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Resumen

Candida albicans posee varios factores de virulencia asociados
con la patogénesis, entre los cuales se encuentra la familia ALS
(agglutinin-like sequence) formada por 8 genes que codifican para
glucoproteinas de la pared celular con diferentes perfiles de
adhesién a la superficie del hospedero. El objetivo de este estudio
fue identificar los genes ALS1, ALS2, AL3y AL4 de C. albicans
aisladas de los pacientes con infecciones cronicas. La identificacion
de C. albicans se realizd por PCR multiplex y la deteccién de los
genes de la familia ALS se realiz6é por PCR convencional. El 58%
de los pacientes fueron mujeres y el 42% hombres. El intervalo de
edad fue de 19-70 afnos. Se identificaron 50 cepas de Candida
albicans obtenidas de pacientes adultos con candidiasis crénica
oral (n = 40) y vulvovaginal (n = 10). ALS1 fue identificado en el
74% (n = 37) de las cepas; ALS2 en el 68% (n = 34); ALS3 en el
94% (n=47)y ALS4 en el 96% (n = 48). Los resultados mostraron
gue las proteinas de la pared celular ALS1, ALS2, ALS3 y ALS4 de
C. albicans se encontraron involucradas en la adhesién y en la

cronicidad de la patologia de los enfermos.



l. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas y morfologia de Candida albicans

Candida albicans es una levadura oval Grampositiva que mide de
2 a3 de ancho x 4 a 6 micras de largo, fermenta la glucosa y
maltosa, produciendo acido y gas, es miembro de la flora normal
de las mucosas de los aparatos respiratorio, digestivo y genital
femenino. C. albicans presenta morfogénesis (involucrado en la
invasion de los tejidos), mediante el cual ocurre la transicion de
levadura a hifa (Jawet et al., 1996). Puede provocar infecciones
sistémicas  en pacientes iInmunocomprometidos (SIDA,
quimioterapia por cancer, antibioticoterapia, diabetes mellitus,
neutrofilia, etc.) (Castrillon et al., 2004) o infecciones en boca
(algodoncillo), piel, uiias, pulmones, vulvovaginitis y otros organos

(Jawet et al., 1996).

1.2 Candidosis orofaringeay vulvovaginal

La candidosis orofaringea afecta a pacientes que se encuentran
inmunocomprometidos (SIDA, leucemias, cancer), como también a
pacientes no inmunocomprometidos que se encuentran debilitados
por enfermedades como diabetes mellitus o por el uso mde

antibioticos de amplio espectro). Por otro lado, la candidosis



vulvovaginal (CVV) es una de infecciones mA&as comunes en
mujeres de edad reproductiva (Foxman et al., 1998; Reed 1992;
Sobel et al., 1998). Aproximadamente el 75% de las mujeres
experimentan al menos un episodio de CVV durante su vida, con
elevada morbilidad (Moreira & Paula 2006). En nuestro pais las
estadisticas de la CVV a nivel nacional son muy escasas, tan soélo
se encuentran las reportadas por algunas instituciones de salud y
por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), el cual ha
reportado que la cervicovaginitis se encuentra entre los 12
principales motivos de consulta en medicina familiar (Velasco et
al., 1999; Oviedo et al., 2004), con una elevada incidencia por
Candida albicans (Martinez et al. 2007). En los EUA anualmente se
reportan 13 millones de casos de CVV (Sobel 1999; Ferrer J, 2000)
C. albicans el agente causal del 85-90% de los casos de CVV,
mientras que el 20% son ocasionados por otras especies, como
Candida glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, entre otras (Furneri et
al., 2008; Sobel et al. 1998). Existen varios factores externos que
predisponen a la CVV, como el uso de antibidticos vy
anticonceptivos orales, la diabetes mellitus no controlada y los altos
niveles de estrégenos durante el embarazo (Dorko et al., 2005). En
ausencia de estos factores de riesgo, la CVV ocurre

frecuentemente en la fase luteal del ciclo menstrual, en la cual los



niveles de estrégenos se encuentran elevados. En contraste las
mujeres postmenopausicas con bajos niveles de estrogenos
raramente sufren de CVV (Fidel et al., 2000). Los estrogenos
favorecen la transicion de células epiteliales de columna a células
escamosas estratificadas, facilitando la adherencia y crecimiento
de C. albicans, ademas de que las células levaduriformes poseen
receptores para los estrégenos que permiten la formacion de
micelio (Nas et al., 2008). De esta manera la asociacion entre los
altos niveles de estrogenos y la incidencia de colonizaciéon o de
infecciones vaginales por C. albicans puede deberse a los efectos
de los estrégenos en el hospedero, en las levaduras de C. albicans
o en ambos (Cheng et al., 2006).

