedero,
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asi como la disponibilidad de modelos de infeccién reproducibles y bien caracterizados

[86].

Se utilizan dos tipos principales de modelos animales para estudiar la patogénesis
de la candidiasis diseminada. El primero consiste en la inoculacién directa en el torrente
sanguineo del patogeno a través de la vena caudal lateral de la cola de los ratones,
extendiéndose rdpidamente en todo el cuerpo. En este modelo, la infeccion es controlada
en muchos 6rganos, pero progresa en los rifiones y, a niveles elevados de in6culo, en el
cerebro [87], con sepsis fingica como la eventual causa de muerte en el animal [88]. El
segundo modelo involucra varios métodos para colonizar persistentemente el tracto
gastrointestinal de los ratones con Candida. En este modelo la colonizacién fingica es
mdés alta en el estomago, ciego e intestino delgado [89] y puede mantenerse con
antibioticoterapia continua ademds de poder monitorearse de manera no invasiva
mediante cuentas fungicas fecales. El tratamiento subsecuente con agentes
inmunosupresivos y/o translocacion a la mucosa conducen a la diseminacion del hongo
en el higado, rifiones y bazo, principalmente [89, 90]. Estos modelos proveen
informacién relevante que eventualmente es posible extrapolar a la infeccién en
humanos. Especificamente, el modelo de infeccion directa en la vena de la cola (i)
semeja a la infeccion en pacientes directamente a través de la utilizacién de catéteres, (i1)
presenta un curso clinico similar a casos de candidiasis diseminada no tratada en
humanos y (iii) ha sido predictivo de la eficacia de agentes antifingicos contra

infecciones sistémicas en humanos [86].
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Los modelos murinos han sido de invaluable ayuda en incrementar nuestro
entendimiento acerca del comportamiento de Candida spp., particularmente C. albicans,
en el hospedero. El estudio de la virulencia de aislamientos clinicos en estos modelos ha
demostrado considerable variacion, tanto entre especies como dentro de las especies, sin
asociacion aparente con la fuente clinica del aislamiento [91, 92]. Las diferencias en
virulencia han sido también evidentes cuando la misma cepa (o aislamiento) ha sido
comparada en dos modelos animales de infeccidon sistémica [93], sugiriendo que
distintos factores de virulencia son necesarios en los diferentes modelos. Por otra parte,
los modelos en ratén han sido también fundamentales en el entendimiento de las
respuestas del hospedero durante el inicio y progresién de la infeccién sistémica por
Candida, con la ventaja de permitir la manipulacién del hospedero ya sea a través de
anticuerpos neutralizantes, tratamiento inmunosupresivo o por creacién de ratones
knock-out. Estas manipulaciones del hospedero permiten emular hospederos
susceptibles, por ejemplo pacientes con cuentas bajas de células B, células T,
macréfagos o neutréfilos o con mutaciones génicas especificas, permitiendo analizar los
efectos de estas manipulaciones en las respuestas del hospedero o susceptibilidad a la

infeccién [86].

2.0 Respuesta inmune contra la candidiasis diseminada

2.0.1 Reconocimiento de Candida y respuesta inmune anti-Candida

La defensa del hospedero contra Candida spp. depende de la rapida activacion de

una respuesta inflamatoria por parte del sistema inmune innato, seguida de respuestas
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inmunes especificas mediadas por linfocitos T (inmunidad celular) o linfocitos-B
(inmunidad humoral). Es evidente la presencia de mecanismos que permiten a las células
inmunes innatas reconocer rapidamente a un patégeno invasor. Los receptores de
reconocimiento de patrén (PRRs) son las primeras moléculas del sistema inmune innato
capaces de reconocer patrones moleculares asociados al patégeno (PAMPs) de
microorganismos. Los PRRs mads estudiados en el reconocmiento de PAMPs de
Candida spp. son los Receptores Tipo-Toll (TLRs, por sus siglas en Inglés) [94]. En la
Figura 7 se esquematizan los principales PRRs y sus respectivas vias de sefialamiento
intracelular. E1 TLR2 y TLR4 son los principales TLRs que reconocen a C. albicans y se
han implicado como importantes para la iniciacion de las respuestas protectoras del
hospedero contra Candida [95]. TLR4 participa en la respuesta anti-Candida del
hospedero por reconocimiento de estructuras tipo mananos e induce la produccion de
citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas [96, 97]. En particular, TLR4 ha probado ser
crucial para el reclutamiento de neutrdfilos al sitio de infeccion [98]. Por otra parte, el
TLR2 se encuentra involucrado en el reconocimiento de fosfolipomananos de C.
albicans, ademas de que también colabora con el receptor de B-glucanos (Dectina-1)
para la induccién de citocinas pro-inflamatorias [99, 100]. Sin embargo, ain existe

discrepancia respecto a sus efectos in vivo en la respuesta anti-

26



Fungal
PAMPs

PRRs

Membrane

Adaptors

Signaling
pathways

Transcription
factors

Cytokines

T helper
subsets

Bralucan/zyrmosan B-alucan a-mannan a-Mmannose

Dectin-2 Mincle

s

Dectin-1/TLR Dectin-1

P % i K+
PotasE]um ef‘ﬂux
L \

Card9 (NI t‘hg Cardo, (MAPKS Card9
BCL-10 BCL-10 < P38 BCL-10
MALT1 \ ¥ MALTY INK MALT1
l Erk
EE NLRP3
.-;—_RE|_f.p5& Inﬂammasome
._.6 r_ . I Y
pas‘pso Esz*ﬁELE (P6S] pSU. p63ps0
Pro-caspase-1 "~ NG
Canomcal Noncanonical
NF-xB NF-xB
MF-xB l
/ \ Active caspase 1 IL-6 2
IL-6 IL-1p
IL-23 IL-12 pro-IL-1p —=  IL-13 I-23 THF-a

.-/- . /’_ —, /" — P "‘\
(Th17) | ::] ftmz)  [Tm7) ;1hm*;.d®
_— - b

Terminal
mannose

MR

4

MNF-B

/\

IL-13 GM-CSF
IL& IL-12

b

o
(Tm7?) @
-

Phospholipomannan

TLR2

MAL]|

L}

TNF-a

MyD88

TGF-p
IL-10

}

. Treg ';

O-linked mannan

TLR4

MyDsa

(NF-xB

L

TNF-a

MAPKs

IL-12
IFN-y

TRIF

(IRF-3)

L

type 1 1FNs

Figura 7. PRRs y vias de seflalamiento intracelular que conducen a la diferenciacion de células T cooperadoras (Th) antifingicas.
Tomada y modificada de Wiithrich et al. [101].

27



Candida del hospedero, ya que mientras algunos autores sugieren roles protectores
[102], otros han demostrado la induccién de linfocitos T-reguladores y efectos
inhibitorios de la defensa antifiingica del hospedero [103, 104]. Adicionalmente al TLR2
y TLR4, otros TLRs como TLR1, TLR6 y TLRY se han implicado también en el
reconocimiento de PAMPs de Candida, pero el papel que estos juegan en la infeccidon in

vivo es redundante en gran medida [105, 106].

Los receptores de lectina tipo-C (CLRs, por sus siglas en Inglés) son la segunda
familia m4s importante de PRRs que reconocen componentes fingicos de la pared
celular de C. albicans. La Dectina-1 es un CLR que reconoce B-1,3-glucanos y se
encuentra involucrado en la toma del ligando, fagocitosis y produccion de citocinas pro-
inflamatorias [107]. El receptor de manosa de los macréfagos, que fue uno de los
primeros PRRs fungicos identificados [108], puede reconocer oligosacaridos con
terminaciones en N-acetilglucosamina, fucosa y manosa. En los monocitos y macréfagos
humanos, el receptor de manosa (MR, por sus siglas en Inglés) estd implicado en el
reconocimiento de mananos con uniones-N de la pared celular externa de Candida, asi
como en el reclutamiento al fagosoma, de donde media la induccién de respuestas pro-
inflamatorias [97, 109]. El CLR Dectina-2 fue el primer receptor descrito en producir
citocinas pro-inflamatorias especificamente en respuesta a la forma hifal de C. albicans
[110]. Recientemente se ha sugerido el papel de otros CLRs en la respuesta anti-
Candida del hospedero, como Galectina-3, Mincle y CD36/Scarf [94, 111]. La pared
celular de Candida es muy dindmica, ademds este organismo es capaz de realizar

cambio morfoldgico, modificando asi la composicion de su pared celular. Por lo tanto,
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diversas etapas que conducen a la candidiasis diseminada probablemente desencadenen

diferentes respuestas del hospedero para desarrollar estrategias inmunes adaptables.

2.0.2 Respuestas criticas para controlar la candidiasis invasiva

Fagocitos, citocinas pro-inflamatorias derivadas de monocitos y respuestas tipo
Th1 son los principales mecanismos efectores necesarios para eliminar a Candida del
torrente sanguineo y de los tejidos. En este estado de la infeccidn, inicia una compleja
interaccion entre la inmunidad innata y la respuesta inmune adaptativa, la cual necesita
ser estrictamente controlada para eliminar al hongo sin dafiar al hospedero con

inflamacién excesiva.

2.0.2.1 Células. Los neutrofilos, macréfagos y monocitos desempefian un papel
importante en la muerte de Candida en el torrente sanguineo y en los tejidos. La muerte
mediada por fagocitos ocurre a través de mecanismos tanto oxidativos como no-
oxidativos [112]. El receptor de reconocimiento de patrén Dectina-1 reconoce [3-
glucanos e induce el estallido respiratorio en respuesta al hongo [113]. Esta actividad se
puede incrementar por sefalamiento via TLR [100]. El estallido respiratorio produce
radicales libres de oxigeno toxicos que dafian a Candida y son esenciales para una
respuesta antifingica 6ptima del hospedero [114, 115]. Se ha reportado que la Dectina-1
puede inducir directamente mecanismos fungicidas de neutréfilos [116]. Ademds, la
activacion de los neutréfilos conduce a la liberacién de grinulos de proteasas que
también son capaces de matar a Candida [117]. Por otra parte, la eliminacién de este
patégeno fingico también puede ocurrir de forma extracelular, a través de respuestas

indefinidas iniciadas por PRRs como la Galectina-3 [118]. Los monocitos en la sangre y
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los macréfagos en los tejidos son las principales células responsables de la produccion
inicial de citocinas pro-inflamatorias que, como primer paso reclutardn y activaran
neutréfilos y posteriormente mediardn las respuestas adaptativas anti-Candida en el

hospedero.

2.0.2.2 Citocinas pro-inflamatorias derivadas de monocitos. Las citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1 (tanto o como ) e IL-6 son liberadas por los monocitos y/o
macréfagos y juegan un papel fundamental en la defensa del hospedero contra la
candidiasis diseminada. Ratones knock-out para TNF-a son altamente susceptibles a la
candidiasis diseminada, mostrando un aumento en la tasa de mortalidad y las cargas
fungicas mas altas en los rifiones en comparacion con los ratones control. TNF-a es
responsable principalmente del reclutamiento 6ptimo de neutréfilos al sitio de infeccién
y fagocitosis eficiente [119]. Ademds, los ratones que son deficientes de IL-1a, IL-1p o
ambos también son susceptibles a la candidiasis invasiva experimental [120].
Interesantemente, los ratones deficientes en IL-1a tuvieron una capacidad disminuida
para dafiar pseudohifas de Candida, mientras que los ratones deficientes en IL-1f
mostraron disminucién en el reclutamiento de neutréfilos al sitio de la infeccion.
Ademds, neutréfilos deficientes en IL-1f tienen un estallido oxidativo defectuoso, el
cual es una respuesta anti-Candida crucial y potente del hospedero tal como se describi
con anterioridad [120]. Ademas de TNF e IL-1, la IL-6 también ha demostrado jugar un
papel no redundante en la defensa antiftingica del hospedero; lo anterior fue comprobado
con ratones deficientes de IL-6, los cuales resultaron ser altamente susceptibles al reto

sistémico con C. albicans [121, 122]. Lo anterior sugiere la importancia de una
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respuesta pro-inflamatoria inicial potente es esencial para la defensa Optima del

hospedero contra la candidiasis diseminada.

2.0.2.3 Respuestas inmunes adaptativas. El IFN-y es la citocina de la respuesta
inmune tipo Thl y es importante para la activaciéon de macréfagos y produccién de
oxido nitrico (NO, por sus siglas en Inglés), asi como la produccién de inmunoglobulina
especifica anti-Candida [123]. IFN-y también tiene actividad en otras células no
inmunes importantes en la defensa del hospedero, tales como células endoteliales,
c€lulas epiteliales y fibroblastos [124]. Los ratones knock-out para IFN-y son altamente
susceptibles a la infeccion por C. albicans, evidenciando el papel central del IFN-y
endégeno en la resistencia contra la candidiasis sistémica [125, 126]. Ademads, los
ratones deficientes en IL-18, citocina involucrada con la respuesta Th1, también son més
susceptibles a la candidiasis diseminada [127]. En los dltimos afios se ha demostrado
que la respuesta Thl es la respuesta T cooperadora predominante, necesaria para
coordinar de manera eficiente las respuestas antifiingicas durante la candidiasis

diseminada [128].

Por su parte, la IL-22 es un miembro de la superfamilia de la citocina IL-10 que
actia via el complejo heterodimero IL-10R2/IL-22R1 principalmente a través de las
moléculas JAK y STAT. La regulacion negativa del sefialamiento de IL-22 conlleva a un
incremento en la defensa antimicrobiana, activacion de genes proliferativos, inhibicion
de la autofagia y la regulacién positiva de proteinas anti-apoptéticas [129, 130], los
cuales son importantes para la patogénesis de desérdenes cutdneos inflamatorios [131],
enfermedad inflamatoria del intestino [132], inflamacién pulmonar [133], pancreatitis
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[134] y artritis [135]. En general, la IL-22 puede jugar ya sea un papel protector o
patogénico en las enfermedades inflamatorias crénicas, dependiendo de la naturaleza y

la localizacion de los tejidos afectados y del contexto local de la citocina [129, 136].

Aunque la respuesta tipo Th17 se encuentra principalmente involucrada en la defensa
del hospedero a nivel de mucosas, se ha sugerido también un papel importante en la
candidiasis diseminada. Ratones deficientes en el receptor de IL-17 (IL-17R) son mads
susceptibles a la candidiasis diseminada [137, 138]. Sin embargo, otras investigaciones
han demostrado que ratones deficientes en IL-17A no son madas susceptibles a la
candidiasis diseminada [139]. Estas diferencias podrian explicarse por la produccion de
citocinas distintas a IL-17A, como la IL-17F, que actia también a través del IL-17R y
podria estar compensando la deficiencia de IL-17A. Ambas citocinas, [L-17A e IL-17F,
son producidas por células Th17, por lo tanto la importancia de la respuesta inmune tipo

Th17 durante la candidiasis diseminada queda por ser determinada.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Actualmente se cuenta con escasa informacién referente a los factores de
virulencia de las especies que conforman el complejo Candida parapsilosis. Ensayos
previos in vitro ponen de manifiesto diferencias importantes en la virulencia de estas
especies, por lo que analizar su comportamiento in vivo brindard nuevo conocimiento

referente a la patogénesis de la infeccion diseminada por estos microorganismos.

