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1. RESUMEN

La adhesion de las hifas de Candida albicans a la superficie de las
células epiteliales vaginales se debe a la proteina de superficie Hwpl
(hyphal wall protein), codificada por el gen HWP1. En los ultimos afios
el tratamiento de la candidosis vulvovaginal (CVV) se ha complicado
debido a la seleccion de cepas resistentes a los azoles. El objetivo de
este trabajo fue detectar la frecuencia de HWPL1, la determinacion de
la concentracion minima inhibitoria de miconazol, 5-fluorocitosina y
anfotericina B en las cepas de C. albicans aisladas de mujeres con
vulvovaginitis crénica, asi como la frecuencia en la que los genes
CDR1, MDR1 y ERG11 que codifican la resistencia a los azoles se
presentan. La identificacion de C. albicans y de los genes HWP1,
CDR1, MDR1 y ERG11 se realiz6 por PCR convencional. La
determinaciéon de la CMI a los antimicéticos en las cepas de C.
albicans se realizo por el método de dilucion en placa. La edad de las
pacientes analizadas se encontré6 comprendida en el intervalo de 18-
81 afos. Se realizaron 264 exudados vaginales en mujeres que
acudieron al Hospital Regional No. 72 del IMSS con signos y sintomas
de CVV. C. albicans fue identificada por PCR en el 18.93% (n = 50)
de las pacientes. EIl gen HWP1 se detectd en el 92% (n = 46), CDR1
en el 16% (n = 8) y ERG11 en el 66% (n = 33). Los resultados
mostraron que el marcador de virulencia HWP1 de C. albicans y los
genes que confieren resistencia a los antimicéticos CDR1 y ERG11 se
encontraron asociados con la CVV de las pacientes, por lo que fue

necesario prescribir el tratamiento médico correspondiente.




2. INTRODUCCION

2.1. Caracteristicas de Candida albicans

La primera descripcion para Candida albicans fue Oidum albicans,
propuesta por Robin en 1853. En 1890 Zopf la denomind Monilia
albicans, y en 1923 Berkhout, fue quien propuso la denominacion
actual (Bial, 2002). Candida albicans es un hongo levaduriforme y
diploide, Grampositivo, que puede formar seudohifas, hifas y
blastoconidios (Kravets et al., 2010). Estos organismos asimilan y
fermentan azucares (Jawetz et al.,, 1996). Presentan numerosas
clamidosporas unicelulares, redondas u ovaladas con una pared
gruesa (8-16 ym de diametro). C. albicans se encuentra asociada
ecolégicamente a seres vivos de sangre caliente, es un comensal de
las mucosas del tracto intestinal y vaginal (Odds, 1988).

C. albicans puede provocar infecciones sistémicas en pacientes
inmunocomprometidos (SIDA, guimioterapia por cancer,
antibioticoterapia, diabetes mellitus, neutropenia, etc.) (Castrillon et
al., 2004) o infecciones en boca (algodoncillo), piel, ufias, pulmones,

vulvovaginitis y otros organos (Jawetz et al., 1996).
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C. albicans hoy en dia se encuentra con la siguiente taxonomia (Bial,
2002): del phylum Ascomycota, subphylum Ascomycotina, de la clase
Ascomycete, orden Saccharomycetales de la familia

Saccharomycetaceae y del genero Candida.

2.2. Candidosis vulvovaginal

La candidosis vulvovaginal (CVV) es una de infecciones mas
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 solo se
encuentran las reportadas por algunas instituciones de salud y por el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), el cual ha reportado que
la vulvovaginitis 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
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de CVV (Sobel 1998; Ferrer J, 2000) C. albicans es 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 y anticonceptivos orales, la diabetes mellitus no
controlada y los altos niveles de estrogenos durante el embarazo
(Dorko et al., 2005). En ausencia de estos factores de riesgo, la CVV
ocurre frecuentemente en la fase lutea del ciclo menstrual, en la cual
los niveles de estrogenos 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 estrogenos 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 colonizacion o de infecciones
vaginales por C. albicans puede deberse a los efectos de los

estrégenos en el hospedero (Cheng et al., 2006).
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2.3. Factores de virulencia

C. albicans posee varios factores de virulencia que incluyen la
transicion de levadura a hifa, cambio de fenotipo, secrecién de
enzimas hidroliticas y adherencia celular (Cutler 1991; Odds 1994;

Castrillon 2005).

