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RESUMEN

La candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR) se ha consolidado como un problema de
salud publica debido a su alta prevalencia, recurrencia, frecuencia y dificil tratamiento
en algunos casos. Es definida como 3 0 méas episodios de infeccion sintomatica de
vaginitis por Candida en un periodo de 12 meses. Aproximadamente, el 90% de los
casos se debe a C. albicans; sin embargo, no es la Unica especie causante de esta

patologia, ya que al menos siete especies pueden estar involucradas.
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Uno de los mecanismos de resistencia y persistencia de esta levadura es la produccion
de biopelicula, ya que el crecimiento adherido a superficie juega un papel importante en
la patogénesis e infeccion humana. En esta, estan implicados diferentes genes
cruciales para el desarrollo y constitucion de la biopelicula en distintas especies de
Candida.

En el presente proyecto se seleccionan y aislan muestras provenientes de pacientes
con CVV y CVVR, se identifican por medio de MALDI-TOF, se evalua la formacion de
biopelicula por medio de técnica espectrofotométrica XTT y se determina la presencia o
ausencia de los genes HPW1, BCR1, ALS3, TEC1 amplificados por medio de PCR
Multiplex para finalmente hacer una correlacion global entre las variables mencionadas,

la resistencia, recurrencia y las caracteristicas demograficas de la muestra analizada.

Palabras clave: Candidiasis vulvovaginal recurrente, biopelicula, mecanismos de
resistencia, XTT, PCR multiplex, MALDI-TOF.
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Jessica Maria Montes Castillo
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13



1. Introduccién

Candida es una levadura que se encuentra en el hombre como parte del microbiota de
piel y mucosas. No obstante, frente a multiples factores, adquiere la capacidad de ser
patdgena. Las infecciones causadas por esta levadura pueden ser asintomaticas y

estar localizadas en areas como boca, conducto gastrointestinal y vagina?.

Las especies de Candida se encuentran actualmente entre los principales responsables
de la mayoria de las micosis oportunistas, como es el caso de la candidiasis
vulvovaginal. La candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR) se ha consolidado como
un problema de salud publica debido a su alta prevalencia, recurrencia, frecuencia y
dificil tratamiento. Es definida como 4 o mas episodios de infeccidon sintomatica de
vaginitis por Candida en un periodo de 12 meses. Dentro de estas, la mayor parte de
infecciones flingicas son producidas por C. albicans (mas del 50%)!. Sin embargo, C.
albicans no es la Unica especie causante de esta patologia, ya que al menos siete

especies pueden estar involucradas 2.

Uno de los factores involucrados en la resistencia es la formacion de biopelicula, la cual
se considera un factor de persistencia de la infeccion. Para el caso de la CVVR, son
muchos los mecanismos patogénicos y aspectos relacionados con la virulencia de la
Candida relacionados con el proceso, generando una predisposicidon a la recurrencia en
las pacientes que presenten la infeccion. La capacidad de los hongos para colonizar la
superficie de catéteres y dispositivos médicos y formar biopeliculas contribuye a la
prevalencia de estos microorganismos como agentes etioldgicos de infecciones
nosocomiales, entre las que se encuentran las de las vias urinarias y la septicemia. En
nifos y neonatos C. albicans es el patégeno aislado con mayor frecuencia y ha sido
asociado con el uso de catéteres venosos centrales 3. El tratamiento de estas
infecciones es dificil y costoso; por ello, es imperativo contar con una identificacion
pronta y precisa, no sélo para dar un tratamiento efectivo sino para prevenir la aparicion

de cepas resistentes a farmacos. Actualmente se estan desarrollando alternativas
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terapéuticas que buscan inhibir la formacion de biopelicula, y que aporten en la

disminucién de los casos de candidiasis en la poblacion.

Por tanto, entendemos la Candidiasis como un problema de salud publica y relevancia
clinica que no ha sido explorado a profundidad y que si estd tomando auge en razon de
la resistencia antifungica que vienen mostrando los microorganismos como C. albicans,
COmo consecuencia se requiere un mayor entendimiento acerca de los mecanismos

gue le permiten prevalecer y generar esta infeccion de forma recurrente.
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2. Objetivos

2.1) Objetivo general
Analizar la formacion de Biopelicula en aislamientos de causantes de Candidiasis

vulvovaginal recurrente en un laboratorio clinico de referencia en Bogota.

2.2) Objetivos especificos

e Identificar aislamientos clinicos de CVV y CVVR procedentes de un laboratorio
clinico de referencia utilizando MALDI-TOF.

e Determinar la capacidad de formacién de biopelicula para los aislamientos
clinicos de CVV y CVVR por medio de la técnica de XTT.

e Relacionar la formacion de biopelicula con la presencia o ausencia de los genes
HPW1, BCR1, ALS3, TEC1 amplificados por medio de PCR Multiplex en los
aislamientos clinicos procesados.

e Analizar los resultados teniendo en cuenta las caracteristicas demogréficas de la

muestra poblacional procesada.
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3. Justificacién

Las especies de Candida se encuentran actualmente dentro de las principales causas
de micosis oportunistas. Dentro de estas, la mayor parte de infecciones fungicas son
producidas por C. albicans (mas del 50%)*. De las diversas infecciones, actualmente la
candidiasis vulvovaginal por C. albicans se presenta como un problema de salud
publica, por su recurrencia, frecuencia y dificil tratamiento. Esto ultimo debido
principalmente a la produccién de biopelicula, pues el rapido crecimiento y la capacidad
de adherencia a la superficie les confieren mayor resistencia a los tratamientos

antifingicos como polienos, azoles y equinocandinas?.

Sin embargo, esta no es la Unica especie en producir dicha patologia, se tiene
evidencia de que al menos siete especies, pueden estar involucradas, haciendo de la
identificacion y determinacion frecuencial de cada una, un punto importante a la hora
de definir el tratamiento de esta, enfatizando en el hecho de que cada especie puede
presentar distintos mecanismos de resistencia a los antifingicos usados hasta al

momento de forma convencional.

Teniendo en cuenta que actualmente esta micosis se ha convertido en un problema de
salud publica, y que en Colombia (especificamente Bogota D.C) no se han realizado
estudios suficientes que permitan identificar los factores que influyen en la recurrencia,
patogenicidad y resistencia de pacientes con Candidiasis vulvovaginal recurrente es
imperativo recopilar la informacion disponible y a partir de esta, investigar a fondo los
puntos clave que determinaran una correlacion clinica que permita dilucidar factores
desconocidos y a su vez rutas de investigacion para contribuir en el desarrollo de

posibles tratamientos.
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Dentro de la informacion disponible se hayan bases que sustentan la importancia a
nivel social de dicha infeccion, como ejemplo, tenemos el estudio realizado por Edith
Angel-Miiller, M.D. et. al., en el cual se determina la frecuencia de las infecciones del
tracto genital femenino en dos poblaciones de Bogota D.C., para las cuales el 16% de
la muestra se veia afectada por Candidiasis vulvovaginal siendo asi la segunda causa
de infecciones vaginales después de la vaginosis bacteriana, adicionalmente en este
estudio se menciona la poca informacion respecto a la prevalencia de las ITS y a la
dificultad que se presenta en el tratamiento debido a esto mismo.? Por otro lado se
encuentra un estudio escrito por Nora Cardona-Castro et al, que es mas especifico en
cuanto a la prevalencia de la infeccion de caracter recurrente, puesto que realizan un
seguimiento durante un afio y evalGan la evolucion clinica y la presencia de candidiasis
vulvo vaginal recurrente (definiendo esta recurrencia como tres episodios 0 mas en un
afio)*° sin embargo, se tienen en cuenta los casos que tuvieron un solo episodio y las
especies con las que se relacionan, ofreciendo una vision parcial del porcentaje de
pacientes de su muestra que presentan dicha infeccion segudn su recurrencia al afio
exponiendo que de su estudio el (57.5%) de las pacientes presentaron un episodio de
candidiasis vulvovaginal por afio, el (17.5%) de las pacientes experimentaron dos
episodios y el (25%) tuvieron tres o0 mas episodios de CVV por afo. De las cuales el
83% fueron por C. albicans y el restante 17% se debieron a las especies C.

parapsilosis, C. krusei y C. glabrata.

Como se observa, dentro de la formacion de biopelicula se ven implicados diferentes
genes, de los cuales fueron seleccionados los genes HPW1, BCR1, ALS3, TEC1, de
acuerdo a su importancia en el desarrollo y constitucion de la biopelicula en distintas
especies de Candida®’; pues en varios articulos relacionados con el tema se observa
gue estos genes son una diana de investigacion por el papel que desempefan en la
formacion de biopelicula. El papel de los genes mencionados cumple una funcién
relevante, y demuestra que la formacion de la biopelicula es un proceso de
cooperaciéon genética muy grande, del cual no se puede despreciar ninguna funcion,
por lo cual se infiere que al analizar los cuatro genes seleccionados, se esta tomando

en cuenta pequefas partes de todo el proceso de formacion, no obstante, es posible
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constatar que BCR1, TEC1, HWP1 y ALS3 en razon de la variedad de sus funciones
(Transcripcion, morfogénesis hifal y adhesion) pueden brindar informacion valiosa para
la consecucion de los objetivos de este proyecto, y quizd contribuya a develar un
posible blanco de accion contra especies de Candida involucradas en CVV recurrente.

Por tanto, entendemos la Candidiasis como un problema de salud publica y de
relevancia clinica que no ha sido explorado a profundidad y que si esta tomando auge
en razon de la resistencia antifingica que vienen mostrando los microorganismos
incluida Candida spp, y como consecuencia requiere un mayor entendimiento acerca
de los mecanismos que le permiten prevalecer y generar esta infeccion de forma

recurrente®’,

De acuerdo con lo mencionado en el apartado del impacto, la prevalencia y frecuencia
de casos de mujeres con candidiasis vulvovaginal recurrente es importante no solo en
Colombia si no en muchos paises en via de desarrollo, en zonas en que el acceso a
educacion sexual, salud y tratamiento se tornan inalcanzables para la poblacién. Por
tanto, como usuarios directos e indirectos tenemos a estas poblaciones vulnerables,
ademas de mujeres que segun una revision bibliografica hecha por M. C. Javier
Pineda-Murillo et al. de la Unidad de Micologia, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional Autbnoma de México se encuentran en riesgo en razén de condiciones
particulares como encontrarse en zonas de clima célido, o condiciones genéticas,
puesto que se haya una mayor prevalencia en mujeres de piel negra, personas con
grupo sanguineo ABO y fenotipo Lewis, historia familiar de vaginitis y pacientes
atopicos ademas de uno de los determinantes mas importantes que es la situacion
inmunolégica de las pacientes, por lo cual se define a estas pacientes como los

usuarios directos 8.

Por otro lado, en el mismo estudio, se estima el costo del evento, el cual en Estados
Unidos alcanza un billon (109) de dolares por afio. Debido a que los signos y sintomas
de la VVC son similares a los de varias infecciones genitales, es muy dificil confirmar el

diagndstico de infeccién ademas de la resistencia antifingica que complica aun mas la
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patologia, por lo cual se propone a la industria farmacéutica y a las instituciones de

salud como usuario indirecto.®

4. Impacto esperado

En la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca (UCMC)

e Entrega de la tesis a la biblioteca de la universidad para fines académicos.

e Entrega de base de datos demograficos y lote de muestras clinicas para futuras
investigaciones

e Publicacion de los resultados encontrados en articulo cientifico.

e Contribuir en el reconocimiento de la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca como institucion activa en el proceso de la investigacion en areas

de la salud.
Instituciones participantes

e Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
e Universidad del Rosario

e Laboratorio Clinico Colsanitas (Keralty)
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5. Antecedentes

5.1) Estado del arte

Existen diversos estudios en los cuales se destaca que muchas bacterias y hongos se
encuentran predominantemente como comunidades adheridas a la superficie, que
ahora nos referimos como biopelicula. La formacién de biopelicula se ve a menudo
como una via de desarrollo, en la cual, las células adquieren componentes fenotipicos
gue son distintos de sus homélogos, volviéndose cada vez mas claro que la formacién
de biopelicula es critica para numerosas interacciones que afectan la salud humana, y
gue dentro de estas interacciones se expresan una variedad de proteinas especificas

gue contribuyen en su formacioén y desarrollo 3.

En el proceso de dilucidar estos mecanismos e interacciones, Nobile y Mitchell en 2006
se enfocaron en la formacién de biopelicula por el patdgeno fungico invasor principal de
los seres humanos, C. albicans #. La investigacion se orient6 a manera de revisién
destacando la interaccion célula-célula de esta especie y lo que conlleva esto para su
expresion génica. Propone un material de base y una lista de genes abstraidos de
diversas investigaciones, que codifican para proteinas implicadas en biopelicula desde
la formacion, factores de transcripcion, adherencia, crecimiento, activacion,
sefalizacion celular, morfogénesis hifal, hasta resistencia a farmacos. Destaca la
relacion y el comportamiento de Candida cuando se encuentra en proceso de
formacion de biopelicula, su expresion y sobreexpresion de genes, como el aumento o

disminucion de actividades °.
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En cuanto a la atencion prestada a la biopelicula formada por hongos, es baja, pues
generalmente se da mas relevancia al formado por bacterias, lo que conlleva a que no
se comprenda en su totalidad los mecanismos patogénicos de infecciones causadas
por hongos. Para el caso del género Candida, Garcia-Sanchez en el 2004 presenta y
destaca por primera vez la evidencia de un patron de expresion génica especifico de la
biopelicula de C. albicans, s6lo marginalmente influenciado por parametros
ambientales. Se estudiaron las poblaciones de biopelicula desarrolladas en diferentes
condiciones de flujo, oxigenacion y concentracion de glucosa y se compararon sus

perfiles globales de transcripcion con los de poblaciones plancténicas ©.

Este estudio detect6é 1.850 genes, de los cuales demostré que 325 se encuentran
diferencialmente expresados entre biopelicula y condiciones planctonicas. Siendo de
estos, 317 genes expresados independientemente de la formacién de hifa, y 86 genes
dependen del desarrollo micelial. Con los resultados obtenidos por Garcia-Sanchez, es
posible conocer los factores que intervienen en el proceso de candidiasis vulvovaginal
recurrente, poder extrapolar y comparar la presencia de estos genes de C. albicans con
los de otras especies de alta frecuencia implicadas en CVV; ademas de ser una base

para seguir profundizando en el estudio de C. albicans *°.

En términos globales la CVV se considera una antigua enfermedad con nuevos
desafios que va tomando cada vez mas fuerza, como lo resalta Foxman vy
colaboradores. En su investigacion, se incluyeron a 6.000 mujeres provenientes de
Alemania, Francia, Italia, Reino Unido y Estados Unidos, y determinaron que la
prevalencia de CVVR para el 2013 fue del 9% y la probabilidad de que la CVV progrese
a su forma recurrente fue alta. Los datos globales permiten estimar que esta forma de
micosis afecta aproximadamente a 138 millones de mujeres en el mundo. Debido a sus
caracteristicas, como se resalta, esta enfermedad es preocupante por la recurrencia de

los sintomas y su naturaleza refractaria a los tratamientos convencionales 2.