1.3 Factores de virulencia

C. albicans posee varios factores de virulencia que incluyen
la transicion de levadura a hifa, cambio de fenotipo, secrecion de
enzimas hidroliticas y adherencia celular (tabla 1) (Cutler,1991;

Odds 1994; Castrillon 2005).

Factor de virulencia Mecanismo de virulencia

Adhesinas (familia Als, Hwp1, Int1)? Adhesion y colonizacion

Produccion de Hifa Adhesion, invasion, y destruccion

de los tejidos

Enzimas hidroliticas  extracelulares | Adquisiciéon de nutrientes,




(familias Sap, PIby Lip)° invasion, destruccion de los
tejidos y evasion de la respuesta
del hospedero.

Cambio de fenotipo Adhesion 'y evasion de la

respuesta del hospedero.

Tabla 1. Principales factores de virulencia de C. albicans.

®Als = agglutinin-like sequence; Hwpl = hyphal cell wall protein 1;
Int1l= integrin-like protein.

°Sap = secreted aspartyl proteinases 1 a 10; Plb = phospholipase
B1 and B2; Lip = Lipasas 1 a 10.

En la adhesion de C. albicans a la superficie de las células del
hospedero se encuentra involucrada la familia de genes ALS
(agglutinin-like secuence) que codifican para glucoproteinas de la
pared celular (Gaur & Klotz, 1997; Hoyer, 2001). La familia de
genes ALS esta compuesta de 8 genes (ALS1 a ALS7 y ALS9) que
expresan adhesinas (125-600 kda) con diferentes perfiles de
adhesion (Nas et al., 2008). Cada gen ALS tiene una estructura
similar de tres dominios, incluyendo el dominio 5' de 1299-1308 pb
gue es muy semejante (55-90%) entre la familia; un dominio central
“tandem” formado por nimeros de copias de secuencias repetidas
de 108-bp; y el dominio 3' que es relativamente variable en longitud
y secuencia (figura 1) (Hoyer 2001). La familia ALS puede ser

dividida en subfamilias basadas en la secuencia de repeticiones del

dominio central tandem (Hoyer 2001; Kapteyn 2000) (figura 2).
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Figura 1. Estructura de ALS. Se aprecia la estructura de los 3
dominios. La longitud del dominio 5' es muy parecido en toda la
familia. La longitud del tandem y el dominio 3' son altamente
variables.
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Figura 2. La fotografia de la familia ALS. Las figuras humanas
corresponden a los genes ALS. Las cabezas representan el dominio
5', los torsos son el dominio central tandem con numeros de copias
de secuencias repetidas, y las piernas representan el dominio 3'.
Nétese que ALS3 y ALS8 son tan similares que ellos son
representados como gemelos idénticos. La familia ALS puede ser
dividida en subfamilias basadas en la secuencia de numeros de
copias repetidas del tandem.



Los genes ALS en C. albicans son regulados diferencialmente por
condiciones fisioldgicas como; cambio en el medio de cultivo
(Hoyer 1995), la forma morfolégica del hongo (Hoyer 2000) vy el
estadio de crecimiento (Hoyer 1998). Se ha propuesto que los
patrones de expresion los genes de la familia ALS podrian
encontrarse asociados con las s distintas formas de candidiasis
(oral, vaginal o sistémica) (Hoyer 2001b)

Debido a que en nuestro pais las estadisticas sobre las
infecciones por Candida son muy escasas, el presente estudio
contribuird en detectar los marcadores de virulencia de la familia
ALS1-4 involucrados en la adhesion celular en cepas de Candida

albicans aisladas de pacientes infectados.



lIl. ANTECEDENTES

e Cheng et al.,, en el 2005 estudiaron la expresion de los ocho
genes de la familia ALS de Candida albicans en muestras de
fluidos vaginales y en un modelo de candidiasis vaginal. Los
genes expresados mas frecuentemente fueron ALS1, ALS2,
ALS3 y ALS9.