El gen HWP1 que codificada para la proteina Hwpl (hyphal wall
protein), involucrada en la adhesion a las células epiteliales, y que se
encuentra presente en la pared celular de las hifas (Nas et al.,
2008). Hwpl es una glicosilfosfatidilinositol (GPI), y juega un papel
importante en la adherencia a las células epiteliales, pero no es
requerida para su adhesion a las células endoteliales (Sundstrom et

al., 2002).

2.4 Tratamiento de la candidosis vulvovaginal (CVV)

Para el tratamiento meédico de las infecciones ocasionadas por C.

albicans, y de otras especies, se han desarrollado dos categorias
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principales de antimicéticos; los Polienos (anfotericina B y nistatina),
cuya union al ergosterol de la membrana celular causa la formacion
de poros con la subsecuente liberacibn de componentes intracelulares
y la muerte celular, y los Azoles (fluconazol, itraconazol, ketoconazol,
etc.) que inhiben la formacion de la membrana celular al interferir con
la sintesis del ergosterol (White, 1997). Otro antifingico empleado
contra C. albicans es la 5-fluorocitosina, cuya entrada a la célula es
mediada por la citosina permeasa. Este compuesto es transformado a
5-fluorouracilo por la citosina deaminasa. El 5-Fluorouracilo es
transformado en otros metabolitos que inhiben la sintesis de ADN y
ARN fungicos (Vermes, 2000). El desarrollo de estos antimicoticos
ha aumentado las opciones terapéuticas, sin embargo el uso
inadecuado e indiscriminado ha ocasionado con el tiempo que las
cepas C. albicans, como de otras especies, se seleccionen como
resistentes a los principales grupos de antifungicos (Lee et al., 2004;
Perrea et al., 2001). En C. albicans los mecanismos moleculares de
resistencia a los Azoles incluyen la alteracion de la enzima blanco
citocromo P-450 lanosterol 14 a-demetilasa, ya sea por la sobre
expresion o por mutaciones puntuales del gene ERG11 (Franz et al.,

1998; Lamb et al., 2000; Manavathu et al., 1999; Kelly et al., 1999;
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Sanglard et al., 1998). Un segundo mecanismo de resistencia a los
Azoles es mediado por la expresion de proteinas transportadoras que
funcionan como bombas de eflujo (bombas ABC), codificadas por los
genes CDR1 y CDR2, y también a proteinas facilitadoras codificadas
por MDR1 (Smith et al., 2002). La expresion de CDR confiere la
resistencia a multiples azoles, mientras que la expresion de MDR1
confiere solamente resistencia a fluconazol (Albertson et al., 1996;

Lopez et al., 1998; Lopez et al., 1999).

La seleccion de resistencia de cepas C. albicans a los antimicoticos
ha tenido grandes repercusiones en los diferentes tipos de candidosis,
incluyendo la vulvovaginal, en cuyo caso, las infecciones han pasado
con el tiempo de simples candidosis vulvovaginal (CVV) a candidosis
vulvovaginal recurrente (CVVR) o lo que es peor a candidosis

vulvovaginal crénica (CVVC) (Pimentel, 2007).
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. ANTECEDENTES

Arechavala y col. (2007) Evaluaron la sensibilidad al fluconazol y
al albaconazol de 100 cepas de Candida spp. y aisladas de flujos

vaginales de pacientes con candidosis.

Perea y col. (2001) identificaron el gen ERG11 que confiere
resistencia a los azoles en cepas de C. albicans aisladas de
muestras de pacientes con VIH (virus de la inmunodeficiencia

humana).

Innings y col. (2007) realizaron un estudio de PCR en tiempo
real, para la deteccion de las ocho especies mas comunes de

Candida causantes de septicemia.
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. OBJETIVO GENERAL

Detectar la frecuencia de los genes que confieren la resistencia
a los antimicoticos en cepas de Candida albicans aisladas de
mujeres con vulvovaginitis, y determinar la concentracién minima

inhibitoria de miconazol, 5-fluorocitosina y anfotericina B.

. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificacion de las cepas de C. albicans obtenidas de las
mujeres con vulvovaginitis por PCR multiplex.

Deteccion por PCR de el gen HWP1 en las cepas de C.
albicans.

Determinacion de la concentracidbn minima inhibitoria (CMI) de
miconazol, 5-fluorocitosina y anfotericina B en las cepas de C.
albicans por el método de dilucion en placa.

Identificacion y deteccion de la frecuencia de los genes que
confieren resistencia a antimicoticos ERG11, CDR1 y MDR1 en
las cepas de C. albicans aisladas de mujeres con vulvovaginitis

por PCR.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Seleccidn de pacientes y toma de los productos

Para el desarrollo de este estudio se tomaron muestras vaginales de
mujeres con patologia de vulvovaginitis de la consulta de
ginecologia del Hospital General Regional 72 del IMSS, ubicado en el
Municipio de Tlalnepantla, Edo. de Meéxico. Se incluyeron en este
estudio a mujeres adultas; con y sin vida sexual activa, se
excluyeron pacientes que se encontraban en tratamiento local o
sistémico para vaginitis, que estuvieran menstruando, 0 con cancer
genital. A las pacientes seleccionadas, bajo firma de consentimiento
informado se les realizé el interrogatorio y exploracion fisica y
obtencion de muestras vaginales para estudios microbiologicos. Las
muestras vaginales fueron tomadas por medio de hisopos estériles
del cuello y de la pared del fondo del saco vaginal y se depositaron en
el medio de transporte BHI (brain- heart- infusion). Las muestras
vaginales fueron transportadas al Laboratorio de Analisis Clinicos de
la CUSI, FES lztacala, UNAM. Las muestras vaginales contenidas en

el medio BHI fueron incubadas a 37° C por 24 horas. Al término los
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cultivos se sembraron en los medios solidos; Agar sangre, eosina azul
de metileno (EMB), S-110 y sabouraud y se incubaron a 37° C por 24
horas. El género Candida fue identificado por morfologia colonial,

microscopica (tincion de Gram).

6.2. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizo por el método de ebullicién. Para lo
cual cada una de las cepas del género Candida fueron crecidas en
agar Sabouraud a 37° C por 24 horas. Al término y por medio de asas
estériles se tomaron varias colonias del crecimiento y se depositaron
en tubos de rosca de 16 x 150 ml, que contenian 1 ml de agua
desionizada estéril. Posteriormente los tubos fueron llevados a
ebullicion por 20 minutos, e incubados a 0° C durante 10 minutos
posteriormente. Al término los tubos se centrifugaron a 13 000 rpm/
10 minutos. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y guardado a -

20°C hasta su utilizacion para PCR.
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6.3. Deteccién C. albicans por PCR multiplex

La deteccidon de C. albicans y de otras especies del género (Tabla 1)
por PCR multiplex se realizd por el método descrito por Luo &
Mitchell (2002). Para lo cual primero se realiz6 un PCR sencillo de
punto final con los oligonucleétidos universales para el grupo de
hongos ITS1 e ITS4 (5 pmol). El volumen final para la mezcla de
reaccion fue de 25 ul; 1 ul de cada oligonucleétido (TS1y TS4), 20ul
de H,0O libre de nucleasa, 3 ul de ADN templado, 1.5 mmol de MgCl,,
0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetag™
Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del ADN se realiz6 bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion 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 realizé el PCR multiplex con
los oligonucledtidos 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 fue de 25 pl; 1 ul de cada
primer, 15 ul de H,O libre de nucleasa, 3 ul de ADN templado, 1.5

mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaqg polimerase y 100 mmol de dNTPs
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(PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del ADN se

realiz6 bajo las mismas condiciones que para ITS1 e ITS4.
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Especie Nombre del Secuencia del oligonucledtido | Tamarfos de los
oligonucledtido (5a3) amplicones (pb)

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados en la deteccion de las distintas

especies patdgenas del género Candida.