El desarrollo de un modelo murino de candidiasis diseminada permitira estudiar el dafio
tisular durante el proceso infeccioso, ademds de la produccién de citocinas involucradas
en la defensa del hospedero frente a la infecciéon por las especies del complejo C.

parapsilosis.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS EXPERIMENTAL

La produccién de factores de virulencia (enzimas liticas y biopelicula) de las
especies del complejo Candida parapsilosis se encuentra correlacionada al dafio tisular y

produccién de citocinas en un modelo murino de candidiasis diseminada.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la produccién de factores de virulencia de las especies del complejo

Candida parapsilosis, asi como su participacion en el dafio tisular y produccién de

citocinas en un modelo murino de candidiasis diseminada.

4.2 Objetivos especificos

1.

Determinar la produccién de enzimas liticas en aislamientos clinicos de las
especies del complejo Candida parapsilosis.

Cuantificar la produccién de biopelicula en aislamientos clinicos de las
especies del complejo C. parapsilosis.

Evaluar la patogenicidad de las especies del complejo C. parapsilosis en un
modelo murino de candidiasis diseminada.

Analizar el dafio tisular ocasionado por las especies del complejo C.
parapsilosis en un modelo murino de infeccidn sistémica.

Cuantificar la produccién de citocinas pro-inflamatorias en un modelo

murino de infeccidn sistémica por el complejo C. parapsilosis.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Estrategia experimental

A partir de una coleccion de 65 aislamientos clinicos reactivados pertenecientes
al complejo C. parapsilosis se realizé en una primera etapa el ajuste de in6culos a una
misma concentracidén, con los cuales se llevé a cabo tanto la determinacion in vitro de
enzimas liticas extracelulares como la cuantificacion de biopeliculas. En base a los
resultados obtenidos en esta primera etapa del estudio se seleccionaron dos cepas de C.
parapsilosis sensu stricto, dos de C. orthopsilosis y dos de C. metapsilosis, con las
cuales se montd un modelo murino de candidiasis diseminada, con la finalidad de buscar
una posible correlacién entre los factores de virulencia de las especies del complejo C.

parapsilosis, el dafio tisular, asi como la produccién de citocinas in vivo.

5.2 Aislamientos del complejo C. parapsilosis

Se partié6 de una colecciéon de 65 aislamientos clinicos de C. parapsilosis
recolectados en un periodo aproximado de 10 afios (1999-2010) en el Centro Regional
de Control de Enfermedades Infecciosas (C.R.C.E.L) del Departamento de

Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
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Estos aislamientos fueron recientemente incluidos en un estudio previo [68]. Las cepas
se sembraron en placas de agar dextrosa de Sabouraud (ADS) (Difco, Detroit, MI,
E.U.A.) y se incubaron (Incubadora American Gold Series, modelo 1S-81) a 37°C por 24
h. Los aislamientos fueron inicialmente identificados como C. parapsilosis utilizando el
auxonograma API 20C AUX de la compaiiia bioMérieux (bioMérieux, México), asi
como métodos morfoldgicos estandar (filamentacién negativa en suero e incapacidad
para generar clamidosporas en agar harina de maiz con Tween 80) y luego fueron
identificados a nivel de especie mediante RFLP-Banl (New England BioLabs Inc.,
Ipswich, MA, E.U.A.) acorde a la metodologia propuesta por Tavanti et al. [14]. Un
total de 30 aislamientos fueron obtenidos de sangre. Sin embargo, también se contd con
aislamientos procedentes de otros origenes clinicos tales como: ufia (9 aislamientos),
piel (8 aislamientos), liquido peritoneal (7 aislamientos), orina (3 aislamientos), lavado
bronquial (2 aislamientos) y un aislamiento procedente de fluido espinal, otro de bilis y
uno mds de secrecion Otica. La coleccion de aislamientos estuvo conformada por 30
aislamientos tanto de C. parapsilosis sensu stricto como de C. orthopsilosis y cinco
aislamientos de C. metapsilosis. Las cepas fueron almacenadas como suspensiones
celulares en agua destilada estéril a temperatura ambiente y en viales con ADS inclinado

a -20°C hasta su utilizacion.

5.3 Determinacion de enzimas liticas

5.3.1 Oxidasa

La actividad de oxidasa se determind mediante el método de Kovac. Se inoculé

una asada de un cultivo joven del organismo en estudio en papel filtro Whatman
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(Neumann-Neander-Str., Alemania) impregnado con el sustrato (tetrametil-p-
fenilendiamina). La oxidacién de este ultimo a indofenol mediado por produccién de
citocromo-oxidasa se evidencia por la generacion de un producto final de color violdceo
oscuro en un lapso no mayor de 10 s posteriores a la inoculacién. Un aislamiento clinico

de Pseudomonas aeruginosa se utilizdé como control positivo.

5.3.2 Catalasa

La actividad de catalasa se evidencié mediante la degradaciéon enzimadtica del
peréxido de hidrégeno a oxigeno molecular y agua tras inoculacién con el organismo de
prueba. La cepa de referencia Staphylococcus aureus ATCC 29213 se utilizé6 como

control positivo.

5.3.3 Ureasa

La actividad de ureasa se ensay6 utilizando el medio de urea de Christensen. El
medio se encuentra constituido por peptona al 0.1%, glucosa al 0.5%, NaCl al 0.5%,
fosfato de potasio al 0.2%, rojo fenol al 0.0012% y agar bacteriolégico al 1.4%. Los
organismos capaces de hidrolizar la urea generardn amoniaco como subproducto, el cual
elevard el pH del medio originando el viraje del indicador de amarillo a fucsia [140]. La
cepa de referencia Cryptococcus neoformans ATCC 90112 se utiliz6 como control
positivo.

5.3.4 Coagulasa

La actividad de coagulasa se investigd utilizando la prueba en tubo con plasma
anticoagulado de conejo (BD BBL, Difco, Detroit, MI, E.U.A.). La presencia de la
enzima inducird la formacién de codgulos en el plasma tras 4 h de incubacién a 35°C en
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condiciones de aerobiosis. La cepa de referencia S. aureus ATCC 29213 se utiliz6 como

control positivo.

5.3.5 Gelatinasa

La actividad de gelatinasa se evalué utilizando medio gelatina nutritiva al 10%
(Bioxon, Difco, Detroit, MI, E.U.A.). La licuefaccion de la gelatina tras tres semanas de
incubacion a 30°C se considera un resultado positivo [140]. Un aislamiento ambiental de

Pseudallescheria boydii se utiliz6 como control positivo.

5.3.6 DNasa

La actividad de DNasa se estudié con ayuda del medio comercial de prueba con
verde de metileno (Difco, Detroit, MI, E.U.A.). La presencia de un halo incoloro
alrededor del sitio de inoculacién tras 24 h de incubacién a 37°C es indicativo de
actividad DNasa. La cepa de referencia S. aureus ATCC 29213 se utiliz6 como control

positivo.

5.3.7 Proteinasa aspartica

La actividad de proteinasa aspdrtica se ensayo utilizando el medio de prueba
YCB-BSA. Para la elaboracion de dicho medio, se prepard primero una solucién acuosa
de carbon base de levadura (Difco, Detroit, MI, E.U.A.) al 1.17%, extracto de levadura
(Merck, Darmstadt, Alemania) al 0.01% y albimina sérica bovina (Bio Basic Inc.,
Markham, Ontario, Canadd) al 0.2%, se ajusté a un pH de 5.0, se esterilizé por filtracion
y finalmente se afiadié a una solucién estéril y atemperada de agar al 1.5%. La escision

de la albumina sérica bovina mediada por la proteinasa aspartica resulta en un halo claro
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que es detectado mediante tincién con amido black (Bio Basic Inc., Markham, Ontario,

Canada) al 1% [141].

5.3.8 Fosfolipasa

La actividad de fosfolipasa se evalué utilizando como medio base ADS
suplementado con glucosa al 3%, NaCl 1M y CaCl, 5 mM. Esta solucién se esteriliz6 en
autoclave y posteriormente se le afiadi6 8% de emulsion estéril de yema de huevo
(Difco, D.F., México). La actividad de fosfolipasa produce una zona densa de

precipitacion alrededor de la colonia que expresa tal enzima [43].

5.3.9 Esterasa

La actividad esterasa se determiné utilizando el medio de prueba de opacidad
Tween 80, preparado con 10 g de Bacto Peptona (Difco, Detroit, M1, E.U.A.), 5g de
NaCl, 0.1 g de CaCl, y 15 g de agar en 1 L de agua destilada (pH ajustado a 6.8), la
solucion resultante se esterilizd en autoclave y finalmente se le adicionaron 5 ml de
Tween 80 (Sigma-Aldrich, México) al medio atemperado. Las enzimas lipoliticas
hidrolizan el medio de prueba, liberando 4cidos grasos, los cuales se unen después al
calcio, formando un halo de precipitaciéon alrededor de las colonias que producen esta

enzima [142, 143].

5.4.0 Hemolisina

La actividad hemolitica se examiné utilizando el método previamente descrito

por Luo et al., empleando ADS suplementado con glucosa al 3% y sangre humana al
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7%. La presencia de un halo transldcido alrededor de la colonia que expresa esta enzima

indica una actividad hemolitica positiva [144].

Las actividades enzimdticas de proteinasa aspartica, fosfolipasa, esterasa y hemolisina se
determinaron mediante ensayos en placa con cada medio de prueba especifico (10 ml de
medio en placas Petri de 90-mm). Se inoculé una alicuota de 5 ul de suspensién de
levaduras (10" UFC/ml) en cada medio, excepto para los ensayos de hemolisina, en los
cuales se inoculaban alicuotas de 10 ul. Las placas fueron incubadas a 37°C por 2,5, 7 y
10 dias para los ensayos de hemolisina, fosfolipasa, proteinasa aspértica y esterasa,
respectivamente. La actividad enzimatica se expresé de acuerdo al indice Pz, el cual
corresponde a la razén entre el didmetro colonial y el didmetro total de la colonia mas el
halo de lisis o precipitacion. Se establecieron los siguientes rangos de actividad con base
en el indice Pz: muy fuerte, Pz < 0.69; fuerte, Pz = 0.70-0.79; moderada, Pz = 0.80-0.89;
débil, Pz = 0.90-0.99; y negativa, Pz = 1 [145]. La cepa de referencia Candida albicans
ATCC 90028 se utiliz6 como control de calidad en todas las determinaciones

enzimaticas. Los ensayos se efectuaron por duplicado.

5.4 Cuantificacion de biopelicula

5.4.1 Induccion y cuantificacion de biopelicula

Las condiciones de crecimiento y formacién de biopelicula tanto para la técnica
de tincién con cristal violeta como reducciéon de XTT fueron las establecidas en la
metodologia descrita por Melo et al. [146]. Las cepas se cultivaron en ADS a 37°C por
24 h y una colonia de cada cepa fue posteriormente sub-cultivada en caldo RPMI 1640
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adicionado con L-glutamina (Hardy Diagnostics, Santa Maria, CA, E.U.A.) a 37°C por
18 h a 120-200 rpm. Las células se cosecharon, se lavaron por duplicado en solucién
salina amortiguada de fosfatos (PBS) 10 mM y se ajustaron a una concentracién de 1 x
107 células/ml en medio RPMI 1640. A continuacion, una alicuota de 100 ul de cada
suspension celular se transfirié a una placa estéril de poliestireno Corning Costar 9018

de 96 pozos de fondo plano (Costar, Corning Incorporated, NY, E.U.A.).

Las placas se incubaron a 37°C por 1.5 h a 75 rpm, los pocillos se lavaron con
150 pL de PBS 1x y luego se adicionaron 100 pul de medio RPMI 1640 fresco a cada
pozo. Las placas finalmente se incubaron a 37°C por 72 h a 75 rpm para permitir el
crecimiento de la biopelicula. El medio de prueba sin células se afiadi6 en el Gltimo pozo

de cada placa como control negativo.

Para determinar la masa celular participante en la formacién de biopeliculas se
efectud el ensayo de tincidén con cristal violeta. Brevemente, después de la etapa de
formacion de biopelicula cada pocillo se lavé por duplicado con 200 ul de PBS 1x y las
placas se secaron a 37°C por 20 min en incubadora. Las biopeliculas lavadas se tifieron
con 110 ul de cristal violeta acuoso al 0.4% por 45 min. Posteriormente, los pocillos se
lavaron por triplicado con 200 ul de agua destilada estéril y luego se decoloraron con
200 pl de etanol al 95%. Después de 45 min, se transfirieron 100 ul de la solucién de
decoloracion de cada pocillo a una nueva placa y se midi6 espectrofotométricamente en
un lector de placas a 595 nm. Los valores de densidad 6ptica (DO) de los controles
negativos se sustrajeron de los valores obtenidos de los pocillos con muestra con el

objetivo de eliminar la interferencia de fondo. Por otra parte, la actividad metabdlica de
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las biopeliculas se determiné con el ensayo de reduccién de la sal de tetrazolium XTT
(hidréxido de 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-(fenilamino)-carbonil-2H-
tetrazolium) (Sigma, St Louis, MO, E.U.A.). Después de la formacion de biopeliculas,
los pocillos de las microplacas se lavaron por duplicado con 200 ul de PBS Ix y
enseguida se adicioné a cada pozo 200 ul de PBS 1x y 12 ul de una soluciéon XTT-
menadiona. La solucion XTT-menadiona se prepar6 previo a la determinacion
afadiendo 1.5 ml de XTT 1 mg/ml de solucién salina a 300 pl de una solucién aceténica
de menadiona 0.4 mM (Sigma, St Louis, MO, E.U.A.). Las placas se incubaron a 37°C
en total oscuridad por 5 h. Posteriormente, 100 ul de cada soluciéon de reacciéon se
transfirieron a una nueva placa y la concentracién del producto de formazan generado se
determind espectrofotométricamente a 490 nm. Los valores de DO de los controles
negativos se sustrajeron de los valores obtenidos de las muestras. La cantidad de
biopelicula formada por cada cepa se categoriz6 como elevada (DOy9y > 0.1), baja
(0.025 < DOg4gp < 0.1) 0 nula (DO49p < 0.025) acorde al criterio establecido por
Pannanusorn et al. [147]. Las determinaciones de biopelicula se efectuaron por

duplicado en dos ocasiones independientes, con dos replicados técnicos cada ocasion.

5.4.2 Amplificacion y secuenciacion del gen BCR1

La extracciéon de ADN gendmico de cada aislamiento clinico se realiz6 mediante
el método de lisis enzimdtica y CTAB con lisozima (Biotech, Bio Basic, Inc., Ontario,
Toronto, Canadd) y proteinasa K (Bioline USA Inc., Taunton, MA, E.U.A.) [148].
Brevemente, cuatro colonias de un cultivo joven se resuspendieron en solucion de “lisis
enzimatica” y se incubd a 37°C por 2 h. Se anadié TE 1x con SDS 1% y proteinasa K

(10 mg/ml) y se incub6é por 1 h a 55°C. Posterior a esto se afiadié fenol saturado,
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SEVAG y TE 1x, se mezcl6 por inversion por 5 min y se centrifugé 8 min a 14,000 rpm.
Este dltimo paso se repitié dos veces. Se recuperd la fase acuosa, se afiadieron 2.33
volimenes de etanol absoluto y se dejé precipitando al menos 20 min a -20°C. Luego se
centrifugd por 5 min a 14,000 rpm y el sedimento se lavé con etanol al 70% en dos
ocasiones. Posteriormente se dejé secando toda la noche para finalmente resuspenderlo
en agua libre de nucleasas. El ADN gendmico total se traté con RNasa I (Invitrogen,
E.U.A.) por 30 min a 37°C para remover trazas de ARN y la calidad e integridad se
evaluaron por estandares fotométricos y métodos electroforéticos, respectivamente.