El estudio de determinados genes y su relacion con la biopelicula, demuestra la

importancia de genes especificos para el mantenimiento de la misma. Jyotsana y
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Pranab del Centro de Laboratorio de Referencia de Micologia Médica en Cleveland,
proporcionan un amplio conocimiento del efecto de diferentes variables, incluido el
tiempo de crecimiento, los nutrientes y las condiciones fisiolégicas, sobre la formacion
de biopeliculas, la morfologia y la arquitectura. Seleccionaron diferentes genes
involucrados en la formacion de biopelicula les realizaron algunas modificaciones,
destacando que BCR1, TEC1, HWP1 y ALS3 son genes criticos para el desarrollo y

mantenimiento de la biopelicula *2.

El papel de los genes mencionados cumple una funcion relevante, y demuestra que la
formacion de la biopelicula es un proceso de cooperacion genética muy grande del cual
no se puede despreciar ninguna funcion. Ademas, los avances tecnoldgicos recientes
han facilitado el desarrollo de nuevos enfoques para investigar la formacion de
Biopeliculas e identificacion de marcadores especificos. De manera que los hallazgos
de las diversas investigaciones apuntan a la necesidad de comprender y analizar las
biopeliculas de Candida en los niveles morfoldgico, fisiologico, bioquimico y molecular,
lo que proporciona informacion detallada sobre su biologia y patogénesis 2. Pues este
nuevo conocimiento alimentaria investigaciones futuras que probablemente conduzcan

a un mejor manejo de las enfermedades asociadas con las biopeliculas fangicas.
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6. Marco referencial

6.1) Generalidades del género Candida

Candida spp, pertenece al phylum Ascomycota, son levaduras mitosporicas alargadas
o ligeramente redondas de 2 - 6 x 3 - 9 um, poseen una reproduccion asexual por
blastoconidias y tienen un metabolismo principalmente aerobio®®. El género Candida
incluye aproximadamente 150 especies identificadas hasta el momento, que se han

aislado de vegetales, suelo, agua, aire, alimentos.

Es una especie dimorfica, es decir, llega a crecer como levadura o en forma de hifas,
dependiendo de las condiciones ambientales. Puede ser un comensal de la superficie
de la mucosa y en algunos casos forma parte de la biota normal de la piel y
membranas mucosas (boca, vagina, vias respiratorias altas, tracto gastrointestinal) de
mamiferos °. Sin embargo, cuando las condiciones son permisivas se convierte en
patégena, lo que puede conducir a infecciones mucosales e invasivas con alta

mortalidad principalmente en personas inmunocomprometidas 4.

Las micosis causadas por el género Candida se denominan Candidiasis; una de las
especies mas relevantes del género Candida es C. albicans. La capacidad de un
cambio morfogenético de esta levadura estd asociada con el comensalismo,
encontrandose en gran medida en el intestino y la vagina de hospederos asintomaticos
y la formacién de pseudohifas estd asociada con patogenicidad y por tanto puede
hallarse en muestras de tejidos invadidos incluidos los de mujeres con candidiasis

vulvovaginal.
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La formacion de pseudomicelio se encuentra en la mayoria de las especies y
variedades. Frecuentemente el pseudomicelio se diferencia en pseudohifa y
blastoforos, pudiendo formarse con verdadero micelio y clamidosporos 1°. A excepcién
de C. glabrata, el resto de las especies asociadas a candidiasis pueden formar
pseudomicelios; C. albicans y C. dubliniensis ademas son formadoras de hifas. Los
blastosporos de C. albicans alcanzan didmetro de 1,5 a 5 micras °.

Las especies de Candida spp. crecen entre 48 y 72 horas. En agar Sabouraud forman
colonias cremosas de color blanco o crema, brillantes o ligeramente opacas, pueden
ser lisas o rugosas y pueden observarse los filamentos que penetran en el agar . En
cuanto al metabolismo, muchas especies de Candida presentan habilidades

fermentativas y/u oxidativas 617,

6.2) Identificacion de especies de Candida spp.

Los métodos convencionales utilizados actualmente para el aislamiento y recuperacion
se realizan en agar Sabouraud dextrosa con 0.02% de cloranfenicol, incubado a 37°C
por 24 — 48 h. Se realiza microscopia de ldminas coloreadas con azul de lactofenol
para la observacibn de las estructuras micoticas presentes (Levadura,hifa vy
pseudohifa). Posterior a la identificacion del género de la levadura, las cepas son
caracterizadas de forma manual, por medio del método tradicional de asimilacién y

fermentacion de azUcares 18

Para la micromorfologia, las cepas son analizadas por medio de la observacion
morfoldgica tradicional, por el método del tubo germinal y a su vez por las pruebas de
formacion de clamidoconidias y blastoconidias en agar de arroz. Adicionalmente, se
pueden realizar pruebas de crecimiento en agar Sabouraud dextrosa con cicloheximida
al 0.01% o al 0.1%, con variaciones en las temperaturas (30°C, 37°C y 42°C) y tiempos
de incubacion (24h, 48h y 72h) 19
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Otras pruebas incluyen la asimilacion de la fuente de nitrégeno en donde se utilizan
distintas bases de levadura de carbono como (YCB-Difco Laboratories o YNB-Difco
Laboratories), el resultado positivo se hace evidente por medio del crecimiento
alrededor de la fuente de nitrégeno 2021

Los métodos automatizados, son un mecanismo simplificado, miniaturizado vy
automatizado, que en general resume las reacciones bioquimicas. El fundamento se
basa en la inoculacion de la cepa en pocillos que contienen distintos sustratos, que al
momento de ser utilizados por la levadura producirdn un cambio bioquimico que podra
ser leido en razdon de los cambios que presenta; la lectura se realiza de forma
automatica dando un resultado que consiste en un cddigo numérico que indica las
reacciones halladas; lo que representa un patron comparable con la biblioteca o base
de datos que dispone %22,

La posibilidad de identificacion de microorganismos directamente de muestras
biologicas por espectrometria de masas MALDI-TOF ofrece una ventaja sobre los
procedimientos de microbiologia tradicionales basados en el cultivo, pero es
recomendable que su implementacion esté integrada a algoritmos diagnésticos que

integren los resultados de esta 23,

6.3) Estructura antigénica

La estructura antigénica del género Candida es compleja; ha sido demostrada la
existencia de antigenos citoplasméticos de naturaleza proteica y antigenos
glicoproteicos presentes en su pared celular, los cuales han sido quimicamente
definidos como manano-proteinas, glucano-proteinas y glucanomanano-proteinas;

siendo el manano el de mayor actividad antigénica 2°.

Candida tiene varios atributos de virulencia para colonizar el huésped y ocasionar dafio
de forma directa, al activar, resistir o desviar los mecanismos de defensa de este. Los
factores de virulencia expresados o requeridos por el microorganismo para causar

infeccion pueden variar segun el tipo, el sitio y la naturaleza de las defensas del
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huésped. El delicado equilibrio entre el huésped y el hongo patégeno puede convertirse
en una relacion paréasita y resultar en una enfermedad grave. Los hongos no son
participantes pasivos en el proceso infeccioso; la interaccion entre el hongo y el medio
ambiente esta afectada por su variabilidad antigénica, el cambio fenotipico y la
transicion dimorfica 2.

Candida spp, cuenta con diversos factores potenciales de virulencia, como la
morfologia celular, la actividad enzimatica extracelular y los factores de adhesion, que

favorecen la formacion de biopeliculas 252,

La transicion de levadura a hifa es uno de los atributos de virulencia mas relevantes de
C. albicans para invadir los tejidos. Se ha comprobado, que el crecimiento de forma
filamentosa tiene ventajas sobre la levadura en la penetracion de la célula o tejido y
disminucién de la fagocitosis. La levadura, secreta enzimas capaces de degradar
proteinas, lipidos y otros componentes celulares, esto facilita su infiltracion en sustratos
solidos y tejidos; la hifa por otro lado es idénea para abrir la brecha entre las barreras
tisulares ?7. Asi, las levaduras predominan durante la colonizacién de la mucosa en el

huésped sano, pero la hifa emerge cuando las defensas de éste declinan %,

Episodios tempranos Episodios tardios
Activacién de genes de -‘—
polimorfismo y sefializacdn
celular *’
O = % [ Qo
Tubo t Levaduras tes
Levadura geminativo T geman
Reconocmiento por receplores Reconocmiento por receptores Penetracion a tejidos
de manosa de células dendriticas. C3 o FcRde células dendriticas.
Activaciéon Respuesta Activacidon Respuesta
TH1 = Proteccion TH2 = Produccédn de

anticuerpos

Figura 1. Morfogénesis en Candida spp. durante la infeccion. Dermatologia Rev Mex
Volumen 49, NUm. 1, enero-febrero, 2005%°
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Las principales enzimas extracelulares relacionadas con la patogénesis de Candida
son las proteasas, fosfolipasas y lipasas. En C. albicans se han descrito varios
miembros de una gran familia de enzimas de secrecion aspartico proteinasas (SAP),
gue han sido bastante estudiadas en estos hongos 2%2°27, Las SAPs son codificadas
por los genes de la familia SAP, la presencia de estos genes proporciona al hongo un
sistema proteolitico eficiente y flexible que puede garantizar su éxito como patégeno
oportunista 393132 |Las SAP degradan la matriz extracelular y las proteinas de
superficie del huésped, como queratina, colagena, laminina, fibronectina y mucina. Las
proteinas que comprenden la familia SAP no se limitan solo a C. albicans, ya que se ha
demostrado su presencia en C. dubliniensis, C. tropicalis y C. parapsilosis 33 34 35,

Sin embargo, es importante tener en cuenta que especies de Candida se da una
expresion diferencial de genes en reaccion al medio ambiente lo cual favorece la
estructura antigénica de esta. Por ejemplo, C. albicans muestra expresion diferencial de
genes en respuesta al pH del medio, lo que puede ser importante para su patogéenesis.
Ademas, el género Candida cuenta con adhesinas, que promueven la adherencia a las
células del huésped o a sus ligandos especificos. Estas biomoléculas unen a varias
proteinas de la matriz extracelular de las células de mamifero, como fibronectina,
laminina, fibrinbgeno y colageno tipo | y IV 35 36 37 Existen diferentes tipos de
adhesinas registradas en Candida, como la familia de las ALS, o Hwplp, Intlp y Mntlp

gue presentan una relacion con el proceso de adhesion®’.

6.4) Candidiasis

El término Candidiasis comprende un espectro clinico causado por especies del género
Candida extremadamente variado, desde una infeccion superficial hasta una

diseminada, y puede afectar cualquier drgano o sistema.

El género Candida contiene aproximadamente 150 especies; sin embargo, esta cifra

sigue en aumento. Menos de 15 especies han sido implicadas en infecciones clinicas,
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algunas con mas frecuencia que otras, en la tabla 1 se observa la frecuencia de

aislamiento de especies de Candida 38 39 40,

Tabla 1. Frecuencia de aislamiento de especies de Candida spp.

Especie Frecuencia
C. albicans 50%
C. tropicalis 15-30%
C. parapsilosis 15-30%
C. glabrata 15-30%
C. krusei ~1%
C. guilliermondii ~1%
C. lusitaniae ~1%
C. dubliniensis ~1%

Obtenido de : Vazquez JA, Sobel JD. Candidiasis. Chapter. Essentials of Clinical
Mycology, 2011;167-206.4!

La colonizacion en piel y ufias es transitoria con predominio de las especies C.
parapsilosis y C. guilliermondii. En mucosa oral, la prevalencia de especies de Candida
varia entre el 2% y el 37% en poblacion sana y entre el 13% y el 76% en pacientes

hospitalizados. C. albicans predomina en candidiasis genital, oral y cutanea (>90%) °.

29


http://www.springerlink.com/content/t7015v215u3t6686/
http://www.springerlink.com/content/t7015v215u3t6686/

En aproximadamente 95-97% de las infecciones invasoras estan implicadas cinco
especies (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei), de las
cuales C. glabrata y C. krusei, tienen una resistencia intrinseca o adquirida a los
azoles, asi como a otros flngicos utilizados cominmente 42, Las infecciones restantes
(3-5%) son causadas por 15-18 diferentes especies que incluyen a C. lusitaniae, C.
guilliermondii y C. rugosa. Estas especies son consideradas como causa inusual de
candidiasis y estan asociadas a brotes, o bien exhiben resistencia adquirida o innata a
los antimicéticos de wuso comin 6. Actualmente una Candida emergente
multirresistente a llamado la atencion de las autoridades de salud, Candida auris
descrita en el 2009 causa infecciones asociadas a porcentajes altos de mortalidad, esto
debido probablemente a su resistencia a tratamientos convencionales y la capacidad
de facil transmision entre pacientes. La dificultad en el diagnéstico de esta infeccion
hace con que el tratamiento en la mayoria de los casos no sea el adecuado,
agudizando el cuadro de los pacientes. Frecuentemente es confundida con la C.
haemulonii, y en los casos reportados se ha visto una resistencia a antifGngicos como
los azoles, equinocandinas y anfotericina B; debido a esto se ha hecho importante su
identificacion para proporcionar una orientacibn a un tratamiento efectivo,

disminuyendo la tasa de mortalidad que ha aumentado en los Gltimos afios “.

6.5) Candidiasis Vulvovaginal

La candidiasis vulvovaginal (CVV) afecta la mucosa vaginal y es causada por diferentes
especies del género Candida #*. La CVV es monomicrobiana, sin embargo, su causa es
multifactorial. Factores genéticos (polimorfismos en grupo sanguineo), hormonales, uso
de antibacterianos, edad, actividad sexual, patologias como la diabetes mellitus,
causas idiopaticas, el empleo de dispositivo intrauterino (DIU), espermicidas, uso de

protectores diarios y embarazo, predisponen a la colonizacién y al desarrollo de CVV 4>
46, 47, 48

El microbiota de la vagina se encarga de mantener un microambiente que evita la

colonizacion por agentes infecciosos, en esta predomina Lactobacillus acidophilus. Un
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pH entre 3.8 y 4.2 favorece el crecimiento de estas bacterias comensales y puede dar

la entrada a diferentes infecciones 4649,

Los receptores de las células del epitelio plano vaginal para Candida, son carbohidratos
naturales y facilitan la adherencia al ser afectados principalmente por factores
endogenos. Algunos cambios que afectan el microbiota vaginal incluyen el embarazo
donde el pH se hace menos acido y la terapia con anticonceptivos hormonales debido a

la existencia de receptores estrogénicos en C. albicans 46,%°.

Candida puede adquirirse a partir del reservorio intestinal, por contacto sexual y por
recaida después de un tratamiento que no erradicd la levadura. Accede al lumen
vaginal desde la zona perianal. Tanto los blastoconidios como las pseudohifas son
capaces de destruir el epitelio vaginal por invasién directa. Aunque los sintomas no
siempre se relacionan con la carga fangica, en general, la CVV se asocia a un mayor

ndmero de levaduras y pseudohifas 4°.

A pesar de que el prurito y la descarga vaginal son frecuentes en CVV, esta
sintomatologia no es especifica. Generalmente se observa eritema e inflamacion
vaginal y la sintomatologia aumenta la semana previa a la menstruacion. Aunque los
sintomas se presenten de manera clasica, el diagndéstico no puede realizarse sélo con
la historia clinica y el examen fisico. Se requiere microscopia y medicién de pH, ya que

en CVV es de 4,0-4,5 aproximadamente 84546,

6.6) Candidiasis vulvovaginal recurrente

La candidiasis vulvovaginal recurrente (CVVR) es definida como 4 o mas episodios de
infeccion sintomatica de vaginitis por Candida en un periodo de 12 meses. Suele
presentarse en un huésped con otras condiciones de base, como diabetes no
controlada, uso de esteroides por lupus, en mujeres inmunocomprometidas, obesidad,
uso de terapia de reemplazo hormonal, la administracion topica estrogénica, asi como

la necesidad de consumo de tamoxifeno, las dermatosis vulvares, liquen escleroso,
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eczema y dermatosis atopica 50. No obstante, cerca de la mitad de las pacientes con

CVVR no tiene algun factor de riesgo.

