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RESUMEN

Los métodos de tipificacion fenotipica tradicionales para diferentes microorganismos,
come Candida albicans, presentan problemas tales como: variabilidad de ensayo a ensayo,
cambios fenotipicos relacionados con degradacion de marcadores biologicos durante su
almacenamiento, expresion diferencial de marcadores, ete. Debido a esta inestabilidad cn la
definicién de marcadores fehotipicos adecuados, se ha planteado In utitizacion de moléculas mis
estables, conto es el caso del DNA, en ensayos de tipificacian molecular para diferentes
microorganismos patogenos, relacionando ademas dichos perfiles genotipicos con factores de
resistencia y patogenicidad.

utilizando RFLP y RAPD. Para lo cual se analizé ¢l polimorfismo de la longitud de los fragmentos
de restriccion de DNA (ﬁng‘cmriming), de 41 aishdos de C albicans, utilizandose las
endonucleasas de restriccion Eco RI'y Xba 1. Por otro lado se utilizo ¢l método de RAPD usando
3 iniciadores al azar con secuencia: GTGCAATGAG, CAATGCGTCT, CG;I'CT AGAGC.

Se identificaron para Eco RI, 6 grupos con bandas de peso molecular entre 1412 y 21420
pares de bases (pb); y 3 para Xbal, con bandas de 554 a 14307 pb. Para el anilisis de RAPD se
obtuvieron 14 grupos con bandas entre 181 y 1390 pb. En el grupo I del analisis de RFLP se
situaron 76% de las cepas serotipo A yb 23% con serotipo B‘sin‘lngta.r una clara discriminacian
hacia sus patrones de sensibilidad. Los grupos I1 y 111 fieron fonﬁadps exclusivamente por cepas

de serotipo A, siendo el total de ellas sensibles a-anfotericina B, fluconazol ¢ itraconazol, mientras

que solo 50% fueron sensibles a ketoconazol. Cuando la comelacion se hizo utilizando los.



patrones de RFLP con Eco Rl como enzima de restriceion, se encontré que los prupos 1 111, 1V y
V, englobaron al 100% de cepas con serotipo A.

[! andlisis discriminativo con los patrones de RFLP obtenidos con Xba [ resultd mis
adecuado que los patrones obtenidos con Eco RI, por lo que sugerimas utilizar esta enzima en

ensayos de RFLP para facilitar la tipificacion de diferentes aislados de C. albicans. No obstante,

sugimos el uso de un marcador molecular que pueda ser utilizado como sonda en ensayos de
Souther blot para facilitar ain mds el andlisis de diferentes aislados de C. albicans por RFLP.
Aunque el anilisis utilizando RAPD mostro un mayor nimero de grupos a nivel de discriminacion
del 80% para el total de bandas de amplificacion de DNA, Ia corvelacion de estos perfiles con
serotipo y sensibilidad permitié un mejor andlisis discriminativo que cuando se utilizaron los
métodos de RFLP con Eco RI y Xba L. De los 14 grupos formados mediante ¢l anlisis por
RAPD, el I, 1V, X1 y XII conformaron al mayor niimero de cepas con serotipo A. Estos grupos
incluyeron ademas al mayor nimero de cepas sensibles a anfotericina B, fluconazol ¢ itraconazol.

E! anélisis de RAPD permitié In amplificacion de tres bandas de peso molecular de 541,
714 y 840 pb respectivamente. Estas sqcucncias amplificadas pueden ser ulilizadas caino

marcadores especificos de C .albicans. Estas bandas no fueron amplificadas ni en DNA de

Mycabacterium tuberculosis v tampoco en DNA de Serratia marcenses. Desde el punto de vista

metodoldgico, ¢l método de RAPD resultd mis ventajoso que el anilisis de RFLP dada su

- simplicidad, tanto en la realizacion como en ¢ analisis de los resultados.
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LLOBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.
1) Determinar el polimortismo del DNA de diferentes aislados de Candida albicans en ¢l

Hospital de Pediatria del Centro Medico Nacional Siglo XX1.

OBIJETIVOS PARTICULARES.

1) Establecer métodos de tipiﬁcﬁcién de cepas de C. albicans utilizando polimorfismo en la
longitqd de los fragmentos de restriccion (RFLP) y Amplificacion al azar de DNA
polimérfico (RAPD-PCR).

2) Analizar la relacion existente entre patrones de RFLP’s 'y RAPD’s con el serotipo y la
re§ist_cncin a fluconazol, ketoconazol, ilraconazt;l y anfotericina’ B de ailados. de” C.

albicans.

3)Ev§l|iar las relaciones genotipicas de aislados de C, albicans obtenidos en el Hospital de

Pediatria del Centro Médico Nacional siglo XXI.



2. JUSTIFICACION.

A pesar de todos los avances metodologicos sobre candidosis, en México liay carencia de
estudios epidemioldgicos n nivel molecular para cstos microorganismos, lo cual ha impedido la
caracterizacion de cepas autdctonas, dificultando asi la terapia con diferentes firmacos de manera
controlada.

“Se han desarrollado un gran nimero de métodos genotipicos parn la identificacion de cepas

de C. albicans, entre los que se encuentran reasociacion DNA-DNA, polimorfisimo en la longitud

de los fragmentos de restriccion del DNA (RFLP), anilisis mediante Southem blot y, amplificacion
al azar de DNA poliniorfico (RAPD). Estos presentan ventajas de sensibilidad y reproducibilidad'™

2.33.354 De todos éstos, los métodos genotipicos de tipificacion RFLP y RAPD han mostrado

ser muy eficientes para caracterizar diferentes microorganismos, incluyendo C. albicans' 27,

Los métodos de tipificacion han liecho posible la caracterizacion de aistados con gran precision,

mucho més eficientemente cuando se comparan con los métodos tradicionatmente utilizados™ * >

24,30,37, 40,48

La caracterizacion y clasificacion genotipica de cepas de C. albicans puede permitir en un

futuro cercano, correlacionar los patrones de fingerprinting de DNA de C. albicans con aspectos

fenotipicos importantes conto pudieran ser sus patrones de resistencia a antiniicoticos.



3. GENERALIDADES.

El pénero Candida pertenece a la familia Criptococeaceae y se agrupa dentro de los

s se consideran como

hongos imperfectos Denteromyeeres™ V. Las cepas de Candida albi

patogenos humanos. causando enfermedades Jocalizadas o diseminadas en pacientes normales o
inmunocomprometidos” " > *%* Las infecciones por C. albicans son promavidas por diferentes
procesos invasivos como catéteres, terapia inmunosupresiva, malignicidad, inmadurez celitlar,
inmunodeficiencia, granulocitopenia, agentes antimicrobianos de amplio espectro y abuso de
9, 16, JK’

drogas intravenosas, enire otros’

Las levaduras de C._afbicans se consideran como pleomarficas, esto es, que de acuerdo a

fas condiéiones microambientales pueden adquitir diferente morfologia, incluyende la transicion de
levadura a forma micclial o filamentosa™. Estos hongos poseen un genoma diploide que no
muestra ciclo sexual”. Un examen microseopico puede revelar levaduras de 2-4pm de dismetro
(blastoconidias), pscudohifas 0 hifas verdaderas septadas. Una de las caracteristicas principales de
diferenciacion de C._albicans respecto & otras especies es la formacion de tubo gertinativo en
sucro fetal bovino"’,

Se encuentran rep ortadas mas de 80 especies para o género Candida™ ™, de las cuales solo
12 son de interés médico. Algunas de éstas son: C. gﬂy}iw,, C ,cgjgggl_i.g, C. parapsilosis, C.
krusei, Chkefir (C. pseudotropicalis), C.  guillieymondii, C. :ez{bgoidex, C. lipoltica, C.

Entre fos mecanismos principales de virlencia descritos para C, albicans se encuentran la

adhesion a las superficies de las mucosas, lu cual se requiere para la persistencia del organismo



infectante en ciertos sitios tales como cavidad oral y vaginal. La resistencia a fagacitosis pot
macréfagos se ha discutido como un mecanismo por ¢l cual C. albicans puede evadir los
mccnnﬁmus de defensa del hmésped. La secrecion de enzimas hidroliticas puede facilitar Ia
patogenicidad para invadir mis eficientemente ¢l tejido del huésped o evadir las defensas del

hwésped a través de Ja hidrolisis de los anticuerpos. Finalmente Ia conversion dimérfica de

fevadura a forma hifal de C. atbicans puede incrementar la invasividad del patogeno al tefido del

huésped ™.

Hay al menos tres tipos de isoenzimas carboxil proteinasas producias por C. albicans,
aunque dstas formas de isoenzimas por fo general no se diferencian en estudios clinicos. Varias
lincas de evidencia sugicren que la actividad proteolitica extracelulor contribuye a I
patogenicidad. Se sabe que Ias cepas mas virulentas producen mids proteinasa®’, Kwon-Chung y
colaboradores, compararon la virulencia de cepns diferenciadas en produccion d¢ proteinasas y
demostraron que la produccion de proteinasas incrementa la vinilencia cuando se compariron con
otra cepa deficiente en proteinasas™, Esto apoya Ia consideracion de que la deficiencia en
proteinasas, y no otros factores, fueron los responsables de los cambios observados en
virulencia, En ;csunicn, la proteinasa no producida constitutivamente, es inducida in vivo y puede
- ser detectada en tejidos infectados, sugiriendo que ésta jucga un papel importaute e log procesos
infccciosoé.

Los antimicoticos que l)lxis cominmente s utilizan para ef tratamiento de esta levadura son
algunos azoles. como iuiconazul, ketoconazol, itraconazol, anfotericina B y S;tlllorocimciun (5-

{bicans pucde desarrollar resistencia® %, Auger y Col." reportaron

FC): a este altimo farmaco, C.



:
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11.3% y 49.7% de resistencia a 5-FC, para el serotipo A y B respectivamente, en un estudio de

666 pacientes en Cauada.

3.1 FORMAS CLINICAS DE INFECCION POR C. albicans.

3.1.1 Cutaneo-mucosas

Las formas clinicas mds frecuentes de candidosis son de espectro variado y van desdé
lesiones superficiales, hasta daios mucho mds severos a nivel septicémico, las superficiales de tipo
cutancomucoso son las de diaguostico mas sencillo; de éstas s la estomatitis, algodoncillo o
muguet (candidosis seudomembranosa aguda) que generalmente se presenta en los nifios lactantes,

" "y en los adultos tratados con antibijticos o ghicocorticoides

prematuros o desnutridos
generales o locales. La cstomatitis consiste en lesiones eritematosas recubiertas por mewbranas
superficiales blanquecinas en la-superficie de la mucosa que pueden-ser nmy dolorosas ¢ impedir

que ¢l bebé se alimente; no obstante en algunos casos donde Ias lesiones son leves o

moderadamente intensas, las lesiones no provocan dotor.

La estomatitis comisural o queilosis angular, conocida vulganmente como “boqueras™”, se
caracteriza por fisura, eritema y dolor en los angulos de I baca" . Los intertrigos son lesiones de
tipo mecdnico debido al frotamiento de un pliegue cutdneo; se observan como superficies humedas

y brillantes recubiertas por costras y fragmentos de membranas blanquecinas™,

Las candidosis genitales son comunes durante el embarazo, Candida necesita pH dcido

para su crecimiento que se favorece por el empleo de anovulatorios, anticonceptivos locales,



glucocorticoides o amtibidticos de amplio espectro; las lesiones son semejantes a las de los

intertrigos, el prurito ¢s intenso y el flujo es opaco de color blanco,

Lvs abscesos por Candida son poco frecuentes y solo se observan en pacientes

inmunodeficientes. Cuimdo (' afbicans infecta Ios uias (onixis), la uiia adquiere color amarillo

verdoso, se arniga y presenta surcos transversales.
3.1.2 Granulomn candiddsica,

La candidosis gramtlomatosa es rara, se presenta en pacientes con falla inmunologica
especifica ante C. albfcans. Estos pacientes presentan anergia a fa prueba cutinea con candidina y
a otros antigenos, asi como linfopenia, Las lesiones sou pdpulas cubiertas par costras y escamas

gruesas, que confluyen para formar placas que se localizan en cara, cuero cabelludo, dedos de

manos, tronco, pientas y ocasionalmente faringe.

La candidosis cutaueomucosa crénica es poce frecuente; los pacientes presentan lesiones

unguales, de piel y niucosas, resistentes a los tratamientos.

3.1.3 Candidosis profundas o viscerales

Las candidosis profiidas o viscerales, no tienen sintomatologia propia; se presentan como
cuadros de bronquitis subaguda, cuadros pulmonares con disnes, febricula y expectoracion
lxclmtpnmcoide. Pueden desarrollarse cuadros urinarios de cistitis o pielonefiitis que llcghn hasta
insuficiencia renal. Las infecciones del sistema nervioso ceutral pueden traducirse por cuadros de

meningitis parenquimatosos, secundarios a  abscesos, trombosis o granulomas, El liquido



cefalorraquideo en estos casos ¢s claro con proteinas disminuilas y glucosa elevada. La

endocarditis por candida se manifiesta con fiebre elevada, anemia e insuficiencia cardiaca.