Con el objetivo de amplificar el gen BCRI de C. parapsilosis se disefiaron
iniciadores consenso (sentido 5’-AAA ACA CAC YGG TGA ACG AC-3’ y anti-
sentido 5’-TCA CTC ATK GCT GAT CTT GG-3’) (IDT, E.U.A.) con base en
secuencias altamente conservadas previamente reportadas para C. parapsilosis sensu
stricto (nimero de acceso: HE605206) y C. orthopsilosis (nimero de acceso:

HE681722) en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y utilizando la herramienta en

linea “primer-3” (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). El juego de

iniciadores se utilizé a 5 uM y el kit comercial PCR master mix de Promega (Madison,
WI, E.U.A.). La reaccién de amplificacion se disefid para un volumen final de 25 ul y se
llevé a cabo en el termociclador de punto final Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, E.U.A.). Los pardmetros de
ciclado estandarizados fueron los siguientes: 1 paso de desnaturalizacién inicial de 4 min
a 94°C, 42 ciclos de 1 min a 94°C, 30 s a 57°C, 90 s a 72°C y finalmente un paso de
elongacion de 6 min a 72°C. Los productos de PCR fueron visualizados en geles de

agarosa al 1% teiidos con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV (UVP
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Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom UVP Inc., Upland, CA, E.U.A.). Los
amplicones fueron secuenciados utilizando el kit commercial Big Dye terminator cycle
version 3.1 usando los mismos iniciadores. Las reacciones fueron analizadas en el ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer utilizando el programa Sequencing Analysis Software
version 5.3 de Applied Biosystems. Las secuencias obtenidas de cada aislamiento fueron
alineadas utilizando el programa CLUSTAL-W y GeneStudio Pro (GeneStudio, Inc.,
Suwanee, GA, E.U.A.), seguido por correcciones manuales en caso de ser necesarias.
Las secuencias fueron luego anotadas utilizando el software Sequin del NCBI y las
secuencias nucleotidicas se depositaron en la base de datos de GenBank bajo los

siguientes nimeros de acceso: KJ610843 a KJ610856.

5.5 Evaluacion de patogenicidad in vivo

5.5.1 Declaracién de Etica

El protocolo experimental se disefi6 en conformidad con las regulaciones
internacionales del Consejo de Revision, siguiendo las recomendaciones de las Guias
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, asi como de las Buenas Précticas de
Laboratorio. El cuidado, mantenimiento y manejo de los animales se encontré acorde

con las regulaciones mexicanas para la experimentacién animal (NOM-062-Z0O0-1999).
5.5.2 Animales

Se emplearon ratones machos BALB/c de 5 semanas de edad (22-24 g de peso
promedio), obtenidos de Harlan (Harlan, México). Se utilizé un total de 132 animales,

los cuales se alojaron aleatorizadamente por grupos de 5 ratones en cajas ventiladas bajo
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condiciones especificas libres de patégenos en el bioterio del Departamento de
Microbiologia (Microbiologia Experimental). A todos los ratones se les ofrecié agua y
alimento balanceado para roedor Purina estériles ad libitum. El ciclo luz/oscuridad al
cual fueron expuestos los animales fue de 12 h/12 h, respectivamente. Antes de utilizarse
experimentalmente, se permitié que los roedores se aclimataran por 5 dias posteriores a

su llegada al bioterio.
5.5.3 Infeccion experimental

Para la preparacion de los indculos de infeccidn, las seis cepas seleccionadas se
pasaron al menos dos veces en ADS para verificar tanto su pureza como viabilidad.
Después de 48 h de incubaciéon a 37°C las levaduras se cosecharon, lavaron por
duplicado en agua destilada estéril, se cuantificaron en hemacitémetro y finalmente se
ajustaron a una concentracién de 1.5 x 10" UFC/ratén. Las cuentas celulares se
corroboraron efectuando diluciones seriadas de cada indculo, las cuales posteriormente
se sembraron en ADS a 37°C por 48 h. Una vez preparados y corroborados los in6culos
de trabajo, se procedié a la inmovilizacién y vasodilatacién térmica de cada animal
(Figura 8). La candidiasis sistémica fue entonces inducida experimentalmente en los
ratones por inyeccion de 200 pl de indculo a través de la vena caudal lateral de la cola,
en grupos de veinte animales por cepa ensayada. Tres ratones sin infeccion se utilizaron
como controles por dia experimental establecido, a los cuales se les administraron 200 pl
de solucion salina estéril. Los animales no fueron sometidos a ningin esquema
inmunosupresor a lo largo del estudio y fueron monitoreados diariamente por 15 dias en

busca de signos clinicos sugerentes de estrés, tales como: disminucién en el consumo de

46



agua y alimento, pérdida de peso, aislamiento auto-impuesto, hiperpnea,
hiperventilacién, =~ movimiento  incrementado/disminuido,  posturas  anormales,
deshidratacién, contracciones nerviosas (tics), temblor y tremor. Aquellos ratones que
exhibieran signos de estrés, acompanados de cualquiera de los siguientes: deterioro de la
deambulacién (incapacidad para alcanzar agua y alimento), evidencia de atrofia
muscular y/o signos de demacracidn, letargia (somnolencia, aversién a la actividad,
ausencia del estado de alerta fisica o mental), anorexia prolongada, disnea y trastornos
neuroldgicos, se definieron como animales moribundos [149] y se procedid a su

sacrificio.

Figura 8. Inmovilizacién animal en dispositivo aireado especial que permite la libre
manipulacién de la cola del roedor.
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5.5.4 Carga fingica tisular

Cinco ratones por cepa se sacrificaron mediante dislocacién cervical
(minimizando al maximo el sufrimiento animal) los dias 2, 5, 10 y 15 posteriores al reto
intravenoso. Después del sacrificio, el bazo, los rifiones, el higado y los pulmones de
cada ratéon fueron inmediatamente removidos quirdrgicamente de manera aséptica,
pesados y colocados en 2.5 ml de PBS 10 mM pH 7.2-7.4 estéril. Los 6rganos fueron
homogenizados mecdnicamente (Polytron-Aggregate, Kinematica) y diluidos de manera
seriada 1:10 en solucién salina estéril. Posteriormente alicuotas de 0.1 ml de los
homogenizados tisulares concentrados y las respectivas diluciones se sembraron por
duplicado en ADS y la cuenta colonial se efectué pasadas 48 h de incubacion a 37°C. La
esplenomegalia fue monitoreada en cada punto de tiempo establecido durante el curso
del estudio por medicién del largo, ancho y alto de los bazos con la escala de un Vernier
estéril y aplicando la férmula matemdtica para el cdlculo del volumen de una elipse
(Volumen esplénico (cm3) = [n (largo x ancho x alto)]/6). El experimento in vivo

completo se realizé por duplicado en diferentes tiempos.

5.6 Analisis histopatologico

Después del sacrificio de los ratones, los tejidos de interés (bazo, rifién, higado y
pulmoén) fueron inmediatamente removidos y fijados por inmersién en formalina
amortiguada al 10%. Las muestras se trataron acorde a la técnica histoldgica hasta la
obtencion de bloques de parafina, con los cuales se realizaron cortes seriados de 5 um de

grosor, para realizar tincion de rutina con hematoxilina y eosina (H-E), histoquimica con
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la técnica del reactivo de 4cido periddico de Schiff (PAS) (Sigma, México) e
impregnacion auroargéntica con plata de metenamina de Grocott. El andlisis de las
preparaciones se llevé a cabo por microscopia de luz bajo un disefio de ciego simple con

apoyo de un morfélogo [150].

5.7 Determinacion de citocinas

Se cuantificaron cuatro citocinas murinas en los sobrenadantes de los
homogenizados tisulares de bazo, rifién y pulmoén. Las citocinas ensayadas fueron: TNF-
a, IFN-y, IL-17A e IL-22. Las determinaciones se llevaron a cabo por inmunoensayo
ligado a enzimas (ELISA) tipo sdndwich siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante para TNF-o (PeproTech, D.F., Mexico. Lot# 0712054), IFN-y (PeproTech,
D.F., Mexico. Lot# 0308098), IL-17A (eBioscience, San Diego, CA, E.U.A. Lot#
E09521-1633) e IL-22 (eBioscience, San Diego, CA, E.U.A. Lot# E11283-1633). Una
vez llevado el procesamiento de las muestras para cada citocina, las placas de ELISA
fueron colocadas en el lector de microplacas iMark (Bio-Rad Inc., Hercules, CA,
E.U.A.) para determinar la absorbancia a 415 nm y a 655 nm. Cada muestra se analiz6

por duplicado.

5.8 Analisis estadistico

Con respecto a los resultados de los perfiles enzimdticos obtenidos, estos se
compararon entre las especies del complejo C. parapsilosis, asi como también con el

origen clinico de los aislamientos utilizando la prueba de Chi-cuadrada. Por otra parte,
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los promedios de los valores de DO obtenidos por ambos métodos de cuantificacién de
biopelicula fueron comparados mediante un prueba 7" de Student, mientras que la
categorizacion como alta, baja o nula producciéon de biopeliculas se comparé entre las
especies del complejo C. parapsilosis, asi como con la procedencia clinica de los
aislamientos y las variantes genéticas de BCRI encontradas por medio de la prueba Chi-

cuadrada.

La carga fingica tisular de los o6rganos estudiados en los diferentes grupos
experimentales, asi como los resultados de las determinaciones de citocinas se
analizaron utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. En el caso de las determinaciones de
citocinas se utiliz6 ademds la prueba de comparaciones multiples de Dunn’s. Se
efectuaron adicionalmente correlaciones de Pearson entre la esplenomegalia y la carga
fungica con los niveles locales de las citocinas determinadas. Tanto las graficas
presentadas en este trabajo como la totalidad de los anélisis estadisticos se llevaron a
cabo utilizando el programa GraphPad Prism versién 5.03 para Windows (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, E.U.A.). Solamente aquellos valores de P < 0.05 se

consideraron significantes.
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CAPITULO 6

RESULTADOS

6.1 Determinacion de enzimas liticas

La totalidad de las cepas analizadas en el presente estudio mostré una ligera
actividad de catalasa y nula produccién de oxidasa, coagulasa, ureasa, gelatinasa y
DNasa indistintamente de la especie probada. Con respecto a la produccién de las
enzimas liticas extracelulares: proteinasa aspdartica, fosfolipasa, esterasa y hemolisina,
los resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Tabla 1 y se muestran de manera
representativa en la Figura 9. Aunque el 83% del total de los aislamientos probados no
mostrd actividad de proteinasa aspartica, un 17%, 7% y 60% de los aislamientos de C.
parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis 'y C. metapsilosis fueron productores
importantes de proteinasa aspdrtica, respectivamente. Casi todos los aislamientos de C.
orthopsilosis (97%) y C. metapsilosis (80%) exhibieron actividad fosfolipasa, mientras
que sélo el 63% de los aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto produjeron esta
enzima. De manera similar, s6lo el 13% de los aislamientos de C. parapsilosis sensu
stricto mostraron actividad esterasa, comparada con el 67% de C. orthopsilosis. En
contraste, todos los aislamientos de C. metapsilosis fueron negativos para la actividad

lipolitica de esta enzima. Finalmente, el 67%, 87% y 80% de los aislamientos de C.
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parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis produjeron hemolisina,
respectivamente. En resumen, se encontraron diferencias significativas entre las especies
que conforman el complejo C. parapsilosis en relacion a la produccién de productos

extracelulares.

Tabla 1. Perfiles enzimdticos globales de los aislamientos clinicos incluidos en este

trabajo.

No. de cepas de acuerdo al Indice Pz*

C. parapsilosis

Actividad sensu stricto C. orthopsilosis ~ C. metapsilosis
enzimatica Indice Pz (n=30) (n=30) (n=15)
Aspartil proteinasa
Muy fuerte <0.69 5 2 3
Fuerte 0.70-0.79 0 1 0
Moderada 0.80-0.89 0 0 0
Débil 0.90-0.99 0 0 0
Negativa 1.0 25 27 2
Fosfolipasa
Muy fuerte <0.69 3 20 0
Fuerte 0.70-0.79 10 5 1
Moderada 0.80-0.89 6 4 3
Débil 0.90-0.99 0 0 0
Negativa 1.0 11 1 1
Esterasa
Muy fuerte <0.69 4 20 0
Fuerte 0.70-0.79 0 0 0
Moderada 0.80-0.89 0 0 0
Débil 0.90-0.99 0 0 0
Negativa 1.0 26 10 5
Hemolisina
Muy fuerte <0.69 0 0 0
Fuerte 0.70-0.79 9 15 3
Moderada 0.80-0.89 10 11 1
Débil 0.90-0.99 1 0 0
Negativa 1.0 10 4 1

“Indice Pz: didmetro colonial/didmetro total de la colonia ms la zona de precipitacién o halo.

52



Figura 9. Evaluacion in vitro de la actividad fosfolipasa (a), esterasa (b), aspartil
proteinasa (c) y hemolitica (d) de los aislamientos incluidos en este trabajo.

Los aislamientos de C. orthopsilosis se asociaron estadisticamente con la
produccién de hemolisinas (P = 0.048) y fosfolipasas (P <0.0001) en comparacién con
los aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto y C. metapsilosis. Adicionalmente y de
manera interesante, se encontrd una asociacion estadistica entre el origen clinico de los
aislamientos, particularmente aquellos provenientes de sangre y la produccién de

fosfolipasa (P = 0.017); es decir, 9/30 aislamientos (30%) de C. parapsilosis sensu
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stricto, 20/30 aislamientos (67%) de C. orthopsilosis y 1/5 aislamientos (20%) de C.

metapsilosis.

6.2 Cuantificacion de biopelicula

La determinacién de biopelicula se llevd a cabo por el método de tincién con
cristal violeta, asi como por la técnica de reduccién de sales de XTT (actividad
metabdlica). Los valores de DO se expresaron como promedio + desviacién estandar
(DE) para cada grupo de datos determinado. La cuantificacion de biopelicula por tincién
con cristal violeta se muestra en la Figura 10 (a). En este ensayo, el valor promedio de
DOsys y rango de cada especie fue el siguiente: C. parapsilosis sensu stricto, 0.121 (DE
+ 0.124) con un rango de 0.014-0.571; C. orthopsilosis, 0.082 (DE + 0.076) con un
rango de 0.006-0.293; C. metapsilosis, 0.077 (DE + 0.068) con un rango de 0.013-0.175.
C. parapsilosis sensu stricto mostré la producciéon mas alta de biopelicula con base en la

técnica de tincidn con cristal violeta.