La patogénesis es idiopatica e incomprensible. Se ha visto que existe cierta
predisposicidn genética inmunologica en la CVVR idiopatica. Pacientes con CVVR
requieren una terapia prolongada. Usualmente, cada recurrencia sucesiva de vaginitis
tiende a ser causada por la misma cepa de Candida que origind la crisis anterior. En la
CVVR C. glabrata es el segundo agente etiologico mas frecuente, luego de C.
albicans®.

En el diagnéstico diferencial de la CVVR, se debe considerar el tratamiento inadecuado
de una CVV previa en donde la terapia fue inefectiva, duracion insuficiente de la terapia
o (en el caso de regimenes orales) interacciones con otras drogas que disminuyan el
nivel de la droga administrada; otras infecciones (tricomoniasis, vaginitis bacteriana),
dermatitis de contacto, vaginitis atrofica, hipersensibilidad, liquen plano erosivo, alergia,
sindrome de Behcet, pénfigo, etc. Por otro lado, la enfermedad severa se suele
acompafar de edema significativo, flujo, fisuras; por lo tanto, la paciente no va a
encontrar mejoria antes de 72 o 96 horas. La resolucion completa puede tomar 1 a 2

semanas 0.

6.7) Respuesta inmune frente a la infeccion por Candida

La defensa inmunitaria contra la Candida esta mediada por células, pues, aunque la
mayoria de las mujeres con candidiasis tienen anticuerpos tipo inmunoglobulina G,
estos no son protectores. Los principales reguladores del crecimiento de la Candida en
la vagina son los macréfagos y linfocitos T; es tipico que no haya polimorfonucleares en
este sitio. La region subepitelial de la ldmina propia de la mucosa vaginal contiene
células cebadas y macrofagos que acceden a la luz a través de una red de conductos
subepiteliales 4°. Los macréfagos producen prostaglandina E2, la cual estimula la
produccion de tubos germinales en células de levadura de C. albicans y aumenta las
concentraciones intracelulares de adenosin monofosfato ciclico, este aumento se ha

relacionado con la formacion de tubos terminales candidiasicos; ademas dicha
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prostaglandina es un potente factor inmunosupresor de la inmunidad mediada por
células. Todos los factores anteriormente descritos favorecen el desarrollo y la

susceptibilidad a vaginitis por Candida 813,

En situaciones de estrés o ejercicio fisico vigoroso se libera B-endorfina por la hipdfisis
anterior; pruebas recientes demuestran que esta sustancia puede actuar como
inmunoregulador. Los linfocitos T y los macréfagos tienen receptores para -endorfina,
de tal forma que cuando este se une a los macrofagos de la mucosa vaginal induce la
liberacion de prostaglandina E2, lo cual es un efecto indirecto en la germinacion de C.
albicans 4°. Es importante resaltar que este mecanismo solo se ha desarrollado en
mujeres en periodo ovulatorio, lo cual plantea que la germinacion candidiasica mediada

por B-endorfina requiere un cofactor probablemente estrogénico #°.

La inmunidad mediada por células desempefia un papel destacado ya que la
asociacion “linfocitos CD4-macrofago” ejerce un poder de vigilancia y su déficit redunda
en una mayor facilidad de Candida para adherirse a las células epiteliales. La
frecuencia y gravedad de las infecciones dependen, sobre todo, del nivel de células
CD4 en sangre. Las candidiasis son evidentes en enfermos con recuentos inferiores a

400 linfocitos CD4/mm3 51.52,

Debe tenerse en cuenta que las mananas y las manoproteinas de la pared celular de
Candida son activadoras de las células CD8 y deprimen la actividad de las CD4,
potenciando el efecto inmunosupresor del VIH. Por esta razén, en pacientes VIH
positivos, se ha propuesto la administracién de tratamientos antifungicos durante
lapsos prolongados a fin de reducir el nivel de antigenos libres en sangre y tejidos,

evitando un deterioro mayor de la inmunidad °.

6.8) Epidemiologia de candidiasis vulvovaginal

Afecta entre 70 y 75% de las mujeres en edad fértil y se estima que 40 y 50%

experimentara recurrencia. Cinco a ocho por ciento de las mujeres desarrolla un cuadro
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mas grave, la CVV recurrente (cuatro o mas episodios de CVV al afio). Se estima que,
en promedio, 20% (10 a 80%) de las mujeres sanas asintomaticas esta colonizada por
Candida®. Sin embargo, debido a que la candidiasis no es una enfermedad de
notificacién obligatoria en el pais, no se conoce la incidencia real de la CVV;
adicionalmente se ve enmascarada por errores en el diagnostico y por estudios poco

representativos de la poblacién general 4.

Estimated number of cases
per 100000 women

B =300

I OO 300

B 3700-4000

3 3400-3700

O <3400

= Mo data

En un estudio realizado en Colombia en la ciudad de medellin, en 150 pacientes con
diagnoéstico de vaginitis por Candida entre febrero de 2006 y noviembre de 2008, se
observé una prevalencia de las diferentes especies de Candida: C. albicans 80% (120),
C. parapsilosis 10% (15), C. glabrata 5,3% (8), C. tropicalis 2% (3), C. guilliermondii
1,3% (2), C. kefyr 0,7% (1) y C. famata 0,7% (1). El 90%, 135 de ellas, manifestaron
sintomas asociados a infeccion por Candida spp; el 44,5%, 60 mujeres, presentaron
simultAneamente prurito y flujo vaginal. EI 6% de las pacientes presenté mas de 4
episodios de candidiasis vulvovaginal en un afio 44 Siendo C. albicans la especie
predominante seguida por C. parapsilosis y C. glabrata.

Figura 2. Prevalencia global de candidiasis vulvovaginal recurrente por 100.000
mujeres (en 2018) *°
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La prevalencia en Colombia de CVVR por 100.000 mujeres es de 4110 al 2018. En
Colombia al 2018 hay 23.591.000 mujeres, de las cuales 13. 845.000 entre los 15 - 54

afnos.

6.9) Biopeliculas fungicas

De las infecciones humanas, 65% estan relacionadas con la formacién de biopeliculas
56,57 que actian como un reservorio de fuente persistente de infecciones, son dificiles
de eliminar y a menudo se asocian con infecciones recidivantes, se asocian
frecuentemente con infecciones vinculadas con catéteres y dispositivos médicos, lo que

favorece las infecciones nosocomiales 8.

Son una asociacién que puede estar formada por una sola especie bacteriana, fungica,
0 por una comunidad derivada de multiples especies microbianas, se produce cuando
esta comunidad microbiana se une irreversiblemente a un sustrato y estd embebida en
una matriz extracelular auto producida, sus células muestran un fenotipo alterado con

respecto a su velocidad de crecimiento y transcripcién genética 5* 9,

Las ventajas que ofrece este mecanismo son la fuerte uniébn a superficies vivas o
inertes, colonizacion a tejidos huésped, expresion de caracteristicas de virulencia,
cooperacién metabdlica, captura eficiente de nutrientes, comunicacion célula a célula y

favorece a que la comunidad microbiana puede sobrevivir en condiciones criticas.¢

La formacion de una biopelicula es un proceso complejo que se inicia con la
adherencia sobre una superficie abibtica, un tejido o en la interface aire-liquido; ocurre
como un proceso continuo, de acuerdo con sus diferentes fases de desarrollo:

a) acondicionamiento

b) adhesion

c) sintesis de matriz extracelular inducida por quorum sensing

d) maduracion

e) dispersion
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Estas fases conducen a la formacion de una estructura uniforme en forma de depadsitos
homogéneos y acumulaciones viscosas celulares rodeadas de una matriz de polimeros
con canales abiertos para el movimiento de agua. En general, la formacion de
biopelicula de cualquier organismo sigue una secuencia similar de estos sucesos y los

hongos no son la excepcion €.

La adhesion y colonizacion de las poblaciones fungicas se favorece por diversos
factores, como el flujo del medio que las rodea (orina, sangre, saliva y moco), el pH, la
temperatura y la osmolaridad, entre otros; hay que recordar que la formacién de la
matriz extracelular favorece en buena medida la adhesioén celular y la maduracién de la
biopelicula. Esta matriz proporciona a la célula proteccion contra factores hostiles,
como la inmunidad del huésped y los antimicrobianos, debido a que es una malla de
proteinas y azlucares que se forma alrededor de las células microbianas y crea una

presion osmotica que fuerza a las biopeliculas a hincharse y expandirse ©.

En el género Candida, la formacion de biopeliculas in vitro se puede descomponer en
tres etapas basicas: (1) union y colonizacion de células de levadura a una superficie,
(2) crecimiento y proliferacion de células de levadura para permitir la formaciéon de una
capa basal de células de anclaje y (3) crecimiento de pseudohifas e hifas extensas
concomitantes con la produccién de material de matriz extracelular (en la figura 3 se

observa este fenémeno) 60 62,

Matriz exopolimérica 1

Hifas v levaduras

,,,,, 5

6606 @

Temprana Intermedia Madura
0-12h — 12-30h — 38-72h
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Figura 3. Fases de formacion de biopeliculas de Candida sp in vitro. La morfogénesis
se activa cuando la levadura entra en contacto con la superficie y la capa de las células
basales. Tiene un papel importante de anclaje de la biopelicula a la superficie,
siguiendo el orden: adhesion temprana, crecimiento, proliferacion y maduracion.
Dermatologia Rev Mex Volumen 49, Num. 1, enero-febrero, 20053,

La formacion de biopeliculas de C. albicans es un proceso que se inicia cuando las
levaduras se adhieren a la superficie tisular y las biopeliculas se forman como etapa

temprana (8-11 horas), intermedia (12-30 horas) y madura (38-72 horas) (figura 3)¢3.

La biopelicula madura consiste en una densa red de levaduras, hifas y pseudohifas,
recubiertas por una matriz extracelular y esta frecuentemente asociada con bacterias.
La produccion de la matriz extracelular aumenta con la edad de la biopelicula; ademas,
su composicién varia en funcion de los microorganismos que la forman: en C. albicans,
el azucar principal es glucosa; sin embargo, en C. tropicalis es hexosamina, lo que
explica que esta composicidbn sea la causa de una penetracion diferente de los
antifangicos, por lo que resulta mas lenta la difusion de 5-flurocitosina y del fluconazol

en las biopeliculas de C. tropicalis y C. parapsilosis 6.
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Figura 4. Formacion de biopelicula, tomado de: Herramientas de andlisis para
mecanismos de resistencia en C. albicans. Gladys Pinilla et al., 2018 5.

Uno de los principales componentes en C. albicans es el $-1,3-glucano, que tiene la
capacidad de secuestrar a los azoles y les confiere resistencia en las biopeliculas, asi
como a las equinocandinas, las pirimidinas y los polienos. Este efecto se revierte con la

B-1,3-glucanasa, que mejora la actividad antifingica del fluconazol y la anfotericina B %%

6.10) Genes asociados a la formacion de la Biopelicula

Se ha descrito la expresion de un patrén de genes diversos en las células que forman
parte de las biopeliculas (sésiles o adheridas), a diferencia de las células plancténicas
(libres); su discrepancia se refleja con mayor detalle a nivel de la expresion genética,
como la sintesis proteica de genes que codifican a proteinas ribosomales, recambio de

proteinas y factores relacionados con la traduccién 2°,

Varios mecanismos estan implicados en la adquisicion de estas caracteristicas, entre
ellos, el intercambio genético de biopelicula mediado, en parte, por ADN extracelular y,
aunque se ha detectado ADN extracelular en biopeliculas de C. albicans, el mecanismo
principal de intercambio implica apareamiento y fusién celular de células (a/a 0 a/a) con
fenotipo de colonias blancas a opacas por la liberacién de feromonas, que inducen una
respuesta de apareamiento y ocasionan un fenotipo adhesivo °. Los tres tipos de
combinaciones de genes a/a, a/a y a/a en Candida forman biopeliculas densas en las
que los heterocigotos, en promedio, son 28% mMAs gruesos que sus contrapartes

homocigotas, lo que causa que sean impermeables a los antiflingicos 7.

La formacién y mantenimiento de la biopelicula esta regulada por aproximadamente
325 genes, de los cuales 317 se expresan independientemente de la formacion de hifa
y 86 dependen del desarrollo micelial 62, Estdn implicados en la adherencia,
morfogénesis hifal, control y sefalizacién celular; ademas, en resistencia a los

antimicéticos, contacto con la superficie celular, sintesis de proteinas, proteccion,
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reparacion, metabolismo de lipidos asociados a la membrana y metabolismo de

aminoacidos 92,

Se ha demostrado que la morfogénesis de la hifa es necesaria para la formacion de
biopelicula 3, asi en especies de Candida spp. el gen Tecl y Berl estan implicados en
la morfogénesis hifal, son genes reguladores de las propiedades superficiales de las
células a hifas 8. Por ejemplo, el Ber 1, es requerido por C. parapsilosis, y factor Ace 2
para C. albicans. También Efgl y Cphl estan involucrados en la expresion de proteinas

de superficie y son reguladores positivos principales de la transicién de levadura a hifa.

EL gen CaPDE2 codifica la fosfodiesterasa de AMPc de alta afinidad. La via
dependiente de AMPc es una de las vias que regulan la morfogénesis de levadura a
hifa, se ha demostrado que la delecion de CaPDE2 causa niveles elevados de cAMP

inhibiendo el desarrollo normal de hifas. Por otro lado, los genes KEM1, MDS3, NUP85

y SUV3 son necesarios para la formacion de biopeliculas in vitro .

La adherencia es un paso fundamental en la formacion de biopelicula, en las especies
de Candida spp, en esta fase se da una sobreexpresion de genes; un ejemplo de esto
es que la adhesina Alsl se sobreexpresa draméticamente en la formacion de
biopelicula en C. albicans 2. Dentro de esta familia de adhesinas, Als3 es la adhesina
de biofilm dependiente mas critica de Bcrl. El gen Hwpl es una manano proteina unida
a GPIl y es un sustrato para la actividad de la transglutaminasa del huésped vy, por

tanto, media la unién covalente de C. albicans a las células huésped 2 3,

Los genes de la biosintesis de aminoacidos estan regulados principalmente por Gen4p,
este es un regulador del metabolismo de aminoacidos necesario para el crecimiento
normal de biopeliculas en C. albicans principalmente. Este factor de transcripcion
induce dos procesos diferentes en respuesta a la inanicion de aminoacidos, bien sea la
activacion de la biosintesis de aminoacidos, o, inducir el desencadenamiento de la

morfogénesis ©2.
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Los genes sobreexpresados estan implicados también en la biosintesis de lipidos
asociados a la membrana, tales como ergosterol (Erg25 y Ergl6), esfingolipidos (SUR2
y FAT1) o fosfolipidos mitocondriales (PEL1). SEC14 codifica una proteina de
transferencia de fosfolipidos que regula varios aspectos del tr&fico de membrana y esta

implicada en la produccién de vesiculas secretoras del aparato de Golgi 2.