3.1.4 Candidosis septicémicas

Las candidosis septicémicas ocurren poy otro lado, en pacientes con inmunodeficiencias
graves, la mayoria que padece candidemia sufe enfermedad diseminada', Pueden ser secundarias
aluso de jeringas contaminadas, por empleo de catéteres también contaminados o por generacion
de lesiones viscernles profundas®. Persouu‘s con cancer, receptores de transplantes de érganos,
lactantes prematuros debilitados, inmunodeficientes, y complicacion de cirugia mayor presentan
una alta tendencia para candidosis diseminada™. La candidosis septicémica aparece como
consecuencia de tratamiento inmunosupresor (citotdxicos y glucocorticoides) en pacientes
hematoldgicos y ¢l diagndstico es hecho por hemocultivo. Los sitios mis frecuentes de infeccion

en sujetos con candidosis diseminada son pulmones, rifiones, higado, bazo y cerebro,

3.2 EPIDEMIOLOGIA.

Candida albicans es la especie dentro del género Candida de mayor importancia clinica; se

ha aislado del suelo, del follaje o del ambiente en sitios donde probablemente ha ocurrido

contaminacion humana o animal™; en general se considera cosmopolita’,

En ciertas condiciones habituales, la transmision de Candida -parece requerir la

.

aproximacion directa de un sitio. colonizado a una region de la mucosa o superficie de piel

susceptibles. En nconatos, las infecciones bucales o cutdneas se adquieren de la mucosa vaginal



infectada durante el paso del producto por el condueto del parto. Es posible 1a transmision entre ¢l
lactante a otro en salas de hospitales, indican que es poco frecuente fa infeccion cruzada y que la
segregacion de lactantes infectados con algodoncillo tiene escaso impacto sobre los indices de
infeccion',

Caudida es comensal del organismo sano y bajo condiciones de inmunosupresion, puede
causar desde Jeves hasta severas infecciones en piel, nias, tracto urinaio, esofago, boca, vagina y
otros tejidos, siendo el hongo mis cominmente aislado en pacientes inmunocomprometidos”. £l

recién nacido es colonizado por esta levadura durante las primeras semanas de vida,

E) desequilibrio ecolégico y la inmunodeficiencia, que Hevan al organismo a una baja de
defensa locales o generales, propician el oportunismo y ¢l desarrollo de la infeccion. Los factores

de oportunismo son de varios tipos :
1. Fisicos ; Traumatismos, radiaciones y humedad,
2. Quimicos: pH cutaneo mucoso, medicamentos, drogadiccion y contaminacion ambiental.

3. Bioldgicos: Prematurez, embarazo, infaucia, diabetes, linfomas, obesidad, insuficiencia renal,

. . .. . . L . T )
infecciones crénicas, sindromes de inmunodeficiencia y alimentacion parenteral V.

Dentro de las causas de oportunismo mencionadas, la -iatrogenia ocupa un lugar

predominante y en ocasiones es pravocada por el médico B

Un estudio realizado en Estados Unidos por Beck-Sagué y cols’, durante el periodo de

1980- 1990, reportaron un total de 30477 infecciones fimgicas nosocomiales, de fas cuales 59.7%

fueron debidas a C. afbicans. Por otra parte Vizquez y cols™ citan a Candida spp como ef cuarto



i
‘

arganismo mis cominmente recuperado en cultivos de sangre proveniemtes de pacientes

hospitalizados, con una mortnlidad de fungemia por C. albicans de aproximadamente 80-85%.

En México, el Instituto Mexicano del Seguro Social, reporta en su Atlas epidemiologico
(de 1985-1990), un total de 205 egresos por micosis en hogpitales de zona cn 1990 y 11050

consultas totales por micosis, en nifios menores de un afto de edad™,

3.3 SEROTIPOS.

El serotipo es un concepto que define las caracteristicas de superficic de cualquies tipo

celular; para C. albicans se han reportado los serotipos A, By C.

El descubrimiento de los serotipos A y B por Hasenclever y Mitchell® y del € por
Nishikawa y col.* en especies de €. albicans ha permitido reatizar estudios epidemiologicos que

Indican una estrecha relacion entre el serotipo de esta levadura y su susceptibilidad a 5-

fluorocitosina (5-FC). En general las cepas de serotijo A son sensibles a 5-FC y la cepas serotipo

B son resistentes™ *°. Hansenclever and Mitchell (en un estudio realizado con 653 cepas en
Estados Unidos durante 1962) encontraron una prevalencia del 67.7 % pn}n el serotipo A y del
32.7% parn ¢l B, siendo esto similar a lo descrito en Europa®™ ', De igual forma Auger y cols en
un estudio realizado con 666 cepas en Canadd’; encontraron una prevalencia mayor del serotipo A
(74.3%) Que del serotipo B (25.7%). Por otro lado en dos. estudios realizados en Europa, se
encontrd una prevalencia  mayor ‘de cepas de C. albicans scmtipp B en pacicmés
iumuuocump‘rome,tidos”' 72 lo_cual indica. que |;| frecuencia de sémtipbs ia cambiado. Sin

embargo.en México no se tienen datos claros acerca del serotipo predominante,



34 TRATAMIENTO.

La seleccion del finnaco apropiado o i wilizacion de wna combinacion, depende de la
localizacion y amplitud de fn infeccion. Los firmacos contra €. albicans de uso general son

nistating, clotrimazol, violetn de genciana, anfotericina, anfotericima B, fluorocitosing, miconazol y

ketoconazol.

Para la candidosis orofarfugen se ha empleado nistatina oral {(que es un antimicatica
derivado de Streptomyces nurseq), clotrimazol y dvulos de nistatina, La violeta de genciana es
moderadmmente eficaz, empero ireita y ulcera In mucosa con el uso prolongade’. EI ketoconazol
por via oral en dosis por dos sewanas causa regresion de las lesiones en aproximadamente 75 %
de los enfermos. Los casos graves de candidosis de la boca, en especial en pacientes
gmnulociiopc’nicos, usan tratamientos breves con anfotericina B, es un antimicético derivado de
Streptomyces podosus que pasee toxicidad renal clevada y produce fiebre, escaloftios, temblores y
vomitos. Sin embargo, cuando se usa correctamente es uno de los mejores agentes antimicoticos

conocidos.

La candidosis vaginal se trata con dvulos de clotrimazol & uistatina. £s posible tratar la
candidosis del esdfago, estdmago o intestino de la misma manera que la candidosis oral, pero no
con violeta de genciana, Pacientes con casos leves pueden responder a nistating, farnuce que uo

. R RAL) o ) . SO
se absorbe por el intestino'" °, de tal forma que las grageas orales sélo son dtiles para tratar

proliferacion de Caudida en el intesthno. En casos moderadamente graves se adninistra

anfotericina B por via intravenasa; una slteruativa a la anfotericina B es el ketoconazol oral o -

micontazal intravenoso que son menos toxicos que la anfotericina B,
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En individuos con candidosis renal y en quienes se sospecha infeccion diseminada, la
administyacion intravenosa de anfotericina B con fleorocitosing por 4 semanas (si la cepa es
suseeptible) es el tratamicnto mis eficaz”. La S-fluorocitosing es una pirimidina con potente
actividad citotdxica®, se emplea por via oral y se aconseja combinarla con anfotericina BB en caso

de formas profundas de infeccion.

Los compuestos imidazdlicos recientetnente introducidos en el tratamiento de las micosis
son muy itiles. Existen en forma topica los siguientes compuestos: nitrato de miconazol, nitrato de
isocomazol, clotrimazol, nitrato de econazol, nitrato de oxicomazol, bifonazol, y ticonazol. En
reswien por via general se utilizan el nitrato de miconazol, i ketoconazol y el itraconazol. Todos
son activos contra Candida, aunque habrd que recordar que cuando se asocian a la anfotericing B,

algunas cepas de C. albicans se vuelven resistentes™ .

3.5 DIAGNOST1CO.

fresco; el cultivo y la biopsia.

Et examen directo de escamas, uiias, pus, orina, material de puncidu, liquido
cefalorraquideo y expectoracion se hace con la prueba de KOH ai 10%'™ " 6 20%, el cual
ofrecerd una evidencia presuntiva de! hongo®. También se pueden hacer frotis y tefiitlos con

GRAM; en-donde se observaran levaduras ovoides en gemacion de casi 2 a 7 pm de didmetro,

seudohifas o ambas. Las hiopsias se tifien con GRAM, PAS (dcidopéryédicn de Shiff) o Gomori
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Grocott y en ellas se identificarin las estructuras levadwrifornes y los filamentos miceliares al
introducirse ¢l colorante en el tejidv.

El cultivo del material biologico se realiza en SDA al 4% de glucosa (Agar de dextrosa
Sabouraud) y solo cuando se considera que los especimenes estin contaminados con bacterias se
les adiciona normalmente cloramfenicol y ciclohexamida, la cual impide el crecimiento de hongos
saprofitos; en el cultivo se observardn colouias de color eremoso, de fonua redonda, claramente
demarcada, lisas y brillantes ya sea a 37 °C o a temperatura ambiente, Ln 24-48 hrs, los cultivos
desarrollan las colonias levaduriformes blancas y opucas. Para ¢l desarrollo de filumentos y
produceion de clanidosporas que caracterizan a (. albicany’, se debe esperar | semana. También
se pueden cultivar en agar Czapek Dox con 1% de Tween, donde se observarin clamidosporas
terminales Interales camcteristicas de 10 a 12 pm de didmetro con paredes lisas de doble contomo.
La presencia de levaduras o el desarrollo de colonias levaduriformes, no es un dingndstico
definitivo de candidosis v por lo tanto éste se debe apoyar con datos elinicos. Uno de los métodos
mais simples, econdmicos, disponibles y de eleccion en el laboratorio para in identificacion
13, 4 1.2, 48

, el cual facilita T

diferenciacion con respecto a otras especies de Candidq.

3.5.2 Seroldgico. Los anticuerpos se han utilizado ampliamente como herramicntas
innunologicas y recientemente se han inplementado téenicas de biologia molecular y binguimica,
En general a los auticuerpos contra C. albicaus se les ha dado 3 aplicaciones principalmente:

DPara ka deteccion de protefmas antigénicas usando anticuerpos policlonales o monoclonales en

Westem blots v en imuunotincién de antigenos especificos a nivel celular. 2) Para la medicion de

12



titulos de anticuerpos especificos en contra de proteinas especificas de C. albicans, determinando
asi sus valores como marcadores en la infeccion o para bloquear antigenos funcionando asi como
agentes protectivos. 3) Para el aislamiento de secuencias que codifican para proteinas antigénicas y
el andlisis densitométrico de las proteinas relevantes, proporcionando una idea de la expresion de

las levaduras™.

El desarrollo de la inmunidad humoral no parece tener una importancia capital en la
evolucion de la candidosis™ "', No obstante, Ias técnicas de inmunodifusion, de fijacion del
complemento y de anticuerpos fluorescentes, son ftiles en el diagnostico de la candidosis
cutancomucosa crouica, del granuloma candiddsica y de la candidosis generalizada o septicémica,
ya que siempre ¢stas reacciones son positivas, Sin embargo, en pacientes muy debilitados
portadorés de linfomas malignos y leucemias (las cuales se han tratado con inmunosupresores y
glucocorticoides), las’lécuicas serologicas se vuc]veu tegativas a pesar de existir infeccion por

Candida™; al igual que en los individuos sanos colonizados por Candida y en los pacientes con
formas superficisles de candidosis. Una desventaja mas, es la dificultad en fa iterpretacion de las
prucbas (inmunodifusion, contrainmunoelectroforesis, aglutinacion en litex) debido a que las

precipitinas se encuentran en ¢l 20-30% de ta poblacion, en tal caso la correlacion clinica u nivel

profundo puede ser de utilidad"”,

3.5.3 Celular,

La intradermorreaccion con candidina es positiva en casi el 100% de los individuos sanos y

en los pacientes con candidosis, excepto ¢h los que desarrollan las formas granulomatosa o

13



cutanconcosa cranica ¢ infeceion generalizada: donde esta auergia ¢s un prondstico severo de la

. . or f3
feccion

3.5.4 Bioquimico.

L diagnostico fiual para fa identificacion de levaduras es la prueba de asimilacion de
carbohidratos™, ta cual wide la habilidad de ta levadura para utilizar un carbohidiato especifica
canto dnica fuente de carbouo en presencia de oxigento. De modo que los aistados que asimilan v
no termentan sacarosa, son confinmados como (. albicans. el perfil de asimilacion y fermentacion

para especies de levaduras se resnme en {a tabla No, |

Debido a los largos periodos de incubacion y otras desventajas, se utilizan mas
frecnentemente sistemas de identificacion camo el “API 20C”, éste sistema es simifar al AP{ 208

. e .o Rk
asado para la identificacion de enterobacterias™ ",

3,6 ASPECTOS INMUNOLOGICOS BE . albicans.

En la candidosis nmcocutinea cronica ya se han establecido con claridad defectos en la
immidad medinda por células; en estos casos, In amomalia mas constante corresponde a la

producvion subuormal de linfocinas por céludas T, en vespuesta a fos antigenos de €. afhicans”

Los estudias de la respuesta del hudsped competente a especies de Candida indican yue
todos las componentes del sistema inmmitario responden al patdgeno; asi los sitios receptares en

céilas epiteliales de bocu 'y vaging permiten fa adberencia de i levadura. La lisozing

(muramidasa) causa aglutinacion y destruccion de C. albicans. En individuos inmunocompetentes
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se generan anticuerpos IgA secretores y humorales y anticuerpos IgE especificos en contra de €.
albicans. .a mayoria de los adultos noymales presentan anticuerpos IgG circulantes contra los
antigenos de C. albicans, annque en la infeccion hay respuesta transitoria de anticnerpos IpM".
Los anticuerpos IgG logran opsonizacion eficaz de C. albicany. EI miervorganismo ademids puede

activar la via alterna del complemento. Los leucacitos polimorlonuciearcs, monacitos y ¢cosindfilos

ingieren y destruyen a C. albicans. Un componente polisacirido de Candida pucde ocasionar la
{ormacion de finfocitos snpresores, mientras que los antigenos estimulados por un mitogeno

producen una finfocina que destruye al microorganismo™.