La Figura 10 (b) representa la actividad metabdlica de biopelicula de los
aislamientos analizados. En este ensayo el valor promedio de DO49y y rango de cada
especie fue el siguiente: C. parapsilosis sensu stricto, 0.075 (DE + 0.045) con un rango
de 0.028-0.247; C. orthopsilosis, 0.092 (DE + 0.054) con un rango de 0.014-0.235; C.
metapsilosis, 0.076 (DE + 0.035) con un rango de 0.049-0.135. C. orthopsilosis mostré
la produccion mds alta de biopelicula con base en la técnica de reduccion de XTT.
Adicionalmente, conforme al criterio establecido por Pannanusorn et al. [147], 62

aislamientos (95.4%) produjeron biopelicula, 26.2% fueron altos productores, mientras
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que el 69.2% se categorizaron como bajos productores. En general, C. orthopsilosis fue
predominantemente un alto productor de biopelicula (40%), mientras que C.
parapsilosis sensu stricto fue principalmente un bajo productor de biopelicula (86.7%).
El fenotipo no-productor de biopelicula se detecté sélo en 3 aislamientos de C.
orthopsilosis (4.6%) (Tabla 2). C. parapsilosis sensu stricto se asocié estadisticamente
con la baja produccién de biopelicula (P= 0.0108), mientras que C. orthopsilosis
estadisticamente se asocid tanto con alta como con baja producciéon de la misma (P=

0.0386 y P=0.0045, respectivamente).
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Figura 10. Cuantificacion de biopelicula en aislamientos clinicos de C. parapsilosis
sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis por tincidon con cristal violeta (a) y
actividad metabdlica (b). Las barras representan el valor promedio de DO de cada grupo.
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Tabla 2. Categorizacion de la produccién de biopelicula de aislamientos del complejo
C. parapsilosis evaluados en base a su actividad metabdlica.

No. de aislamientos por fenotipo (%):

Especie
(n) Altos Bajos Productores
productores productores nulos
C. parapsilosis sensu stricto (30) 4 (13.3) 26 (86.7)* 0 (O
C. orthopsilosis (30) 12 (40)* 15 (50)* 3 (10)
C. metapsilosis (5) 1 (20) 4 (80) 0 (0
Total (65) 17 (26.2) 45 (69.2) 3 (4.6)

*Asociacion estadistica (P < 0.05)

Todos los ADNs extraidos se encontraron bajo los estdndares de calidad y
cantidad adecuados para su empleo en PCR. El juego de iniciadores consenso disefiados
amplificé un segmento del gen BCR1, los amplicones incluyeron un segmento de exon e
intrén. De todos los aislamientos analizados se gener6é un producto de PCR. El andlisis
de la secuencia nucleotidica de los amplicones correpondié al gen BCRI previamente
reportado en el andlisis de BLAST, estas secuencias mostraron variabilidad genética
entre las especies analizadas. Se detect6 un total de ocho variantes genéticas (designadas
como: Co-1 a 8) en C. orthopsilosis con tamainos comprendidos entre 913 y 1,025 pb,
mientras que C. metapsilosis presentd dos distintos genotipos, uno de 872 pb (Cm-1) y
otro de 984 pb (Cm-2); ademds, no se detectd variabilidad genética en C. parapsilosis

sensu stricto, quién amplificé un producto de aproximadamente 872 pb (Cp-1).

En las secuencias obtenidas se localiz6 la seccion correspondiente al exén y se
alined, de aqui se dedujo el marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en Inglés) y se
aline6 también. Con base en el analisis del exén de BCRI, la secuencia de C.

parapsilosis ATCC 22019 fue idéntica a todas las cepas de C. parapsilosis sensu stricto
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(Cp-1). Ademas, la secuencia de C. metapsilosis ATCC 96144 fue la misma para Cm-2
y 68.14% similar respecto a Cm-1, la cual es igual a las cepas de C. parapsilosis sensu
stricto. Por otra parte, el exén de BCRI de C. orthopsilosis ATCC 96139 fue idéntico al
de las cepas de C. parapsilosis sensu stricto y conservd una homologia del 60.14% al
79.45% con respecto a las ocho variantes genéticas encontradas de C. orthopsilosis (Co-
1 to 8). Finalmente, la variante mas frecuentemente del exén BCRI analizado en el
complejo C. parapsilosis, con 49.2% (32 aislamientos) fue la compartida por C.
parapsilosis ATCC 22019, Cp-1, C. orthopsilosis ATCC 96139 y Cm-1, la cual a su vez
es idéntica al dep6sito del GenBank HE605206 (C. parapsilosis strain CDC317). No se
encontraron asociaciones estadisticas entre variantes del exén analizado del gen BCRI y

fenotipos formadores de biopelicula de los aislamientos estudiados.

6.3 Evaluacion de patogenicidad in vivo

Las cepas utilizadas en el estudio in vivo fueron elegidas en base a sus
actividades in vitro de proteinasa aspartica, fosfolipasa, esterasa y hemolisina, y
correspondieron a dos cepas de cada una de las siguientes especies: C. parapsilosis
sensu stricto (c/c 105 y H-124), C. orthopsilosis (HP-179 y H-152) y C. metapsilosis
(MEX-18 y ATCC (American Type Culture Collection)-96144). Detalles particulares de
las cepas respecto a su caracterizacion fenotipica en base a sus respectivos perfiles

enzimaticos se encuentran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Perfiles enzimaticos de las cepas utilizadas en los estudios in vivo.

Indice Pz*
No. de Origen Aspartil
Cepa GenBank clinico proteinasa  Fosfolipasa  Esterasa Hemolisina

C. parapsilosis

c/c 105 KC777378  Liquido 1 0.77 0.53 0.73

peritoneal

H-124 KC777379 Sangre 1 1 1 1
C. orthopsilosis

HP-179 KC777377 Sangre 1 0.68 0.56 0.75

H-152 KC777376 Sangre 0.70 1 1 1
C. metapsilosis

M-18 KC777375 Piel 0.44 0.79 1 0.77

ATCC 96144 KC777380 Piel 1 0.80 1 1

“Indice Pz: muy fuerte, Pz < 0.69; fuerte, Pz = 0.70-0.79; moderada, Pz = 0.80-0.89; débil, Pz =
0.90-0.99; negativa, Pz =1

Los resultados de carga fungica tisular se resumen en la Tabla 4. Durante el
transcurso de la infeccion los ratones no mostraron pérdida considerable de peso, ni
manifestaron desérdenes oculares o de alteracion motora. Sin embargo, esporddicamente
se detectaron breves e intermitentes episodios de ligera pilo-ereccion en los animales,
principalmente durante los primeros cinco dias posteriores al reto intravenoso. Ningun
ratén sucumbid producto de la infeccidon. En general, la carga flingica mds alta de las
seis cepas analizadas in vivo se encontré en riiidon, seguida de bazo, pulmones y
finalmente higado en los cuatro dias experimentales establecidos. La carga flingica
tendi6 a disminuir para el dia 15 post-infeccion en todos los grupos de estudio. En el dia
2, la carga fungica de los rifiones fue estadisticamente significativa en comparacién con
la del higado y los pulmones, excepto para la cepa H-152. Por otra parte, la carga
fingica de los rifiones fue significante comparada con la del bazo, higado y los

pulmones para el dia 5, excepto en las cepas H-152 y ATCC 96144.
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Tabla 4. Carga fingica tisular en ratones infectados sistémicamente con inéculos de 1.5 x 10’ UFC/ratén.

Log UFC/g tejido (mediana [rango])

Dias post-infeccion

Cepa Organo 2 5 10 15
(No. acceso GenBank)
C. parapsilosis
c/c 105 Bazo 5.45 (5.28-5.57) 3.54 (3.45-3.91) 2.89 (0-3.08) 2.51(0-2.83)
(KC777378) Rifi6n 5.30 (5.23-5.54) 4.15 (3.89-4.28) 2.46 (0-5.04) 2.32 (2.18-3.20)
Higado 4.72 (4.53-4.86) 2.43 (2.06-2.68) 1.40 (0-1.63) 1.67 (0-1.90)
Pulmén 4.23 (4.08-4.34) 3.11 (2.65-3.20) 2.15 (0-2.30) 2.20 (0-2.53)
H-124 Bazo 5.23(5.11-5.38) 3.93 (3.71-4.26) 3.08 (2.43-3.59) 3.04 (2.43-3.28)
(KC777379) Rifién 5.20 (5.11-5.49) 4.28 (4.23-4.56) 4.63 (3.52-5.23) 4.83 (4.11-5.36)
Higado 3.97 (3.86-4.26) 2.79 (2.75-3.15) 1.77 (1.34-2.00) 1.93 (1.72-2.52)
Pulmén 4.36 (4.11-4.40) 3.46 (3.28-3.66) 2.72 (2.32-3.53) 3.23(2.53-3.91)
C. orthopsilosis
HP-179 Bazo 5.40 (5.30-5.54) 3.56 (3.18-3.72) 2.83(2.72-3.28) 0 (0-2.36)
(KC777377) Rifi6n 5.46 (5.40-5.54) 3.99 (3.72-4.08) 3.64 (3.08-4.08) 3.82 (2.67-4.54)
Higado 4.67 (4.40-4.78) 2.53 (2.52-2.78) 1.41 (0-1.89) 0 (0-1.78)
Pulmén 4.73 (4.41-4.94) 3.26 (3.11-3.38) 2.53 (2.36-2.68) 2.15 (0-2.89)
H-152 Bazo 5.43 (5.08-5.45) 3.81 (3.62-4.00) 2.57 (2.34-2.75) 2.57 (0-2.90)
(KC777376) Rifi6n 5.15 (5.04-5.20) 4.52 (4.26-5.15) 4.48 (4.28-5.23) 4.38 (3.91-4.86)
Higado 5.15 (5.04-5.20) 3.34 (3.23-3.52) 1.89 (1.32-3.04) 1.41 (0-1.51)
Pulmén 4.97 (4.80-5.23) 3.76 (3.51-4.04) 2.28 (0-2.81) 2.49 (0-3.11)
C. metapsilosis
M-18 Bazo 5.00 (4.83-5.15) 3.63 (3.34-3.72) 2.76 (2.66-3.08) 2.18 (0-2.26)
(KC777375) Rifi6n 5.11 (5.04-5.18) 4.40 (4.26-4.56) 4.48 (4.34-5.11) 3.34 (0-4.71)
Higado 4.04 (3.79-4.11) 2.62 (2.48-3.04) 2.11 (1.86-2.81) 1.30 (0-1.61)
Pulmé6n 4.58 (4.45-5.15) 3.28 (3.23-3.59) 3.00 (2.38-3.20) 2.26 (0-2.91)
ATCC 96144 Bazo 5.11 (4.85-5.32) 3.68 (2.87-3.98) 2.58 (2.45-3.15) 2.65 (0-3.38)
(KC777380) Rifi6n 5.00 (4.26-5.11) 4.11 (3.46-4.43) 4.11 (3.30-5.11) 4.36 (3.69-5.38)
Higado 441 (4.11-4.46) 2.81(2.18-3.08) 1.88 (1.83-3.23) 2.11 (1.38-3.77)
Pulmén 4.34 (3.46-4.40) 3.54 (2.86-3.79) 2.68 (2.40-2.73) 2.58 (2.18-2.85)
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6.4 Analisis histopatologico

Durante el transcurso de las infecciones, no se detectaron alteraciones
histolégicas aparentes en bazo y pulmén comparado con los ratones control. Sin
embargo, en el bazo, la presencia de levaduras aisladas cerca de las células de los
cordones de Billroth y en los sinusoides de la pulpa roja fue evidente, especialmente en
el dia 2 posterior al reto intravenoso (Figura 11). No se encontré evidencia de
estructuras flingicas en los pulmones de los ratones infectados, asi como tampoco en los
tabiques inter-alveolares y la Idmina propia de los bronquiolos (Figura 12). En el higado
se encontraron focos aislados de infiltrado de neutréfilos en el tejido conectivo de los
espacios porta y entre los sinusoides desde el dia 2 y con leve incremento hacia el dia
15, con presencia de células PAS positivas sugerentes de levaduras en la pared de
sinusoides y algunas otras en la periferia de los hepatocitos (Figura 13). Por otra parte,
se detectaron abundantes células de levadura en los rifiones desde el dia 2 posterior a la
infeccidn sistémica, principalmente en el intersticio renal, y estas tendieron a decrecer
gradualmente para el dia 15 (Figura 14). Adicionalmente, la presencia de focos de
infiltrado inflamatorio agudo rodeando a las levaduras en el rifién fue evidente los dias 5
y 10 posteriores al reto (Tabla 5). A diferencia del bazo, pulmén e higado, los rifiones
de los ratones infectados mostraron ciertas alteraciones histopatoldgicas particulares,
siendo la retraccion glomerular y la destruccion evidente de tibulos renales los
principales hallazgos encontrados comparando con los controles sin infeccidn,

detectandose desde el dia 2 posterior al reto (Figuras 14, 15 y Tabla 5).
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Figura 11. Composicién comparativa de cortes histoldgicos representativos de pulpa
roja de bazo tefiidos con H-E (a) y PAS (b) obtenidos de animales experimentalmente
infectados via sistémica con cepas del complejo C. parapsilosis. Las flechas indican
células sugerentes de levadura. D+2, D+5, D+10 y D+15 corresponden a los dias post-
infeccion 2, 5, 10 y 15, respectivamente. Magnificacion original x400, barra métrica: 20
pm.
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Control

Figura 12. Composicion comparativa de cortes histolégicos representativos de
bronquiolos pulmonares tefiidos con H-E (a) y PAS (b) obtenidos de animales
experimentalmente infectados via sistémica con cepas del complejo C. parapsilosis.
D+2, D+5, D+10 y D+15 corresponden a los dias post-infeccién 2, 5, 10 y 15,
respectivamente. Magnificacion original x400, barra métrica: 20 um.
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Figura 13. Composicién comparativa de cortes histoldgicos representativos de la triada
porta hepética tefiidos con H-E (a) y PAS (b) obtenidos de animales experimentalmente
infectados via sistémica con cepas del complejo C. parapsilosis. Las flechas indican
células sugerentes de levadura. D+2, D+5, D+10 y D+15 corresponden a los dias post-
infeccidén 2, 5, 10 y 15, respectivamente. Magnificacion original x400, barra métrica: 20
pum.
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Figura 14. Composicién comparativa de cortes histologicos representativos de corteza renal
tefiidos con H-E (a) y PAS (b) obtenidos de animales experimentalmente infectados via
sistémica con cepas del complejo C. parapsilosis. Las flechas indican focos inflamatorios, los
asteriscos seflalan nucleos de células picndticas y los tridngulos apuntan células sugerentes de
levadura. D+2, D+5, D+10 y D+15 corresponden a los dias post-infecciéon 2, 5, 10 y 15,
respectivamente. Magnificacion original x400, barra métrica: 20 pm.
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Figura 15. Composiciéon comparativa entre 6rganos de cortes histologicos tefiidos con
PAS obtenidos de animales experimentalmente infectados via sistémica con cepas del
complejo C. parapsilosis. A, C y E representan controles sin infeccién de rifién, bazo y
pulmon, respectivamente. B, D y F corresponden a cortes histoldgicos aleatorizadamente
seleccionados de rifién, bazo y pulmoén infectados, respectivamente del dia 5 posterior al
reto. Las flechas sefialan células sugerentes de levaduras. Magnificacion original x400,
barra métrica: 20 pm.
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Tabla 5. Hallazgos histopatolégicos encontrados en cortes seriados de rifién obtenidos
durante el transcurso de la infeccion murina diseminada con cepas del complejo C.
parapsilosis.