Una biopelicula precoz es mas susceptible a los antifungicos, ya que contiene mas
ergosterol, puesto que es el sitio de accion principal de antifingicos, a medida que la
biopelicula madura se da un enriquecimiento o redistribucibn de esteroles en
membranas de la biopelicula disminuyendo la concentracion de ergosterol, lo cual

explica su resistencia a los agentes antiflingicos derivados de azoles "°.

En especies de Candida se dan genes que codifican proteinas de choque térmico (por
ejemplo, HSP70, HSP90, HSP104, CaMSI3 y SSA2). La produccién de estas proteinas
contribuye a la proteccion de las células del dafio y la reparacion del dafio celular

después del estrés.

Los genes que contribuyen a la resistencia de farmacos y que codifican a las bombas
de eflujo a multifarmacos causan un fenotipo de resistencia. En C. albicans y C.
dubliniensis poseen dos tipos diferentes de bombas de eflujo: transportadores casete
de unién de adenosin-trifosfato, codificados por los genes CDR (CDR1 y CDR2), y los
facilitadores mayores, codificados por los genes MDR, se expresan durante el

crecimiento como biopelicula34:67:68,

Las cepas mutantes deficientes de bombas de eflujo e hipersusceptibles al fluconazol
en células planctonicas retienen su fenotipo de resistencia en biopelicula, por lo que se
sugiere que opera otro mecanismo de resistencia a este antibiético. La produccion de
matriz extracelular es un componente esencial para la maduracion de una biopelicula,
por lo que se requiere la sintesis del betaglucano, que depende de la enzima b-(1,3) d-
glucano sintetasa, que en su estructura tiene dos subunidades: Rholp y Fskp, con

funciones catalitica y reguladora, respectivamente. EI sitio de union de las
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equinocandinas es Fskpl y actuan inhibiéndolo, lo que produce la lisis celular por
edema de la célula. Se reportaron cepas mutantes de C. albicans que requieren hasta
20 veces mayor dosis de equinocandinas para ejercer su actividad; en estas cepas hay
sustitucion de tres aminoacidos en una region definida HS1 y HS2, que corresponde a
la subunidad Fksl y a la familia Fsk . En el caso de la resistencia de C. glabrata,
también se han reportado mutaciones en este gen 7°. Este tipo de cepas tiene

resistencia cruzada a anidulafungina y micafungina.

Alternativamente, las biopeliculas pueden tener un requisito especial para proteinas
ricas en metionina y cisteina, una idea apoyada por la sobreexpresién de genes en la
rama de biosintesis de cisteina. Finalmente, la activacion de los genes para la
biosintesis de SAM podria estar relacionada con la producciéon de una molécula de

deteccion de quérum asociada con la formacién de biopelicula 7.

6.11) Determinacion de la capacidad de formacion de biopelicula

El analisis de viabilidad celular y de formacion de biopelicula envuelve una gran
variedad de técnicas con distintas caracteristicas, lo cual permite enfocar la
metodologia al estudio que se realiza. Para el andlisis de biopelicula en
microorganismos como Candida spp. se ha encontrado que las opciones mas
exploradas son el XTT y el cristal violeta ademas de ser las mas asequibles. Sin
embargo, existe la necesidad de investigar las ventajas y desventajas de todas las

técnicas disponibles 74.

En el estudio realizado por Taff, H. T. et. al. Donde se comparan las distintas pruebas
disponibles para el analisis de biopelicula en cepas de C. albicans teniendo en cuenta
variables como exactitud, precision, reproducibilidad, eficiencia y costo, se concluye
gue la prueba que presenta un mejor desempefio a la hora de cuantificar la formacion

de biopelicula es el XTT, seguido de cerca por el cristal violeta. En dicho estudio se
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analiza la formacion de biopelicula en tres cepas (Nativa, con ALS3 silenciado y con
ALS1 y ALSS silenciados) por medio de XTT, Cristal violeta, UFC, DNA, Amplificacion
de DNA, cuantificacién de proteinas y peso celular seco.’

XTT demuestra ser la técnica mas exacta, con buena reproducibilidad, menor tiempo
de trabajo y bajo costo. En comparacion con las demas XTT y cristal violeta
demuestran un gran rendimiento analitico a un muy bajo costo. Sin embargo, es
necesario definir la metodologia a usar ya que por asequibilidad y experiencia el cristal
violeta es una buena opcion, sin embargo el cristal violeta presenta algunas
limitaciones como lo son la pérdida de material debida a los pasos sucesivos, la
solubilizacion de los exopolimeros dependiente de la eleccion del fluido de extraccion,
también que a menudo es necesario aumentar el &rea total colonizada debido a que la
cantidad de exopolisacaridos es demasiado pequefia y que ademas como la
especificidad de estos colorantes catiénicos a los polianiones se establece
empiricamente, no siempre son detectores confiables de exopolisacaridos. Dicho esto y
teniendo en cuenta la disponibilidad del XTT en el laboratorio, se opta por usar éste y

no el cristal violeta.” "8

XTT es una técnica espectrofotométrica que permite detectar la actividad metabdlica de
las células presentes en la biopelicula y por tanto es de gran utilidad para estudiar la
capacidad de formacién de biopelicula y sensibilidad de la misma a los antimicrobianos
(Pierce et al. 2008). ElI 2,3-Bis-(2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazoilo-5-
Carboxanilida (XTT) es una sal de tetrazolio que se reduce por la accién de las
deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas, dando lugar a un cristal de
formazan soluble de color rojo, que puede medirse a una longitud de onda de 492. La
DOao2 es proporcional a la cantidad de células viables presentes sobre la superficie 7
.79 Para facilitar y acelerar la reduccion del XTT, se incorpora en la reaccién un dador

de electrones, que habitualmente es la 2-metil-1,4-maftoquinona (menadiona).
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= Cultive en agar Sabowraud
= [ncubacion: 24 h, 37 °C,

l Preparacion del indculo
= Agitacion orbital 100 rpm, 24 h, 30 °C
2 mL YPD = Lavado centrifugacion de las células. § min, 2500 rpm
= Resuspenderen PBS. Ajustar transmitancia a 45% L 530 nm (1x107 ufe/mL)
= Dilucion 1:10 en 1 mL RPMI (1x10% ufe/mL)

. Ensayo de reduccion del XTT
n-'_‘“'- ! P“L"“_f‘ S = {1 mL/pocillo del indculo, Cada aislado por cuatriplicado.
! . 8 = Incubaciom: 24 h, 37 °C.

= Lavado portriplicado con PBS
= Adicion de 0,1 mL /pocillo de la selucion XTT-menadiona
= Incubacion en oscuridad 2 h

"CHOBOK
oy aislado

72 Control positive (CA SCS314)
W Control negativa (CA-2)
Contral REMI

Lectura
= Medida de la DO,

Figura 5. Protocolo de trabajo para la determinacion de la capacidad de adherencia en
placas de poliestireno mediante el método de reduccion del XTT 77

Valentin y cols. (Valentin et al 2012) proponen una clasificacion, con algunas
modificaciones de Fernandez’’ para el andlisis de reducciéon del XTT. Los aislados de
Candida spp (trabajados por Fernandez), se consideran no formadoras de biopelicula
cuando la DOasg2 fue menor de 0,2. La capacidad de adherencia de los aislados con
DOua92 mayor de 0,2 se clasifica en categorias clasificadas como en la tincién de cristal
violeta. A la DOa4g2 promedio de cada aislado se le resta la DOag2 de los pocillos que

contengan solo RPMI (blanco).

Tabla 2. Clasificacion de la capacidad de formacion de biopelicula de los aislados
mediante el método de reduccion del XTT

D042 Clasificacion

DO < (0,200 No formadora

0,200 < DO < 0,399 Poco formadora

0,400 < DO < (0,999 Moderadamente formadora

DO = 1.000 Fuertemente formadora
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Para realizar un estandar particular de la biopelicula es necesario utilizar las
modificaciones que realiza Fernandez’’ en su tesis, en las cuales aplica los criterios

gue se usan para la técnica con cristal violeta, dispuesta a continuacion.

Tabla 3. Clasificacion de la capacidad de formacién de biopelicula de los aislados

mediante el método de reduccion por cristal violeta

DOs7 Clasificacion
DO < DO¢ No formadora
DOc¢c < DO < 2DOc¢ Poco formadora

2DO¢ < DO < 4DO¢ Moderadamente formadora

4D0O¢ <DO Fuertemente formadora

6.12) MALDI-TOF (Espectrometria de masas, Espectrémetro de masas, Fuentes
de ionizacion)

La identificacibn molecular es un método mas preciso que permite el reconocimiento de
cepas y especies en razon de su material genético, como alternativa la espectrometria
de masas de tiempo de vuelo de ionizacion por desorcion laser asistida por matriz o
MALDI-TOF MS, brinda una opcién gue favorece de forma significativa la identificacion
80, 81_

Es un método confiable, especifico y rapido de identificacibon de bacterias,
micobacterias y hongos basado en su perfil de proteinas 8 8 8, Por medio de esta
técnica se analiza el perfil proteico de los microorganismos, especialmente las
proteinas ribosémicas, a través de un espectro de masas que ha sido definido para
cada especie. Por lo cual, se espera que al momento de analizar la muestra en estudio
estad arroje una serie de picos caracteristicos del espectro que seran comparados con
las bases de datos de los espectros de masas que emite cada microorganismo

registrado por el equipo emitiendo asi un puntaje o cédigo caracteristico 8687,
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Se compone de tres unidades funcionales, una fuente de ionizante para transferir iones
a las moléculas de la muestra en una fase gaseosa, un analizador de masas que
separa los iones de acuerdo con su relacibn masa/carga y un dispositivo de deteccién
para monitorizar los iones separados. El método emplea células intactas del
microorganismo, una pequefia porcion de una colonia de bacterias crecida en medio de
cultivo solido se deposita directamente sobre una placa metalica conductora; un
pequefio nimero de células entre, 10* a 10° unidades formadoras de colonias son
necesarias para el andlisis 8. Microorganismos cuya lisis es mas dificil, como ciertas
bacterias Gram-positivas, micobacterias, levaduras y mohos, a menudo requieren un
tratamiento previo adicional con un acido organico fuerte o por lisis mecanica 86 8"
Posteriormente, a la placa con el microorganismo se adiciona una solucién saturada de
un compuesto organico de baja masa, denominada matriz. Tras el secado, la muestra
del microorganismo y la matriz se cristalizan y forman un depdsito so6lido de muestra
incrustado en la matriz, la cual es esencial para la ionizacion exitosa de la muestra
pues actua como un “andamio” en el cual puede ocurrir la ionizacién y como un
proveedor de protones para la ionizacion 8. Después de la cristalizaciéon de la matriz y
del compuesto, la placa metalica se introduce en el espectrdmetro de masas, en donde
la mezcla es irradiada con pulsos cortos de un rayo laser UV (por lo general, un haz de
laser con longitud de onda de 337 nm). La interaccion entre los fotones de las
moléculas de laser y de la matriz, causados por la absorcidon de la energia del haz,
desencadena una sublimacion de la matriz en una fase gaseosa, seguida por la
ionizacion de la muestra del microorganismo con minima fragmentacion (por ello se
denomina “ionizacién suave”). Al ionizarse, las proteinas son aceleradas a través de un
campo electrostatico y luego son expulsadas en un tubo de vuelo al vacio donde se
separan en funcién de su velocidad o tiempo de vuelo, llegando finalmente al detector
de masas que genera informacién caracteristica de la composiciéon del microorganismo
mediante un espectro de picos, frente a su relacibn masa/carga (m/z), llamada también
huella digital de la masa de los péptidos (peptide mass fingerprinting)8®%. Una vez
generado, el perfil espectral del microorganismo de prueba es comparado

automaticamente mediante un programa informatico con una base de datos de
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espectros que es construida a partir de cepas de referencia, permitiendo la

identificaciéon del microorganismo 9192,

La identificacion de los microorganismos por MALDI-TOF MS se basa en que las
huellas digitales espectrales varian entre los microorganismos, algunos picos son

especificos del género, otros de la especie y otros, a veces, de las subespecies .

Esquema de los procesos requeridos para la identificacién
de microorganismos por MALDI-TOF MS.
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Figura 6. Esquema del procesamiento de muestras por MALDI-TOF %3

En estudios realizados con MALDI TOF para la identificacion de hongos se encuentra
como principal dificultad el procesamiento de especies de hongos filamentosos,
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contrario a lo que sucede con Candida, pues en articulos como el de Siller-Ruiz, M
resaltan la excelencia de los resultados arrojados por el equipo en el andlisis de
levaduras, o para el caso de Candida, ademas se menciona que este método es capaz
de realizar una identificacibon mas precisa que otros métodos, dando énfasis a los
hallazgos que permite el equipo en la diferenciacion por ejemplo del complejo Candida
parapsilosis 9%, Por lo cual se espera que en la ejecucién experimental de esta

técnica, la identificacion de las muestras sea exitosa.

6.13) PCR multiplex

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccion
aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de
sintetizar naturalmente el ADN en las células %. Los elementos importantes en la
reaccion son el templado o molde (ADN o ADNCc), la enzima, los oligonucle6tidos o
primers, los desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y
guanina), el ibn magnesio (Mg+), una solucién amortiguadora o buffer y H20. Todos
estos elementos interactian en tres etapas principales de las que se compone la PCR:
desnaturalizacion, hibridacion y extension.

El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas
para su manipulacion. EI ADN es una estructura en una doble hélice. La
complementariedad entre las bases estd dada por puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofébicas, generando estabilidad a la doble hélice, la carga eléctrica
del ADN es negativa y esta dada por los grupos fosfatos .

En la PCR, el templado son las cadenas de ADN que se separan y funcionan como
molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia blanco
de interés. Por su parte, la ADN polimerasa se encarga de la catalisis de la reaccion,
sintetizando las nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco. La enzima
mas usada con frecuencia se llama Tagq ADN polimerasa %, que proviene de una

bacteria termdfila llamada Thermus aquaticus. El rasgo que distingue a esta enzima
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bacteriana de otras ADN polimerasas de otros organismos es su capacidad para
mantener su funcionalidad a temperaturas altas, por lo que se le considera una enzima
termoestable.

Para que la enzima funcione con alta especificidad y la reaccién transcurra
exitosamente, también se necesita de los elementos ya mencionados como primers,
dNTPs, Mg +, buffer y H20. Los primers son secuencias de oligonucleotidos que
flanquean y delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar y son
complementarios a ésta, una denominada «forward» o sentido y otra «reward» 0
antisentido; ambas deben estar disefiadas para que hibriden con el templado y las
cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en direccion 5’-3 (como
sucede endégenamente)®’.

Los dNTP’s son los ladrilos o bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa
construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores importantes que contribuyen a la
especificidad de la reaccién, por ello es importante que su concentracion sea la
adecuada ya que de lo contrario pueden afectar la funcion de la Taq polimerasa. El
buffer es la solucion amortiguadora que se usa en la reaccion y generalmente esta
compuesta de Tris-HCL (pH = 8) cuya concentracion final de trabajo debe ser 1X. El
magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion, por
eso se debe tener una concentracion adecuada para que no afecte el rendimiento de la
Taq polimerasa. El agua es el disolvente en la reaccion y se usa en su forma destilada
libre de nucleasas, enzimas que degradan a los acidos nucleicos ¥.