e Zhao et al., (2007) analizaron la variabilidad alélica de ALS5 y
ALS6 en una coleccion de cepas de C. albicans aisladas de
diferentes zonas geograficas. Estos autores describieron que
los alelos de ALSS tuvieron de 2-10 copias de secuencias
repetidas del tandem (media= 4.82 copias) mientras que los
alelos de ALS6 presentaron de 2-8 copias (media = 4.00
copias).

e Nas et al., en el 2008 cuantificaron la expresion de los genes
ALS1, Hwpl y SAP4 en cepas de Candida albicans aisladas
de mujeres con vaginitis. La expresion de ALS1, Hwpl y

SAP4 fue encontrada en el 69, 62 y 38%, respectivamente.



V. OBJETIVO GENERAL

e Contribuir al conocimiento de los factores de virulencia
involucrados en la adhesion celular en cepas de Candida

albicans aisladas pacientes infectados.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificacion de las cepas de C. albicans obtenidas de los
pacientes infectados por PCR multiplex.

e Deteccion de ALS1, ALS2, ALS3 y ALS4 en las cepas de C.
albicans. por PCR convencional.

e Correlacionar la distribucion de ALS1, ALS2, ALS3 y ALS4 de
C. albicans con la candidiasis oral y vaginal de los pacientes

enfermos.



VI. METODOLOGIA

6.1 Seleccion de los pacientes y toma de los productos.

Para el desarrollo de este estudio se analizaran 50 cepas de
Candida aisladas de pacientes con candidosis oral y vaginal que
acudieron al servicio de Laboratorio de Andlisis Clinicos de la
CUSI, FES lztacala, UNAM.

El género Candida sera identificado por morfologia colonial,
microscopica (tincion de Gram) vy por pruebas bioquimicas. Todas
las cepas de Candida ssp seran evaluadas por la prueba del tubo
germinativo.

6.2 Extraccion del ADN de las cepas de Candida spp. para PCR

Las cepas de Candida spp seran crecidas durante la noche en
caldo de sabouraud a 37° C. El ADN sera extraido mediante el kit
QIAGEN Genomic-tip 20/G (Qiagen, Valencia, CA, USA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ADN molde sera

almacenado a -20° C hasta su utilizacion.

6.3 Deteccidon de las distintas especies de Candida por PCR

multiplex



La deteccion de las especies de Candida (Tabla 2) por PCR
multiplex se llevard a cabo por el método descrito por Luo &
Mitchell (2002). Para lo cual primero se realizard& un PCR sencillo
de punto final con los oligonucle6tidos universales para el grupo de
hongos ITS1 e ITS4 (5 pmol). El volumen final para la mezcla de
reaccion sera de 25 microlitros; 1microlitrosl de cada
oligonucledtido (TS1 y TS4), 20 microlitros de H,O libre de
nucleasa, 3 microlitros de ADN templado, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U
de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaq™ Ready-
To-Go™ PCR beads). La amplificacién del DNA se hara bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 96°C por 5
minutos; seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por
30 segundos y 72°C por 30 segundos. Finalmente una extension
de 72°C por 15 minutos.

Posteriormente se realizar4d el PCR multiplex con los
oligonucleodtidos CALB1 y CALB2 (5 pmol), CGL1y CGL2 (7
pmol), CPAle, CPA3fy CPA2 (6 pmol), y CTR1y CTR2 (4 pmol).
El volumen final para la mezcla de reaccion sera de 25 microlitros;
1microlitro de cada primer, 15 microlitros de H,O libre de nucleasa,
3 microlitros de DNA templado, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de

AmpliTag polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaq™ Ready-To-



Go™ PCR beads). La amplificacion del ADN sera realizado bajo las

mismas condiciones que para ITS1 e ITS4.