Dias post-infeccion

Hallazgo histolégico Control 2 5 10 15
Retraccion glomerular - -+ + ++ o+
Infiltracion de neutréfilos - -+ ++  +++ +
Destruccion de tibulos renales - -+ + ++ +

Estimacion: - ausente, -+ variable, + presente, ++ moderado, +++
abundante.

No se encontré un patrén histopatolégico particular asociado a una especie o
perfil enzimético especifico entre las cepas ensayadas. De manera general, el rifién fue el
organo mds afectado durante la infecciéon diseminada con las especies del complejo C.

parapsilosis.

6.5 Cuantificacion de citocinas

6.5.1 Deteccion de citocinas inflamatorias desde etapas tempranas de

la infeccion

Nosotros estudiamos si las cepas del complejo C. parapsilosis con diferentes
perfiles enziméticos inducian un perfil de citocinas especifico en rifién, bazo y pulmon.

Todas las cepas del complejo C. parapsilosis indujeron la produccion de TNF-a e 1L-22
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en los ratones infectados (P < 0.0001). La concentraciéon de TNF-o fue mayor
comparada con otras citocinas analizadas en los ratones infectados con el complejo C.
parapsilosis. Se encontraron niveles mayores (> 5-10 veces) de TNF-a en rifion
comparado con pulmén o bazo (Figura 16). En rifién, la cepa C. metapsilosis ATCC-
96144 fue altamente inductora de TNF-a, mientras que C. metapsilosis M-18 indujo
bajos niveles de TNF-a los dias 2-10 posteriores a la infeccion (Figura 16A). En
pulmén, C. parapsilosis sensu stricto c/c 105, C. orthopsilosis HP-179 y C. metapsilosis
M-18 fueron los inductores mds potentes de TNF-a los dias 10 y 15 posteriores al reto
(Figura 16B). Por otra parte, se encontraron patrones no especificos en bazo entre los
niveles de citocinas y las cepas del complejo C. parapsilosis (Figura 16C). Similar a lo
encontrado con TNF-a, los niveles de IL-22 se encontraron elevados en rifién (> 10
veces) comparados con los obtenidos en pulmén y bazo (Figura 17). En rifién, C.
parapsilosis sensu stricto H-124, C. orthopsilosis H-152 y C. metapsilosis ATCC-96144
indujeron altos niveles de IL-22 en la infeccion temprana (Figura 17A). En pulmén, C.
parapsilosis sensu stricto ¢/c 105 y C. metapsilosis M-18 indujeron niveles elevados de
IL-22 los dias 2 y 5 post-infeccion. Sin embargo, en los siguientes periodos post-
infeccidn, esta citocina se elevé en todos los ratones infectados independientemente de
la especie y su perfil enzimético (Figura 17B). En bazo, las cepas de C. metapsilosis
fueron los inductores mas potentes de IL.-22 los dias 5 y 10 posteriores al reto (Figura
17C). Las cepas del complejo C. parapsilosis regularon negativamente (a la baja) los
niveles de IFN-y en rifién los dias 2, 5 y 10 post-infecciéon. En pulmén, las cepas C.
parapsilosis sensu stricto c/c 105 y H-124 fueron los inductores mas potentes de IFN-y

los dias 2 y 5 posteriores al reto, respectivamente; sin embargo, los niveles disminuian
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en dias posteriores (Figura 18B). La produccién de IL-17A fue regulada negativamente
en riién y pulmon de los ratones infectados con las cepas del complejo C. parapsilosis
los dias 2, 5 y 10, respectivamente (Figura 19A-B). En bazo, la cepa C. parapsilosis

sensu stricto H-124 indujo los niveles més altos de IL-17A los dias experimentales 5 y

10 (Figura 19C).
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Figura 16. TNF-a expresado localmente en rifién (A), pulmén (B) y bazo (C) en ratones
experimentalmente infectados con especies del complejo C. parapsilosis con diferentes
perfiles enzimdticos. Las barras corresponden a los promedios de cinco ratones por
grupo + DE. Los asteriscos representan diferencias significativas en comparacion con
controles sin infeccidon.
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Figura 17. IL-22 expresada localmente en rifién (A), pulmén (B) y bazo (C) en ratones
experimentalmente infectados con especies del complejo C. parapsilosis con diferentes
perfiles enzimdticos. Las barras corresponden a los promedios de cinco ratones por
grupo + DE. Los asteriscos representan diferencias significativas en comparacion con

controles sin infeccion.
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Figura 18. IFN-y expresado localmente en rifidon (A), pulmén (B) y bazo (C) en ratones
experimentalmente infectados con especies del complejo C. parapsilosis con diferentes
perfiles enzimdticos. Las barras corresponden a los promedios de cinco ratones por
grupo + DE. Los asteriscos representan diferencias significativas en comparacion con
controles sin infeccidon.
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Figura 19. IL-17A expresada localmente en rifién (A), pulmén (B) y bazo (C) en
ratones experimentalmente infectados con especies del complejo C. parapsilosis con
diferentes perfiles enzimaticos. Las barras corresponden a los promedios de cinco
ratones por grupo + DE. Los asteriscos representan diferencias significativas en

comparacion con controles sin infeccion.
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6.5.2 La esplenomegalia es paralela a los niveles de TNF-a e 1L-22

El aumento en el volumen del bazo fue monitoreado a lo largo del curso de la
infecciéon experimental. Los ratones infectados con las cepas del complejo C.
parapsilosis exhibieron esplenomegalia y esto fue acorde con los niveles de TNF-a e IL-

22, especificamente con las cepas de C. parapsilosis sensu stricto y C. metapsilosis.

6.5.3 TNF-a e IL-22 podrian controlar la carga fiingica

El TNF-0, asi como la IL-22 son citocinas esenciales en el control de las
infecciones fungicas. El TNF-a induce estrés oxidativo y nitrosativo en el
microambiente fagolisosomal, contribuyendo ademds al proceso inflamatorio [151]. Por
su parte, la IL-22 limita el crecimiento fingico debido a la induccién de péptidos
antimicrobianos [112]. Asi, nosotros nos cuestionamos si los niveles de TNF-a e 1L-22
se encontraban relacionados con el decremento en la carga flingica tisular. Estos andlisis
demostraron que ambas citocinas se incrementan en los rifilones de los ratones infectados
con muchas de las cepas de C. parapsilosis, mostrando una reduccién > 1 log en la carga
fungica. C. orthopsilosis H-152 (una cepa productora de biopelicula) fue la menor
afectada de las cepas analizadas en rifién, mostrando una reduccién < 0.5 log. En bazo y
pulmon, la carga flingica se redujo a > 2 log en la mayoria de las cepas del complejo C.
parapsilosis, donde se presentaron altos niveles de TNF-a e IL-22 (datos no mostrados);

sin embargo, cuando se analiz6 una posible correlacion esta no fue significante.
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CAPITULO 7

DISCUSION

Diversos trabajos y estudios epidemiolégicos se han generado en todo el mundo
desde el reporte de que C. parapsilosis se trataba en realidad de un complejo
conformado por tres especies. Sin embargo, poco es lo que se sabe hasta el momento
acerca de la distribucién comparativa de factores de virulencia entre los miembros que
integran este complejo de microorganismos y cOmo estos participan en el proceso
patogénico. Se sabe que Candida spp. tiene la habilidad de producir diversos factores de
virulencia que mejoran su capacidad de colonizar mucosas, superficies sintéticas y

subsecuentemente invadir los tejidos del hospedero [3].

Dentro de los criterios bdsicos de identificacién y clasificaciéon propios del
género Candida se encuentra la ausencia de actividad oxidasa y ureasa, hecho por el cual
la totalidad de los aislamientos analizados fueron negativos en ambas pruebas. Por otra
parte, con respecto a la actividad coagulasa, pese a que Rodrigues et al. [152] y Yigit et
al. [153] reportaron porcentajes superiores al 30% de aislamientos de C. parapsilosis (no
caracterizados genéticamente) que exhibian dicha actividad, nosotros no detectamos
fenotipos productores de coagulasa. Referente a la actividad catalasa, recientemente

Abi-chacra et al. [154] analizaron 14 cepas del complejo C. parapsilosis adoptando una
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metodologia diferente a la establecida en este trabajo, bajo la cual lisaban
enzimaticamente las células levaduriformes en una primera etapa, seguido de monitoreo
espectrofotométrico del sustrato (H,O,) removido. Ellos reportaron actividad en todas

las cepas analizadas, la cual iba de 0.031 a 0.593 (AA,s0/min mg™' de proteina).

El papel de las proteinasas aspdrticas como factor de virulencia de C. albicans ha
sido intensamente investigado durante las dltimas décadas, aunque su contribucién a la
virulencia de C. parapsilosis no se encuentra claramente comprendida atn [31]. La
actividad de esta enzima en C. parapsilosis fue examinada por primera vez por
Dagdeviren et al. [39], quienes reportaron un 42% de aislamientos clinicos con actividad
de proteinasa aspdrtica, mientras que Franca et al. [155] reportaron un porcentaje por
encima del 90%. Después de la reclasificacion del complejo C. parapsilosis en 2005 por
Tavanti et al. [14], Ge et al. [156] investigaron la actividad proteolitica extracelular en
una coleccion de 31 aislamientos clinicos del complejo C. parapsilosis caracterizados a
nivel molecular, y reportaron que un 81% y 83.3% de los aislamientos identificados
como C. parapsilosis sensu strictoy C. metapsilosis respectivamente eran positivos,
habiendo detectado una elevada actividad proteinasa en C. parapsilosis sensu stricto. Por
su parte, Tosun et al. [157] reportaron tan s6lo un 31% de incidencia de aislamientos de
C. parapsilosis sensu stricto productores de proteinasa aspdrtica y ninguno aislamiento
de C. orthopsilosis y C. metapsilosis con dicha actividad a pesar de que todas las cepas
analizadas poseian los genes codificantes para la enzima (SAPPI-3). Posteriormente
Németh et al. [158] encontraron actividad proteinasa tanto en C. parapsilosis sensu
stricto (63/63 aislamientos), como en C. orthopsilosis (12/12 aislamientos) y C.

metapsilosis (16/18 aislamientos), hallazgos confirmados mds adelante por otros grupos
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[154, 159]. En el presente estudio se encontré que la produccién de proteinasa aspartica
no fue comin, al menos en los aislamientos clinicos analizados en este estudio. Aunque
se detectaron algunos aislamientos fuertemente productores de proteinasa aspartica en
cada una de las especies del complejo. Interesantemente, una gran proporcién de los
aislamientos de C. metapsilosis (60%) fueron positivos. Los resultados encontrados
concuerdan con lo reportado por Ge et al. [156], Németh et al. [158], Chaves et al. [159]
y Abi-chacra et al. [154], ya que las tres especies que conforman el complejo C.
parapsilosis son capaces de producir proteinasa aspartica. Sin embargo, Chaves et al.
[159] reportaron que C. orthopsilosis era mas proteolitica que C. metapsilosis, difiriendo
con nuestros hallazgos. Ademads, Abi-chacra et al. [154] reportaron valores bajos de Pz
(0.352-0.228) al estudiar la actividad proteolitica en una coleccion de 14 aislamientos
clinicos del complejo C. parapsilosis, dejando de manifiesto la elevada capacidad
proteolitica de las tres especies del complejo C. parapsilosis, lo cual contrasta con
nuestros resultados, ya que sélo un 17% de los aislamientos analizados mostré actividad

proteolitica.

Enzimas lipoliticas, tales como las fosfolipasas y esterasas se han asociado en
infecciones por C. albicans con penetracion en las células del hospedero [160], adhesién
a células epiteliales [161], invasion de epitelio oral humano reconstituido [162] e incluso
transduccion de vias de sefialamiento en el hospedero [163]. Aunque Ghannoum et al.
[43] detectaron actividad de fosfolipasa en otras especies distintas a C. albicans,
incluyendo un 51% de aislamientos de C. parapsilosis en sus estudios, Shimizu et al.
[164] y Kantarcioglu y Yucel [44] no detectaron actividad fosfolipasa en sus

aislamientos de levaduras. En resumen, la actividad esterasa en estos estudios ha sido
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ignorada en gran medida. Yiicesoy y Marol [165] y Kumar et al. [142] describieron
produccién de esterasa en un 57% y 25%, respectivamente en aislamientos de C.
parapsilosis. Un estudio posterior con cepas del complejo C. parapsilosis caracterizadas
a nivel molecular reportd un 90.5% (19/20 aislamientos) y 91.7% (10/11 aislamientos)
de aislamientos productores de fosfolipasa identificados como C. parapsilosis sensu
stricto y C. metapsilosis, respectivamente. Reportando ademds que ambas especies
mostraban de manera similar una escasa actividad esterasa [156]. En el presente trabajo
un total de 63% de los aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto exhibieron actividad
fosfolipasa y 53% fueron productores fuertes. Casi todos los aislamientos de C.
orthopsilosis produjeron fosfolipasa y 69% fueron productores muy fuertes. Por otra
parte, la actividad esterasa se detectdé s6lo en un 13% de los aislamientos de C.
parapsilosis sensu stricto versus un 67% de los aislamientos de C. orthopsilosis.
Interesantemente, ningin aislamiento de C. metapsilosis produjo esterasa, un hallazgo
que contrasta con lo reportado por Ge et al. [156]. Por otra parte, Abi-chacra et al. [154]
encontraron un 92.9% (13/14 aislamientos) de aislamientos del complejo C. parapsilosis
productores de esterasa y no detectaron ningin aislamiento con actividad fosfolipasa,
difiriendo de los resultados obtenidos en este trabajo. Sin embargo, estas diferencias
deben tomarse con cautela ya que pueden deberse al reducido niimero de aislamientos de

C. metapsilosis analizados.

Se sabe que la actividad de hemolisina es un factor de virulencia putativo que
contribuye a la diseminaciéon de Candida spp. facilitando la adquisicién de hierro
procedente de los eritrocitos del torrente sanguineo del hospedero [166]. La capacidad

de diversas especies de Candida no-albicans, particularmente C. parapsilosis para
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producir factores hemoliticos ha sido reportada previamente por Franga et al. [155],
quienes detectaron actividad hemolitica en todos los aislamientos analizados. En el
presente estudio se encontré que C. orthopsilosis fue la especie hemoliticamente més
activa del complejo C. parapsilosis, con un 87% de aislamientos (62% procedentes de
sangre) productores de hemolisina. En contraste, 67% de los aislamientos de C.
parapsilosis sensu stricto produjeron factores hemoliticos (20% de los aislamientos
provenientes de sangre). Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de los
reportados por Abi-chacra et al. [154], quienes indistintamente encontraron una débil
actividad hemolitica en 14 aislamientos clinicos del complejo C. parapsilosis
identificados mediante técnicas moleculares. En conjunto, los resultados obtenidos
proveen mayor informacién acerca de la frecuencia de produccién de las principales
enzimas consideradas como factores de virulencia de C. parapsilosis sensu stricto, C.

orthopsilosis y C. metapsilosis.