Los equipos en donde se realiza la reaccidén son llamados termocicladores, los cuales
estan diseflados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de
temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de
la reaccion, para corroborar si se amplifica la secuencia blanco de interés, los
productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de

agarosa para confirmar si la reaccion fue exitosa .

En el caso de una PCR multiple, lo que se persigue es amplificar simultaneamente en
un unico tubo distintas secuencias especificas 0 secuencias blanco o dianas, lo cual

necesariamente implica que los reactivos mezclados y el programa utilizado sean
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suficientes y adecuados para permitir la deteccion de cada diana y no inhibir la de las
demas. Con este fin, algunos parametros, como la concentracion de magnesio y de
primers, y el tipo y la cantidad de ADN polimerasa, pueden ajustarse
experimentalmente. Para otros, en cambio, debe realizarse un diseiio exhaustivo
previo. En el caso de los cebadores y el programa de temperaturas utilizado, es
necesario tener en cuenta varias premisas: a) escoger o disefiar oligonucleotidos que
no interaccionen entre si, es decir, que no formen dimeros; b) que tengan temperaturas
de alineamiento similares; ¢) que cada pareja amplifique una Unica secuencia diana, y)
gue generen amplicones (producto obtenido de la reaccion de PCR) de tamafio
suficientemente diferente para separarlos y diferenciarlos tras la amplificacién. En
cuanto a la calidad y cantidad de ADN molde, por supuesto debemos intentar partir de
la concentracion menor posible y con ausencia de sustancias inhibidoras que puedan
interferir en la reaccion. Para ello, los protocolos de purificacion variaran en funcion del

tipo de muestra de partida 98 99 100,
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7.0 DISENO METODOLOGICO
Este trabajo es un estudio descriptivo el cual se enfocd en la relacion de los
aislamientos clinicos y las condiciones variables de cada paciente lo cual permitio
obtener diferentes resultados asociados a la presencia de genes y formacién de
biopelicula conllevando a la candidiasis vulvovaginal recurrente.

7.1 Universo, poblacion y muestra:

e Universo: Pacientes que han asistido a consulta por presencia de
sintomatologia asociada a candidiasis vulvovaginal o por control prenatal.

e Poblacion: Pacientes femenina en edad fértil.

e Muestra: Aislamientos de C. albicans en pacientes con CVVR confirmado
mediante criterios de inclusién, en un Laboratorio Clinico de referencia de
Bogota D.C.

7.2 Técnicas y procedimientos

7.2.1 Revision bibliogréafica:

Mediante un proceso de investigaciéon apoyado en articulos y documentos cientificos
asociados a candidiasis vulvovaginal, se conocieron los diferentes estudios, técnicas y
procedimientos realizados con anterioridad por otros autores sobre esta teméatica. Esto
permitido una orientacion de nuestro disefio metodolégico con variables estandarizadas
acordes a nuestros intereses y necesidades que conllevaron al cumplimiento de los

objetivos planteados al inicio de esta investigacion.
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7.2.2 Seleccién vy diseio de primers:

Teniendo en cuenta una investigacion cientifica previa a la seleccion de primers, se
realizo la identificacién de los genes involucrados en la produccion y mantenimiento de
la biopelicula de C. albicans, siendo estos nuestras dianas de estudio en las muestras

obtenidas. Los cuatro genes implicados y seleccionados en este proceso fueron:

-TEC 1: Factor de transcripcion y morfogénesis hifal.
-BCR 1: Factor transcripcional y regulador principal de biopelicula.
-ALC 3: Pertenece a la familia de adhesinas implicadas en adhesion.

-HPW1: Cascadas transcripcionales, adhesinas, media interaccion célula-célula.

Para el disefio de los primers se utilizaron los software NCBI BLAST y PCR ExXPASYy.
Luego, a partir de los primers liofilizados se realizé la reconstitucion con H20 Milli-Q
(segun indicaciones del fabricante): indican 250 pl para una [ ] 100 pmol/ul. Se procedié
a preparar alicuotas a una concentracion de 10 uM las cuales fueron conservadas a -

80°C quedando disponibles para los experimentos posteriores.

7.2.3 Métodos moleculares: Para llevar a cabo la identificacion de los genes

involucrados en la biopelicula de C. albicans en cepas aisladas de las muestras
clinicas, se realiz6 la extraccion de ADN a partir del crecimiento del hisopado de la
muestra en Agar Dextrosa Sabouraud incubado a 37°C durante 24 horas en
condiciones aerodbicas. Posteriormente, los inéculos del cultivo se transfirieron a un
eppendorf donde fueron incubados, centrifugados, lavados, tratados con etanol al 70%
y resuspendidos en 50-100 pl de H20 destilada estéril para su conservacion a -80°C.
(Modified from Ferrer C et. Al JCM 2001).

Para verificar el rendimiento del DNA, se realiz6 la cuantificacién y posteriormente la

dilucion adecuada para ser empleado en la PCR.

Para la amplificacion de los productos de DNA se llevo a cabo una PCR multiplex en la

cual se estandarizé una master mix con las siguientes concentraciones: 1,2 X buffer,
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3Mm MgCI2, 0,24 mM dNTPs, 0,5 mM de cada primer, 1,3 U Taq, 34,5 ng DNA. Las
reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl. La amplificacion fue realizada en
el termociclador Bio Rad ¢1000 touch basado en el programa Candida bio, el cual fue
disefiado a partir de una revision literaria previa. Posterior a ello se almacenaron los

productos de PCR a -20°C para su conservacion.

Los fragmentos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1% en Buffer TBE (0,75 g de medio+50 ml de TBE 1X). Se us6 como
intercalante de acidos nucleicos el GelRed y se procedio a realizar la siembra de los
productos de PCR a un volumen de 5 pl al igual que el marcador de peso molecular de
50 pb. Se realiza el corrido mediante la fuente de poder nano-pac 300 (Voltaje: 85,
corriente: 120, tiempo: 30 minutos).

Una vez transcurrido este proceso se realiza lectura mediante el programa Quantity

one basic generado por equipo Bio-rad.

7.2.4 Identificacidon de cepas formadoras de biopelicula mediante XTT:

A partir del hisopado sembrado en placas de agar dextrosa Sabouraud incubadas a
37°c por 24 horas, se realiz6 la transferencia de un inéculo de las diferentes cepas en
15 ml de caldo Sabouraud siendo incubadas nuevamente a 100 rpm de agitacion
constante con las mismas condiciones ambientales anteriores. Posteriormente, se
realizo la visualizacion y conteo del nimero de levaduras viables mediante camara de
Neubauer y se procede a realizar una suspension de células a 2x10°8 cel/ml en medio
RPMI con MOPs (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid). Con esta suspension, se
sembrd 100 pl de cada dilucion en una placa de microtitulacion de 96 pocillos por
guintuplicado incubando a 37°C por 48 horas en camara humeda. Después del periodo
de incubacién, se realizaron 3 lavados con 200 pl de PBS en cada pocillo eliminando
las células no adheridas. Finalmente se agregaron 50 pl de reactivo XTT activado en
cada pocillo. Nuevamente las placas se incubaron de 2 a 4 horas, y se pusieron en
agitacion para dispersar mejor el reactivo.

Para obtener los resultados se ley6 la absorbancia en un lector de ELISA utilizando 492

nm como filtro primario y 630 nm como filtro diferencial. A partir de los valores
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obtenidos en la lectura, se clasifico la formacion de biopelicula con los valores

obtenidos y el valor del control negativo.”® 7’

Tabla 2. Clasificacion de la capacidad de formacion de biopelicula de los aislados
mediante el método de reduccion del XTT

D492 Clasificacion

DO < (0,200 Mo formadora

0,200 <= DO < 0,399 Poco formadora

0,400 < DO < (0,999 Moderadamente formadora

DO = 1.000 Fuertemente formadora

Para realizar un estdndar particular de la biopelicula es necesario utilizar las
modificaciones que realiza Fernandez’’ en su tesis, en las cuales aplica los criterios

gue se usan para la técnica con cristal violeta, dispuesta a continuacion.

Tabla 3. Clasificacion de la capacidad de formacion de biopelicula de los aislados

mediante el método de reduccidn por cristal violeta

DOs7 Clasificacion
DO < DO¢ No formadora
DO¢ < DO < 2DOc¢ Poco formadora

2DO¢ < DO <4DO¢ Moderadamente formadora

4D0O¢ <DO Fuertemente formadora

7.2.5 Recoleccion de muestra e identificacion mediante técnica de MALDI-TOF:
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A partir de pacientes con diagnostico confirmado de candidiasis vulvovaginal recurrente
en un laboratorio clinico de la ciudad de Bogota, se obtuvo 15 aislamientos de C.
albicans provenientes de muestras clinicas. Estas fueron adquiridas para su
procesamiento, posterior al consentimiento informado de las pacientes involucradas y

la aceptacion del comité de ética del laboratorio clinico de referencia.

Los aislados clinicos se cultivaron en agar papa modificado con cloranfenicol durante
48 horas a 37°C. Para la identificacion se us6 MALDI-TOF MS (VITEK® MS). Se sigue
el protocolo de acuerdo a especificaciones del fabricante. El espectro de identificacion
se produjo a partir de laser de nitrogenos de 337 nm con enfoque fijo y una tasa de
pulso Maxima - 50 Hz (50 disparos laser por segundo), cada lamina permitio analizar
48 muestras. Las muestras se montaron por triplicado, usando la configuracion IVD del
sistema VITEK®MS, el software compara el espectro obtenido con el espectro
esperado de cada organismo o grupo de organismos contenido en la base de datos,
obteniendo una identificacion con un nivel de confianza que se calcula con base al
porcentaje de probabilidad y el nimero de opciones de microorganismos posibles. El
porcentaje de probabilidad se refiere a qué tanto el espectro observado se asemeja al
espectro tipico de cada organismo. El rango de probabilidades para una identificacion
correcta es 60-99% y valores cercanos a 99,9% indican una aproximacion mas exacta.
Cuando el porcentaje de probabilidad es menor al 60% el microorganismo se considera
como no identificado #. Las identificaciones de las muestras se mantuvieron en rangos

de nivel de confianza 98,5% - 99,9% para C.albicans.

7.2.6 Procesamiento de las muestras:

Luego de la identificaciébn y aislamiento de las cepas presentes en las muestras
clinicas, se procedi6 a desarrollar los diferentes procedimientos descritos
anteriormente: extraccion de ADN, visualizacidbn de genes (presencia o ausencia) y

capacidad de formacién de biopelicula.

7.2.7 Correlacion de los datos:
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Teniendo en cuenta que los aislamientos provienen de muestras clinicas, se pudo
analizar y correlacionar los diferentes resultados obtenidos de los experimentos y la
historia clinica de los pacientes, para poder evidenciar la variabilidad de los resultados
y la diversidad de condiciones que conllevaron a las similitudes o diferencias entre cada

paciente.

8.0 RESULTADOS

Se realiz6 una recoleccién de muestras de pacientes con candidiasis vulvovaginal, de
las cuales se verificaron 1800 tubos germinales y 1350 frescos. A partir de alli, se
revisaron las historias clinicas de las pacientes con resultado de Candida o levaduras
positivo desde febrero de 2018 a febrero de 2019 y a partir de ahi se seleccionaron 73
muestras con CVV. De las pacientes anteriores, se agruparon 28 de las cuales
cumplieron con los criterios de inclusion para CVVR (minimo 3 episodios de CVV en un
afno) y finalmente se procesaron 15 muestras donde se tuvieron en cuenta pacientes

con CVV Y CVVR, con el objetivo de desarrollar el disefio metodolégico propuesto.

Resultados de estandarizacion para PCR

Se identificaron las concentraciones de los reactivos criticos (MgCl, Primers y ADN)
para PCR por medio de montajes sucesivos probando distintas concentraciones para
estos. A continuacion, presentamos las concentraciones Optimas estandarizadas para

un buen resultado en la amplificacién del ADN levaduras:
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Tabla 4. Estandarizacién de PCR Multiplex.
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REACTIVO C1[]STOCK C2 [ ] FINAL Vol TUBO 1X
Buffer 5X 1.2X 6 pul
MgClI2 25mM 3mM 3pl
dNTPS 10 puM 0,24 mM 0,6 pl

HPW1F 10pm 0,5 uM 1.25 pl

HPW1R 10pm 0,5 uM 1.25 pl

ALS3 F 10pm 0,5 uM 1.25 pl

ALS3 R 10pm 0,5 uM 1.25 pl

PRIMERS BCR1F 10pm 0,5 uM 1.25 pl

BCR1R 10pm 0,5 uM 1.25 pl

TEC1F 10pm 0,5 uM 1.25 pl

TEC1R 10pm 0,5 uM 1.25 pl

Taq 5U 1.3U 0.26 pl

H20 - - 0.14 ul
ADN - 34.5ng 5ul
Vol FINAL - - 25 ul

Resultados del muestreo y el analisis poblacional:
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Recurrencia:

De las muestras obtenidas el 62% fue de pacientes que presentaron CVV en dos
ocasiones, 27% pacientes con tres episodios de CVV y 11% pacientes quienes
presentaron cuatro episodios, entre febrero de 2018 a febrero de 2019. Teniendo en
cuenta que la recurrencia esta determinada a partir de tres episodios 0 mas, contamos

con un porcentaje de 38% de pacientes con CVVR.

RECURRENCIA DE CVV

M*® Episodios
m2
m3

a

Figura 7. Porcentaje de la poblacién segmentada segun el numero de episodios de
recurrencia.
Porcentaje de Recurrencia

CVVR

Nimero de
| episodios
m?2
3
ma
67%

Figura 8. Porcentaje de recurrencia de las 15 muestras procesadas

Recurrencia asociada con la edad:

En cuanto a las caracteristicas demograficas de la poblacién, se encontré la relacion
entre edades de las pacientes y el nimero de episodios que presentaron en el Gltimo
aflo. Se observa, que el mayor nimero de pacientes estd segmentado en el grupo
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etario de 24 a 29 afios, independiente del numero de episodios. Los demas grupos
etarios se encontraron distribuidos de forma homogénea entre las recurrencias de 2y 3
episodios, asi mismo, en las recurrencias de 4 episodios. En esta ultima no se

presentaron pacientes en el grupo entre los 30 y los 35 afios.

Recurrencia por edades

24 3 29 Afos
W36 a 43 Afos
w30 a 35 Afios
M 16-23 Afios

Numero de pacientes

Numero de episodios en el Gltimo afio

Figura 9. Clasificacion de recurrencia por edades entre febrero del 2018 y febrero del
2019.

Recurrencia por edades

- Grupos etarios

e 24 a 30 Afios
—_— m31a37 Afos

o - =38 a 44 Afos
16 a 23 Afios

Niimero de pacientes

3 D —

Numero de episodios 4
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Figura 10. Clasificacion de recurrencia por edades entre febrero del 2018 y febrero del

2019 de las 15 muestras procesadas

Recurrencia de CVV asociada con el estado de gestacion:

De los frotis de flujo vaginal revisados de las pacientes que consultan por
sintomatologia o control prenatal, se agruparon de acuerdo a la recurrencia que
presentaron en el Ultimo afio y a su estado actual.