Especie Nombre del Secuencia del oligonucledtido | Tamafos de los
oligonucledtido (5a3) amplicones
(pb)
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT
All fungic GCG G Variable
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC
CALB1 TTT ATC AACTTG TCA CAC
Candida CAG A 273
albicans CALB2 ATC CCG CCT TAC CAC TAC
CG
CGL1 TTA TCA CAC GAC TCG ACA
Candida CT 423
glabrata CGL2 CCC ACATAC TGA TAT GGC
CTA CAA
CPAle TTG GTAGGC CTT CTATAT
Candida GGG 320
parapsilosis CPA3f GCC AGA GAT TAA ACT CAA 300
CCAA
CPA2 CCT ATC CAT TAG TTT ATA
CTC CGC
CTR1 CAA TCC TAC CGC CAG
Candida AGG TTAT 357
tropicalis CTR2 TGG CCA CTA GCA AAATAA

GCGT

Tabla 2. Oligonucledtidos que se utilizaran para la deteccion de
las distintas especies patdégenas del género Candida.

6.4 Deteccion de la familia ALS de C. albicans por PCR

La deteccion de los genes de la familia ALS de C. albicans (Tabla

3) se realizara por un PCR sencillo conforme a lo descrito por Green

et al., (2004). EIl volumen final para la mezcla de reaccion sera de

25 |; 1microlitro de cada oligonucleétido (Tabla 2), 20 microlitro de

H,O libre de nucleasa, 3 microlitros de ADN molde, 1.5 mmol de




MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs

(PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA

se procesara bajo las siguientes condiciones:

desnaturalizacion

inicial a 94°C por 5 minutos; seguido de 40 ciclos a 94°C por 30

segundos, 58°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos.

Finalmente una extension de 72°C por 7 minutos.

Gen | Nombre del Secuencia (5°-3") Tamarnos de
oligonucledtido los
amplicones
(pb)
RTALS1F GAC TAG TGA ACC AAC AAA
ALS1 TAC CAG A 318
RTALS1R CCA GAA GAA ACA GCA GGT GA
RTALS2F CCA AGT ATT AAC AAAGTT TCA
ALS2 ATC ACT TAT 366
RTALS2R TCT CAATCT TAA ATT GAA CGG
CTT AC
RTALS3F CCACTT CACAAT CCCCATC
ALS3 | RTALS3R CAG CAG TAG TAG TAA CAG 342
TAG TAG TTT CAT C
RTALS4F CCC AGT CTT TCA CAAGCA
ALS4 GTA AAT 356
RTALS4R GTA AAT GAG TCATCA ACA
GAA GCC
RTALS9R2 AAC TGA AAC TGC TGG ATT

TGG

Tabla 3. Oligonucleotidos que se utilizaran para la deteccion de la
familia ALS de C. albicans.

6.5 Analisis de las muestras amplificadas por PCR mediante

por electroforesis en Geles de Agarosa.

Después de la amplificacion del ADN, 10 microlitros

de cada

muestra seran analizados por electroforesis en geles de agarosa al




2% bajo las siguientes condiciones: 120 volts, 94 miliampers por
120 minutos. Los geles se tefirdn con BrEt y seran fotografiados
bajo luz UV utilizando el sistema de fotodocumentacion modelo

GEL LOGIC 100 (KODAK).



VIl. RESULTADOS

7.1 Pacientes estudiados

En este estudio se analizaron un total de 50 cepas de Candida spp
aisladas de pacientes con procesos infecciosos que acudieron al
servicio del Laboratorio Clinico de la CUSI Iztacala, de los cuales el
58% (n= 29) de los pacientes fueron mujeres y el 42% hombres
(n= 21) (Gréfica 1), cuya edad se encontr6 en el intervalo de 19-70

anos.

42%

(n=21) "\

O Mujeres

B Hombres

58%
(n=29)

Gréfica 1. Distribuciéon de los pacientes analizados por sexo




En la grafica 2 se aprecia que 80% de las cepas fueron recuperadas
de pacientes con candidosis cronica oral (n = 40) y el 20% de

candidosis cronica vulvovaginal (n = 10).

20% (n=10)

80% (n=40)

B Candidiasis Crénica Oral

B Candidiasis Crénica Oral

Grafica 2. Distribucion de los tipos de candidosis que
presentaron los pacientes estudiados.




7.2 ldentificacion de Candida albicans por por PCR multiplex.