6.4. Detecciéon de HWP1 de C. albicans por PCR

La deteccion de HWP1 de C. albicans se realiz6 por el método
descrito por Nas et al.,, (2008). EIl volumen final para la mezcla de
reaccion fue de 25 pul; 1ul de cada oligonucledtido; HwplF
(ATGACTCCAGCTGGTTC) y HwplR (TAGATCAAGAATGCAGC),
20 ul de H,O libre de nucleasa, 3 ul 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 ADN se
realiz6 bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a
95°C por 1 minuto; seguido de 45 ciclos a 95°C por 30 segundos,
50°C por 45 segundos y 72°C por 1 minuto. Finalmente una

extension de 72°C por 5 minutos.
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6.5. Determinacion de la concentracidn minima inhibitoria (CMI) de

miconazol, 5-fluorocitosina y anfotericina B en las cepas de C.

albicans por el método de microdilucion en placa

La CMI de cada antimicético se determind por microdilucion en placa
de microtitulo de poliestireno (96 pozos), de acuerdo a las
recomendaciones del NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 1992). Para lo cual cada una de las cepas de
C. albicans fueron crecidas en agar sabouraud (Bioxon, México) a 37°
C por 24 horas. Obtenido el crecimiento 6ptimo, una colonia fue
inoculada en 1 ml del medio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co. St.
Louis Mo.) y se incubd a 37°C por 24 horas en atmosfera de CO,. Al
término el cultivo fue diluido 1:100 en solucidén salina estéril y de
nuevo 1:100 en RPM1640. La concentracion final fue de 10* UFC/m.
Posteriormente se depositaron 100 ul del cultivo en cada pozo de la
placa mas 100 pul de las concentraciones dobles de miconazol (Sigma
Chemical Co. St. Louis Mo.), 5-fluorocitosina (Sigma Chemical Co. St.
Louis Mo.) vy anfotericina B (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo.)

(Tabla 2). Como control positivo se depositaron 100 ul del

24

——
| —



crecimiento de la cepa de referencia de C. albicans ATCC 32354 y
como control negativo 100 ul del medio RPMI-1640. Las placas se
incubaron a 37° C por 24 horas. Finalmente se efectud la lectura de
la absorbancia de las placas a 630 nm en un lector de ELISA, modelo

Multiskan FC, marca Termo (Labsystems, Helsinki, Finland).

Concentraciones de antimicoéticos (ml)

Tabla 2. Concentraciones de antimicoéticos utilizadas para la

determinacién de la CMI en las cepas de C. albicans.




6.6 Deteccién de los genes CDR1, MDR1 y ERG11 que confieren

resistencia a los azoles

Los oligonucledtidos (Tabla 3) y el método que se utilizd para la
deteccion de CDR1, MDR1 y ERG11 de C. albicans por PCR
convencional fue el descrito por Lee et al., (2004). El volumen final
para la mezcla de reaccion fue de 25 ul; 1 ul de cada oligonucleétido
(20 pmol), 3 pl de ADN molde, 20 ul de H,O libre de nucleasas, 1.5
mM de MgCl, y 0.2 uyM de cada dNTPs. Las condiciones de
amplificacion  fueron; 95°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos
de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 30

segundos. Al término un ciclo final de 72°C por 7 minutos.
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Nombre del
Secuencia (5°-3")

oligonucledtido

forward primer AAGAGAACCATTACCAGG
CDR1

reverse primer AGGAATCGACGGATCAC

forward primer GGAGTTTAGGTGCTGT
MDR1

reverse primer CGGTGATGGCTCTCAA

forward primer TGGAGACGTGATGCTG
ERG11

reverse primer AGTATGTTGACCACCCATAA

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en la deteccidn de los genes que

confieren resistencia a los antimicoticos por PCR convencional.