De las 73 pacientes 62 estaban embarazadas; de estas, 38 presentaron dos episodios,
17 presentaron tres episodios y 7 de cuatro episodios. De las pacientes que
consultaron por sintomatologia y no por control prenatal, 7 presentaron dos episodios, 3

presentaron tres episodios y 1 cuatro episodios.

Recurrenciay gestacion

- 38

%)

8

c

S 30 -

=
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2

4

Namero de episodios en el Gltimo afio

Figura 11. Recurrencia de CVV asociada con el estado de gestacion.
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Recurrencia y gestacion

o]

=l

Estado de
gestaciéon

=]
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Numeo de pacientes
w 1=y

MJ

[y

2 3 4
Niimero de episodios

Figura 12. Recurrencia de CVV asociada con el estado de gestacion para las 15
muestras procesadas

C. albicans v su relacién con cambios en el pH vaginal:

En cuanto al andlisis primario de las muestras se encontraron los resultados de pH y su
relaciéon con el crecimiento en cultivo, para esto, solo se tuvieron en cuenta las
pacientes a las cuales se les ordenaron dichos examenes, es decir, 59 pacientes.

De estas, se observé que el 63% de ellas tuvieron un pH de 6.0, de las cuales 21
mostraron crecimiento abundante de C. albicans y el 32% tuvieron un pH de 5.0, de las
cuales 10 de ellas presentaron crecimiento abundante y 7 con crecimiento moderado.
También, se encontraron 3 pacientes con pH elevados (7.0 y 8.0), dos de ellas con

crecimiento abundante de C. albicans.

pH

E Moderado crecimiento de
Candida albicans

H Escaso crecimiento de Candida
albicans

Nimero de pacientes

i Abundante crecimiento de
Candida albicans
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Figura 13. Crecimiento en cultivo segun pH de la muestra

Vaginosis bacteriana vs candidiasis:

De las 73 muestras se realizé la lectura de fresco a 70 muestras. De acuerdo a la
lectura de los frescos realizados en el laboratorio clinico, se dividieron las muestras en
razon de la presencia o ausencia de células guia (criterio de diagndstico para vaginosis
bacteriana) y el resultado cualitativo de la lectura de levaduras y micelios. Se destaco
gue en presencia de vaginosis bacteriana el desarrollo de levaduras y micelios es
menor en comparacion con el grupo que no presenta células guia, aunque en ambos
grupos el desarrollo y crecimiento de Candida no se vio afectado por la presencia o
ausencia de agentes externos. El 77 % de las pacientes no presenté células guia,
mientras que de éstas el 61% present6 un resultado positivo para levaduras y micelios.
Por otro lado, el 23% de las 70 pacientes presentd celulas guia. De estas Ultimas el

57% no presentd levaduras y micelios.

Concomitancia (Frescos)

35
30
25

20 B LEVADURAS: Negativo MICELIOS:
15 Positivo

10 LEVADURAS: Positive MICELIOS:
3 8 il -: MNegativo
0

B LEVADURAS: Positive MICELIOS:
Positivo

B EVADURAS: Negativo MICELIOS:
Megativo

Mimerode pacientes

Ausendcia Presencia

Celulas guia

Figura 14. Vaginosis bacteriana versus candidiasis

Los aislamientos clinicos fueron obtenidos a partir de frotis de flujo vaginal y tubos
germinales, que posteriormente se identificaron por técnica de MALDI-TOF MS dando
como resultado C. albicans para las 15 muestras, con un nivel de confianza entre los
rangos 98,5 - 99,9.
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PCR Multiplex:
Por medio de PCR multiplex se amplificaron los siguientes genes:

Tabla 5. Tamafo (pares de bases) del gen amplificado por cada primer.

Primers Pares de bases
ALS3 117
HWP 1 188
BCR1 261
TEC1 576

Se logré identificar la presencia de los cuatro genes a analizar en 11 muestras, 3
muestras presentaron los tres genes correspondientes a ALS3, HWP 1 yBCR 1,y 1

muestra presento tres genes correspondientes a ALS3, BCR 1y TEC 1.

MPM 1738 4935 5221 4329 3773 5693 3251 4925 6110 2272

2532 5034 5231 194

Figur
a 15. Resultado de electroforesis de PCR multiplex. Carril 1 marcador de peso
molecular ladder 50 pb. Carril 2-10 superior 2-6 inferior: patron electroforético de los

63



productos de amplificacion por PCR multiplex de 15 aislamientos clinicos de C.
albicans. Carril 7 inferior: control positivo, Carril 8 inferior control negativo.

Capacidad de formacidn de biopelicula (XTT

Tabla 6. Clasificacion adaptada de la formacion de biopelicula.

Minimo Maximo Clasificacion
- <0,039 No formadora
0,04 0,08 poco formadoras
0,08 0,16 Moderadamente formadoras
0,16 >0,16 Fuertemente Formadoras

De los 15 aislamientos procesados con XTT para el andlisis de la formacion de
biopelicula, se observéo que, segun los resultados obtenidos, 14 de ellas fueron
fuertemente formadoras de biopelicula y 1 moderadamente formadora. Esto se
concluye a partir de la clasificacion de Valentin y cols. (Valentin et al 2012) con
modificaciones de Fernandez’’ para el andlisis de reduccion del XTT. Como controles
se utilizaron: la cepa ATCC 10231 como control positivo y como control negativo medio
RPMI el cual se utiliz6 como medio en la suspension de las células usadas en dicho

experimento.
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Tabla 8. Resultados de la identificacion de las muestras y clasificacién de acuerdo a la
capacidad de formacion de biopelicula
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Origen Id Local| Codigo de DO 492 de las mx | DO 492- DO CN CLASIFICACION
identificacion
clinica
Cepa ATCC CP CP 0.151 0,111 Moderadamente formadora
RPMI CN CN 0.034 0 NA
FFV 1 1738 0,251 0,211 Fuertemente formadora
FFV 2 4835 0,146 0,108 Moderadamente formadora
FFV 3 5221 0,232 0,192 Fuertemente formadora
FFV 4 20114329 0,298 0,258 Fuertemente formadora
FFV 5 3r73 0,254 0,214 Fuertemente formadora
FFV B 13105693 0,303 0,263 Fuertemente formadora
FFV 7 323 0,257 0,217 Fuertemente formadora
FFV 8 4925 0,215 0,175 Fuertemente formadora
FFV 9 6110 0,278 0,239 Fuertemente formadora
FFV 10 2272 0,308 0,266 Fuertemente farmadora
FFV 11 2532 0,321 0,281 Fuertemente formadora
FFV 12 5034 0,357 0317 Fuertemente formadora
FFV 13 3105231 0,270 0277 Fuertemente formadora
FFV 14 194 0,317 0,230 Fuertemente formadora
FFV 15 5058 0,243 0,203 Fuertemente formadora
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Produccion de biopelicula de las muestras de pacientes con Candidiasis vulvovaginal
recurrente:

Primera tanda

D'd- 1 I

0.34

0.2

D.0492

T L R T I T SR U

=%
&S Muestras procesadas

Figura 16. Resultados de D.O. con XTT para determinar la formacion de
biopelicula. Produccion de biopelicula de las muestras de pacientes con
Candidiasis vulvovaginal recurrente, se utilizo6 como control positivo la
produccién de biopelicula por la cepa ATCC 10231. Los experimentos fueron
realizados en quintuplicado y fue aplicado el test estadistico de ANOVA con
un pos test de multiple comparacion, Dunnett’s. *P < 0.05, **P < 0.01, **P <
0.001, ****pP < 0.0001.

Clasificacion de la capacidad de formacion de biopelicula de los aislamientos clinicos:
De acuerdo a los calculos realizados, el 93% de las muestras fueron fuertemente
formadoras y el 7% moderadamente formadoras.
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Formacion de biopelicula

Moderamente
formadoras
T

Fuertemente
Formadoras
93%

Figura 17. Cepas con capacidad formadora de biopelicula de acuerdo a la clasificacion
de Valentin y cols. (Valentin et al 2012) con modificaciones de Fernandez’’.

7
Tabla 9. D.O. de las 15 muestras organizadas de menor a mayor y comparadas con el
numero de genes presente.

Do Id MX Nuamero

de genes
0,106 2 4
0,175 8 4
0,192 3 3
0,203 ‘ 15 4
0,211 1 4
0,214 5 3
0,217 7 3
0,230 14 4
0,239 9 3
0,258 4 4
0,263 . 6 4
0,266 10 4
0,277 13 4
0,281 11 4
0,317 12 4
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Tabla 9. Consolidado de resultados.

1 3 C.albicans | 0,251 0,211 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Presente 4 genes
2 3 C.albicans | 0,146 0,106 Moderamente formadoras | Presente | Presente | Presente | Presente 4 genes
3 3 C.albicans | 0,232 0,192 Fuertemente Formadoras | Presente | Ausente Presente | Presente 3genes
4 3 C.albicans | 0,298 0,258 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Presente 4 genes
s 2 C.albicans | 0,254 0,214 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Ausente 3genes
5] 2 C.albicans | 0,303 0,263 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Presente 4 genes
7 3 C.albicans | 0,257 0,217 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Ausente 3 genes
8 3 C.albicans | 0,215 0,175 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Presente 4 genes
9 3 C.albicans | 0,279 0,238 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Ausente 3 genes
10 2 C.albicans 0,306 0,266 Fuertemente Formadoras Presente | Presente Presente | Presente 4 genes
11 3 C.albicans 0,321 0,281 Fuertemente Formadoras Presente | Presente Presente | Presente 4 genes
12 2 C.albicans 0,357 0,317 Fuertemente Formadoras Presente | Presente Presente | Presente 4 genes
13 3 C.albicans 0.317 0277 Fuertemente Formadoras Presente | Presente Presente | Presente 4 genes
14 4 C.albicans 0,270 0,230 Fuertemente Formadoras Presente | Presente Presente | Presente 4 genes
15 3 C.albicans | 0,243 0,203 Fuertemente Formadoras | Presente | Presente | Presente | Presente 4 genes

Recurrencia y biopelicula

Numero de pacientes
L

z

1

0 Nimero de episodios

2 3 L]
B Fuertemente Formadoras

= Moderamente formadoras

Figura 18. Relacién entre la recurrencia (niUmero de episodios) con la capacidad de
formacion de biopelicula

69



Formacion de biopelicula en relacion a la presencia de los
genes seleccionados
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Figura 19. Formacion de biopelicula en relacion a la presencia de los genes
seleccionados
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Figura 20. Correlacion recurrencia, el nimero de episodios y el nUmero de genes
presentes.

70



9.0 DISCUSION:

La Candidiasis vulvovaginal recurrente tiende al incremento y en la practica clinica se
ha convertido en un desafio. La revision efectuada de las pacientes seleccionadas
conllevo a una evaluacion exhaustiva de la historia clinica, en las cuales se evidencian
determinadas limitaciones respecto a los criterios de inclusion pues, se encuentra que
la mayoria de las pacientes con CVV no se les realiza un seguimiento o control
adecuado, razén por la cual, es dificil determinar si las pacientes con dos episodios

llegan a presentar recurrencia.

Asi mismo, es evidente que los examenes no son ordenados de forma estandar, es
decir, que algunas pacientes se les solicité cultivo de FFV mientras que a otras solo se
les solicita los frescos y ademas en episodios particulares, hay pacientes a las cuales
se les encuentra levaduras y micelios en el Gram de orina, lo cual podria llegar a
relacionarse con CVV, pero al no ser prueba estandar, las pacientes no son
examinadas a fondo ni diagnosticadas de forma precisa.

Otra de las limitaciones, es que se desconoce el perfil de resistencia antifingica
presentado en los episodios anteriores, asi como el tratamiento prescrito o el manejo
que se le da a la infeccion, ya que la recurrencia de Candida bien puede ser por
factores intrinsecos en la expresion de este agente, por un medicamento ineficaz, o
negligencia en el tratamiento por parte del paciente, lo que colectivamente sesga el

analisis.

En cuanto a la estandarizacion de la PCR multiplex, cabe destacar la importancia de
tener en cuenta el tipo de microorganismo a trabajar al momento de hacer este tipo de
PCR, puesto que son varios los factores que influyen para obtener una amplificacién
optima. En el caso de Candida, la levadura se caracteriza por presentar un ADN muy
volatil y contaminante, lo cual fue un obstaculo en nuestros experimentos y se
corrobora con articulos como el de S. Czurda et. al 199101 en el cual se analiza la
ocurrencia de contaminacion con DNA fungico en reactivos para PCR y se buscan
mecanismos para la descontaminacién de estos. En este trabajo, mencionan que las

conidiosporas en el aire y pequefias cantidades de DNA fangico son una importante
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fuente de contaminacion. En sus resultados identifican la presencia de ADN fangico en
primers liofilizados y sondas TagMan, en master mixes para PCR en tiempo real
provenientes de casas comerciales reconocidas y para resolver el problema utilizan
DNAsas y otros descontaminantes, afianzando asi mismo el resultado de
contaminacion. Para nuestro caso, se corrige la contaminacion cambiando todos los
reactivos de PCR puesto que este tipo de ADN dificulta la identificacion del reactivo

contaminado.

Como se ha mencionado la CVV es monomicrobiana, sin embargo, su causa es
multifactorial. En la presente investigacion se logra detectar a partir de las historias
clinicas la influencia de factores como la edad, estado de gestacion, cambios en la
microbiota vaginal y variacion del pH.

La recurrencia fue un criterio de inclusion dificil de cumplir puesto que muchas de las
pacientes con candidiasis no consultan frente a un nuevo episodio, asi como no se
hacen los exdmenes pertinentes y en algunos episodios incluso llegan a
automedicarse. El porcentaje de episodios con CVV (2) episodios fue de un 62% (45),
valor elevado, sin embargo, proveian muy poca informacion en su historia clinica; a
diferencia de los episodios que cumplen para CVVR, que presentaron resultados con
mayor informacion tanto de cultivos como frescos. Sin embargo, el numero de

pacientes no fue el esperado, pues tan solo el 38% del total corresponde a CCVR.

Al relacionar la recurrencia de las pacientes y su edad, se observa que el grupo etario
con mayor numero de episodios es el de 24 a 29 afios seguido por las pacientes de 16
a 23 afos, lo cual se correlaciona con lo que dice David W Denning et al. en su articulo,
menciona que el grupo de edad de 25 a 34 afios tiene la prevalencia mas alta en CVV,
rango cercano a nuestro grupo etario. Este rango de 24 a 29 afos tiene relacion
parcialmente causal con la caracteristica dada por la fertilidad de dichas edades y la

frecuencia sexual media para dicho grupo 02,

En cuanto a otras condiciones, se resalta que la mayoria de los episodios tanto de CVV

como CVVR son de pacientes gestantes, llevando a deducir una relacion causal de tipo
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biologico o que dichos resultados se encuentran dispuestos de esta manera debido a
gue las pacientes gestantes en cumplimiento de sus controles prenatales permiten un
seguimiento optimo de la evolucion de la infeccién haciendo mas evidente la ocurrencia
de episodios. Sin embargo, como hemos mencionado anteriormente, el estado de
gestacion se encuentra relacionado con la deficiencia de la respuesta inmune celular
debida a la inmunosupresion biologica debida al embarazo, o también a la presencia
estimulante de hormonas como el estrogeno; asi como lo sustenta la investigacion
realizada por Aguin, T. J., & Sobel, J. D, 2015 %102, donde se expone que las mujeres
embarazadas tienen mas probabilidades de tener infecciones vaginales sintomaticas
causadas por Candida durante el segundo y tercer trimestre del embarazo y que esta
se encuentra asociada con factores intrinsecos del embarazo como lo son alteraciones
inmunolégicas, aumento de los niveles de estrogeno y aumento de la produccion de
glucégeno vaginal 192, coincidiendo igualmente con los resultados aqui obtenidos donde
el 85% de las pacientes con CVV estan embarazadas y de estas el 11% presenta
CVVR.