La capacidad de Candida spp. de formar biopeliculas puede conferir una ventaja
ecoldgica a las levaduras, ayudando a su supervivencia como comensales humanos y
patdgenos. Esto también podria ser responsable particularmente de su buena adaptacién
a la colonizacién de los tejidos del hospedero asi como a dispositivos de uso médico
[167]. A la fecha se han reportado varios métodos para evaluar la produccién de
biopelicula en el género anamoérfico Candida [168]. En este trabajo se evalud la
capacidad de produccién de biopelicula por medio de dos técnicas diferentes, tincién con
cristal violeta y determinacion de viabilidad celular por reducciéon de XTT. La tincion
con cristal violeta es probablemente el ensayo mds fiable para determinar la produccion

total de biopelicula porque considera tanto las células metabdlicamente activas como
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inactivas participantes en la biopelicula [169]. Otro método que ha sido ampliamente
utilizado para cuantificar in vitro biopeliculas de Candida spp. es el ensayo de reduccion
de XTT [170], el cual considera especificamente las células metabdlicamente activas de
la biopelicula a través de la reduccion del XTT mediante deshidrogenasas

mitocondriales.

El estudio de la capacidad de produccién de biopelicula entre las especies que
conforman el complejo C. parapsilosis atin no ha sido claramente entendido debido a
reportes aparentemente contradictorios en la literatura. En una primera instancia, Song ef
al. [171] estudiaron la capacidad de 159 aislamientos del complejo C. parapsilosis para
producir biopelicula a través de un enfoque espectrofotométrico en el cual las
biopeliculas cultivadas se incubaban sin agitaciéon y los valores de transmitancia se
median sin tincién previa a 405 nm. Ellos reportaron que C. parapsilosis sensu stricto
(anteriormente C. parapsilosis grupo 1) era la tnica especie del complejo capaz de
formar biopeliculas. Luego, Tavanti et al. [81] utilizando la misma metodologia
previamente mencionada con ligeras modificaciones reportaron que ninguno de los 33
aislamientos clinicos de C. orthopsilosis que ellos estudiaron fue capaz de formar
biopeliculas in vitro, soportando lo encontrado mas adelante por de Toro et al. [172],
quienes analizaron 10 aislamientos clinicos de C. orthopsilosis por reduccion de XTT,
encontrando ausencia de actividad metabdlica. En contraste, Lattif et al. [173] basados
en ensayos de reduccion de XTT, mediciéon de peso seco, ademds de microscopia
electronica de barrido y microscopia confocal laser de 10 aislamientos clinicos de C.
parapsilosis sensu stricto, C. orthopsilosis y C. metapsilosis, establecieron que las tres

especies eran capaces de formar biopeliculas, las cuales eran, de hecho, similares tanto
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en topografia de superficie como arquitectura tridimensional. Finalmente, Melo et al.
[146] confirmaron la capacidad de formacién de biopelicula de las especies del complejo
C. parapsilosis al analizar 20 aislamientos (7 C. parapsilosis sensu stricto, 8 C.
orthopsilosis and 5 C. metapsilosis) por tincién con cristal violeta, reduccion de XTT y
microscopia electrénica de barrido. Recientemente Tosun ef al. [157] reportaron un 29%
(11/38 aislamientos) de aislamientos de C. parapsilosis sensu stricto productores de
biopelicula, sefalando ademds que aquellos aislamientos procedentes de orina tendian a
formar mayor cantidad de biopelicula que aquellos procedentes de otros origenes
clinicos. Después Abi-chacra et al. [154] establecieron que las tres especies del
complejo C. parapsilosis presentaban una elevada hidrofobicidad de superficie, asi
como un habilidad similar para formar biopelicula. Mas recientemente Ruiz et al. [174]
sefalaron produccion de biopelicula por parte de los tres microorganismos, siendo C.
parapsilosis sensu stricto la especie con la produccién mas alta de biopelicula, seguida

de C. orthopsilosis y después por C. metapsilosis.

Los resultados de cuantificacion de biopeliculas bajo las condiciones
experimentales adoptadas en este trabajo contrastan con los hallazgos reportados
previamente por Song et al. [171], Tavanti et al.[81], de Toro et al. [172] y Tosun et al.
[157], y concuerdan con los resultados establecidos por Lattif et al. [173], Melo et al.
[146] y Ruiz et al. [174]. Aunque los valores de P no fueron significativos, con base en
la tincidn con cristal violeta, la escala de produccion de biopelicula fue: C. parapsilosis
sensu stricto > C. orthopsilosis > C. metapsilosis; mientras que de acuerdo al ensayo de
reducciéon de XTT la escala fue la siguiente: C. orthopsilosis > C. metapsilosis > C.

parapsilosis sensu stricto. Por otra parte, el origen y la seleccién de aislamientos pueden
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ser un factor que influencie la formacion de biopeliculas en Candida spp. [175, 176].
Reportes recientes han puesto de manifiesto que aislamientos procedentes de sangre
producen mayores cantidades de biopelicula comparados con aislamientos provenientes
de otros origenes clinicos [177]. Sin embargo, nosotros no encontramos diferencia
estadisticamente significativa entre la capacidad de formacion de biopelicula y el origen
clinico de los aislamientos estudiados, concordando con Silva et al. [167] y de Toro et

al. [172].

La formacién de biopeliculas microbianas es un proceso biolégico complejo
finamente regulado por mecanismos genéticos de los organismos participantes. Uno de
los reguladores maestros de este fendmeno es el factor transcripcional Berl [178], el
cual es un dedo de zinc identificado en ensayos con cepas mutantes incapaces de formar
biopelicula en superficies abidticas [26, 179] y de adherirse a sustratos de silicona [180].
Ademais, Bcerl se requiere para la expresion de varios genes codificantes de proteinas de
superficie celular, tales como ALSI, ALS3 y HWPI, los cuales son los principales
blancos funcionales de Bcrl [26, 179]. Recientemente, Srikantha er al. [181]
demostraron que el gen BCRI conferia impermeabilidad, impenetrabilidad y resistencia
a farmacos en biopeliculas a/a de C. albicans. Particularmente en C. parapsilosis, la
formacién de biopeliculas es tanto dependiente como independiente de BCRI, pero
incluso en cepas que mostraron un fenotipo de biopelicula independiente de BCR1, éste
posee funciones fisiolégicas alternativas [28]. En conjunto, este trabajo provee evidencia
de variabilidad genética en el ex6n analizado de BCRI entre los miembros del complejo
C. parapsilosis, y este hallazgo aparentemente no se encuentra asociado con un fenotipo

particular de formacion de biopelicula. La elucidacién de la anatomia completa del gen
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BCRI en cada especie, asi como la determinacion de perfiles de expresién génica por
gPCR resulta critica para revelar la participaciéon de este gen en la formacién de
biopeliculas en Candida, o si el fenotipo de formacién de biopelicula es parte de un
proceso mucho mads intrincado orquestado por una amplia gama de diferentes genes

involucrados.

Diversos animales de experimentacion se han desarrollado para investigar las
diferentes presentaciones clinicas de la candidiasis, siendo los modelos murinos el
estdndar de oro para estudiar patogénesis y eficacia terapéutica de antifingicos [182]. El
modelo murino de desafio intravenoso (IV) emula la candidiasis sistémica humana, y
debido a su elevada reproducibilidad se ha establecido como el modelo mds comun a
utilizar para investigar la virulencia de C. albicans, asi como para determinar aspectos
relacionados con interacciones hongo-hospedero [86-88]. Un estudio de patogenicidad
de Candida spp. en un modelo murino de infeccion sistémica fue previamente publicado
por Arendrup et al. [183]. Ellos reportaron que ratones hembras infectados con 10’ UFC
de C. parapsilosis no morian y que las levaduras no se detectaban en los rifiones en el
dia 7 posterior al reto [183]. A pesar del hecho de que este reporte representd nuestro
dnico antecedente directo, sus resultados fueron diferentes de los nuestros
probablemente porque utilizaron ratonas de otra cepa murina (CF1) y los aislamientos
utilizados de C. parapsilosis no se confirmaron mediante métodos moleculares, ademds
de que el disefio experimental de su estudio fue diferente al nuestro. Mdas adelante,
Gécser et al. demostraron el papel importante que juega la fosfolipasa en la virulencia de
C. parapsilosis utilizando un eficiente sistema de delecion génica basado en el marcador

de resistencia de nourseotricina (caSATI) y su subsecuente delecion por medio de FLP
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[184]. Ellos encontraron que los mutantes homocigotos lipasa-negativos de C.
parapsilosis fueron significativamente menos virulentos comparados con las cepas wild-
type cuando se inocularon intraperitonealmente en ratonas BALB/c. Sin embargo, ellos
reportaron no haber encontrado diferencias significativas en la carga flingica o sobrevida
animal en el modelo murino de infeccién intravenosa adoptado utilizando un inéculo de
107 levaduras [184]. Recientemente, Bertini et al. investigaron el potencial patogénico
del complejo C. parapsilosis en ratonas BALB/c tratadas con estrégeno durante una
infeccién vulvo-vaginal con indculos de 10° levaduras y reportaron diferencias
significativas en cuanto a la cinética de infeccion entre las especies del grupo ‘psilosis’
[185]. Las ratonas infectadas con C. metapsilosis mostraron una carga fungica vaginal
reducida, asi como resolucién espontanea de la infeccion para el dia 28 posterior al reto
para todas las cepas probadas. Sin embargo, dado que la base fisio-patoldgica de la
candidiasis vaginal es diferente del cuadro clinico diseminado, junto con el hecho de que
las cepas utilizadas por Bertini et al. no fueron caracterizadas en base a sus perfiles

enzimaticos, no resulta posible contrastar nuestros resultados con los suyos.

Aunque el perfil enzimatico in vitro de las cepas mostré diferencias importantes
respecto a sus actividades de proteinasa aspartica, fosfolipasa, esterasa y hemolisina, no
se detectaron diferencias significativas entre las especies del grupo ‘psilosis’ (en
términos de carga flngica tisular) cuando se ensayaron in vivo, sugiriendo que
posiblemente las tres especies del complejo C. parapsilosis poseen un potencial
patogénico similar en la infecciéon diseminada en hospederos inmunocompetentes.
Estudios posteriores con cepas mds ampliamente caracterizadas resultan necesarios para

probar dicha hipétesis.
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Durante la candidiasis murina sistémica, el torrente sanguineo y la mayoria de los
organos (bazo, pulmones e higado) depuran gradualmente el patégeno, pero este
escenario es algo diferente en los rifiones, el principal 6rgano blanco para el reto IV en el
raton, en el cual la carga fingica incrementa acompafiada de una alza en los niveles de
citocinas renales y quimiocinas [186, 187], existiendo una correlacién entre los elevados
niveles de citocinas renales y la severidad de la lesion con el consecuente prondstico de
la infeccion [88, 187]. Los factores celulares y moleculares que determinan el control
diferencial 6rgano-especifico de Candida permanecen atn sin esclarecerse.

En la infeccién patogénica por C. albicans, los mediadores inflamatorios de la
respuesta inmune son conducidos por las células Thl y recientemente también han sido
implicadas las células Th17. Los linfocitos Thl estimulados producen IFN-y, el cual
contribuye a la defensa anti-Candida del hospedero mediante induccién de la produccion
de 6xido nitrico (NO, por sus siglas en Inglés) por macréfagos [123]. Por otra parte, las
células Th17 se caracterizan por la produccién de IL-17A, IL-17F, 1L-21 e IL-22 [188].
La IL-17A interconecta la defensa linfoide y mieloide del hospedero [189] a través de la
induccidn de infiltrados de granulocitos neutrofilicos al sitio de infeccion y activacién de
macréfagos [188]. Mientras tanto, la IL.-22 es un miembro de la familia de citocinas de
la IL-10, a la cual se le han atribuido funciones tanto pro- como anti-inflamatorias. Sin
embargo, evidencia reciente sugiere que esta citocina participa en la resistencia innata a
la candidiasis en las etapas tempranas de la infeccion a nivel renal e intestinal mediante
control critico del crecimiento fungico inicial y la homeostasis epitelial en la ausencia
relativa de inmunidad Th1 [190]. Interesantemente, nuevos hallazgos sugieren que altos
niveles de la IL-22 y el TNF-a son una potente combinacion sinérgica de citocinas para
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la inmunidad cutdnea, conservando eficientemente la integridad de la barrera epidérmica
en un modelo de infeccién cutdnea comparada con IFN-y, IL-17, IL-22 o TNF-a solas
[191]. Recientemente, la IL-22 ha cobrado relevancia clinica en otras entidades
patoldgicas como la psoriasis, colitis ulcerativa, ciertos tumores y dafio hepético y
pancredtico [130]. En la infecciéon diseminada por C. albicans, las células Thl se
encuentran asociadas con la proteccion de la enfermedad, mientras que una
predominancia de células Th2 promueven susceptibilidad [192]. Finalmente, el balance
en la respuesta innata entre la inmunidad fungicida (benéfica) y los mecanismos
inmunocompensatorios (perjudicial) determinan el alcance del dafio tisular en las
infecciones fungicas [112].

La produccion local de citocinas en un modelo murino experimental de
infecciéon hematégena por C. albicans fue demostrada previamente por Spellberg et al.
[193], ellos examinaron la relacion entre la supervivencia del hospedero y la respuesta
inmune local en riién y bazo durante la candidiasis probando diferentes indculos,
llegando a la conclusién de que este patdgeno inducia respuesta esplénicas tipo 2 con
ambos inéculos (no-fatal y fatal). La sobrevida de los animales se correlacioné con una
respuesta tipo 1 (IFN-y) donde se encontré una nula o baja mortalidad, mientras una
respuesta tipo 2 (IL-10) se relacioné con el 100% de las infecciones fatales.
Subsecuentemente, MacCallum et al. [187] analizaron los niveles de citocinas y
quimiocinas en 6rganos infectados, elucidando respuestas 6rgano-especificas, con altos
niveles de citocinas y quimiocinas en los rifiones infectados, pero respuestas reducidas
en el bazo. Ellos concluyeron que la quimiocina derivada de keratinocitos (KC) es un
mediador temprano importante en la infeccién y se correlaciona junto con la IL-6 y el

84



MIP-1PB con la severidad de la lesion renal, mientras que el GM-CSF y la IL-10 han
mostrado correlaciones inversas con respecto al dafo histolégico generado. Estas
diferencias se reflejan también a nivel transcripcional con la expresion diferencial de
genes de citocinas en ambos 6rganos [194]. Nuestro estudio se enfocé en la respuesta
local a la infeccidn, el disefio experimental que adoptamos no incluyé la determinacion
sérica de citocinas. De los 6rganos ensayados en este estudio, el rifiién mostr6 la carga
fingica mads alta, asi como elevados niveles de citocinas pro-inflamatorias y fue el inico
tejido que mostré alteraciones histoldgicas debidas a la infeccion sistémica.
Recientemente, Lionakis et al. [195] caracterizaron las poblaciones celulares inmunes en
los 6rganos infectados durante la progresion de la candidiasis diseminada en un modelo
murino. Ellos encontraron neutréfilos acumulados en todos los érganos infectados, pero
una demora en su aparicion en los rifiones, dejando estos érganos desprotegidos durante
las primeras 24 h posteriores al reto intravenoso. El incremento de los neutréfilos
ocurri6 de forma gradual en estos 6rganos conforme la enfermedad progresaba. La
inflamacién renal podria explicarse en parte por los neutr6filos CCR1 positivos, los
cuales juegan un papel patogénico clave en la candidiasis invasiva mediando la
inmunopatologia renal a través del reclutamiento excesivo de neutrdfilos de la sangre
hacia el rifién [196]. El papel de la IL-22 en el reclutamiento de neutréfilos en tejido
periférico ya ha sido reportado en otros patdgenos, como el citomegalovirus [197].
Nosotros encontramos una regulaciéon negativa en la producciéon de IFN-y durante la
infeccién por el complejo C. parapsilosis, concordando con Carvalho et al., quienes
también reportaron este hallazgo en algunos pacientes con candidiasis vaginal recurrente
(CVR) [198]; esto podria deberse a la ausencia de IL-6 en respuesta al hongo en
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superficies epiteliales y a la pobre activacion de linfocitos Th1 [199]. Los altos niveles
de IL-22 encontrados en rifion podrian encontrarse involucrados en el reclutamiento
neutrofilico en este tejido. En pulmén y bazo no se encontraron neutréfilos, de hecho se
detect6 un incremento de IL-22 durante la infeccion con el complejo C. parapsilosis,
pudiendo deberse al nimero relativamente bajo o ausente de levaduras en estos tejidos.
Finalmente, no se encontrd una correlacidn significativa entre la inflamacién esplénica y
la carga fuingica con los niveles locales de citocinas encontrados en los animales
infectados.