6.7. Andlisis de las muestras amplificadas por electroforesis en geles

de agarosa

Después de la amplificacion del ADN, 10 ul de cada muestra fue

analizada por electroforesis en geles de agarosa al 2% bajo las
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siguientes condiciones: 120 volts, 94 miliampers por 120 minutos. Los
geles fueron tefidos con BrEt y fotografiados bajo luz UV utilizando el

sistema de fotodocumentacién modelo GEL LOGIC 100 (KODAK).
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7. RESULTADOS

7.1. Pacientes analizadas

Para el desarrollo de este estudio se estudiaron 264 mujeres con
patologia de vulvovaginitis de la consulta de ginecologia del Hospital
General Regional 72 del IMSS. En la Figura 1 se observa que la edad
de las mujeres estudiadas. EI 30.30% (n = 80) de las pacientes tuvo
una edad comprendida en el rango de 29-39 afos, seguida de 18-28
con 28.78% (n = 76), de 40-49 con el 23.86% (n =63), 50-59 con el
12.12 % (n = 32) y 60-69 con 3.78% (n= 10). Los rangos minoritarios
fueron de las edades que comprenden el rango de 70-79 y 80-89

afos, teniendo 0.37% (n=1) y 0.75% (n=2) respectivamente.
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Figura 1. Distribucion de las mujeres estudiadas por edad.

7.2. Frecuencia de candidosis vulvovaginal (CVV) en las mujeres

estudiadas

El 18.93% (n = 50) de las mujeres presentd candidosis vulvovaginal y
el 81.01% (n= 214) de las infecciones vaginales fueron ocasionadas
por bacterias Gramnegativas, como Escherichia coli, Klebsiella spp. y
por Grampositivas como, Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis (Figura 2).
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CVV*=Candidosis
vulvovaginal
VV*=Vulvovaginitis

Figura 2. Frecuencia de candidosis vulvovaginal (CVV) en las pacientes
estudiadas.

7.3. ldentificacién de C. albicans por PCR multiplex

Para la identificacion de la especie C. albicans utilizamos un método
de PCR multiplex que nos permitié amplificar regiones internas (ITS,
internal transcribed spacer) del gen rRNA de las especies C. albicans,
C. parapsilosis, C. glabrata y C. tropicales (Tabla 2). A partir de las
264 cultivos de las mujeres con patologia de vulvovaginitis
realizados, C. albicans fue identificado en el 18.93% (n = 50) de las
mujeres. El tamafio esperado de los amplicones de C. albicans

correspondio a 273 pb (Fotografia 1).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13

273 pb —

SOpb___,

Fotografia 1. Gel de Agarosa al 2%. Deteccion por PCR multiplex de
C. albicans. Linea 1, control negativo (sin ADN templado); linea 2,
control positivo (C. albicans ATCC32354); lineas 3-6, 8-13, cepas de
C. albicans aisladas de mujeres con CVV; linea 7, MWM (50 pb
ladder)

7.4. Deteccién de HWP1 de C. albicans por PCR

El gen HWP1 que codifica para la adhesina Hwpl fue identificado en

el 92% (n=46) de las cepas de C. albicans (Fotografia 2)
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§20pb ___,

100 pb .,

Fotografia 2. Gel de Agarosa al 2%. Deteccion por PCR de HWP1 de C. albicans.
Linea 1, control negativo (sin ADN templado); linea 2, control positivo (C. albicans
ATCC32354); lineas 3, 5-8, HWP1 en cepas de C. albicans aisladas de mujeres
con CVV;linea4, MVWM (100 pb ladder)

7.5. Determinacioén de la CMI a los antimicéticos

7.5.1.1.1.1. Miconazol

En la Figura 3 se aprecia que la CMI de miconazol mostré6 una
distribucion trimodal, con una subpoblacion de cepas susceptibles
(10.9%) en la concentracion < 0-1.56 ug/ml; otro grupo (10.8%) con
susceptibilidad intermedia (CMI = 1.57- 6.25 ug/ml), vy el (78.2%) de
cepas resistentes (CMI = 6.26-50 ug /ml). La CMlsg y CMlg (que
inhibe el 50% y 90% de las cepas, respectivamente) de miconazol fue

de 15.62 ug/mly de 22.5 ug/ml, respectivamente (Figura 4).
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Figura 3. Susceptibilidad de las cepas de C. albicans a miconazol.
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Figura4.CMlIs;, y CMIy, de miconazol en cepasde C. albicans.
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7.5.1.1.1.2 5-fluorocitosina