3.7 ANTIGENOS PRINCIPALES.
La pared celular de C. albicans esta constituida de;
1) Carbohidratos: B-glucanos. 90% (peso/peso)
2) l’rotgixm: manoproteinas. 3-6% (peso/peso)
3) Lipidos: Quitina. 2% (peso/peso).

Estas son moléculas inmunogénicas importantes ya gue la pared celular constituye
aproximadamente el 30 % del peso seco de la célula. La distribucion de estos polimeros es similar
en células de levaduras, tubo germinativo y elementos miceliares, En resumen, la pared celular de

contenido de componentes mutigénicos importantes y finalmente por su capacidad para regular

productos secretados de la célula. Los B-glucanos y I quitina de 1a pared, los cuales no estin

presentes en células de mamiferos, pueden ser junto con las enzimas involucradas con su sintesis y
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degradacion, blancos potenciales para nuevos pgentes mtifingicos. La quitina en fa pared celular

de C. albicans es la primera que se lacaliza y esta covalentemente unida a los gluicanos guimdo el

desarrollo de una estructara de pared celular secundaria™.

TABLA No, I: CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y DE CULTIVO DE CEPAS DE

Candida albicans

PRUEBAS FENOTIPICAS - | RESULTADO
Crecimiento a 37°C *+
Pseudohifas +
Clamsidosporas +
Tubo germinativo +
Cipsula -
Dextrosn +
Maltosa +
Sacarosa 4
Lactosa
Galactosa +

| Melibiosa -
Celobiosa -
Inositol -
Xilosa +
Rafinosa -
Trealosa +
Dauleitol ) -
FERMENTACION (prod. gas)
Dextrosa F
Maltosa F
Sucarosa -
Lactosa -
Galactosa F
Trealosa ¥
Ureasa -

*= Varia segin 1a cepa. -
+= Asitnilacion del azicn
- F= Fermeptacion del azicar
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La fraccion manoproteina es el principal componente celular antigénico de €. albicans y
tres serotipos pueden ser distinguidos por serologia basados en diferencias en estructuris
0 Las estructonus de manoproteimas de C. afbicans son similares a las de

nnoproteicns

Saccharomyces cerevisiae, ambos con polisacridos altamente ramificados, unidos a residuos de

uépnmgina de la protelna o través de dimeros de N-acetil- D-glucosaming (GleNAc), y de
pequeiias cadenas similares de residuos de manosa unidos o truvés»de serita y treonina. Las
manoproteinas conticuen grupos fosfatos fos cvales son impurtantes en la determiuacion de
antigenicidad. La superficie celular de €, afbicans también contiene receptores para of fragmento
€3, iC3b; por union no covalente de iC3b, la patogenicidad de C. albicans se incrementa, porque
la fagocitosis de leucocitos humanos polimorfonuclenres es disminuida®. Recientemente,

Bouchars et al’ demostaron la preseucia de receptores de tubo perminativo especifico para

fantinita. los cuales pueden mediar la adherencia de los receptores y asi comribuir al

establecimiento de candidosis,
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4. METODOS DE ANALISIS PARA LA IDENTIFICACION Y

TIPIFICACION DE C.albicans.

4.1 TECNICAS BASICAS.

4.1.1 Digestién del DNA con enzimas de restriceién,

Las endonucleasas de restriceion son endo-desoxirribonucleasas que digieren cadenas
dobles de DNA después det reconocimiento de la secuencia de nucledtidos especificos por
rompimiento de dos cnlaces fosfodiéster, uno dentro de cada cadena diplex de DNA™ . Las
enzimas de restriccion forman pante del sistema de restriccion-modificacion de células bacierianas,
y tienen como fincion protegerlas contra la invasién de DNA exdpeno.

Ls purificacion y caracterizacion de endouucleasas de restriccion que cortan ¢l DNA en

fragmentos discretos, se ha wilizado con Jos procedimientos bisicos de Biofogia mofecular. EI

corte se da simplemente por incubacidn de la enzima con ¢} DNA en condiciones dptimas; Ia
reaqcién depende de Ia cantidad de enzima, DNA presente, amortiguador, concentracion fonica,
temperatura y duracion de la reaccion. |

La eficiencia de las endonucleasas de restriccién depende de la pureza del DNA: se puede
inhibir su ac.lividad por coutaminantes encontrados en algunés preparaciones de DNA, tales come
profeina, fenol, cloroformo, EDTA, SDS y altas concentraciones de sales extre otros. La eﬁgiencia
de Ia reaccion se puede incrementar aumentando cl nimero de unidades de enzima en la wezcla de
rcnct‘:i(')n;v por dilucion de esta, o por incremento def tiempo de incubacién. Algunas enzimas de

restriccion se inhiben por victitacion de nucledtidos dentro de sus secuencias de reconocintiento.

18
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cemmnen saig

%ara realizar los ensayos de restriceion se utilizarén dos endonucleasas de restriccion
denominadas Eco R y Xba I {Boehringer Mansheim Biochemica Alemania).

Eco RI se aisla de Escherichia coli y su secuencia de reconocimiento para corte de DNA
es la siguiente;

5.GIAATTC-3

3-CTTAALG-S’

Xba I se aisla de Xanthomonas badrii y su secuencia de reconocimiento para corte de

DNA es la siguiente:
5 T4CTAGA Y

3. AGATCYT-5'

4,1,2 Electroforesis del DNA

Para verificar Ia pureza ¢ integridod del DNA cromosomal, el material obtenido se somete a
electroforesis en geles de agarosa al 1%. La sgarosa gelificada fonna una matriz de exclusion
molecular determinada por la concentracion de ésta. Cuando se aplica un campo clectroforético a
través del gel, el DNA que tiene carga negativa a pH aeitro, migra hacia el anodo y su velocida‘d
de migracion esta determinada por un gran simero de factores, entre los que se encuentian:
taniaiio miolecnlar y-coformacion del DNA, concentracion de agarosa, voltage, direccion dél

campo eléctrico, temperatura, presencia del bronwuro de etidio y composicion def amortigundor **,
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4.1.3 Tincion de geles de agarosa con bromuro de etidiv,

El método mas usado para bvisunlilzlr el DNA en geles de agarosa es la tincion con el
colorante fluorescente bromuro de etidio. Este colorante posee nn grupo planar que se intercals
entre fas bases del DNA resultando un incremento en ta fluoreseencia del colorante, camparado
con el colorane libre.

EIDNA absorbe Ia radiacion ultavioleta a 254 am y la trmasmiite al colocante. El colorante
untido al DNA absorhe lt radiacion a 302 nm y 366 um. Eu ambos casos la energia es remitida a
590 mu en la region rojo-naranja del espectro visible. E} bromuro de etidio se puede utilizar para
detectar cadenas simples y dobles de dcidos nucleicos. sin embargo, fa afinidad del colorante por a
cadena sityile es relativamente més biaja,

Elbromwro de ctidio se prepara como una solucion stock de 10 mg/mb en agua, que se
alimacenn p temperatura ambiente y se protege. de Iy Juz. ﬁstc colorante, debe ser mangjado
estrictamente con guantes, ya que es una agente wmutagénico ademds de ser moderadamente

téxico™,

4.2 BIOLOGIA MOLECULAR,

- La aplicacion-de métodos de biologia molecular para la identificacién de cepas ha hecho
posible distinguir aislados con gran precision, en comparacion con métodos * formahuente
disponibles y con ésta se ha ﬂﬁcili(ado fa_reatizacidn de wna variedad de nuevos estudios™, que se
basan en diferenic.ias en el palimorfismo de la longitud de los fragmentos dc DNA genémico

cortudos con enzimas de restriccion,
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Varios estudios han empleado polimorfismo en sitios de vestriceion de DNA ribosontai para

t identificacion de cepag” 7™ EL polimorfismo se detecta por examinacion de geles
teitidos con bromuro de etidio en fos cuales se denniestra la presencia de bandas distintivis de
secaencias vepetidas™. Otro enfoque soit los patrones de digestion con enzimas de reswriceidn de
DNA mivocondrial pata diferenciar cepas de Candidar o sondas, como el gene de actina, el cual se

ba wilizade como sonda de hibridizacion para distinguir especies de importancia médiea de

Candida™ Ast también, se han clonado secuencias moderadamente repetitivas de C. olbycans y se
usaron como sondas de hibridizacion en estudios de identificacion de cepas; tales secuencias han

penmitido ientificar con alta vesolucion cepas muy relacionadas y can esto se ha demostrado fa

v et un misitto individuo infectado®.

caexistencia de nultiples cepas de C. albi

Debido 2 ki importancia clinica de esta levadora, s¢ han desarrollado un gran nimero de
métodos para 1a-identificacion y tipiticacion de cepas de €. albicans, entre las que se encuentrin:
seratipificacion. morfologia, biotipificacion y resistotipificacion”. Sin embargo, Lee y col™, han
repurtade que no existe wr método Yinico capaz de proporcionar datos confiables.

Fn general los métodas fenotipicos empleados en la identificacion de € albicans
presentat diferentes probletmas tales couta: dificultad en la cjecucion, estindarizacién, variabilidad
de cordn a _con'ida. catnbios de patrostes con el alacenamiento y reproducibilidad®™ " %,

Recientemente han surgido dos- métodos para l.'i idcn.tiﬁcacién genética . de cepas
individuales.” 1 primero es el método de’ RELY de DNA (Polimorfismo en la longitud de los
lragmentos de restriceon de DNA) que fue deserito por primera Vt:;L en 1985" (Jelfreys ot al.). B
ensavo de RFLP consiste finicamente et la_fragmentacion-del DNA™ genontico con enzimas de

restricion y swandlisis electroforético. of cual en algunos casos donde existe ana sonda especifica
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se puede mejorar usando un ensayo de Southern blot*. El método se basa en la wilizacion de
sondas de hibridacion para dL.‘(ectur secuencias repetitivas  hipervariables  (minisatélites v
microsatélites de DNA).

El otro método usa la reaccion en cadena de la palimerasa (PCR) y un primer nico
(imiciador) relativamente pequefio con wua secuencia nucleotidica arbitrarin, ef cual se utitiza para
amplificar DNA polimorfico al aur;‘esle método se ka descrito como “amplificacion de DNA
polimorfico al azar por PCR” (RAPD-PCR) (Williams et al., 1990), PCR con primers arbitratios
(AP-PCR) (Welsh and McClelland, 1990), 6 amplificacion de fingerprinting de DNA (DAF)
(Cactano-Anollés et af, 1990). El cnsayo de RAPD usa tipicamente una combinacion de
iniciadores, de 10-20 nucledtidos de longitud, para ampliticar una secuencia de DNA blanco
mediante ta reaccian en cadena de la polimerasa (PCR)”,

Debido a que cada uno de estos métodos prucban digestiones de DNA genomico para
secuencias repetitivas, usan printers tnicos para amplificar arbitrariameme fragmentos de DNA y
son capaces de detectar variaciones entre individuos; se lia sugerido que una combinacion de
ambos métodos puede producir un método rapido y mis sensible para identificar cepas que son

tambicn aplicables para experimentos a gran escala,

43 REGIONES GENETICAS RELEVANTES EN C afhicans.

Lott y col", clonaron y sccuenciaron el gene aspartil proteinasa, de C. albicans y

reportaron que a pesar del alto nivel de homologia en lu secuencia- det gene aspartil proteinasa de

C. albicans y S. cerevisiae, las dos secuencias dilieren en la region que contiene el amino terminal.

La enzima de §. cereyisiae es una protefua vacuolar; csta diferencia sugicre que la clonacion del
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gene de Candida podria codificar una proteina secretada. Las progresos en estos experimentos
estin enfocados a deterntinar si el producta de la clonacion del gene es secretado y si su secrecion

cantribuye a la viralencia'.

La contribucién del crecimiento dimorfico para virulencia se ha investigada en estudios de
mutantes, los cuales pueden crecer solo coma forma de levadura o en forma filamentosa. Los
estndios de biologia molecular en esta area estin enfocados principalmente en la expresion
diferencial de genes en los dos estados morfologicos. Estudios de electroforesis de peles en
segunda dimension de extractos de pfoleu’nas de células de levaduras y formas filamentosas han

demostrado diferencias en los niveles de ciertas proteinas.