En conjunto, este estudio demostré que ratones machos inmunocompetentes
BALB/c experimentalmente infectados con cepas del grupo ‘psilosis’ exhibiendo
diferentes perfiles enzimadticos in vitro inducen indistintamente una pronunciada
respuesta inflamatoria que resulta esencial para la inmunidad antifingica protectora, la
cual conduce la patologia durante la infeccién diseminada, principalmente en el rifion.
Aunque no se encontré una correlacidon entre niveles locales de citocinas y actividad
enzimatica de las cepas ensayadas in vivo, los papeles de estas enzimas en la enfermedad
sistémica por el grupo C. parapsilosis sensu lato no deben ser subestimados. En este
sentido, estudios posteriores con mds cepas caracterizadas, asi como mutantes
homocigotos para los genes involucrados en cada enzima resultan esenciales para
elucidar sus contribuciones particulares en la patogénesis por estos patdgenos
oportunistas. En general, este conocimiento posee implicaciones obvias en el desarrollo
de estrategias inmunoterapéuticas novedosas, las cuales tengan por objeto mejorar la
defensa del hospedero contra el complejo C. parapsilosis, proporcionando una solucién
para prevenir y reducir la alta tasa de mortalidad de la candidiasis invasiva.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

Aunque los perfiles enzimdticos de las cepas analizadas en este estudio
exhibieron diferencias importantes respecto a sus actividades in vitro de proteinasa
aspartica, fosfolipasa, esterasa y hemolisina, no se detectaron diferencias significativas
en términos de carga fungica tisular, histopatologia y produccidn de citocinas cuando se
probaron in vivo, al menos con los aislamientos ensayados en este estudio y bajo el
disefio experimental adoptado. Por otra parte, y como otros autores previamente ya lo
han establecido, el rifién fue el principal 6rgano dafiado durante el reto sistémico, siendo

el blanco de la infeccién indistintamente de la cepa ensayada.

Las tres especies del grupo “psilosis” poseen posiblemente un potencial
patogénico similar en la infecciéon diseminada en hospederos inmunocompetentes,
induciendo por igual una respuesta inmunoldgica pro-inflamatoria como principal
mecanismo antifingico mediador frente al reto sistémico.

La hipdtesis planteada inicialmente se rechaz6. La producciéon de factores de
virulencia (enzimas liticas y biopeliculas) de las especies del complejo C. parapsilosis
no se correlacioné con el daiio tisular y produccion de citocinas en un modelo murino de

candidiasis diseminada.
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CAPITULO 9

PERSPECTIVAS

De este trabajo se desprenden las siguientes perspectivas:

o

Ampliar la bateria de pruebas para el estudio de factores de virulencia de las
especies del complejo C. parapsilosis.

Evaluar los genes asociados a virulencia en los patdgenos en estudio.

Generar cepas mutantes deletadas para cada gen (es) asociado a virulencia, para
evaluar el impacto del producto en su patogenicidad in vivo.

Llevar a cabo ensayos de inmunohistoquimica y citometria de flujo (FACS) para
corroborar los resultados obtenidos en las ELISAs, y de esta manera establecer el
tipo de respuesta inmune local montada durante la infeccién murina.

Evaluar mds citocinas, asi como estudiar individualmente su papel en la
respuesta inmune murina mediante bloqueo con anticuerpos/ARNi y, de ser
posible, en modelos knock-out.

Estudiar eficacia terapéutica de esquemas antifiingicos combinados en el

tratamiento de la candidiasis murina sistémica.
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APENDICES

Apéndice A. Preparacion de reactivos y soluciones

Acetato de sodio 3M pH 5.3 +1
Pesar 20.415 g de C,H3NaO, y aforar a 50 mL con H,O/DEPC.

Acido clorhidrico 1N
Diluir 8.35 mL de HCl en 91.65 mL de H,O destilada.

Acido crémico al 5%

Diluir 5 g de H,CrO4 en 100 mL de H,O destilada.

Acido periédico al 0.5%
Pesar 0.5 g de cristales de H5IOg y diluir con 100 mL de H,O.

Agua amoniacal al 1%
Diluir 1 ml de NH4OH en 99 ml de H,O destilada.

Agua/DEPC (H,O/DEPC)
Agregar 1 mL de DEPC. Aforar a 1L con H,O destilada estéril a 37°C por 12 h.

Alcohol acido
Diluir 1 ml de HCI concentrado en 99 ml de etanol al 70%.
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Bisulfito de sodio al 1%
Disolver 1 g de NaHSO3 en 100 mL de H,O destilada.

Borato de sodio (borax) al 5%

Diluir 5 g de Na;B4O7:10H,0 en 100 mL de H,O destilada.

Bromuro de etidio 0.5 mg/mL (Stock)

Disolver 25 mg de bromuro de etidio en 40 mL de H,O ultrapura y aforar a 50 mL.
Almacenar a 4°C protegido de la luz en recipiente de vidrio &mbar. Para preparar la
solucion de trabajo (2 pg/mL) se efectia una dilucién 1:250 de la solucién stock (1 mL

del stock + 249 mL de H,O ultrapura).

Buffer de bloqueo (ELISA)
Disolver 1 g de ASB en 100 mL de PBS. Esterilizar por filtracién y almacenar a 4°C.

Vida util: 1 semana.

Buffer de lavado (ELISA)
Diluir 0.05 mL de Tween 20 en 100 mL de PBS.

Cloruro de oro al 0.1%
Abrir cuidadosamente una ampolleta de 0.1 g de AuCls y permitir disolucién completa
en 100 ml de H,O destilada. Almacenar a temperatura ambiente en frasco de vidrio

ambar.
Cristal violeta al 0.4 %

Pesar 0.4 g de cristales de cristal violeta y disolver en 100 mL de H,O destilada.

Esterilizar en autoclave.
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CTAB/NaCl (CTAB 10%/NaCl 0.7 M)
Disolver 4.1g de NaCl en 80 mL de H,O destilada, agregar lentamente 10 g de CTAB y

calentar a 65°C mientras se mezclan. Ajustar a un volumen de 100 mL.

Diluyente de prueba (ELISA)
Pesar 0.1 g de ASB y agregar 0.05 mL de Tween 20, aforar a 100 mL con PBS.

Esterilizar por filtracion y almacenar a 4°C. Vida util: 1 semana.

EDTA 500 mM pH 8.0
Disolver 9.306 g de Na,EDTA-2H,0 en 40 mL de H,O ultrapura, ajustar el pH a 8.0 con

lentejas de NaOH y aforar a 50 mL. Esterilizar en autoclave.

Etanol al 70%
Mezclar 70 mL de etanol absoluto con 30 mL de H,O destilada estéril.

Etanol al 95%

Diluir 95 mL de etanol absoluto con 5 mL de H,O destilada estéril.

Fenol saturado

1.- Pesar 500g de fenol y fundir en bafio maria a 65°C.

2.- Agregar 8-hidroxiquinoleina (antioxidante) a una concentracion final de 0.1%.

3.- Afnadir un volumen de Tris-HCl 0.5M pH 8.0, mezclar con agitador magnético y
ajustar con lentejas de NaOH el pH hasta que este sea mayor de 7.8 en la fase fendlica
(medir con papel indicador).

4.- Agitar durante 24 h en cuarto frio, posteriormente dejar que se separen las fases y
eliminar la fase acuosa utilizando pipeta.

5.- Repetir la misma operacién pero utilizando Tris-HCI 0.1 M pH 8.0.

6.- Eliminar la fase acuosa final y afadir 0.1 volimenes de Tris-HCI 0.1 pH 8.0

conteniendo B-mercaptoetanol a una concentracion de 0.2%.
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7.- La solucién de fenol puede ser almacenada de esta forma en un frasco oscuro a -20°C

y las alicuotas en uso se deberan almacenar a 4°C.

Formalina amortiguada (fijador tisular)
Disolver 8.1 g de NaCl en 900 mL de H,O destilada y adicionar 100 mL de

formaldehido (37% grado reactivo). Esterilizar en autoclave.

Gel de agarosa al 1.5%
Disolver 1.5 g de agarosa grado biologia molecular en 100 mL de TBE 0.5x, calentar
hasta disolucién total. Una vez que hayan cesado los vapores afiadir 10 pL. de bromuro

de etidio 2 pg/mL, mezclar y vaciar en la cdmara de electroforesis.

Hematoxilina de Gill
Pesar 2.36 g de cristales de hematoxilina anhidra, 0.2 g de NalO3; y 17.6 g de Aly(SOy)s,
diluir en 730 mL de H,O destilada. Afadir 2 mL de CH3COOH y 250 mL de

etilenglicol.

Jugo azul 6x (Buffer de carga para electroforesis)
Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3.0 mL de glicerol en TE

1x pH 8.0 y aforar a 10 mL. No esterilizar.

Menadiona 0.4 mM
Pesar 0.07 g de menadiona y disolver en 1L de acetona absoluta. Almacenar en

recipiente de vidrio &mbar a 4°C.

Metabisulfito de sodio al 10%
Disolver 10 g de Na,;S,;0s5 en 100 mL de H,O destilada.

Metenamina al 3%

Diluir 3 g de metenamina en 100 mL de H,O destilada
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Nitrato de plata al 5%
Diluir 5 g de AgNO; en 100 mL de H,O destilada.

PBS (soluciéon amortiguadora de fosfatos) 10x (Stock)
Pesar 80.6 g de NaCl, 2.2 g de KCl, 11.5 g de Na,HPO, y 2 g de KH,PO,, y aforar con

H,O0 destilada a 1L. Esterilizar en autoclave.

Proteinasa K 10 mg/mL
Disolver 100 mg de proteinasa K en 10 mL de Tris-HCl 10 mM pH 7.5 estéril y hacer

alicuotas de 100 pL, las cuales deberd almacenarse a -20°C.

Reactivo de Kovac (sustrato)
Disolver 25 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 375 mL de alcohol amilico y adicionar

125 mL de HCI concentrado. Almacenar en frasco gotero ambar a -20°C.

SDS (dodecilsulfato sédico) al 1%
Disolver 1 g de SDS en 100 mL de H,O destilada. Esterilizar en autoclave.

SDS al 10%
Disolver 10 g de SDS en 100 mL de H,O destilada. Esterilizar en autoclave.

SEVAG
Diluir 1 mL de alcohol isoamilico en 24 mL de CHCls.

Solucion de descontaminacion de areas contaminadas con bromuro de etidio
Diluir 10 mL de H3PO, en 10 mL de H,O destilada y con el volumen resultante disolver

4.2 g de NaNO;.
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Solucién de incubacién/trabajo (Grocott-Gomori)
Afadir 3 mL de AgNO;3; 5% en 40 mL de metenamina 3%, se forma un precipitado
blanco que desaparece con agitacion, enseguida se agregan 3 mL de Na,B4O;+10H,0O

5% vy finalmente se adicionan 35 mL de H,O destilada.

Solucién de “lisis enziméatica”

Mezclar 20 mL de Tris-HCl 100 mM, 0.4 mL de EDTA 500 mM y 60 mL de Tritén X-
100 2%, llevar a 100 mL con H,O destilada estéril y almacenar a 4°C. Al momento de su
utilizacion, se deberd agregar lisozima (grado biologia molecular) 2 mg/mL, para evitar

degradacion enzimatica.

Solucién enjuagadura sulfurosa (PAS)
Diluir 15 mL de HCI 1IN en 300 mL de H,O destilada, con el volumen resultante diluir
18 mL de Na25205 10%.

Solucion salina al 0.85%

Disolver 0.85 g de NaCl en 100 mL de H,O destilada. Esterilizar en autoclave.

Solucion salina SM

Disolver 292.2 g de NaCl en H,O destilada y aforar a 1L. Esterilizar en autoclave.

TBE (Tris-acido borico-EDTA) 10x (Stock)
Disolver 54 g de Tris-base y 27.5 g de acido boérico en 20 mL de EDTA 500 mM y en
H,O ultrapura, aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave. Para preparar la solucién de

trabajo (0.5x) se mezclan 50 mL del stock en H,O destilada estéril y se afora a 1L.
TE (Tris-EDTA) 1x pH 8.0

Mezclar 500 pL de Tris-HCI 500 mM pH 8.0 y 50 uL de EDTA 500 mM en H,O

destilada, ajustar el pH a 8.0 y aforar a 25 mL. Esterilizar en autoclave.
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Tiosulfato de sodio al 3%
Pesar 3 g de Na,S,03 y disolver en 100 ml de H,O destilada. Almacenaje a temperatura

ambiente.

Tris-HCI 10 mM pH 7.5
Disolver 1.58 g de Tris-HCI en H,O destilada, ajustar el pH a 7.5 con HCI concentrado y

finalmente aforara 1 L.

Tris-HCI 100 mM pH 8.0
Disolver 15.76 g de Tris-HCl en H,O destilada, ajustar pH a 8.0 y aforara 1 L.

Tris-HCI 500 mM pH 8.0
Disolver 30.3 g de Tris-base en 300 mL de H,O ultrapura, ajustar el pH a 8.0 con HCI

concentrado y aforar a 500 mL.

Triton X-100 2%
Pesar 2 g de Triton y disolver en 100 mL de H,O destilada estéril.

XTT 1 mg/mL

Pesar 1 mg de XTT y disolver en 1 mL de solucién salina estéril 0.85%.
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Apéndice B. Técnicas histologicas

Técnica histolégica de inclusion en parafina
Material y equipo necesario:

- Viales con las muestras a procesar fijadas en formalina amortiguada, paraformaldehido

al 4 % o glutaraldehido al 2.5 %.
- Histoquinete.
- Estufa a 60 °C.
- Centro de inclusion.
- Moldes de acero.
- Agujas histoldgicas.

- Pinzas de diseccion.

Procedimiento:

1. Obtener y fijar los fragmentos de los tejidos u érganos durante un periodo minimo de

2 horas.
2. Lavar en agua corriente.
3. Deshidratar gradualmente con etanol (en histoquinete):

a) Pasar por etanol al 60 % durante 60 min.
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b) Pasar por etanol al 70 % durante 60 min.
¢) Pasar por etanol al 80 % durante 60 min.
d) Pasar por etanol al 96 % durante 60 min.
e) Pasar por etanol al 96 % durante 60 min.
f) Pasar por etanol absoluto durante 60 min.
g) Pasar por etanol absoluto durante 60 min.
4. Pasar por etanol-xilol 1:1 durante 60 min.
5. Aclarar en xilol durante 60 min dos veces.
6. Pre-incluir los fragmentos en parafina liquida a 60 °C durante 60 min dos veces.