En la Figura 5 se aprecia que la CMI de 5-fluorocitosina mostré una
distribucion trimodal, con una subpoblaciéon de cepas susceptibles
(54.3%) en la concentracion 0.25-0.99 ug/ml y otros dos grupos con
susceptibilidad intermedia a las concentraciones de 1- 3.99 pg/ml
(11%), y de 4-16 ug /ml (34.7%). La CMlsy y CMlgg que inhibe el 50%
y 90% de las cepas, fue de 0.46 ug/ml y de 7.2 pg/ml,

respectivamente (Figura 6).
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Figura 5. Susceptibilidad de las cepas de C. albicans a 5- fluorocitosina.
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Figura 6.CMI;; y CMIg, de 5- fluorocitosina en cepas de C. albicans.

7.5.1.1.1.3. Anfotericina B

En la Figura 7 se aprecia que la CMI de Anfotericina B mostré una
distribucion bimodal, con una subpoblacion de cepas susceptibles
(8.6%) en el intervalo de concentracion de 0.15-0.062 pug/ml y con
un grupo de cepas con  susceptibilidad intermedia en rango de
concentracion de 0.063-0.5 ug/ml (91.4%), La CMlsy y CMilg (que
inhibe el 50% y 90% de las cepas, respectivamente) de Anfotericina B

fue de 0.15 ug/mly de 0.22 ug/ml, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7. Susceptibilidad de las cepas de C. albicans a anfotericina B.
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Figura 8.CMI;; y CMlIy, de anfotericina B en cepasde C. albicans.
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7.6. Deteccién de los genes CDR1, MDR1 y ERG11 que confieren

resistencia a los azoles

En la Tabla 4 se observa que el gen CDR1 se detect6é en el 16%
(n=8) de las cepas de C. albicans, MDR1 no se encontré en ninguna
cepa y ERG11 se detecté en el 66% (n=33). La combinacion CDR1-

ERGL11 se encontro en el 16% (n=8) de las cepas estudiadas.

el =N[=S % No.
CDR1 16 (8)
MDR1 0 (0)
ERG11 33 (66)
CDR1-ERG11 16 (8)

Tabla 4. Frecuencia de los genes que codifican para la resistencia a

los azoles en C. albicans.

En la Fotografia 3 se aprecia que el tamafio de los amplicones para
CDR1 correspondié a 300 pb y para ERG11 de 210 pb (Fotografia

4).
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300 pb —+

100 pb _,

Fotografia 3. Gel de Agarosa al 2%. Deteccion por PCR de CDR1 de C.
albicans. Linea 1-3,5, CDR1 en cepas de C. albicans aisladas de mujeres
con C\VWV; linea 6, control positivo (C. albicans ATCC32354); lineas 7, control
negativo (sin ADN templado);linea 4, MVWM (100 pb ladder)

210 pb —=

SOpb _

Fotografia 4. Gel de Agarosa al 2%. Deteccion por PCR de ERG11 de
C. albicans. Linea 1-3,8-11, ERG11 en cepas de C. albicans aislaclas
de mujeres con CVV; linea 5, control positivo (C. albicans
ATCC32354); lineas 6, control negativo (sin ADN templado); linea 7,
muestra negativa;linea 4, MVWWM (50 pb ladder)

39

——
| —



8. DISCUSION

8.1. Pacientes analizadas

En este estudio describimos que a partir de las 264 mujeres de la
consulta del Hospital General Regional 72 del IMSS con patologia de
vulvovaginitis crénica y recurrente, encontramos que el 18.93% (n =
50) presentd CVV (Figura 2) ocasionada por la especie de C. albicans
(Fotografia 1), principalmente en enfermas con edad en el intervalo de
18-39 afios (Figura 1). Se ha descrito que la CVV ocasionada por
alguna de las distintas especies de Candida es muy frecuente en
mujeres de edad reproductiva y es la segunda causa de vaginitis en
adolescentes (Pimentel et al., 2007). Se estima que el porcentaje de
infeccion vaginal por Candida spp. se encuentra entre el 40 y 75% de
las mujeres con vida sexual activa (Rivera et al.,, 2006 ). Pimentel et
al.,  (2007) reportaron que el 80% de la CVV es ocasionada por la
especie de C. albicans. Por ejemplo en un estudio realizado en Perl a
100 mujeres de entre 23 hasta 43 afos de edad que presentaban
leucorrea, prurito, eritema, e inflamacion vaginal, se encontré que el
50% de las CVV fue causada por C. albicans, el 25% por C. tropicalis,
16% por C. famata y el 1% correspondié a C. glabrata y C. kruseii, en