Con el propdésito de identificar a las especies de C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis y C. tropicales, nosotros utilizamos un
método de PCR multiplex que incluy6 10 pares de oligonucleétidos
(tabla 2). El 100% de las cepas recuperadas de la candidosis oral y
vaginal, correspondieron a la especie de Candida albicans

(fotografia 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1

273 pb N

50pb _—,

Fotografia 1. Deteccion de C. albicans por PCR multiplex. Linea 1: MWM (50pb ladder). Linea 2-9
C. albicans aisladas de pacientes. Linea 10: Control negativo (sin DNA), Linea 11: Control positivo
(C. albicans ATCC 32354).

7.3 Deteccion de los cuatro genotipos de la familia de ALS

En la tabla 4 se aprecia el nUumero y porcentaje de los distintos
genes de la familia ALS. El gen que se identifico con mayor
frecuencia en las cepas de C. albicans fue ALS4 con el 96% (n =
48), seguido de ALS3 con el 94% (n = 47), ALS1 con el 74% (n =

37) y ALS2 con el 68% (n = 34) (fotografia 2, 3, 4y 5).



Gen NUmero Porcentaje
ALS 1 37 74%
ALS 2 34 68%
ALS 3 47 94%
ALS 4 48 96%

Tabla 4. Porcentaje de los genes de ALS detectados por PCR en

las cepas de C. albicans.

318pb —*

50pb —

10 11

Fotografia 2. Deteccion por PCR de ALSL1. Linea 1: Control Positivo (C. albicans ATCC 32354).
Linea 2: Control Negativo (sin DNA). Lineas 3-5 ALS1 de C. albicans aisladas de pacientes. Lineas
6-10 muestras negativas. Linea 11 MWM (50pb ladder).

366pb —,

50pb —>

10 11

Fotografia 3. Deteccién por PCR de ALS2.
Linea 2 y 3: ALS2 de C. albicans aisladas de pacientes,
Lineas 5-10 : ALS2 de C. albicans aisladas de pacientes. Linea 11 MWM (50 pb ladder).

Lineal: Control Positivo (C. albicans ATCC32354).

Linea 4: Control Negativo (sin DNA).




1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

342 pb .,

50 pb —

Fotografia 4. Deteccién por PCR de ALS3. Lineal: Control Positivo (C. albicans ATCC 32354). Lineas 2-8
ALS3 de C. albicans aisladas de pacientes. Linea 9: MWM (50 pb ladder). Linea 10: Control Negativo

(sin DNA).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1

356pb —*

50pbh —»

Fotografia 5. Deteccion por PCR de ALS4. Lineal: Control Positivo (C. albicans ATCC ATCC 32354).
Linea 2: Control Negativo (sin DNA). Lineas 3-10 ALS4 de C. albicans aisladas de pacientes. Linea 11:

MWM (50pb ladder).




7.4 Asociacion de los genes de la familia ALS en las cepas de

Candida albicans analizadas

En la tabla 5 se aprecia que 34 (68%) cepas de C. albicans

presentaron la asociacion de 4 genes de la familia ALS y 8 (16%)

cepas presentaron 3 genes.

Asociacion de los genes de ALS

NUmero

Porcentaje

ALS1/ALS2/ ALS3/ ALS4

68%

ALS1/ALS3 /ALS4

16%

ALS1/ALS3/ALS4

4%

ALS2/ALS3

2%

ALS2/ALS4

2%

ALS3/ALS4

2%

ALS4

NI EENEINS

4%

ALS2

2%

Tabla 5. Asociacion de los genes de la familia ALS en las cepas de

C. albicans




VIIl. DISCUSION

8.1 Pacientes estudiados

Para el desarrollo de este trabajo nosotros analizamos un total de
50 cepas de Candida spp aisladas de un grupo de pacientes (29
mujeres y 21 hombres) (Grafica 1), con una edad comprendida en
el intervalo de 19-70 afos, que habian acudido al servicio de
Laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI Iztacala, por presentar
signos y sintomas de candidosis oral (n = 40) y vaginal (n = 10)
(Gréfica2). Se ha reportado que la candidosis orofaringea es una
infeccidon oportunista que afecta a pacientes que se encuentran
debilitados por enfermedades como diabetes mellitus, tuberculosis,
absceso amibiano hepatico, cateterismo, por el uso de antibioticos
de amplio espectro, o a pacientes inmunocompromeidos por
leucemia, SIDA, cancer y por administracion de drogas
inmunosupresivas después del transplante de 6rganos (Law et al.,
1994; Maksymiuk et al., 1984.). El elevado porcentaje de cepas de
Candida aisladas de la orofaringe de nuestros pacientes no
inmunocomprometidos (grafica 2) corrobora al de un estudio en el
cual se determind la susceptibilidad de 3 antimicoticos en 80
cepas de Candida albicans aisladas de la orofaringe de pacientes,
dentro de los cuales el 67.5% (n = 54) fueron recuperadas de

mujeres y el 32.5% (n = 26) de hombres (Paniagua et al., 2002).