En cuanto a pH se encuentra que el 95% de las muestras tenian un pH entre 5y 6 lo
cual se encuentra sustentado por otros estudios en los que se halla una relacién entre
el crecimiento y colonizaciéon de Candida spp. en pH primordialmente &cido (4.5-5)°3,
C. albicans tiene la facultad de adaptarse y crecer en situaciones de pH extremo,
gracias al gen PHR1 cuya funcion es sintetizar la pared celular, este gen a pH neutro
se expresa al maximo; sin embargo, a un pH acido su expresiéon se inhibe; a pesar de
ello, C. albicans posee la capacidad de transformarse para llevar a cabo su funcién en
un pH de 2 a 4; no obstante como se observa en la Figura 10., 31 pacientes
presentaron abundante crecimiento de Candida a un pH acido entre 5 y 6 pero tres
pacientes presentan un resultado de pH alcalino (7 y 8) con un crecimiento abundante
de la levadura, esto se puede bien relacionar ya sea a la expresion genética del gen
PHR1 o a que la levadura esté asociada con bacterias, pues como explica Sanchez J.
A et al, 2017, cuando C. albicans no se asocia a bacterias aumenta la acidez del pH
(menor a 4), provocando la aparicién de sintomas; si se asocia a bacterias sera mayor

a 4.7 103, Este pH alcalino no es el acostumbrado en casos de CVV, puesto que como
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observamos su actividad metabdlica tiene tendencia a la acidificacion del pH vaginal.
Aparte de las razones anteriores, algunos autores también destacan que las relaciones
sexuales son un factor que también influye, reportan que la frecuencia de éstas, mayor
a una vez por semana, se asocia a la disminucion del H20:2 producido por los
lactobacilos, lo cual puede deberse a que el semen cambia el pH de la vagina
alcalinizandolo hasta por 10 horas 194 195 De manera que con los resultados obtenidos
se determina que el crecimiento de C. albicans es independiente del pH vaginal en que
se encuentre, puesto que su crecimiento esta en un rango de 5.0 - 8.0, pero si es
evidente que su crecimiento en concordancia con su actividad metabdlica se desarrolla
completamente en un ph acido, pero que aun asi cuenta con la capacidad de adaptarse

al medio 106,

En los frescos aparte de observar estructuras micéticas, se pudo evidenciar la
presencia de células guia lo cual indicaba que la paciente a parte de presentar una
candidiasis, estaba cursando por un vaginosis bacteriana ya que las células guia se
consideran un criterio diagnostico de dicha patologia como se describe en el articulo:
Actualizacion sobre vaginosis bacteriana en el que se tiene como parametro

diagndstico los criterios de Amsel 197,

En los resultados obtenidos teniendo en cuenta el nimero de pacientes asociados a
presencia y ausencia de células guia versus candidiasis, se observa que, en el
momento de la ausencia de estas, la proliferaciéon de micelios y levaduras es mayor,
pero en presencia de estas Candida presenta un crecimiento bajo y nimero menor de
episodios, aunque aun asi logra desarrollarse de manera normal.

En nuestros resultados pudimos identificar que la candidiasis es la infeccion que se
presenta con mayor frecuencia frente a la Gardnerella o en conjunto refiriéndose a una
infeccién mixta, esto podemos corroborarlo con un estudio del articulo: “prevalencia de
trichomonas vaginalis, candida albicans y gardnerella vaginalis en mujeres sin sintomas
de vaginitis” 1°® donde la infeccién mas frecuente fue la candidiasis, en 45 pacientes, lo
gue representaba el 25,14 % de todos los diagndsticos realizados y a continuacion

vaginosis bacteriana. También exponen que C.albicans es responsable del 80 al 90%
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de la vaginitis por hongos, pero que actualmente se han aislado levaduras emergentes

relacionadas con episodios de candidiasis vulvovaginal recurrente.

Aun asi, es necesario destacar que las infecciones vaginales independiente del
microorganismo que sea, van a presentarse siempre y cuando haya una alteracion del
microambiente, pero cada uno de estos va a tener caracteristicas diferentes o similares
qgue promuevan la facilidad o dificultad de su diagndstico como lo expone el articulo
“Vaginosis bacteriana y vaginitis por Candida spp.: ¢diagnosticos contradictorios o

compatibles?” 6 105,

En cuanto a la identificacion de los aislamientos por medio de la técnica de MALDI-TOF
MS, obtuvimos que el 100% de las muestras correspondio a C. albicans con un nivel de
confianza del 98,5-99.9%. Sin embargo, cabe destacar que la muestra no es
suficientemente significativa para afirmar que la especie mas prevalente sea C.
albicans en la candidiasis vulvovaginal recurrente puesto que la revision literaria
realizada a lo largo de este proyecto indic6 que hay otras especies involucradas en

dicha patologia 868,

Respecto a la relacion de los genes con la biopelicula se puedo observar que en
promedio las muestras con DO mas alta, fueron las cepas que presentaron los 4 genes
relacionados, exceptuando a las cepas numero 2, 8, 1 y la cepa 15 quienes
presentaron una DO menor a las demas con cuatro genes (14, 4, 6, 10, 13, 11, 12) que
en conjunto tienen un promedio de 0,270 que para la media general (0,229) es
considerablemente alto. Estas cuatro cepas (2, 8, 1 y 15) aunque tuvieron los cuatro
genes asociados, no cuentan con una DO comparable con las de su misma clase
poniendo en discusion la influencia de otros factores como la expresién genética de los
mismos o0 de otros genes, condiciones de base u otras variables que pudieron ser
determinantes para la formacion de biopelicula y que no pudieron ser evaluados en

este trabajo 67,
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Por otro lado, encontramos las cepas 3, 5, 7 y 9, que solo mostraron tres de los genes
asociados, siendo la cepa 3 la mas interesante debido a que fue la tercera cepa con
DO mas baja y la Unica cepa que no tuvo banda para el gen HWPL1 esencial para el
apareamiento, el desarrollo hifal normal, las funciones adhesivas de célula a célula

necesarias para la integridad del biofilm, la unién al huésped y la virulencia.

También es importante resaltar que los valores de DO presentados por las cepas 5, 7y
9 fueron considerablemente cercanos y similares: 0,214 0,217 y 0,239; de igual manera
se sustenta el resultado con la presencia de las mismas tres bandas (ALS3, HWP1 y
BCR1) para las tres cepas; dando lugar al andlisis de impacto que determina la
ausencia de TEC1 (implicado en morfogénesis hifal) ya que si bien las lecturas de DO
para estas muestras no fueron las mas bajas si estuvieron por debajo de la media de
aquellas con los cuatro genes relacionados y por lo mismo se corrobora con lo descrito
por Panariello B. et al 1%, donde precisamente se destaca que la inactivacion del gen
TEC1 en C. albicans influye en la composicion de la matriz extracelular y la morfologia
del biofilm. Destaca un experimento en el que demuestran que la ausencia del factor de
transcripcion Tec1 producido por una cepa mutante nula tec1 (A / A tec1) presentd una
biopelicula rudimentaria, con menos de 20 um de profundidad y compuesto por células
de levadura, mientras que su cepa parental formé un biofilm de 250-450 pm de
profundidad que incluia muchos filamentos hifales 1. Por lo tanto, las cepas mutantes
defectuosas en los genes de filamentacion TEC1 siendo la cepa 5, 7 y 9, se podrian
considerarse menos virulentas que sus homoélogos y que presentan niveles reducidos

de infectividad en las células endoteliales 106,

Igualmente es importante resaltar que la constante presencia de BCR1 y ALS3 son
indicativos importantes para la formacién de la biopelicula, pues como se evidenci6 en
los resultados de XTT y PCR relacionados, el 97% de las muestras fueron fuertemente
formadoras y el 7% restante moderadamente formadora y a su vez en la PCR el 100%
de ellas mostraron banda para los genes BCR1 y ALS3, lo cual indico que estos genes
juegan un papel fundamental en el proceso de formacién de biopelicula, como se

menciona en el trabajo realizado por Clarissa J Nobile, et.al. Donde se explica que la
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expresion de BCR1 y ALs3 esta intima y mutuamente relacionadas puesto que en sus
ensayos con mutantes de ambos genes se evidencid que las cepas con el mutante de
ALS3 son capaces de formar biopelicula in vivo debido a la capacidad de BCR1 de
compensar el defecto de ALS3 por medio de la sefalizacion alternativa por parte de
genes como HWP1.4110 Y que asi mismo, en las cepas con BCR1 mutante las vias
alternativas son capaces de restablecer parcialmente la formacion de la biopelicula in
vitro. Sin embargo, se deja claro que el ALS3 es medida y gobernada por la expresion
de BCRL1. Por lo cual, se presenta estos genes como un blanco terapéutico potencial,
enfocado principalmente al BCR1 uno quien es el gen mandatorio para la formacion de

biopelicula 197:110,

Por ultimo, la recurrencia como se ha mencionado anteriormente es uno de los
aspectos que define la patogenicidad de la CVV y hallar la causalidad de ésta en la
formacion de biopelicula y la presencia de los genes seleccionados, es el objetivo
principal de este trabajo; por lo cual, hacemos la relacion entre las variables,

‘recurrencia”, “genes asociados” y “Formacién de biopelicula”.

El 60% de las pacientes con CVVR (3 y 4 episodios) presentaron banda para los 4
genes, el restante 20% con CVVR presento 3 genes y por otro lado las pacientes con
CVV (2 episodios) presentaron banda para 3 y 4 genes siendo el 6.7% y el 13.3% de la
muestra respectivamente. Por lo cual, se infiere que efectivamente el porcentaje de
pacientes con mayor numero de episodios presentd bandas para los cuatro genes
analizados; sin embargo, esté el resultado de la formacion de biopelicula visto desde la
D.O que arrojo, en donde se puede ver que el comportamiento de la formacién de
biopelicula no es tan claro, ya que como observamos en la clasificacion dada por el
XTT todas son fuertemente formadoras a excepcién de una y en la Figura 16.
observamos que la D.O. no se ve directamente influenciada ni por la recurrencia, ni por

la presencia de genes 11,

Si bien es cierto que la D.O. fue mas alta para las muestras de pacientes con CVVR y

la presencia de 4 genes, fue evidente también que las muestras de pacientes con 2
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episodios y presencia de 4 genes tuvo D.O alta al igual que las de cuatro episodios ,
por lo cual es importante mencionar que estas son las muestras que tienen mayor
potencial para generar recurrencia y que probablemente aunque no tengan mas
episodios documentados, ya sea por falta de consulta médica, automedicacién o que
efectivamente presenten solo dos episodios, la cepa infectante es suficientemente
patdgena a nivel genotipico y fenotipico, pues demuestro que ademas de tener los
genes, es capaz de expresarlos eficientemente en forma de biopelicula, y ya que en
este trabajo no se pudo analizar la expresion genética es dificil saber si este es el factor
gue determina la diferencia entre estas cepas y sus pares con bandas para los 4

genes.

En contraste, no se puede pasar por alto que dos de las cepas con CVVR y presencia
de los 4 genes, arrojo una D.O. menor a las demas de su grupo (Figura 16., 3 episodios
- 4 genes), por lo cual no se halloé una relacion clara entre la presencia de los genes, la
recurrencia y la formacién de biopelicula sustentando asi la afirmacion anterior

respecto a la expresion genética o la influencia de otros variables no analizadas.

Los resultados obtenidos en concordancia con lo reportado por diferentes autores
permiten evidenciar que BCR1 juega un papel importante en el desarrollo de la
biopelicula y que a su vez puede interactuar con otros genes como HWP1, TECl y
ALS3 19 No obstante, es importante mencionar que estos no son los Unicos
involucrados en el proceso de formacion y permanencia de la biopelicula, por lo que
seria interesante realizar un estudio mas exhaustivo, incluyendo un panel mas amplio
de genes y su vez un analisis de expresién de estos, ya que en nuestro estudio se
realizo la busqueda de la presencia o no de genes, pero no se determind la expresion

de estos.
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6.0 CONCLUSIONES

Las infecciones asociadas con biopeliculas fuangicas han cobrado una gran relevancia
en los Ultimos afios, como el caso de la candidiasis por C.albicans, quien por ser el
agente responsable de la mayoria de las infecciones micoéticas en los seres humanos
esta en el centro de muchos estudios. En el presente trabajo se destaca la correlacion
entre la capacidad patogénica de la levadura, analizada desde su genotipo (presencia-
ausencia de genes), su fenotipo (formacion de biopelicula) y la recurrencia con la que

se presento la infeccion.

La espectrometria de masas MALDI-TOF ha demostrado ser una tecnologia precisa y
rapida para la identificacion de microorganismos. Este método logré identificar que el
100% de las muestras clinicas con CVV y CVVR eran C.albicans. Se concluye que la
identificacion de microorganismos directamente de muestras biolégicas por
espectrometria de masas MALDI-TOF ofrece una ventaja sobre los procedimientos de
microbiologia tradicionales basados en el cultivo. Se debe tener en cuenta que aunque
en este trabajo el 100% de las muestras fueron C.albicans actualmente se registra un

auge de los casos de CVVR ocasionados por especies no albicans.

Igualmente, el ensayo XTT sigue siendo una herramientas valiosa para examinar el
comportamiento de las levaduras, se logré analizar la actividad metabdlica de las
células de C.albicans, obteniendo que el 93% de las muestras fueron fuertemente
formadoras y el 7% moderadamente formadoras. Independientemente de la técnica

gue se use existe una estrecha correlacion entre las mediciones obtenidas y el
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metabolismo de la célula; sin embargo, se debe tener en cuenta que la formaciéon de
biopeliculas depende de la especie, se ha reportado incluso que cepas de la misma
especie de Candida en distintos ensayos tienden a metabolizar el XTT de diferente
manera, lo que resulta en lecturas variables; por lo cual es importante realizar este

ensayo minimo por triplicado en nuestro caso se realizo por quintuplicado.

Se encontré que, aunque la relacion entre la presencia de los genes, la formaciéon de
biopelicula y la recurrencia no es suficientemente clara, si fue evidente la
complementariedad de los genes seleccionados, pues se demostro y corroboré
bibliograficamente; como ALS3 se complementa con HPW1, como ambos dependen de
BCR1 y este a su vez de la expresion de TEC1. Se demostro la diferencia entre la
formacion de biopelicula para las cepas con tres y cuatro genes, no sin tener en cuenta
gue se requiere mas muestras para obtener una mayor significancia estadistica y que
para determinar de forma contundente el papel de cada gen en la formacién de
biopelicula y asi mismo de la recurrencia es necesario realizar estudios mas profundos
tales como la expresion de los genes ya definidos y de otros que también puedan estar
implicados no solo en la formacion de biopelicula si no en otros mecanismos de

resistencia.