cada caso (Guevara et al., 2000). Existen varios factores que
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predisponen a la CVV, como los niveles elevados de estrogenos
durante el embarazo, los anticonceptivos orales y la diabetes mellitus
(Hamad et al., 2004). Por el contrario se ha descrito que a incidencia
CVV en mujeres postmenopausicas es baja, debido a los bajos
niveles de estrégenos, sin embargo no estan exentas de presentar un
episodio (Pimentel et al., 2007). El uso del dispositivo intrauterino
(DIU) como control anticonceptivo, favorece también la colonizacion
ascendente de Candida spp. (Braun et al., 2003), proliferando hasta
las paredes vaginales, en donde puede alcanzar el torrente sanguineo
e infectar otros Organos (Braun et al., 2003). Otro factor de riesgo
existente es el uso inmoderado de antibioticos, los cuales disminuyen
la cantidad de bacterias de la flora vaginal, favoreciendo el
crecimiento de C. albicas y otras especies (Kligman, 1952). Las
infecciones por la especie de C. albicans tiende a presentarse con
mayor frecuencia en la poblacion de un nivel socioeconémico bajo
(Spinillo et al.,, 1995), sin embargo, en los EUA se reportan
anualmente cerca de 13 millones de episodios de CVV al afio (Kwok
et al., 1998). En Meéxico la vaginitis es uno de los 20 motivos

principales de consulta en medicina familiar de las unidades médicas

41

——
| —



del IMSS (Velasco et al., 1999), el porcentaje de casos de CVV se

encuentra entre el 15y 19% (Oviedo et al., 2004).

En este estudio nosotros reportamos también que el 81.01% (n= 214)
de las infecciones vaginales fueron ocasionadas por bacterias
Gramnegativas, como  Escherichia coli, Klebsiella spp. y por
Grampositivas como, Staphylococcus aureus Yy Staphylococcus
epidermidis (Figura 2). La cavidad vaginal alberga una gran cantidad
de especies bacterianas (anaerobias, anaerobias facultativas, etc),
gue se encuentran en equilibro, sin embargo por factores internos
como los cambios hormonales y de pH durante la menstruacion, o
externos como el uso de anticonceptivos orales, antibioticos, etc,
provocan que este equilibrio se rompa, ocasionando infecciones

cervicovaginales.

8.2. Deteccion de HWP1 de C. albicans por PCR

En este trabajo nosotros describimos que el gen HWP1 fue
identificado en el 92% (n=46) de las cepas de C. albicans (Fotografia

2). El gen HWPL1 codificada para la proteina Hwpl (hyphal wall
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protein) situada en la pared celular de las hifas (Nas et al., 2008), vy
gue juega un papel importante en la adherencia a las células
epiteliales, pero no es requerida para su adhesion a las células
endoteliales (Sundstrom et al., 2002). La elevada frecuencia de HWP1
detectado en nuestras cepas, contrasta con el encontrado en un
estudio realizado en 92 cepas de C. albicans recuperadas de mujeres
(embarazadas, postmenopausicas y de edad reproductiva) que
acudieron al departamento de ginecologia y obstetricia de la Facultad
de Medicina, en Ankara, Turquia, por presentas signos y sintomas de
vaginitis. Estos autores detectaron por PCR el gen HWP1 en el 62%

(n=18) de las cepas de C. albicans (Nas et al., 2008).