La expresion diferencial de genes se lia estudiado a nivel de RNA en la cual se clond ¢l gen
de tubuling y lo usaron como sonda para medir los niveles de RNA miensajero en la células de
levadura y en los filamentos. Sorprendenteniente solo se encontré un gen de actina en C. albicans,
aunque se puede esperar que tenga dos genes que optimizen la sintesis de estas moléculas en cada
tipo celular. Los niveles de un mRNA unico de¢ 1.2 kb se inerementa seis veces dentro de las

primeras 2 lirs. después de que emerge el tubo germinativo, reduciéudose su sintesis después-de

este tiempo, Esto presumiblemente refleja et contro! transcripcional del gene de actina, el cual es’

inducido tempranamente en la conversion de levadura a forma filmuentosa, aumentando asi la
necesidad del producto de este gene. La contribucion precisa del gene de actina y otros genes para

dimorfismo requieren investigacion adicional®®,

El desculyimiento de antibioticos ha estimulado ¢l estudio de un gran mimero de genes

cuyos productos son blaucos potenciales de agentes antifimgales. Estos genes cudifican para fi-
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tubuling, 14c lanosterol-dimetifasa, 2-3-oxidosquaiene ciclasa. timidilaro sintetasa, dihidrofolito
sintetasa, dihidrofolmo reductasa.

f.os cartbamatos benzimidazoles son de Ins primems clases de fungicidas ugricuhh
selectivas y actdan por union a fa subunidad beta def dimero de tubuling, produciendo
despolimerizacion de los microtibulos. Los microtibulos estin compuestos por 2 proteinas de
peso molecular aproximado de 55,000 D, o-tubviina y B-tubvling; estas proteinas foyman
subunidades de Deterodimeros que se ensamblan dentro de microtibulos y forman un coniponente
de ¢l citoesqueleto celular y huso mitotico y son impontantes para la integridad celular y para la
division celular. £l gente estructural para la B-tobulina, es el blanco potencial de los benzimidazoles
carbamatos, fué clonado de C. albicans y su secuencia fué aislada nsando el gene de fi-tubulina de
S. cerevisiae como una sonda de hibridacion bajo condiciunes de alta astringencia. Debido a ¢f alto
grado de conservacion (82 % de homelogia) entre los genes de Betubulina C. albicaps y 8.
alamente resistente 2 bewomil, oo fungicida selectivo penteneciente -a los - carbamatos
benzimidazoles. La resisteitcia probablewente se deba a otros ﬁcmres eu la beta tuboling tales
como permeabilidad, inactivacion de los fungicidas, 'y difereuéias en protemas asociadas con

wicyotibulos. El gene de la B-tubuling de Candida se expreso en S. cerevisige y- tué capaz de

complementar una dismupcion en el gene de la -tubuling; las cepas que expresaron ¢l gene de Ia B-
tubuling no fueron mas resistentes al benomil, sino de becho, mostrd. un incremento en la
sensibilidad. Un gente que codifica para resistencia a benomil se ha clonado de C. albicans ef cual

no tuvo wna secusicia homdloga detectable, con B-tubuling, sugiriendo que ¢l producto de este
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gene produce resistencia a benomil por otro agente que afecta ¢f mecanismo de unién de los

microtibios.

Lanosterol {4 a-demetilasa (LDM) es el blanco de la clase mis grande de fungicidas
empleados en medicing y agiicultura, los coales incluyen fos imidazoles, fos triazoles, y las
pirimiding. LDM es una enzima en Ia via biosintética del esterol y catafiza Ia reaccion comin para
ln sintesié de ergosterol en hongos y colesterol en mamiferos; tambicn es un citocramo P450, una
de las grandes familias de proteinas que tienen una distribucion taxonomicamente amplia que
catalizan una variedad de reacciones. El gene de LDM de C. albicans se clond a través def uso det
mistno gene pero de 8. cerevisiae como uita sonda de bibridacion bajo condiciones especificas.

Las clonas se emplearon para sobrexpresarlo en C. albicans y S. cerevisiae. El mumento de éste

geue decrecio la sensibilided en ambas especies a un ndmero de inhibidores de LDM, los
resultados confirman el mecanismo de accion propucsto para imidazoles y triszoles. En resumen,

Ia delecion del gene 1L.DM en 8. cerevisie resulié en la letalidad del hongo, demostrando que la

fimcion del gene LDM es esenciaf para {4 viabilidad.

En cuanto a 2,3-Oxidocualeno ciclasa, esta enzina cataliza fa reaccion que ocurre en I via

biosintética del esterol previa a In reaccion que cataliza LDM., Cattel (1996) examinaron fa accidn

de una variedad de inbibidores en 2,3 oxidocualeno ciclasa de células de plantas, hongos y°

animales, abservaron diferencias y sugisieron que esta enzima puede ser blanco potencial para ¢l
desarrollo de fungicidas. Et gene 2,3-oxidocualeno ciclasa de C. albicans se clono por

complementacién en una tutante deficiente en este gen en S, cerevisiae®. El gene se expreso

adecuadamente en S, cerevisiae, usando una sola copia de la secuencia de Candida, se logré el

crecimiento de 1a cepa de S, cerevisiae mutante en ausencia de colesteral,
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Lu timidilto sintetasa se ha estudiado como un blanco potencial para terapias

anticandidales. E! razonamiento de que la enzima puede ser un buen blanco radica en que.

que la tevadura carece de tintidina kinasa,
2, La levadura no incorpora timina, timidina y dTMP de ¢! ambiente.

3. La 5 Fluorocitosina es bien conocida cono agente anticandidal, actita en la via celular

convirtiendose a 5 fluoro-dUMP, que es un inhibidor de timidilato sintetasa.

Ademas se sabe que puede diferenciar varios grupos a nivel filogenético (especiatmente en
pratozoa) y como un resultado, ha sido extensamente estudiado como un blanco potencial en

terapiéutica.

La hidrofolato reductasa es blanco de un nitmero importante de agentes terapéuticos

incluyendo el trimetropinm, piremetamina y metrotexate. Las diferencias en la enzima producidas

: por el pmé_genu y la producida por e} huésped hace posible el tratamicnto de enfermedades
infecciosas con inhibidores de enzimas especificas; la existencia de tales agentes terapéuticos

apoya la idea que 1a hidrofolato reductasa pnede servir como un blanco para agentes antifungales,
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 MUESTRAS BIOLOGICAS.

Se estudiarou 41 cepas de Candida albicans las cuales fueron proporcionadas por el Dr.
Humberto Diaz Ponce, de la Unidad de Infectologia del Hospital de Pediatria (Centro Medico
Nacional Siglo XXI. IMSS); previamente idemificadas, serd\ipiﬁcadns y resistotipificadas
(deteccion de resistencia 4 antintcoticos)". Las caracteristicas de las cepas y los datos relevantes
de los pacientes de donde se abtuvieron los aislados se presentan en las Tablas 3, 4 y 5 en la

seccion de resultados,

5.2 OBTENCION DE C. albicans A PARTIR DE SU CULTIVO,

Una vez identificadas las levaduras como C, albicans, se prosiguio a propagar los aisldos
para ln’cxtrnc;:i(m del DNA. Cada aislado fu¢ sembrado por dilucion en una placa de agar de
dextrosa Sabouraud y se incubé a 37°C durante 48 lirs. Se tomé una colonia qisladn y se sentbro
en tubos de polipropileno que contenfan Swi de caldo de Dextrosa Sabourud (Bioxon, Becton
Dickinson de México, S.A. de C.V.), incubindolas a 37 °C durante 24 hrs con agitacion constante

" de 200 rpm. Finalmente, el cultivo celular se obtuvo por centrifugacidn a 3000 mm durante 5 it

en wia centrifuga clinica (E. 1. Du Pont de Nemowrs Find Co. Inc; Newtown, Coniv.). El cultivo

fué lavado con VS-mI de sorbito] IM (Sigma, Chemical Co; St. Louis, MO, .USA) agitaudo
vigarosatente y centrifigando bajo las mismas condiciones. El nimero de levaduras por ml se

cuantificd espectrofotometricamente y se. utilizaron pastillas de 2 X10% células. Esto s realizo
p y p
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tomando en cuenta que | unidad de densidad dptica a 600 mn ¢s equivalente a 3X10° célulus por

mi”. El cultivo se uso inntediatamente o se almacené a -20°C hasta iniciar Ly extraccion de DNA,

5.3 PREPARACION DE ESFEROPLASTOS

A lns pastillas celulares se les adiciond 0.5 il de sorbitol | M y se agitaron vigorosamente
hasta resuspender completamente las levaduras. Posteriormente los esferoplastos se prepararon
adicionando 50 pl de B-mercapto etanol 0.28 M y la suspension se homogeneizd vigorosamente
durante 10 segundos. A continuacion se adicionaron 15p! de una solucion de liticasa Tmg/ml
(Sigow, Chemical Co; St Louis, MO, USA) y la suspension celular se resuspendio suavemente
durante 5 segundos. La mezcla s¢ incubd entonces a 37°C durante 1 hr. con agitacion constante
(200 rpww), posteriormente la muestra se centrifugd bajo las condiciones ya mencionadas. Una vez
obtenidos los esferoplastos, estos fueron resuspendidos en 500t de unloniglladbr TE (10 ‘mM
Tris-HCl y ImM de EDTA, pH 8), la suspension fug posteriormente transferida a un iubo

Eppendart'de 1.5 ml.

5.4 EXTRACCION DE DNA de C. albicans.

Para -rcalizar la lisis celular de los esferoplastos, s¢ mezclaron. por inversion coh 50ul de
SDS al lO'?fb_((’iibco BRI. Life Techmologies lnc; Gaithersburg, MD, USA) y. se incubararon
duraite 20 minutos a 65"C. Para ‘asegurar In lisis cyompl‘ctn, ¢l tubo se mezclo polr inversion a
divfercu‘les tiempos hasta que la solucion se observo viscosa, La muestra s¢ centrifugd. a 14000

puv'S minutos.a (° ambiente y el sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo para precipitar los

28



acidos nucleicos. Debido a que las bajas temperaturas favorecen la precipitacion, (Merk-México,
$.A.; México D.F.), se adiciond gota a gota etanol absoluto fiio y la solucion se incubo durante t5
mins, a -70°C. Posteriormente la solucion se centrifiugd durante 10 minutos a 14,000 rpm y ¢l

sobrenadante se desecho.

Para eliminar sales que hayan precipitado junto con el DNA, se realizaron dos lavados por
centrifugacian a 14,000 rpm durante 5 min con 500ul de etanol al 70%, el cual se adiciond por las
paredes del tubo teniendo cuidado de no resuspender la pastifla de dcidos nucleicos, Para eliminar
el exceso de etanol de los dcidos nucleicos y dejar la pastilla seca, se utilizé un concentrador al
vacio para tubos eppendorf “Automatic speed vac” (AS160, Savant, Farmindgdale, NY). La
pastilla de DNA se resuspendio en 300y de amortiguador TE y se dejé reposar durante 15 mins.
Para facilitar la resuspension del DNA se calenté a 65°C durante 5 mins. y una vez disuclto, s¢
hoinogeneizd con una micropipeta con la punta cortada. EI RNA de la muestra se eliming
adicionando 50pth de RNAsa “A” a una concentracion de Img/ml (Bpelxingcr Martuheim
Biocheniica, Alemania), resuspendiendo la solucion suavemente ¢ inctibando la muestra a 37°C
durante 1 honi. Finalmente los dcidos nucleicos se precipitaron bajo las mismas cokndicioncs
adicionando 500l de isopropanol (Sigma Chemica! Co, St Louis, Md, USA). Una vez precipitado

el DNA se centrifugd 10 mins. a 14,000 rpm para eliminar ¢! isopropanol y nuevamente se lave

con etanol al 70% como se menciond anteriormente. Finaknente el DNA se resuspendio en 125 pl

de amoitiguador TE y se cuantificé de acuerdo al protocolo descrito 4 continuacion.
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5.5 CUANTIFICACION DE DNA de C. albicans.

La lectura de deusidad aptica a 260 um permite e cilenlo de ta concentracian de los dcidos
nucleicos en by muestra, El radio entre las Jecturas a 260 y 280 nm da una estimiacion de la puweza
def DNA. Se consideraron preparaciones adecuadas aquellas que presentaron vg radio entre 1.7 y
1.9. Asi, para coantificar el DNA obtenida, se tomaron 5pl de cada muestra y se realizé wno
dilucion 1:200 con amortiguadoy TE, tomando 1 lecturn de absorbancia o 260 y 280 oo en ¢f
espectrofotometro con sistema de luz UV (7800, Singapure, Jasco Co, Japon). Pars sealizar ¢l

cdleulo de fa cancentracion de DNA se toma en cuenta lo siguiente:

1 UDO 260 mn= 50g/mt DNA doble cadena
1 UDO 280 aon-- 40gg/md DNA cadena finica
y=260/280=1.8
DNA =(50ugmi}UDO 260 nmji VI en ml)/5ul

DNA =gg/iul

Una vez cuantificadas las nwestras de DNA, se almacenaron a -20°C debidamente etiquetadas

hastis su uso.

546 EI,E(.‘T_'ROF()RESIS DEL DNA de C. glbicans.

Para fiaccionar el DNA. se emmplearon 20pg de DNA de cada _xivsludo‘de C. albicans. tos

cuales se mezeharon con el bifler de muestra 1X (el stock 0N contenia 0.25% ilenp-cimnol FF0:
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0.25% azul de bromofenol, 30% de glicerol en agua) para incrementar la densidad del DNA y
garantizar que la muestra no difimdicra, dando ademas coloracion azul & la muestra para su
monitoreo durante la corrida clectroforética. Este colorante indica la distancia recorrida por el

frente de ln muestra.

Para la preparacion de los geles, se peso la cantidad de agarosa necesaria para tener una
concentracion final de la agarosa del 1%; se solubilizé en un volumen de agust menor al volumen
final, ya que liabria que considerarse el volumen del amortiguador TAE (242g Tris-base, 57.1 mi
de 4cido acét_ico glacial, 100 m! EDTA 0.5M pH= 8m, cbp 1000 ml) el cual fué adicionado cusido

la agarosa alcanzara una T de ~56°C.

Posteriormente se prepard la camara de electroforesis, se niveld el contenedor del gel en
una plataforina de grafito; la dgnrosn se vacio en la camara de clectroforesis y previamente a la
gelificacién de la agarosa se coloco el peine para fortnar los pozos que contendrian las muestrus,
El gel s¢ cubrio con amortiguador de corrida a lo largo del peine para retirarlo con facilidad y el
reservorio de la cdmara se flend con nmortigﬁndor pero sin cgbrir ¢l gel. Antes de cargar fa

muestra se llenaron los pozos con buffer TAE para evitar que la muestra al ser cargada, se pegara

en ‘las paredes del pozo. Las muestras asi como los marcadores de peso molecular se depositaron -

conla-ayuda de wna micropipeta (pipetman p 10, Gilson, Francia). La camara de electroforesis

(Horizon 11.14, Gibco BRL Life Technologies Inc, Gaistenburg, Md, USA) se cotiectd  una

fuente de poder (250, Gibco BRL Life Teehnologies Inc, Gaisienburg, MD, USA) considerando la

ubicacion de los electrodos en base a que el DNA tiene carga negativa y por lo tanto corre hacia el

inodo. Una vez que las nuestras salieron de los pozos, se apago la fuente de poder y se adiciond
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mis antortiguador TAE 1X hasta eubrir el gel, se continud la corrida electroforética hasta que el

amortiguador de corrida alcanzo uua distancia cercana al borde del gel.