La candidosis vaginal forma parte de los 12 principales
motivos de consulta en medicina familiar del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) (Velasco 1999; Oviedo et al.,, 2004), tan
solo en el periodo de tiempo de 1991 a 2002, la candosis vaginal
se ubicé entre los 20 principales diagndsticos en el primer nivel de
atencion, representando el 38 % de las consultas a mujeres de 20
a 59 afnos (Division Técnica de Informacion Estadistica en Salud
2003). En el 2004, la candidosis vulvovaginal en la Unidad de
Medicina Familiar 53 del IMSS del estado de Guanajuato, en donde
existen adscritas 39,814 mujeres de 15 a 49 afos, se situé en el
décimo tercer lugar de los principales motivos de consulta (Sistema
de Informacion Integral para la Salud 2004). Dentro de la etiologia
de las cervicovaginitis, 22.6 % de los casos son producidos por
Gardnerella vaginalis, 19.1 % por Candida spp, 7.8 % por Candida
albicans y 1.5 % por tricomonas. Durante el embarazo, las
cervicovaginitis se asocian en 11.5 % con el parto pretérmino y en
11.6 % con ruptura prematura de membranas y como factor
predisponerte para esterilidad de origen tubéarico y cancer
cervicouterino (Holzman et al., 2001; Beltran et al., 2002; Flores et
al., 2003)

La Norma Oficial Mexicana (NOM-039-SSA2-2000) para la

prevencion y control de las infecciones de transmision sexual



caracterizadas por flujo vaginal, ha especificado los criterios de
diagnostico y tratamiento para uretritis, cervicitis e infecciones
vaginales que se relacionan con la presencia de tricomonas,
Gardnerella vaginalis, Candida albicans y en ocasiones por
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae (Secretaria de
Salud, 2000). Dichos criterios sefialan que el diagnostico se realiza
por el antecedente de contacto sexual o0 presencia de signos y
sintomas claves como flujo vaginal, prurito vulvar, disuria y mal olor,
lo cual se debe confirmar a la exploracion con espejo y tacto
vaginal. La deteccién se realiza en el laboratorio mediante examen
en fresco del exudado vaginal y tincion de Gram y la confirmacion
por cultivo e inmunofluorescencia, segun corresponda. La secrecion
blanca, grumosa y pH > 4.5 al examen en fresco es sugerente de
infeccion por Candida albicans; si la secrecion es verde y mal
oliente orienta a tricomonas o bacterias (Secretaria de Salud, 2000).
La misma norma oficial mexicana ha senalado que el esquema de
tratamiento para Candida albicans es itraconazol o clotrimazol.

8.2 Identificacion de Candida albicans por por PCR multiplex.

Con el proposito de identificar las especies de C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis y C. tropicales, nosotros utilizamos un
método de PCR multiplex que incluy6 10 pares de oligonucleétidos

(Luo & Mitchell, 2002) (tabla 2). EI 100% de las cepas recuperadas



de la candidosis oral y vaginal correspondieron a la especie de
Candida albicans (fotografia 1). Candida albicans es el hongo
patégeno aislado con mayor frecuencia de las infecciones
superficiales y sistémicas de los pacientes. Durante las dos
décadas pasadas, las infecciones humanas por levaduras se han
incrementado dramaticamente, debido a una gran variedad de
factores, como el empleo de antibidticos de amplio espectro, el
empleo de drogas inmunosupresoras, el empleo de dispositivos
intravasculares, y a una supervivencia mas larga de neonatos e
individuos inmunocomprometidos (Barchiesi et al., 1994). Se ha
reportado que la C. albicans es la especie aislada con mas
frecuencia en muestras de pacientes con candidosis vaginal aguda
alcanzando una frecuencia del 87.5% en Argentina (Saporiti et al.,
2001) del 87.9% en Austria (Paulitschet al., 2006) y del 60% en
Brasil (Lopes et al., 2004). Se han identificado otras especies de
Candida en las infecciones vulvovaginales, por ejemplo en un
estudio realizado en el Hospital Juarez de México, se aislé C.
glabrata en el 35. 9% de las pacientes, C. albicans en el 39% y C.
tropicales en el 16. 2%, de un total de 631 aislamientos (Rivera et

al., 2006).