Se resalto el papel de factores intrinsecos de cada paciente, hallando una correlacion
importante entre variables como la edad, el embarazo, el pH y la concomitancia, se
observaron ligeras tendencias hacia condiciones como el estado de gestacion, el pH de
5.0, edades entre 24 y 30 afios entre otros. Se concluy6 que la mayor prevalencia de
especies esta centrada en C. albicans pues fue el 100% de la muestra y ademas de
esto se identificaron las limitaciones administrativas para lograr establecer una mejor
relacion causal para la patogenicidad de la CVVR, tales como el infrareporte y la falta
de seguimiento, la heterogeneidad de los exdmenes ordenados a las pacientes y a su

vez la diversidad en cuanto a los estandares de validacion de resultados.

Finalmente, al igual que en los estudios previos, se observo que la versatilidad y
resiliencia de la C. albicans como patdgeno, refleja contundentemente su persistencia

frente a diversos ambientes y situaciones de estrés, en las que, por medio de sus
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circuitos transcripcionales, logra adaptarse y resistir convirtiéndose en un

microorganismo patégeno de gran importancia a nivel clinico.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de extraccion de ADN para cultivos de hongos (Modified from
Ferrer C et. al. JCM 2001)

Materiales y reactivos:

e Buffer liss 100 ml (0,5 g SDS, 1,4g NaCl, 0,73g EDTA, 20 ml Tris-HCI 1M).
e Mercaptoetanol.

e Fenol-cloroformo-isoamyl alcohol (v:v:v:25:24:1).

e |sopropanol.

e Etanol 70%.

e Agua estéril.

e Agar sabouraud.

Equipo:

e Gabinete de seguridad biolégica
e Centrifuga

e Agitador

e \ortex

e Cuantificador de &cidos nucleicos
e Congelador

e Puntas amarillas estériles

e Tubos eppendorf

Procedimiento

1. Transferir la mitad del in6culo del cultivo en agar Sabouraud previamente hecho,
a un tubo eppendorf y almacenarlo a -20°C durante 30 minutos o toda la noche.

2. Agregar 500 ul de solucion lisis buffer y 5 ul de 2-, mercaptoetanol.
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3. Vortex vigorosamente.

4. Incubar a 65°C por 1 hora (Vortex durante la incubacion).

5. Agregar 500 ul de fenol:cloroformo: isoamyl alcohol (v:v:v:25:24:1) y mezclar por
dos minutos para obtener una suspensiéon homogénea.

6. Centrifugar a 14.000 rpm por 15 minutos

7. Remover la capa acuosa superior la solucién y mezclar con un volumen igual de
isopropanol. Precipitar el sobrenadante a -20°C por 30 minutos. (La precipitacién
toda la noche mejora el rendimiento del ADN.

8. Centrifugar a 14.000 rpm 4°C por 15 minutos y descartar el sobrenadante.

9. Lavar el pellet con 500 ul con solucién acuosa de etanol al 70%.

10.Centrifugar a 14.000 rpm por 15 minutos.

11.Decantar el sobrenadante. Dejar secar el pellet.

12.Resuspender el pellet de DNA en 50-100 ul (1 hora) de H20 destilada estéril.

13.Determinar la concentracion de DNA y diluir de acuerdo a su uso.

Anexo 2: Protocolo para PCR multiplex.

Cl1l[]STOCK C2[] FINAL Vol TUBO 1X
Buffer 5X 1.2X 6 ul
MgCl2 25mM 3 mM 3l
dNTPS 10 uM 0,24 mM 0,6 ul
HPW1 F 10pm 0,5 uM 1.25 pl
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HPW1 R 10um 0,5uM 1.25 pl
ALS3 F 10pm 0,5 uM 1.25 pl
PRIMERS
ALS3 R 10pum 0,5uM 1.25 pl
BCR1F 10pm 0,5 uM 1.25 pl
BCR1R 10um 0,5uM 1.25 l
TECLF 10um 0,5 uM 1.25 pl
TEC1R 10pm 0,5 uM 1.25 pl
Taq 5U 1.3U 0.26 pl
H20 - - 0.14 pl
ADN - 34.5 ng 5ul
Vol FINAL - - 25 ul

1. Se preparan los materiales necesarios, se deja la cabina en uv antes de montar.
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2. Se sacan del revco los elementos necesarios para la PCR excepto la taq (se
saca hasta el momento en que se agrega), se dejan atemperar se vortexean y
se centrifugan antes de usar.

3. Se toma un eppendorf para realizar un Mix sin agregar la tag aun, se pipetea
primero el volumen indicado para buffer, luego, MgCI2, dNTPs, Primers y el H20
finalmente.

4. Se divide la mezcla en los tubos necesarios y se procede agregar la taq de
manera individual en cada eppendorf para PCR.

5. Se pasa a la zona Post PCR donde se agrega el volumen de ADN en cada tubo.

6. Finalmente se lleva al termociclador (35 ciclos)

Programa de ciclaje

35 ciclos
1.94° -->0:30
2. 60°--> 0:30
3.72.0-->1:00

MONTAJE DE ELECTROFORESIS

1. Preparar agarosa (1.5% con TBE), se deja en microondas por dos minutos, una
vez pasado el tiempo mezclar que la agarosa quede homogénea y transparente.

2. Agregar 2ul de zyber cei colorante intercalante y mezclar nuevamente.

3. Servir el medio en la camara de electroforesis previamente montada y dejar
gelificar por 10 a 15 minutos.

4. Retirar las paredes y el peine, poner en posicion la camara de electroforesis
agregar el buffer TBE 1X hasta la marca indicada.

5. Se procede a sembrar en los pozos. En el primer pozo el marcador de peso
molecular (5ul) en las siguientes las muestras (7ul).

6. Se conecta el nano pac -300, Voltaje 85 -90 / Corriente 120 / Tiempo 45 minutos.

7. Realizar lectura en equipo BIORAD.
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Anexo 3: Protocolo para identificacion de levaduras mediante la técnica MALDI-
TOF

1. Se prepara la tarjeta

2. Seingresa la identificacion de la muestra.

3. Se tomar con asa calibrada de 0.01ml una colonia de la cepa a identificar. Se
realiza por triplicado el montaje.

4. Se monta en el pozo central la cepa control (E.coli ATCC 3539)

5. Para levaduras, agregar 50 lambdas de matriz CHCA dejar cristalizar y agregar
50 lambas de matriz FA.

6. Escanear cddigo de barras de la tarjeta e ingresarla al sistema VITEK MS.

7. Ver resultados en el sistema Myla®

Anexo 4: Protocolo de ensayo XTT para anélisis de la capacidad de formacion de

biopelicula en los aislamientos.

Materiales y reactivos:

e Agar Sabouraud-dextrosa, para preparar placas.

e Caldo Sabouraud dextrosa.

e RPMI-1640 sin bicarbonato de sodio complementado con L-glutamina y
tamponado con &cido morfolinopropanosulfonico.

e Solucion salina tamponada con fosfato estéril PBS.

e Sal sbdica XTT.

e Menadiona.

Equipo:

Autoclave.
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Placas de Petri.

Tubos de centrifuga conicos de 15 ml.
Tubos eppendorf.

Gabinete de seguridad biologica.
Vortex.

Agitador orbital.

Centrifuga.

Hemocitometro — Camara de Neubauer.
Microscopio.

Placas de microtitulacién de 96 pocillos: poliestireno, fondo plano, tratamiento de

tejidos.

Parafilm.

Pipeta multicanal.

Puntas azules y amarillas estériles.
Incubadora 30°C-37°C

Lector de placa de microtitulacion.

Preparacion de XTT activado

Descongele el reactivo XTT y el reactivo de acoplamiento de electrones antes de
usar.

Mezcle 0,1 ml de reactivo de acoplamiento de electrones con 5 ml de XTT
correctamente para formar una solucion de XTT activada.

Esta cantidad sera suficiente para una placa de 96 pocillos (50 ul / pocillo).

Equilibre el reactivo XTT activado a temperatura ambiente antes de usar.

NOTA: realizar los calculos necesarios para saber el volumen final de xtt de acuerdo

con el total de muestras a analizar.

Preparacion de las células
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1. A partir del hisopado sembrar en placas de Agar Dextrosa Sabouraud, incubar
por 24 h a 37° C.

2. Tomar una colonia de la placa e inocular en tubos conicos (falcon 15 ml) con
10ml de Caldo Sabouraud, incubar por 24 h a 37° C con agitacion constante.

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante y lavar 2
veces con PBS estéril.

4. Resuspender el sedimento final de células en 20 ml de medio RPMI, vortexear
por 20 segundos para homogenizar bien.

Paso critico: Debido a que las células fungicas tienden a asentarse y /o agregarse, las
suspensiones celulares deben agitarse vigorosamente después de los lavados y antes
de pipetear las diferentes manipulaciones utilizadas en este y otros pasos sucesivos.

5. Tomar 1ml de la preparacion anterior y agregar en un tubo falcon estéril (de
15ml) con 9 ml del mismo medio para preparar dilucién 1:10.

6. Con la dilucién anterior realizar recuento de levaduras en camara de Neubauer y
conteo de células viables. Llevar las levaduras a una concentracion de 1 x 106
células/ml. Realizar los calculos y las diluciones necesarias hasta obtener la

concentracion requerida.

Paso Critico: La densidad de células fungicas del in6culo inicial es muy importante para
el correcto desarrollo de la biopelicula, ya que los mecanismos de deteccién del
quérum juegan un papel importante en la formacion de la biopelicula. Las densidades
celulares que son demasiado altas o bajas probablemente resulten en biopeliculas

pobres.

7. Realizar los célculos necesarios para preparar un indculo con volumen 2ml (1 x
106 células/ml) para cada muestra que se analizara. Una vez preparado el indculo

sembrar INMEDIATAMENTE en placas de microtitulacion de 96 pocillos fondo plano.

Procedimiento para conteo de levaduras en camara de Neubauer
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Preparacion de la muestra:

1. Lavar la camara y el cubre con agua destilada y alcohol 96%.

2. Secar bien con papel suave.

3. Poner el cubreobjetos encima de la cAmara.

4, Homogeneizar removiendo bien el cultivo en donde residen las levaduras.

5. Tomar con pipeta una muestra (20ul).

6. Poner la punta de la pipeta en una de las dos ranuras de la camara y, por
capilaridad, las levaduras se distribuirdn en la camara.

7. Si se crea una camara de aire repetir la operacion desde el principio.

8. Fijar la camara de recuento en la platina del microscopio para realizar la

observacion microscopica.
9. Esperar unos minutos antes de contar para que las levaduras se depositen en la

camara

Contabilizar levaduras totales:

1. Se centra el objetivo del microscopio a ojo en el centro tedrico de la cruz de la
camara, luego se coloca el objetivo lo mas cerca posible del cubre objetos, pero sin
tocarlo y posteriormente se ird alejando hasta que la imagen sea lo mas clara y nitida
posible. 40X

2. Ubicar la zona central donde se llevara a cabo el recuento de levaduras.
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3. El conteo se realiza de forma diagonal contando los cinco (o cuatro dependiendo

de la cAmara) cuadros. Contar el nimero de levaduras en cada uno de estos.

Ej. I. (camara Thoma, grupos de 25 cuadros):

Grupo | (GI) de 25 cuadros  --> |4 levaduras
Grupo 2 (G2) de 25 cuadros  --> |5 levaduras

Grupo 3 (G3)
Grupo 4 (G4)

-> 13"
-> 14"

Hacemos la media aritmética: (14+15+13+14) / 4 = 14 levaduras de media contenidas en 25 cuadros.

Gl
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Fig. 4: Ejemplo de recuento por grupos en camara Thoma y Neubauer improved

Y aplicar la formula genérica siguiente:

X levaduras

# cuadros camara 1000 mm’

Y cuadros

= x millones de levaduras / mL
Volumen camara 1cm’(o1mL)

Ejemplo:

5i se encuentran |4 levaduras en 25 cuadros en la camara Thoma, los calculos serian como prosiguen:

14 levaduras

400 cuadros 1000 mm®*

25 cuadros

0.1 mm’ X Jem(o1mL)

= 2.24 millones de levaduras / mL

Procedimiento para contabilizar levaduras viables (% levaduras viables)

1. Mezclar una gota pequefia de colorante con una gota pequefia de mosto en

fermentacioén en el portaobjetos normal.

2. Se tapa con un cubre.
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3. Se visualiza en un microscopio.

4, Las levaduras tefiidas estan muertas y las no tefidas estan vivas.

5. Se visualizan 3 campos en la diagonal del cubre como muestra la fig. 6. Se
cuentan todas las levaduras contenidas en cada campo y se hace una lista de vivas y
muertas y a partir de aqui se calcula el porcentaje de viables.

6. Para el célculo del % de viables se cuentan las vivas respecto el total.

Nota 1: El colorante puede ser cualquiera conocido. Si se usa el azul de metileno hay
gue tener en cuenta que se hace mas dificil el contaje porque mancha mucho de azul la
solucion por lo que habra que diluirlo antes de mezclarlo con la muestra a analizar o
bien utilizar rodamina. Esta tiene un color rosado suave por lo que hace mas simple el

recuento. Ambos colorantes pintan las levaduras muertas.

Procedimiento para determinar la proliferacion celular

1. Sembrar 100 ul / pozo de cada muestra y control negativo, hacerlo por triplicado.
Cubrir la placa con su tapa y sellar con Parafilm.

Ejemplo: lectura a las 4h, 12h, 24h y 48h cada una por triplicado
Para una muestra se requerira en total 1200 ul.

2. Incubar a 30°C por 24h con agitacion constante (tiempo sujeto a hora de
lectura).
3. Una vez transcurrido el tiempo, después de la formacién de biofilm aspire el

medio con cuidado para no tocar y romper el biofilm. La mejor forma de hacerlo es,
utilizando una pipeta multicanal, incline las puntas de las pipetas hacia las esquinas de
los pocillos, minimizando asi el contacto con la biopelicula.

Punto critico: Si el biofilm se ve afectado al momento de aspirar descartar.

4. Lavar 3 veces con 200ul de PBS estéril para eliminar las células no adheridas.
Drenar la placa en cada lavado en una posicién invertida, secandolas con toallas de

papel para eliminar cualquier PBS residual.
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5. Equilibre el reactivo XTT a temperatura ambiente antes de usar. Agregue 50ul
de reactivo XTT activado a cada pocillo incluido el control negativo.

6. Cubrir con su debida tapa y con papel aluminio. Incube por 3 horas a 37°C con
agitacion constante.

7. Lea la absorbancia en el espectrofotometro o un lector ELISA utilizando 450 nm

como filtro primario y 630 nm como filtro diferencial.

Procesamiento de los datos

1. Reste los valores de absorbancia promedio de 450 nm de los pozos de control
de los valores de absorbancia promedio de 450 nm de los pozos experimentales
correspondientes.

2. Graficar una absorbancia de 450 nm versus la concentracion del agente de
prueba.

Por ejemplo Si Al, A2 y A3 son absorbancias de los pozos de prueba por triplicado a
570 nm, la absorbancia promedio A es,

A = (A1 + A2 + A3) / 3 De manera similar, si C1, C2 y C3 son absorbancias de los
pozos de control por triplicado a 570 nm, la absorbancia promedio Ces, C=(C1+ C2 +
C3)/3

3. Calcule la absorbancia normalizada restando C de A. Grafique los valores de las

absorbancias normalizadas frente a la concentracion del agente de prueba.
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