5.7 TINCION DE GELES DE AGAROSA CON BROMURO DE ETIDIO.

La tincion se realizo introduciendo el gel en un recipiente con solucién de bromuro de
etidio (Gibco BRL Life Techmologies, Inc. Gaithersburg, MD, USA) Sjtg/mi, se mantiene el gel en
agitacion constante durante cinco minntos; el exceso de colorante se elimina al enjuagar cl gel en
apua destilada y agitacion suave durante 3 winutos. Finalmente ¢l gel s¢ observd bajo luz
ultavioleta a 260 nm utilizando wn transiluminador de luz UV (LKB 20}k, Macrovue, Sn. Gabriel
California , USA). De acuerdo a lo observado, se podrd discemir entre un DNA puro (el cual s¢
observa como una banda vinica que varia proporcionalmente con Ia concentracion del DNA), un
DNA degradado (en el cual se observa ademés de la banda cromosomal un barrido) y un DNA con
RNA (el cual presentard un barrido al final del gel que correspondera al RNA).

Los geles de agarosa con ¢l DNA se fotografian con una éximam tipo MP-4 de Polaroid
(Sigma St. Louis Mo.. USA) con filtro naranja para bloquesr la intensidad de la luz UV. En este
casp s¢ usaron, peliculas instantineas polaroid 55 P/N 4XS (Palaroid Co, St. Louis, Mo, USA)

para las cuales se recomiendan 22 segundos tanto de exposicion como de revelado,

5,8 DIGESTION DEL DNA C. albicans CON ENZIMAS DE RESTRICCION,

Para realizar los ensayos de restriccion se tomaron 50pg de DNA de C.. albicans y 100U
de enzima, Para Eco Rl se uso el siguiente amortiguador: 10 mmol/t Tris H-CI, 200 minol/t NaCl,

| nmioll EDTA, 0.5 mmol/! ditioeritrol, 0.2% ‘Fritén X-100, 50% glicerol pH 7-a 4°C. Para Xba
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I: 20 mmol/! Tris H-Cl, 100 mmol/t NaCl, | mmolt EDTA, 10 mmol/l 2-mercaptoetanol, 0.01%
Triton X-100. glicerol 50%, pH 7.5 a 4°C. EI volumen final de la reaccion fué de 500ud, I
concentracion final de DNA fué de 0.1 pg/ul. Para cada ensayo se utilizo un control positivo, ¢
cua! se trabajo en condiciones similares, con Ia \nica diterencia de que ¢l DNA control contenia
Ing de DNA del bacteriofago lambda, Como control negativo, se utilizo Ing de DNA de C

albicans que no fué tratado con enzima de restriccion. Todas las reacciones se incubaron 4 37°C

durante 24 hrs, para detener Ja reaccion se adiciond amortiguador de muestra en una

concentracion final 1X y el material obtenido se sometio u electroforesis en ge! de agarosa,

59 AMPLIFICACION AL AZAR DE DNA POLIMORFICO (RAPD-PCR)

Para realizar los ensayos de RAPD), se utilizaron los siguientes iniciadores:

Gen 1-50
1:GTGCAATGAG
2:CAATGCGTCT
Gen 3
9:CGTCTAGAGC

Los cuales fueron sintetizados por Genosys Biotechnologies, (Inc., Woodlands, Texas,, USA).
La reaccion de PCR so realizo en una mezcl de volumen final de 50}(‘,' que coutenia; X
de buffer PCR (100 mM Tris-HC1,500 mM KCI, | ing/ml BSA),- 4 mM de MgClz, 400uM de cada

ANTP 1 pmol/pd de cada uno de los iniciadores, 500 ng de DNA de C. albicans y 2.5 U de Taq
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polinierasa. Cada wno se adiciond en este orden pary evitar Iy desnaturalizacion de Ia enzima, I
mezcla se realizo en una area exclusiva del laboratorio que carcee de corriente de aire y en la que
previamente se desinfectaron las mesas de trabajo con una solucion de cloro comercial, para evitar
contaminacion de algin DNA exogeno. Las mezelas finales se vealizaron utilizando puntas con
filtro. Los ciclos de amplificacion fueron regulados de acuerdo a Ia tabla No. 2.

Los patrones de atplificacion obtenidos se someticron a electroforesis en geles de agarosa

al 2% de acuerdo al protacolo descrito previamente,

Tabla No. 2 Ciclos de RAPD para diferentes aislados de C._albicans,

Paso Tiempo
Desnaturalizacion: 95°C/5 minutos
35 ciclos
Alineamicnto: 36°C/2 minutos.
Extension: 72°C/1:30 segundos
Desnaturalizacion: 95°C/1:00 minuto
Alineamiento 36°C/2 minutos
Ex}ensién: 72°C/10 minutos

4°Clo

5.10 ANALISIS ESTADISTICO:.
Para medir ¢l namero de pares de bases de las bandas nbienidas en las diferentes
cepas, los negativos se analizaron en el densitometro (Personal S1-=PDSI™. Molecular Dinamics

Ine, USA), dando como resuitado ta imagen del negativo en ¢l monitor de una computadora. sta
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imagen que contiene las patrones de bandas de los productos de restriceion y amplificacion de
cada una de fas cepas de C. albicans, se proceso a traves del Software Fragment NT (Moleeular
Dinamics, Ine, USA), abtienendose los pesos moleculares de cada una de s bandas usando coma
refercncia los marcadores de peso molecular que se enventran en los extremos del pel
Posteriormente se reafizo una tabla binaria de fos resultados de peso motecular expresados en
pares de bases y del mimero de cepin para los 41 aislados de C. albicans.

Sc empled un andlisis en grupos, wtilizando el método de aglomeracion jevdrquica
(Aglomerative Hicrarchical Cluster Analysis). Este método s basa en caleular las distancias y
similitudes entre cada una de los diferentes cepas de C. albicans tomando como criterio de
combinacion (Variables de aglomeraciin) su patron de bandas expresado en pares de bases. En fa
primera fase del anélisis se‘ miden las diferencins entre todas las cepas para eucontrar sus
coeficientes dg distancia, la siguiente consiste en agrupar (cluster) las 2 cepas mas “proximas™ y en
las posteriores fases, las diferentes cepas se agrupan de manera sucesiva dependiendo de su
distancia hasta formar un solo grupo que incluye todas las cepas estudiadas. Después se realizn
‘una representacion grifica de dstos resultados en un dendograma, en d_ cutal se toma el rango de
los coeficientes de distansia (de similitud) a los cuales se les qsignu el nimero 1 y 25 que
correspouden a los coeficieutes menor y tuayor rcspéctivmncnte para representar las distaucias

entre cada grupo. Todo el andlisis se reafizé en ¢l programa estadistico “SPSS” para Windows

versin 6 (SPSS Inc, Michigan, Chicago, llinols).
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6. RESULTADOS

6.1 CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE C. albicans DE ACUERDO A SUS RASGOS
CLINICOS, SEROTIPO Y SENSIBILIDAD A ANTIMICOTICOS.

Uno de fos aspectos mis importantes on el estudio de cualquier microorganismo infeccivso
es el conocimiento de fa historia clinica del paciente con ef fin de retomar algunos datos que
puedan influir en Ia severidad de la infeccion y con esto facilitar su diagnéstico. Debido a esto, el
primer paso en éste estudio consistio en el agrupamiento de fas cepas de C. afbicans de acuerdo a
los datos clinicos que presentaba endn uno de los pacientes de donde se aislaron dichas cepas. £n

fa tabla 3 se muestra Ia clasificacion de los 41 aislados de C. albicans de acuerdo af sitio de

aislamiento en Jos pacientes pedidtsicos,

Tabla Nu; 3; SITIO DE AISLAMIENTO DE CEPAS DE Candida albicans.

. CEPAS AISLAMIENTO | TOTAL
40,03.70,136,ATCC,80,137,62.64,4.45.68 Hemocultivo 12
5.17,18.73.91,37,48.90,61,44 Orina D)
- 14,67,78,93,15.35 Caséter 6
108,84,85,105,16 Exudado vaginal 5
36,99,47,2,7 Esputo 5
53,1,60,32 : Liquido peritoneal 4

Muestras obtenidas en ef Hospital de Pediatria del CMN siglo XXt
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El mimero de cadu cepa en orden progresivo de acuerdo a su procesamiento, aparece en la
primera calumia, mientras que en la segunda calumna, se observa el sitio de donde fueron wisladas
Ias levaduras. Fl resta de la tabla muestra la frecuencia del sitio de aislamiento; asi de 41 cepas
procesadas, 12 fieron de hemocultivo, 9 de orina y 0 de catéter; las cepas obtenidas de exudado
vaginal y esputo tuvieron la misma frecuecia de aislamiento. Las muestias de liquido peritoneal
fucron las que presentaron menor frecuencia de aislamiento,

En la tabla 4 se muestra lo frecuencia del diagnostico-de los pacientes en los cuales se aislo
C. albicans. Se¢ obsemt que cuando se diagndstico sepsis, existio un mayor predominio-en el

wimero de aistamientos de C. albicans.

Tabla No, 4: DIAGNOSTICO CLINICO Y AISLADOS DE Candida albicans,

CEPAS DIAGNOSTICO | TOTAL
14,18,73,91,93,136,80,7,62,61,64,44,45.68 Sepsis 14
40,63,67,70,ATCC,37,137,96,35 LLA 9
36,78,47,48,2 Neumonia 5
108,84.,85,105,16 : LES S
99,154 Candidosis 3
1,5,53,60,32 - Otros )

Muestras obtenidas ¢n el Hospital de Pcdiama det CMN slglo Xl
LLA: Leucemia linfocitica agudzx

LES: Lupus erjtematoso sistémmico.

Otros: Se incluyen diarrea, insuficiencia renal cronica y otitis.

En Ls tabla 'S se muestran los datos obtenidos de la clasificacion, de las cepas de C. albicans
asi como’ s serotipo y sensibilidad a anfotericing B, Ketoconazol, itraconazol y. flucanazol,

Alguntas cepas presentaron resistencia a tres antimicéticos (fluconazol, itraconazol y ketoconazol)
i + N
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anque mds def S0 % del total de cepas analizadas presentaron sensibilidad a todos los

antimieoticos utitizados.

‘Tabla No, 5:

CLASIFICACION DE CEPAS DE Candida albicans MEDIANTE SU SEROTIPO Y

SENSIBILIDAD A DIFERENTES ANTIMICOTICOS

Cepa Serotipp {a| f].i ]k

5, 14, 18, 36, 40, 63, 67, 70, 73,78, 91, 93, 99, 108, 136, ATCC A SIS|StS
15, 37, 47, 48, 53, 80, 84, 85, 137 B SIS]SYS
1, 2,7, 35, 60, 62, 96 A [S[S[{S[R
61,88 B SIS{STR

64, 105 A S{S{R|R

4 B SIS|RIR

44, 48 A SIRIR[R

68 B. SIRIRIR

16 B SIR}S|R

32 A SIS{R]S

a anfotericina B; £; fluconazol; k: ketoconazol: i itraconazo!
R Resistente.
S= Sensible.

Ef nimero de las cepas de C. albicans analizadas aparece en In primera columma, mientas
que en la segunda columna se observan los niveles de reactividad e dichos aistados a anticuerpos
||u|iclonillcs especificos que recotiocen proteinas de superficie, los que definen los scrmipo.s Ayl
Los puntos d_e cohc para fa concentracion que detenning entie cepas scnsiblgs y resistentes firg:

anfotericina B menor o igual a_Ipg/mi, flucanazol menar o igual a 12 5pg/ml. itrnconazol menor o

igual a Mpg/mib, ketoconazol menor o igual a Mpg/ml.
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2 EXTRACCION DE DNA DE CEPAS DE C, albicans.

La nbtencion de DNA gendmico se realizo en todos los casos usando 2 X 10* células de C.
albicans. Los resultados obtenidos de la extraccion del DNA fireron muy variados obteniéndose
un rendimicnto desde 200 a 1000 pg DNA/2XI10* células. Pam confirmar que el material
genomiico conservara su integridad después de ln extraccion (no degradado ni contaminado con
RNA). Sc corrieron clectrofaréticamente Spg del DNA en geles de agarnsa y se visualizaron
después de la tincion del gel con bromuro de etidio. La figura | muestra ol -corrimiento

con bromuro de etidio y utilizando TAE como amortiguador de corrida.

6.3 RESTRICCION DEL DNA DE C. albicans USANDO Eco R

Para los ensayos de RFLP de los 41 aislados de C.albicans, se utilizaron 50ug de DNA
aislado y se incubardn con la enzima de restriccién Eco Ri. Ej corriniiento electroforético en geles
de agarosa para visualizar la digestion del material gendmico de la levadura se muestra en la figura
2,

l.oé productos de digestian del DNA con Eco RI dé difcrcmes aislidos de C. albicans,
sepnmdovs en geles de agarosa al 1%, mostraron un patron de b‘andas nuy cumplcjo qnc‘vam desde
21420 a W12 pb. De Ios 41 aislados de C albicans que se utilizaron en éste estudlo 1o pudo
deﬁn:rsc el ptson de bandeo para 6 cepas, ya que solo sc observo un barrido sin una clara

duﬁmuou de las h.mdns La tabla 6 uwestra las bandas con sus pesos moleculares obtenidas a

través de la digestion de los diferentes aislados de C. albicans ulilizn'ndo la enzima de digestion

Eco RE
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DNA GENOMICO DE DIFERENTES AISLADOS DE
Candida albicans.