8.3 Deteccion de la familia ALS de C. albicans por PCR




En este estudio nosotros describimos que dentro de la familia ALS,
el gen que se identific6 con mayor frecuencia en las cepas de C.
albicans recuperadas de los pacientes con candidosis fue ALS4 con
el 96% (n = 48), seguido de ALS3 con el 94% (n = 47), ALS1 con el
74% (n = 37) y ALS2 con el 68% (n = 34) (fotografia 2, 3, 4y 5). Los
genes de la familia ALS fueron descritos por primera vez en cepas
de C. albicans (Hoyer et al. 1995), y poco después se describio
gue podrian existir distintos patrones de expresion de los genes de
la familia ALS asociados con las distintas formas de candidosis
(oral, vaginal o sistémica) (Hoyer en el 2001). En los ultimos afios
se ha tratado de establecer cuales son los genes de la familia ALS
gque se expresan como proteinas de adhesion en las distintas
candidosis, para lo cual Grenn y cols (2004) estudiaron la
expresion por PCR en Tiempo Real de la familia ALS en un modelo
de candidosis oral, utilizando células de epitelio reconstituido
humano (RHE). Estos autores demostraron que los genes que se
expresaron con mayor frecuencia durante la infeccién y destruccion
del epitelio fueron ALS1, ALS2, ALS3, ALS4, ALS5 y ALS9. EI
estudio de los marcadores de virulencia de C. albicans involucrados
en la adhesion celular, se ha estudiado en otros tipos de candidosis,

asi Cheng et al., (2005) estudiaron la expresion por PCR RT de la



familia ALS en cepas de Candida albicans aisladas de fluidos
vaginales y en un modelo de candidiasis vaginal. Estos autores
describieron que los genes expresados con mayor frecuencia
fueron ALS1, ALS2, ALS3 y ALSO9.

El nimero de copias de secuencias repetidas del Tandem de
ALS varia entre las C. albicans y a menudo entre los alelos de la
misma cepa. Debido a que los alelos de ALS pueden codificar
proteinas diferentes con  distintas caracteristicas funcionales,
resulta importante definir la variabilidad alélica de los genes ALS,
para lo cual Zhao et al., (2007) analizaron la variabilidad alélica de
ALS5 y ALS6 en una coleccion de cepas de C. albicans aisladas de
diferentes zonas geograficas. Estos de ALS5 presentaron de 2-10
copias de secuencias repetidas del tandem (media= 4.82 copias)
mientras que los alelos de ALS6 presentaron de 2-8 copias (media
= 4.00 copias).

La participacion de las distintas proteinas ALS en las distintas
candidosis, es un tema que actualmente se esta tratando de
clarificar, al igual que el de otra familia de genes llamada SA
(proteinas aspartico secretorias) , por ejemplo Nas et al., (2008)
cuantificaron la expresion de los genes ALS1, Hwpl y SAP4 en

cepas de Candida albicans aisladas de mujeres con vaginitis. La



expresion de ALS1, Hwpl y SAP4 fue encontrada en el 69, 62 y

38%, respectivamente.



IX. CONCLUSIONES

1. En las infecciones orales vy vaginales de los pacientes no
inmunocomprometidos se encontr6 asociado el hongo del

género Candida spp.

2. El total de las cepas aisladas de los pacientes infectados

correspondieron a la especie C. albicans.

3. La mayoria de las cepas de C. albicans analizadas

presentaron los genes ALS1, ALS2, ALS3y ALS4.

4. La distribucién de los marcadores de virulencia involucrados
en la adhesion celular en las cepas de C. albicans, evidencio
la elevada patogenicidad del microorganismo, por lo que fue
necesario iniciar inmediatamente la prescripcion del

tratamiento médico correspondiente.
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