7. Incluir los fragmentos en parafina y dejar solidificar en los moldes de acero.
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Tincion de rutina con hematoxilina y eosina (H-E)
Secciones:

Cortes de tejido incluido en parafina de 5 micras de grosor.

Procedimiento:

1. Desparafinar las laminillas.

[\

. Colocar las laminillas en la hematoxilina de Gill por 2 min.

[9S)

. Enjuagar lentamente con agua corriente 2 veces.

o

. Una inmersion rapida en alcohol 4cido.

9,

. Enjuagar lentamente con agua corriente 2 veces.

6. Dos inmersiones rapidas en agua amoniacal al 1 %.

3

. Enjuagar lentamente con agua corriente 2 veces.

oo

. Enjuagar lentamente con agua destilada.
9. Colocar las laminillas en eosina (6 inmersiones).
10. Enjuagar brevemente con alcohol al 96 %.

11. Deshidratar y montar las laminillas.

Resultados esperados:

Nicleos en color morado oscuro. Citoplasma y fibras de la matriz extracelular en color

rosa.
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Técnica histoquimica con acido peryoddico de Schiff (PAS)
Secciones:

Cortes de tejido incluido en parafina de 5 micras de grosor.

Procedimiento:

1. Desparafinar las laminillas.

2. Colocar las laminillas en solucién acuosa de dcido peryodico por aprox. 7.5 min.
3. Enjuagar con agua destilada unas 2 o 3 veces.

4. Colocar las laminillas en el reactivo de Schiff por 13 a 15 min.

5. Diferenciar en la solucién sulfurosa para enjuagar unos dos cambios de 2 min. cada

uno.

6. Lavar con agua corriente por 3-5 min.

7. Enjuagar con agua destilada.

8. Contrastar con hematoxilina de Gill por 1-2 min.

9. Lavar con agua corriente.

10. Decolorar ligeramente en alcohol dcido y posteriormente lavar con agua destilada.
11. Virar en agua amoniacal, lavar con agua corriente y enjuagar con agua destilada.

12. Deshidratar y montar las laminillas.

Resultados esperados:
Levaduras en color magenta.
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Técnica histoquimica con plata metenamina de Grocott
Secciones:

Tejido fijado en formol y seccionado a 5 micras de grosor.

Procedimiento:

Debe evitarse durante todo el proceso el uso de instrumentos metdlicos, ya que la plata

precipitaria sobre ellos.

1. Desparafinar e hidratar.

2. Oxidacion en dcido crémico al 5% por 15 min.

3. Lavar con agua corriente.

4. Enjuagar en bisulfito sédico al 1%.

5. Lavar con agua corriente por 3 min. y enjuagar bien en 2-3 cambios de agua destilada.
6. Pasar los cortes en solucion de incubacion a 60°C en oscuridad por 1 h.

7. Lavar bien en dos cambios con agua destilada y uno més con agua bidestilada.
8. Dar tono en 0.1% de cloruro de oro por 4 min.

9. Pasar las secciones en tiosulfato de sodio al 3% por 5 min.

10. Lavar bien en agua corriente.

11. Contrastar claramente en la solucion de verde brillante por 10 s.

12. Lavar en agua corriente.

13. Deshidratar, aclarar, montar.
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Resultados esperados:

Hifas de hongos y cuerpos levaduriformes en color negro. Fondo: verde palido.
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Apéndice C. Produccion cientifica
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PALABRAS CLAVE Resumen

Candidosis, Candida Candida parapsilosis ha emergido como agente importante de fungemia en varias re-
parapsilosis, Candida giones geograficas, incluido México. En el entorno clinico esta levadura oportunista
orthopsilosis, Candida se ha asociado con las manos de trabajadores del area de salud, y es particularmente
metapsilosis, México. frecuente en infecciones sistémicas en neonatos prematuros de bajo peso, pacien-

tes cateterizados, ademas de sujetos bajo esquemas de hiperalimentacion intraveno-
sa. C. parapsilosis es un complejo de tres especies: Candida parapsilosis sensu stricto,
Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis, con diferencias importantes en cuanto a
virulencia y susceptibilidad antifungica.

KEYWORDS Candida parapsilosis, a challenging threat

Candidosis, Candida

parapsilosis, Candida Abstract

orthopsilosis, Candida Candida parapsilosis has emerged as an important agent of fungemia in various geo-
metapsilosis, Mexico. graphic regions, even in Mexico. In the clinical setting, this opportunistic yeast has

been associated with the hands of healthcare workers, and is particularly related
to bloodstream infections in low weight birth neonates, catheterized patients and
subjects under intravenous hyperalimentation schemes. C. parapsilosis is a complex
of three species named: Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis and
Candida metapsilosis, with important differences in virulence and antifungal suscep-
tibility.
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Molecular characterization and antifungal susceptibility
of the Candida parapsilosis species complex of clinical
isolates from Monterrey, Mexico
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Recently, it was proposed that the opportunistic yeast pathogen Candida parapsilosis
was a complex composed of the following three species: Candida parapsilosis sensu
stricto, Candida orthopsilosis, and Candida metapsilosis. A set of 344 clinical isolates
of Candida parapsilosis from Monterrey, Mexico was re-identified by RFLP. Their anti-
fungal susceptibility to fluconazole, caspofungin, anidulafungin and micafungin was
determined using the Clinical and Laboratory Standards Institute M27-A3 protocol.
Candida parapsilosis sensu stricto was the most frequent species, and was the only one
which showed resistance to antifungals.

Keywords Candidosis, Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis, Candida metap-

silosis, antifungal susceptibility

Introduction

Candida parapsilosis has been reported as an important
agent of fungemia in various geographic regions including
Mexico [1-3]. In the clinical setting, this opportunistic yeast
has been recovered from the hands of health-care workers
[1], and is primarily associated with bloodstream infections
in low-birth weight neonates, catheter-associated candidia-
sis and intravenous hyperalimentation [4,5]. C. parapsilosis
is a complex of three species, i.e., Candida parapsilosis
sensu stricto, Candida orthopsilosis, and Candida metapsi-
losis [6]. Recent studies reported a decreased susceptibility
of C. parapsilosis to azoles and echinocandins which might
become a cause of clinical concern [7,8].
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The purpose of this study was to re-identify by RFLP a
total of 344 clinical isolates of C. parapsilosis collected
over a 10-year period (1999-2010) from Monterrey, Mex-
ico, and to determine their antifungal susceptibility profiles
to fluconazole (FLC), caspofungin (CAS), anidulafungin
(ANI) and micafungin (MCF), using the Clinical and Lab-
oratory Standards Institute (CLSI) method.

Materials and methods

Isolates were grown at 37°C for 24 h on potato dextrose agar
(PDA) slants (Difco, Detroit, MI), and initially identified as
C. parapsilosis through the use of API 20C AUX strips
(bioMérieux, Mexico) and standard morphological methods.
Details regarding the isolates are presented in Table 1.

In order to re-identify the isolates, they were subcul-
tured on PDA slants and incubated at 37°C for 24 h. A
15-pl equivalent of each isolate was scraped from the plate
and resuspended in 100 pl of sterile distillated water. The
yeasts were then lysed by heating to 95°C for 10 min for
DNA extraction.

DOI: 10.3109/13693786.2012.675526
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Aspartyl proteinase, phospholipase, esterase and
hemolysin activities of clinical isolates of the Candida
parapsilosis species complex
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Candida parapsilosis is considered as an important emerging fungal pathogen and was
recently found to be a complex that include three species, i.e., Candida parapsilosis
sensu stricto, Candida orthopsilosis and Candida metapsilosis. The aim of this study
was to determine the in vitro aspartyl proteinase, phospholipase, esterase and hemolysin
activities of 65 clinical isolates of the C. parapsilosis complex, which had been previ-
ously identified by RFLP-Banl analysis. Of the enzymes evaluated, aspartyl proteinase
was the least produced by the C. parapsilosis species complex. Phospholipase and este-
rase were strongly expressed by C. orthopsilosis (67% of isolates), while 10% and 13%
of C. parapsilosis sensu stricto isolates were strong producers, respectively, of these two
enzymes. In contrast, high production of both enzymes was not detected in C. metap-
silosis. Hemolysin activity was significantly more abundant in C. orthopsilosis (87%)
than C. parapsilosis sensu stricto (67%). Overall, C. orthopsilosis isolates were statis-
tically associated with the production of hemolysins (P = 0.048) and phospholipases
(P <0.0001) compared to isolates of C. parapsilosis sensu stricto or C. metapsilosis.
Furthermore, a statistical association was found between isolates recovered from blood
and phospholipase production (P =0.017). The distribution of isolates obtained from
blood was 30% of C. parapsilosis sensu stricto, 67% of C. orthopsilosis and 20% of
C. metapsilosis.

Keywords Candida parapsilosis, aspartyl proteinase, phospholipase, esterase, hemolysin

Introduction neonates, catheter-associated candidasis and intravenous

hyperalimentation [6,7].

Med Mycol Downloaded from informahealthcare.com by 189.238.71.225 on 08/28/12

The opportunistic yeast Candida parapsilosis has increased
in significance and prevalence over the past 20 years [1]
and has been ranked as the second most common agent
of fungemia in Europe, Asia and Latin America [2-5].
The transmission of C. parapsilosis has been correlated
with the inadequate sanitary practices of healthcare work-
ers (i.e., hand contact) [3] and has been specifically associ-
ated with bloodstream infections in low birth-weight
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In 2005, based on DNA sequences, the genetically
heterogeneous taxon C. parapsilosis was recognized to
have three morphologically and physiologically indistin-
guishable species, i.e., Candida parapsilosis sensu stricto,
Candida orthopsilosis and Candida metapsilosis [8].

In Monterrey, Mexico, in particular, C. parapsilosis has
clearly emerged as the main cause of disseminated can-
didiasis, predominantly affecting = 1-year-old infants [9].
Recently, Trevifio-Rangel et al. established that C. parap-
silosis sensu stricto was the most prevalent species of the
C. parapsilosis complex in Monterrey, and the only one of
the three species that showed resistance to conventional
antifungal compounds [10].

Extracellular hydrolytic enzymes, such as aspartyl protei-
nases, phospholipases and esterases, have been considered

DOI: 10.3109/13693786.2012.712724
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Abstract

Six isolates of the Candida parapsilosis complex with different enzymatic profiles were
used to induce systemic infection in immunocompetent BALB/c mice. Fungal tissue bur-
den was determined on days 2, 5, 10, and 15 post challenge. The highest fungal load
irrespective of post-infection day was detected in the kidney, followed by the spleen,
lung, and liver, with a tendency for the fungal burden to decrease by day 15 in all groups.
Significant differences among the strains were not detected, suggesting that the three
species of the “psilosis” group possess a similar pathogenic potential in disseminated
candidiasis regardless of their enzymatic profiles.

Key words: murine model, disseminated candidiasis, Candida parapsilosis, Candida orthopsilosis, Candida metap-
silosis, fungal tissue burden.

i i

Introduction

Candida parapsilosis, C. orthopsilosis, and C. metapsilosis,
which comprise the “psilosis” group, are a cryptic species
that frequently cause opportunistic infections. These infec-
tions are associated with high morbidity and mortality rates
in hospitalized immune-compromised patients [1], princi-
pally among the pediatric population [2]. These yeasts have

been the subject of an increasing number of epidemiologi-
cal surveys [3,4], as well as in vitro studies of extracellular
hydrolytic enzymes [5,6] and biofilm production capability
[7,8].

To date there are limited reports that focus on the
pathogenic potential of psilosis group members. Gacser
et al. studied the in vitro behavior of the three species in oral

© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology. 1
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ABSTRACT

Background: Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis, and Candida metapsilosis are cryptic
species that belong to the C. parapsilosis complex, which has been increasingly associated to fungemia in
various geographic regions, principally due to the capability of these yeasts to form biofilms on indwelling
medical devices. BCR1 is one of the most studied genes related to Candida spp. biofilms.

Aims: To evaluate the biofilm forming capability of a subset of 65 clinical isolates of the C. parapsilosis
complex using two conventional approaches, and to look for an association between the biofilm forming
phenotype and genetic variants of a fragment of BCR1.

Methods: The biofilm determination was carried out by crystal violet staining and tetrazolium reduction
assay. On the other hand, a segment of BCR1 gene was sequenced by Sanger methodology.

Results: C. parapsilosis sensu stricto was statistically associated with a low biofilm production phenotype,
while C. orthopsilosis was significantly associated with both phenotypes (high and low biofilm produc-
ers). According to the BCR1 sequence analysis, genetic variability was detected in C. orthopsilosis and C.
metapsilosis without a particular biofilm formation phenotype association.

Conclusions: Under the adopted experimental design, C. parapsilosis sensu stricto was associated with
the low biofilm phenotype and C. orthopsilosis with both phenotypes (high and low biofilm producers).
On the other hand, an association between a biofilm forming phenotype and a particular genetic variant
of the analyzed BCR1 fragment was not found.

© 2014 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.
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Formacion de biopelicula y variabilidad genética del gen BCR1 en el complejo
Candida parapsilosis

RESUMEN

Antecedentes: Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis son especies
cripticas que integran el complejo C. parapsilosis, asociado de forma creciente a fungemia en diversas
regiones geograficas. Dicho crecimiento se debe principalmente a la capacidad de estas levaduras de crear
biopeliculas en los dispositivos médicos. El gen BCR1 es uno de los mas estudiados en las biopeliculas de
Candida spp.
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Abstract

Despite the increasing incidence of the Candida parapsilosis complex in the clinical set-
ting and high mortality rates associated with disseminated infection, the host-fungus
interactions regarding Candida parapsilosis sensu stricto and the closely related species
C. orthopsilosis and C. metapsilosis remains blurred. In this study, we analyzed inflam-
matory cytokines levels and histopathology as well as fungal burden in spleen, kidney
and lung of mice infected with six strains of the “psilosis” group with different enzymatic
profiles. Strong interleukin 22 (IL-22) and tumor necrosis factor a (TNF-a) responses were
observed in analyzed organs from infected mice (P < .0001) regardless of the species and
enzymatic profile. TNF-o and I-22 levels were related with spleen inflammation and fun-
gal load. Fungal cells were detected only in spleen and kidney of infected mice, especially
by day 2 post-challenge. The kidney showed glomerular retraction and partial destruction
of renal tubules. Our data suggest that a strong inflammatory response, mainly of I-:22
and TNF-«, could be involved in Candida parapsilosis complex infection control.

Key words: Candida parapsilosis complex, cytokines response, IL-22, TNF-«, IFN-y, IL-17A.

Introduction Candida metapsilosis, these three phenotypically indistin-
Candida parapsilosis sensu stricto has been recognized as guishable cryptic yeasts belong to the so-called psilosis
one of the most common Candida species that originate  group [3]. The administration of parenteral hyperalimenta-
candidemia [1,2]. Along with Candida orthopsilosis and tion solutions, as well as the use of intravascular devices and
© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology. 1
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