102 3 4 5 6 78 9 10 11121314 15 16 1708 9

fotografia se muestran fas bandas de DNA de 20 aislados de C. albicans separados en un gel-de
agarosa al 1% usando amortiguador TAE. La corrida fué realizada a-90 voltios durante 1 hora. La
distribucion por carril es la siguiente: Carril 1, aislado 1; 2-4; 3-5: 4-7; 5-14: 6-15; 7-.16: 8-17; 9-
18; 10-32; 11-35; 12-36; 13-37; 14-40; 15-44; 16-45; 17-47: 18-48; 19-60; 20-61. '
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ANALISIS MEDIANTE RFLP DE AISLADOS DE Candida nlbicans
USANDO Eeo RI

12348 67 8 910111213 Ml‘il(»l?

ph

3130 ¥

9416
6357

461

Ln la foto&,mha se mmstmu los pauom.s de b,mdas de dnfcruucs axslados du ( ;
separados e un gel de agarosa al 1% usando amoniguador TAE y teflidos con Sug/m) du
bromure de etidio. La corvida fué realizada a 90 voltios durante 2.5 horas. La distribucuion por
carril es la siguiente; Caivil 2, aislado 16; 3-73; 4-35: 5-37, 6-85:.7-91; 8-137; 9-47, 10-40; 11-45;
12-17: 13- 14; 14-108; 15-36; 16-96; 17-63. En el caril | se muestran las movilidades relativas del
marcador A/Hind I1f,
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Tabla No.6: PESOS MOLECULARES DE LAS BANDAS DE DNA DE DIFERENTES AISLADOS DE
' Candida albicans.

Anilisis mediante RFLP usando Eco Rl come enzima de restriccion.

CEPS {CEPA {CEPA |CEPA | CEPA | CEPA |CEPA |CEPA |JCEPA |CEPA ICEPA [CEPA [CEPA {CEPA |CEPA JCEPA ICEPA-JCEPA {CEPA [CEPA [CEPA (CEPA [CEPA [CEPA WCEPA |CEPA [CEPA i
i 3 7 14 i5 Is 17 18 32 135 3 37 40 44 45 47 38 60 [} 62 63 64 &8 20 73 73 84
15530 11201110002 {16023 | 17314 [ 11984 [13524 {11246 114758 {11080 [17731: {21420 [17314 10S23 {16738 {16975 {16973 [17518 {11080 {10002 [1707C |11680 | 779 114480 110825 [16512 10387
130451 | 9111 {8568 |14118 114380 | 9388 [12750°{12510 {12440{S984 {13941 {11984 {14286 {8912 {13815 [1301= {13748 |1438u {8012 8397 | 6293 [9053 {6806 |11517 18012 113748 {8308
10823 | 7656 -1 7088 {13086 { 11080 |-4695 199035 {9760 {9780 {7513 [11385 {11201 {10694.] 7354 110694 10018 ;10618 [11080 } 7334 {6091 13766 17733 161034 17795 17354 111680 7221
8178 | 6681 [ 6293 {16387 | 7630 | 3757 18307 {8568 16901 [6203 {10485 {9488 {8663 | 3836 18102 31729117513 [e043 13839 13134 (5426 {3737 {0588 {6300 {9785
7221 16043 |5766 {10002 {6366 | 2685 | 7888 | 7088 | 5512 15426 [8984 {7888 7515|5328 6806 ;8 6103 0233 Y325 |3134 13940 {3544 2766 1A231 18178
6304 | 5326 ‘14301 {9053 ] 7888 7221 3012 | 4474 1779616437 4231 14393 7 2134 4206 3690 4303 135540 17291
4526 14474 6437 6043 {4095 3949 {7221 §3757: {3203 13503 &1 41406 3830 2810 $328 {4703

" 13890 3440 52031 3695 f661 13017 (4148 5 3096 2689 3303
2803 3645 3096 583¢ 12424 4 FIETS
1882 3 RTEL]
3830 30 3600

2840

2689

2269

Pasos ol

zculares obizrados a trves de denstome:

v expresados en pares de bases




6,3.1 Dendograma de fos fingerprinting de DNA obtenidos mediante fa digestion def

DNA de C. albicans con F.co RURFLY),

Con la finalidad de rvealizar ef andlisis del polimorfisnto de los patrones de bandas de DNA
que definen cada aislado de C. albicans, se realizd el agrupamiento de los aistados a través del
analisis de clusters, obteniéudose como resultado una grifica con los grupos de cepas ordenadas
jor el indice de similitud de los patrones de baudeo obtenidos de la digestion de Feo f1 Bl
dendograma de la figura 3 representa el agrupautiento con hase en la similitud entre los 35 aisladas
de C. atbicans discemibles por este método.

6.4 RESTRICCION DEL DNA DE C, albicans USANDO Xha L,

Se digirieron 50 yg de DNA de cada aislado de C. afbicans y se incubiaron con la enzima
de restriccion Xba 1. El cotrimiento electroforético de los productos de digestién del DNA de C.
afbicans, mostré patroues de bandas de DNA menos complejos y de menor peso wolecuiar en

_comparacion con Fco RL En fua figura 4 se muestran fos productos de dipestion de DNA de

diferentes aislados de C. glbicans empleando para fa electroforesis geles de agarosa al 1%. Los -

productos de digestion wtilizando Xba § mostraron bandas de peso mofecular eutre 14307 a §54

pb. De los 41 aislados de C. albicans no pudo definirse el patron de baudeo para 6 cepds, ya que
solo se abservé un banido sin-uaa clara definicion de las bandas, La tabla 7 resume los pesos

maleculares de 35 cepas de C. albicans utilizando fa enzima de digestion Xba §,
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DENDOGRAMA USANDO ENLACE SENCILLO PARA EL ANALISIS DE AISLADOS
DE C. albicans MEDIANTE RFLP UTILIZANDO Eco RIL

pAg Ul o)

Escala de agrupamiento (% de similitud)

64 e e

Fig, No. 3 El dendograma muestra la similitud de los aislados de €. albicans, de acuerdo a sus patrones de bandeo
obtenidos mediante RFLP usando Eco Rl como enzima de restriccion. De esta forma, tomando ea-cuenta el
coeficiente cero (un 100% de similitud) en la escala de agmpamien(o.:ln cepa 35, 60y 15 son iguales pero

genéticamente mas alejadas del aislado 14,
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ANALISIS MEDIANTE RFLE DE AISLADOS DE Candida albicans
USANDO Xba |

1 23456 7 891011121314151617

Lig. No. 4: Electroforesis de productos de digestion con Xba 1 de aistados de Candida albicans.
En fa fotografia se muesiran los patrones de bandas de diferentes aislados de ¢, albicans
separados en un gel de agarosa al 1% usando amortiguador TAE y teitidos con Sug/mt de
bromury de etidio. La corrida fué realizada a 90 voltios durante 2.5 horas, La distribucuion por

enrril es ta siguiente: Careil 2, aistado 18, 3-03; 4-61: 5-37; 6-78: 7-73. 8-36: 9-91: 10-85; 11-62:
©12-84; 13-80; 14235, 15-2; 16-7; 1740, En el canil |y 17 se muestran las movilidades relativas
del marcador A/Hind il.
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Tabla No. 7: PESOS MOLECULARES DE LAS BANDAS DE DNA DE DIFERENTES AISLADGS DE
Candida albicans.

Analisis mediznte RFLP. usando Xba I como enzima de rastriccion.

CEPA JCEPA [CEPA [CEPA |CEPA ICEPA [CEFA [CEPA |CEPA JCEPA |CEPA JCEPA |CEPA |CEPA JCEPA [CEPA JCEPA | CEPA |CEPA |CEPA JCEPA |CEPA [CE P. ) PA [CEPA [CEPA [CEPA [CEPA [CEPA
5 7 H s 16 18 32 35 36 37 3 44 33 47 318 353 €1 S22 53 87 &8 70 7 S8 Sy a3 a6
$172 14816 16043 | ~677 | 6053 | 7578 11330 | 98531 | 5240 | 6953 [12791 | 5548 | 5417 | 7210 J10307 | 9289 [12630 | 5240 | 9831 | 5338 | 4887 [ 4330 Si64 12372 15230 | 113
5930 14277 |4541 ;5637 [ 4816 [5812 13652 14050 | 1887 15164 110018 (4939 | 4816 }5417 {5164 17309 {11080 | 3006 | 6811 {31936 ;3002 4330 {400 14751 oot
4193 {3652 {4330 } 4887 {4277 14753 12830 13632 14475 {4996 18740 {4541 { 4093 [35001 [4887 14397 {ge;0 | 1632 | 4887 3Tw8 {3632 {4307 14330
3798 13577 3963 | 4341 | 3390 14193 | 553 }4277 | 3577 [4330 | 6615 |4195 | 5577 14632 {4331 {3715 | 7682 | 3852 | 3473 se31 {3633 | 3473 | 2031
3092 13304 [2750 {3715 | 2645 {3577 3473 3577 } 5091 {3577 3126 13577 |3652 | g5y 5126
‘ 3095 (963 [2645 4754 2270 7 5037
| 789 ‘ ' 4397 - }sam
3816 :
3577 4330 f | i
. aZi; i !
3002 ; i i { i !

Pesas moléculares obternidos a través dz densitometna v oxpresados en pares Jde bases (pbY



6,41 Dendograma de los fingerprinting de DNA obtenidos mediante la digestion del
DNA de € alhicans eon Xbha (RFLP),

Para ef andlisis estadistico de los fingerprinting obtenidos a wravés de la digestion con Xba
f, se realizo el agrupamicnto de fas cepas por clusters. obteniendo como resultados, grupos de
cepas de acuerda al indice de similitud de los patrores de handas de DNA genomico digerido. Fu
la figura 5, ¢l dendograma representa el agrupamiento en base a la similitnd de los diferentes

aislados de C. albicans en ensayos de RFLP utilizando la enzima de restriceion Xba L

6.5 AMPLIFICACION AL AZAR DE DNA POLIMORFICO DE C. albicans (RAPD-PCR),

Il corrimienta clectroforético en geles de agarosa al 2% permitio visnalizar los productos
de amplificacion del DNA genomico de los diferentes aistados. La figura 6 ilustra los productos de
amplificacion del DNA obtenidos de diferentes aistados de C. albicans. Como se observa en
figura, los productos-de amplificacion mostraron patrones de bandas mis claras y de menor peso
molecular, los cuales van desde 1390 a 181 pb. La tabla 8'y 9 resume los pesos moleculares

obtenidos a través de In amplificacion de diferentes aislados de C. albicans wtilizando I técnica de

RAPD-PCR.

6.5.1 I)emlogmm:n det andlisis mediante RAPD-PCR de cepas de C. albicans.

Mediante ef andlisis estadistico de clusters de los fingerprinting obtenidos por RAPD-PCR

enlos diferentes aislados de C. alhicans, se pudo realizar el agrupamiento de 35 aislados de .



DENDOGRAMA USANDO ENLACE SENCILLO PARA EL ANALISIS DE AISLADOS
DE C, albicans MEDIANTE RFLY UTILIZANDO Xba 1.

Encals de agrupamiento (% de elmilitud)

- w o

-0 >

5 .
i

Fig. No. 5/ El deﬁdog,mma muestra 1a similitud de los aislados de g albicans, de acuerdo a sus patrones de bandeo
obtenidos mediante RFLP usando Xba | como enzima de restriccién, De esta_fomla, tomando en cuenta el
coeficiente cero (un 100% de similitud) en la escata de agrupamiento, 1as cepas 70,_ 96, éx, 80, 73, 78, 68, 36, 44,
67, 2, 45.y 32 tienen el mismo patron de bandéo por lo cual en el dendogranta se estcuentran formando un solo

grupoi no asf as cepas que estan en 1a parte inferior las cuales son genéticamente diferentes coh éste grupo.
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ANALISIS MEDIANTL RAPD-'CR DE DIFERENTES AISLADOS DI
C. albicany

LAl A2 LiR

Fig. No. 6: Electroforesis de los productos de ampfificacion mediante RAPD-PCR de diferentes
aislados de C. albicans, En la fotografia se muestran los patrones de handas de diferentes aislados
de C _albicans separados en un gel de agarosa al 2%. usando amontiguador TAE vy teftidus con
Spg/ml de bromuro de etidio. La convida fit¢ realizada 2 90 voltios durante 2.5 horus. La
distribucion por cartil es la siguiente: Canil 2, aistado 1. 3-2; J-4: 5-5; 6-7: 7-14; 8-16: 9-35; 10-
37, 11-47:12-53; 13-00. En ¢l canil | se muestenn las movilidades relativas del maycador A Flind
lil-¢ X 174/Hae Hi. ‘
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Tabla No. 8 PESOS MOLECULARES DE LAS BANDAS DE DNA DE DIFERENTES AISLADOS DE
Candida albicans

Analisis mediante RAPD.

g

CEPA |CEPA |CEPA {CEPA {CEPA {CEPA [CEPA ICEPA ICEPA |CEPA |CEPA |CEPA [CEPA [CEPA {CEPA ICEPA |CEPA |CEPA [CEPA |CEPA ICEPA |CEPA [CEPA (CEPA {CEPA {CEPA [CEPA |[CEPA |CEPA |CEPA iCEPA jCEPA !
4 s 7 14115 |16 |35 {36 | 37 | 4 412 1 47 | 48 155 {60 |62 | 63 |64 jes [ 70 | 73 ;78 18 | s4 | 8 {88 |oa |93 | 105 |10y ;135 | i
1390 | 840. {1390 11390 {1390 11390 | 1390 [1390 | 840 ]1390 11390 |1390 {1390 | 020 {1390 |1390 | 885 }1390 }1300 {1300 [1390 | 840 | sS40 1390 | 13090 }1390 11390 1300 | 1390 | S46 109
1091 | 714 ['840 [ 840 | 830 J1091 171091 {1001 | 714 | 1091 1091 {1001 {1091 | 795 11001 J1091 | 821 | 840 | 840 | 84D | 840 | I8! ] 714 [ 840 | 840 1190 {1100 | 840 | 820 ! 714 | 840
840 1:541 [ 714 | 714 |'F14 | 840 [ 840 | 840 {541 [.885 | 840 | 840 } 840 ;390 | 840 840 | FO5 | 714 | Ti3 {714 | 714 541 1714} 713 {1001 100) 713 4TI S8 Tis .
714 1390 {541 1541 1541 | 7ia- 1 71e 1714 (300 40 1 705 | 295 | 795 714 | 714 1 749 1 541 ;541 | 541 | 54] 399 531 341 840 | 810 | 341 =31 390 | 341
541 300 i300 {300 {541 |3541 {54y |235 {785 {714 {74 | Tis ) 541 | 341 | 541 {390 [ 390 | 390 | 390 3606 ] 300 | 795 | 7es 1300 | 300 335 390
470 335 1235 | 300 | 336 | 390 714|541 {541 1541 L {470 ] 390 | 235 235 ?12 74 233
390 135 | 300 541 | 390 | 300 | 3090. 390 ?i] Si‘
235 136 235 1235|235 235 ; ; IS
350 | | 390
s i i 235 i
235 i i - :

Pacos molsculares obtenidos a travss d2  densitometria y expresados en pares de bases (b



REPRESENTACION FSQUEMATICA DEL CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE DIFERENTES AISLADOS DE C. albicany

FORMADOS MEDIANTE RAPD-PCR.

G0 lane i 16147 [ 48143170 105137 [ 1512 ]t08] 85199 |84 7368 64] 7 15 180 1136{137.36 62351 1 [ 472 "onissia0 78753763
R T e e I e Ll o ey e e {— Ead Bt RS Bt B B Rt B bl Lol B
191 ———- i
O e e e Rl Rl = e e e e — {
920 —
883
BT B Tl Ll e B B e e B B Bl B B R B B R Bt Bl e e B el A R B e -
¥24 |-
798 BN R B -
749 Jomm
T e B B L D B B B e e Bl B B B Bl et Bl B B e R R B R e ;
669 i :
X | Qi oy N SO U JUNS S S B B R B el ot Dl Dl et el Eonrl S IR (PRER [RSRR ISR [y U —
B i : N —
336 | —
390 e e S, g —— et et Bt Rl Rl Sl et C Sl Bl B B [ e ey [ J S ]
N o — S et o . .
181 i b ! fode :

Tabla No.

9: Repr

ion del corni

y clectroforético de los productos de amplificacion de diferemes aislados de . a/frcans obienidos

medizite RAPD-PCR. En 1a 1abla s¢ mucstran los pesos moleculares abtenidos de los patrones de bandeo
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albicans. obteniéndose como resultado wn dendograma de agrupamiento de tos aislados de
acuerdo al indiee de similitud de tos patrones de handas de DNA amplificado al azar 1
dendograma de fa figura 7 representa el ordenamiento por gsupos de 3% diferentes aislados de

albicans.

6.6 AGRUPACION DE LOS PATRONES DE DNA OBTENIDOS MEDIANTE CL
ANALISIS POR RFLP Y RAPD-PCR,

Pata agrupar fis diferentes cepas C albicans. se considerd un 80 % de sinititud ¢n fa
escaln de agrupaniiento de los dendogramas, obteniendose por RELP 6 y 3 grupos en los ensayos

usando f:co RIy Xba | respectivamente. En fos ensiy os de RAPD-PCR se obtuvierou 14 erupus.

6,61 Carrelacion de los grupos mediante RFLP y RAPD-PCR con el serotipo y

sensibilidad a diferentes antimicdticos,

e

Con fa finalidad de conocer si existe una asociacion entre el perfil de fingerprinting

o
«

DNA, la resistencia a antimicéticos y el serotipo que presentan las cepas de €. albicans,
correlacionaron los datos obtenidos de sensibilidad a antimicaticos y serotipas. con fos grupas de
dishdos ubl‘cnidos por ef anilisis de RFLP y RAPD-PCR.

Los 6.gru/§ms formados mediante RF1 P usando Eeo RI fiicron sensibles 4 anfotericina B, y
¢l antimicotico que presentd mayor resistencia fué ketoconazol. o excepeion del goupo V. en ¢l
cual todas las ecpas resultaron seasibles a la accion de este antimicético. Sin ehxlmrgo. dste prupo
e elque i)rcscllt%') mayor resistencia o itraconazol (50%). En la tabli 10 se reswine la correlacion

entee fos grupos formados. Los grupos 1y 11 ambascon serotipa AL no presentaron resistenciis a

rrmens e =t



DENDOGRAMA USANDO ENLACE SENCILLO PARA EL ANALISIS POR RAPD-PCR
DE AISLADOS DE C. albicans.

Eacala de agrupamiento (% de similitud)

3

w
s
o .

e d

o |

- i

! i
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w
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’ !

awplificacian obtenidos mediante RAPD-PCR: En el dendograma se observan 6 grupos de aislados de (_',' albicuny
tomando en cuenta ¢l coeficiente cero (un 100% de similitud) en la escala de agrupamiento. La similitud enire los

aistados disminuye confornie se aleja uha cepa de otra-en ¢ dendograma.
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fluconazol ni a itraconazal, El dnico grupo que presentd resistencit a tres antimicaticos fué el

grupio V y esti solo se preseito en menos del 40% de los aislados de éste grupo.

Tabla No, 10: CORRELACION DE SEROTIPO Y SENSIBILIDAD ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS FORMADOS MEDIANTE RFLP CON Eco RL

Gpo Cepas Serotipo A | Serotipo B | Anfotericina B % | Fluconazol % | ltraconazol % | Ketoconazol %
I ] 356015 66.6 333 100 100 100 333
i 60, 136 100 0 100 100 100 50
| o0, 136,36 100 0 100 100 100 66.6
v 18,32 100 0 100 100 50 1no
v aamn 100 0 160 660 66.6 606 |
VI 16,37 0 100 100 50 100 50

Nivel de discrimiaacion del 80 %.

%% de sensibilidad al antimicdtico.

Los 3 grupos obtenidos del andlisis mediante Xba ! fueron sensibles a anfotericina B3, y el

amtimicatico ‘que presentd mayor resistencia fué ketoconazol, En-la Tabla 11 se resume ‘la

correlacion catre estos grupos.

Tabla No. 11: CORRELACION DE SEROTIPO Y SENSIBILIDAD ENTRE LOS
DIFERENTES GRUPOS FORMADOS MEDIANTE RFLP CON Xba L.

qu - Cepas Serolipo A | Serotipo B | 'Anfo B % | Fluco % | Itraco % | Keloco %
I 170,96,88,80.73,78.68.1 76,92 23.07 100 1.76.92 (33.23 46.15
30,44,67.2,45,32 ‘ ‘
1 3.3 T G 100 | 100 | 100 | 50
i 62 91 100 0 100 100 100 50

Navel de discriminacion del 80 Y4, % de sensibilidad al antinticotico
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En ¢l grupo 1, en of cual existe un 77 %o de predominancia del serotipo A, se presento
mayar resistencia a flucomazol, itraconazol ¥ ketoconazol, en contraste con los dos grupos
restantes. donde todas las cepas fucron serotipo A y no se presentd resistencia a fluconazol ¢
itraconazol.

De los grupos obtenidos mediante RAPD-PCR. el VL, X1y XIV fieron los tres inicos
grupos que mostraron en todas sus cepas resistencia a ketoconazol. La Tabla 12 vesume estos
resnhtados. indicando que todos los sislados de los 14 grupos mostraron sensibilidad a a secion de

T anlotericing B,

Tabla Nu, 12: CORRELACION DE SEROTIPO Y SENSIBILIDAD ENTRF LOS
DIFERENTES GRUPOS FORMADOS MEDIANTE RAPD.

Gpo Cepas Serotipo A | Serotipo B { Aufo B %} Fluco % { Wraco % | Keto s
3 00.ATCC 100 0 oo | 100 | 1e0 | su
: il 474814 33.3 66.6 100 | 666 | 66.0 | 00.6
0l | 70,105.37,15. 14 760 10 100 | 100 | 80 | S0
IV | 8599,84,73.68.647 | ST+ | A28 100 | 857 | 714 | 5714
§ v 5.80 50 50 100 | 100 | 100 | 100
Vi 36,02 0o | o0 100 | 100 | 100 | 50
VIt o0iio 50 50 00 | 50 | o | v
Vil 601648 33 | 066 | 100 | 666 | 100 | 333
: X 5108 50 0| 100 | 100 | o0 | 160
N IREAEL 50 50 100 | 100 | 100" | 100
XI 36,35 100 0 00 | 100 10 7o
N 100 0 i 100 | 100 | 0
‘4 Xiil 1.33.36.4 75123 00 | oo | 75 | 25
; X1V 88.96.2 00.6 33.3 100 100 {100 T 0
’ ) Nivel de discriminacion del 80 % % ‘de sensibilidad al antimicdtico. : .
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Ln general, la resistencia que se presento con fluconazol ¢ itraconazol no rebaso of 0% de
los aislados. Todos los aislados de los grapos I VL v XI fueron serotipo A, sensibles a
anfotericina B, fluconazol ¢ iracomazol v solo nn 50% de los aislados fueron resistentes o
ketoconazol. Los aislados de los grupos (V, IX y X) fueron sensibles en su totalidad a los
amtinticoticos empleados. Sin embargo, no existio correlucion entre el serotipo v algin
antimicotico en particular, debido a que en los aislados de estos tres grupos la proporcion del

serotipo A v B fuéla misma (50%).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS.

EY objetivo fimdamental Je este estudio fue establecer un método de tipificacion de cepas
de C. albicans. Para logratlo. se procedio a la obtencion del material genomico de los aislados
mediante el protocolo descrito para ef aishmiento de DNA de levadusas” con atamas
madificaciones. A diferencia del protocolo, en ¢l presente trabajo-se utilizavon lavados adicionales
del DNA con etanol wi 70% recuperdndolos por centrifiigacion. Esto penmitid obtener DNA de
alta calidad en las levaduras analizadas y un mayor rendimiento, con respecto a los métodos que
utilizan extracciones fendlicas. Sin embargo, a pesar de que las concentraciones de DNA para cada
wna de las levadras fué calewlada de la mistna manera (espectrofotometricamente) existicron

diferencias visibles en la cantidad de DNA cuando este fué sometido a electraforesis et geles de

agarosa, observindose diferencias en las intensidades de las bandas de DNA. Posiblemente las

diferencias en fas concentraciones de DNA obtenidas se deban en parte a la alta espeeificidad de-

deteccion del método, y poy otra parte a perdidas del wmaterial durante ln extraccion, uo obstante
que la calidad del DNA y el fcudimicmo obtenido fueron buenos,

Unto de los métodos entpleados para la tipificacion de los aisia&os de (. gﬁ»jgﬁ;,_\: fud Ia
digestian del DNA con las enzimas de restriceion Eco Rl'y Xba L. Los productos de digestion
producidos .por la enzima Eca Ri fiteron muy complejus: probalilemente esto se deba a que ln
enzima pfodujn cortes mdltiples'o al fondo itenso observado en los geles de agarosd, cnando ¢l

- DNA fue sometido a electroforesis; Los aislados que wostraron una banda de 3757 (sisldos: 14,

16, 37. 61, 68. 85,) pb en el milisis de RFLP utilizando la enzima CGeo RY, se relaciona con

57

.



serotipo B. mientras que las bandas de 4393 (aislados: 70, 44, 93. 73.7, 137), 6293 (aislados: 35,
60, 130,03, 7.91) y 7513 pb.(aislados: 35, 60, 136,40, 96) fueron serotipo A.

Debido a fa complefidad en el patrdn de bandas y a la dificultad en el nnalisis de RFLP
ntilizando la enzima Lco RI, es imposible establecer bandas representativas de la poblacién como
ocwrre en los ensayos de RAPD-PCR, por lo que se requicre un analisis de Souther blot pari
disminuir la complejidad de los patrones de bandas. lo cual puede pennitir hacer una correlacion
entre sensiliilidad y serotipo.

Nuestros resultados concuerdan con los reportes de Bart-Delabesse y col.” quienes han
digerido DNA nuclear y mitocondrial con fa enzima Eco RI y han obtenido un patron camplejo de
bandas que corresponden a miltiples copias en el genomit del DNA witocondrial y miclear. Cada
una de sus muestras produjo de 4 a 5 fragmentos principales de 3.7 y 2.6 Kb en todas las
winestras; los otros fragmentos, estuvieron en el rango de 6 a-8.5 kb.

La digestion con la endonucleasa Xba 1 produjo un patron con un menor mimero de cortes,
sin embargo, las bandas obtenidas fucron nmy temues, 1o cual también dificulta ¢l estudio de dichos
patrones de fingerprinting. Hubo ademds algunos aislados en los cuales no se dio el corte con I
cniimn de restriccion, posibleniente por algin inhibidor presente en el material genomico o a cepas
con caracteristicas difercnﬂ:s. | |

La mayoria de las cepas que presentaran In banda de 3577 pb (aishdos: 2, 7. 18, 36, 37,

40, 44, 45, 48, 61,73, 78, 105,) se relacionaron con seratipo A, y todas Ias cepas que presentarai

la bainda de 4754 pb (aislados: 93. ATCC. 18, 105, 40, 61) fueron serotipo A. Todos los aislados

de urocultivo presentaron las handas de 3577 y 4754, La mayor paite de estas cepas pertenecen al

serotipo A (14-de 28 cepas).lo cual plantea que la utilizacion de estas dos bandas como sondas
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molecutares en ensayos de Southern Mot, pudiera permitir el agrupmnienio de por o menos 2
50% de tos aistados obtenidos de fos ensayos de RELP wsando Xba §. Otro candidato a sonda es la
banda de 5091 pb. preseate en la mavoria de las cepas que pertenecen al serotipo B (aistados: 30,
85,84 47,01, y solo 40 es A),

Ef segundo métado empleado en la tipificacion de los aistados de ¢ albicans tué t
amplificacion al azar del material genomico, conocido como RAPD-PCR. Lste método produjo
patsones wis claros v ficiles de analizar en comparacion con el primier métode de RFLP, Este
cusayo, permitio fa amplificacion de tres bandas predoninantes de 541 784 'y 840, pb en el 95 Y%
de las cepas de C. albicans cmp'lcndns en ¢ estudin: ademas de yue permitio formar 6 gripos
idénticas.

Algunos aislados sin cmbargo, (aislados; 53, 63 y 78) solo presentaron wia de las. tres
bandas predominantes, lo cuat las ubico como cepas penéticamente diferentes o pertenecientes
otra especic. La banda de 885 pb se yelacioud con aislados que presentaran serotipo Ay
scnsihili(lyad a los. cuatro antimicoticos empleados. De ignal manera la banda Jc 181 pb, esta mas
nlejada del resto de los nislidos, Utilizando ¢l anilisis de RAPD, bajo fas condiciones aqui

duscritas, no peruiitio establecer una cosrelacidn directa con serotipo y sensibilidad, para los 41

alshados de C. albicans analizados. Esto ymplica necesariamente el empleo de otros iniviadores que

permitieran Ia obtencion de bandas diferenciales abriendo nuevas posibiﬁdnfies para la correlacion
con’ Serotipo v 'résis}encin a firmacos antimicoticos. Las bandas de 541, 714 y 840, pueden
permitis laksimpliﬁcucidn de los potrones-de bandas en los cnsaiyds e RF_[I{ con enzimas de
restriceion, por lo que se sugici'c la secuenciacion de estos marcadores v S posterior uso ewsmo

sondas de hibridacidn en estudios de Southem bot,
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8. CONCLUSIONES

1) La téenica de RAPD-PCR resulta ser un mejor métoido para tipificar aishdos de ¢

albicans. en comparacinn con ¢l método de RFLE,

2) A pesar de nue ol andlisis por RAPD-PCR produjo patrones claros de analizar, no fué

posible una correlacion al 100% can el serotipo y sensibilidad a diferentes antimicoticos.

3) Las bandas de 541, 7{4 v 840, pb obtenidas mediante RAPD-PCR, pueden ser
empleadas camo sondas en ensayos de Southern blot para disminuir la complejidad de

fas bandas en Tos ensayos de RFLP.

4) Los métndos de pgenotipificacion - utilizados no  penmitieron - asociar los
“fingerprinting” de DNA con pertiles 1l resistencia o de serotipo e los uisldos

analizados, por lo cual se requiere de marcadores moleculares mas especiticos,
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9, GLOSARIO

Agarosa, Es un polimero lineal altamente puriticado, derivado de algas marinas.

Anergia, Defecto inmune en el cual ¢l cuewpo no rechaza las sustancias extrafias lo

suficientemente bien .

Anticuerpos monoclonales. Anticuerpos especiticos producidos in vitro por. clonas de células B

hibridizadas con células cancerosas,
Blastosporas. Espora asexual de una fevadura producida por gemacion.
Cistitis. Inflamacion de la vejiga, ta mayor parte de las veces de arigen infeccioso,

Clamidosporas. Espora asexual producidas por ensanchamiento de hifas septadas cireular de

doble pared,

Clonn, Una poblacidn de células que son idénticas a la célula madre.

Clonacién. Una serie de manipulaciones designadas. para aislar y propagzar una secucncia,

especificn tle dcido nucleico o célula para caracterizacion, almacenaje o amplificacion posterior. ‘

Comensal Organismo que dentro de una asociacion parasitavia se beneficia del hospedero- sin

provecho ni daiio para este.

Complentento, Un grupo de proteinas sericas invalucradas en ¢l control de la inflamacion, ka lisis
y fagositosis eu niembranas celulares. E sistema puede ser activado por intevaceion con el sistema

nmune.

61



Contrainmunaelectrofaresis. El novimiento del antigeno v anticuerpo en direccion uno hacia ¢l
otro a través de un campo eléctrico.

Densitdmetrn, Un institmento compacta de andlisis densitométrico que se basit en ¢l empleo de
un rayo laser gue “barre” espectrofotométricamente geles lunnedos y secos; blats y negativos de
pelicula, Este sistema permite e andlisis de los patrones de bandea y con esto el procesamiento de
o imagen pam el cileulo posterior de los pesos moleculares de eada cepa. wilizando el sofiware
Fragment NT

Dalton, Peso equivalente a un atomio de hidrogeno (1.66 X 10™).

Desnaturalizacién. Conversion de DNA o RNA del estado de doble cadena a cadena simple. Lsto
significa disociacion de la doble hélice en dos cadenas sencillas, o la eliminacion inramolecalar del

aparcamineto de Ias bases.
Dimérfico. Es una propiedad de los hongos para crecer en forma de levadura y filamentosa.
Disnea, Dificultad en Ia respiracion:

Division celutar, Durante el ciclo de replicacion de las células somaticas, los cromosomas son
replicados durante la fase S (sfutesis). Después de un periodo lamado Gy, las células comienzan ¢l
complicado proceso de mitosis, thinbign Namado fase M.

Electroforesis, Un -tipo de cromatografia en la cual las macromoléculus (p ¢j. proteinas y ficidos
iucleicos) son separadas n través de naa matriz empleando un campoa cléctrico.

Enzima de restriccion. (Endonucleasa) Una enzima que reconoce y corta una secuencia conta

especifica llamada sitio de restriceion. en una maléeuta de DNA de doble cadena. Estin
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amplismente distribuidas en bacterias y son utilizadas extensamente en técnicas de DNA

recombinante,
Estomatitis, Inflamacién de la mucosa de la boca.
‘stringente. Realizado bajo condiciones estrictas,

Fagocitosis. Mecanismo de defensa antimicrobiana, que involucra procesos de digestion e

ingestion por parte de fagocitos hacia moléculas extraiias en ¢l organismo,
Febricula, Incremento en la temperatura corporal inferior a 38 °C.

Fermentacién. Proceso metabilico que relaciona obteucion de energia de un azicar v otra
molécula orgdnica, que no requiere oxigeno o un sistems de transporte de electrones, y usa una

molécula orgénica como aceptor final de clectrones.

Fijacion del complemento. Proceso mediante ¢l cual se combina el complemento con un

‘complejo antigeno-anticuerpo
Fungemia. Presencia de agentes fungicos en la sangre.

Gemacion. Proceso de reproduccion celular que consiste en la formacion , en una parte de la

célula, de una yema 6 un botdn que se dcsp‘reudc para formar un.nucvo iqdividuo.

Hifa. Unidad estructural de los hongos.

latrogénia: Las rcpercusiohes en el paciente como consecuencia del tratamiento médico. ’
Imidazoles, Drogas antifingicas que interfieren con la sintesis de esterol.

Inmunofluorescencia. Una técnica usada ' para identificar antigenos microscopicamente

particulares en tejidos o en células union de un anticuerpo fluorescente conjugado.
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Iniciador o Primer. Una moléeula pequeda de dcido nocleico que en base o su apareaticnto co
una secuencia complementaria, provee una extreme 3°-OH libre para coalquier variedad de
reaccianes de extension dependiente de iniciadores,

Inmunodeficiencia, Enfermedad resuftame de la ausencia, o falla de la funcion normal, de wio o
mas clementos del sistema fnmune,

Inmunodifusion, Una prueba que consiste en reacciones de precipitacion Hlevadas fuera de un
medio de agar

Inmunosupresion, inhibicion de fa respuesta itmune.

Inmunatincion, Es la manifesincion de la reaccion Ag-Ac en diferentes soportes (tejidos, blotting,

ete.,) por medio de téenicas de tincion,

Isoenzimas, Formas mitltiples de ung enzina que catalizan la misma reaccion pero difieren una de

otri en st secuencia de aminedcidos. afinidad def sustrato, V... y/o propiedades regufatorias.
Malignidad. Naturaleza oncoldgica (neoplisica) de una entidad cliniica.

Satélite DNA. Consiste de muchas repeticiones en’ tandem (idénticas o relacionadas) de una

pequedta unidad bastca repetitiva.

Muguet: Infeccion micotica de ta mucosa de fa boca, caracterizada por el desarrollo de placas

blanquecinas, habituslimente por hongos del géuero Candida.
Nucledsido, Un computesto que consiste de una base purica o pirimidica unida a una pentosa,
Nuclegtidos. Un nucleasido fosforilado en unto de los grupos hidroxilo de la pentosa,

Onixis, Inflamacion de la dermis ungular,
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Ovofuringen, Refativa i la faringe en su poreion oral.

Pipulas, Lesiones en f piel caracterizadas por fevantamiento de dsta ¢ induracion,

Pivimidings, Son bases heterociclicas  nitrogenadas  enconteadas en deidus nucleicos v
sibonucleicos eje. Citosina. La timing se encoentra exclusivionente en DNA.

Purinas, Son bases heterociclicas nitrogenadas encontradas en dcidos nueleieos y ribonuefeicos
Adenita y Gaanina,

PCR. Describe una téenica en ta enad los ciclos de deswaturalizacion. alineamiento y extension con
ta enzima DNA polimerasa, son usados para amplificar el nimero de copias de una secuencia de
IDNA blanco mayor a 10° veces.

Pielonefritis, Inflamacion simultanea de Iy nefrana y pelvis renal.

Pleomirfico, Muchus hongos. incluyendo . albicans exciben un difevente ndmero de
morfoldgicas ( blastoconidias o células levadurifores en gemacion, pseudohifa e hifa verdaders

septada) biajo ciertas condiciones v 1 conseeuencia de esto reciben el nombre de pleomorticos.

Precipitings. Anticucipio que se forma et el suero de un orgatismo pur admimistracion de un

aitigeno v que tiene la propiedad de precipitar este antigeno de jos liquidos donde esta contenido,
Pseudohifis. Union de fevaduras danio Ia apatiencia

R,\l’p;k’(‘k; Este métoo nsa ta reaccinn en catena de la polimerasa (PCRY y un iﬁici;nlur mico
relntivameﬁte pequeno con uni secnenvia wncledtidica m'bitr;lria; ef cual es wtilizado para

smplificar DNA polimortico al izar.
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RFLP. Se¢ refiere a fas diterencias inherentes en sitios para enzimas de restriccion (por ¢jemplo
sausadas por cambios en la secaencia blanco) que resulta en diferencias en la longitud de los

fragtuentos producidos por ¢l corte con alguna enzima de restriccion relevante.
Serotipo. Es un concepto que define las caracteristicas de superficie en una célula.

Sonda, Usnalmente son moléculas de acidos nucleicos marcados va sca DNA o RNA, usadas para
hibridar a secuencias complementarias en una biblioteca, o entre una secuencias blanco presente

en una moestra de acidos nucleicos, como en ef Northem blot y Southem blot.

Southern blot. Técnica bioquimicn ninpliamente usada para detectar la presencia de secuencias
especificas de DNA en una mezcla. La muestra (fragmentos de restriccion) primero se separa en
un gel de agarosa usualmente bajo condiciones desuaturalizantes; los componentes separadas se
transfieren (blotted) a un papel de nitroceluloss, Ia cual es expuesta a moléculas marcadas
(secuencias de nucleotidos complementarios) radiactivamente que son especificamente unidas a la

moléculas de interés, y entonces unidas para ser autorradiografiadas.

Ty, Temperatura a la cual el 50% de todos los diiplex posibles son disociados en su cadena \nica.
Para facilitar la formacién de todos los diplex posibles, Ia hibridacion es conducida: debajo de la

Tm de los duplex, usualmente a la Tm -20°C. La T aumenta linealmente con el contenido de

pares de bases G=C, los cuales estan unidos por 3 puentes de hidrogeno y por lo tanto son mas

estables que los pares A=T,

Frausceipeibu, Proceso por el cual una cadena de una molécula de DNA es usada como un
templndo para la sintesis de un RNA complementario. La RNA polimerasa y varias protcinas

aveesorias llamados factores transcripcionales forman un complejo que inicia la transeripeion.
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Tuho germinntivo, Elongacion de las levadnras sin legar a desprenderse.
Western blot. Téenica para detectar proteinas especificas en una mezela, Después de
separacion de las proteinas en un gel mediante electroforesis, las proteinas se fijan en un papel

filtro y son detectadas por unos anticuerpos marcados especificos.

i
i
!
i
i
i
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