8.3. Determinacion de la CMI a los antimicéticos

Nosotros en este trabajo describimos que la CMI de miconazol mostro
una distribuciéon trimodal (Figura 3), con una subpoblacion de cepas
susceptibles (10.9%) en la concentracion < 0-1.56 ug/ml; otro grupo
(10.8%) con susceptibilidad intermedia (CMI = 1.57- 6.25 ug/ml), vy el
(78.2%) de cepas resistentes (CMI = 12.5-50 ug/ml). Estos resultados

son semejantes a los reportados por Paniagua et al., (2002) en un
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estudio de susceptibilidad a los antimicoticos realizados sobre 80
cepas de C. albicans aisladas de la orofaringe de pacientes no
inmunocomprometidos. Estos autores encontraron una distribucion
trimodal; susceptibles (CMI = 1.56 ug/ml), susceptibilidad intermedia
(CMI = 3.125-12.5 pg/ml) y resistentes (CMI =25-50 ug/ml). Las CMIs
valuadas para subpoblaciones susceptibles, susceptibilidad
intermedia y resistentes fueron <8 ug/ml, 8.1-32 ug/mly > 32 ug/ml,
respectivamente (Radetsky et al., 1986).

Para el antimicotico 5-fluorocitosina  nosotros describimos una
distribucion trimodal (Figura 5), con una subpoblacién de cepas
susceptibles (54.3%) en la concentracion 0.25-0.5 pug/ml y otros dos
grupos con susceptibilidad intermedia a las concentraciones de 1-2
ug/ml (11%), y de 4-8 ug /ml (34.7%). Nuestros datos contrastan a
los de reportados en un estudio previo realizado en 84 cepas de
Candida spp. (63 C. albicans), en donde el 53.3% de las cepas fue
susceptible a 5-fluorocitosina (CMI < 1 ug/ml), 32.4% susceptibilidad
intermedia (CMI =1.1-16 ug/ml) y 14.3% resistentes (CMI > 16 pg/ml)

(Radetsky et al., 1986).
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Para el caso de Anfotericina B la CMI fue bimodal (Figura 7), con
una subpoblaciéon de cepas susceptibles (8.6%) en el intervalo de
concentracion de 0.15-0.031 ug/ml y con un grupo de cepas con
susceptibilidad intermedia en rango de concentracion de 0.062-0.26
ug/ml (91.4%). Nuestros datos son semejantes a los reportados por
Paniagua et al., (2002), en donde el 100% de las cepas de C. albicans
(n=80) analizadas fue susceptible a la anfotericina B (CMI =0.0156-
0.125 ug/ml). Se ha descrito que las cepas susceptibles a la
anfotericina B se encuentran en el rango de 0-0.8 ug/ml, las de
susceptibilidad intermedia en el intervalo de 1.6-3.2 ug/ml y las

resistentes en el intervalo de > 6.4 pg/ml. (Vazquez et al., 1998).

8.4. Deteccidn de genes gue confieren resistencia a los azoles

Nosotros describimos que el gen CDR1 (Tabla 4) se detect6 en el
16% (n=8) de las cepas de C. albicans, MDR1 no se identific6 en
ninguna cepa Yy ERG11 se encontr6 en el 66% (n=33). La
combinacion CDR1-ERG11 se encontrd en el 16% (n=8) de las cepas
estudiadas. Se ha descrito que la resistencia a los Azoles por C.

albicans se debe a la alteracion de la enzima blanco citocromo P-
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450 lanosterol 14 a-demetilasa, ya sea por la sobre expresiéon o por
mutaciones puntuales del gene ERG11 (Franz et al., 1998; Lamb et
al., 2000; Manavathu et al., 1999; Kelly et al., 1999; Sanglard et al.,
1998). Un segundo mecanismo de resistencia a los Azoles es mediado
por la expresion de proteinas transportadoras que funcionan como
bombas de eflujo (bombas ABC), codificadas por los genes CDR1 y
CDR2, y también a proteinas facilitadoras codificadas por MDR1
(Smith et al., 2002). El hecho de que ninguna de las cepas de C.
albicans analizadas en este estudio haya sido portadora de MDR1
(confiere resistencia a fluconazol), puede deberse a que este
antimicotico no se utiliza con frecuencia para tratar la CVV, en cuyo
caso, las cepas todavia no se han seleccionado como resistentes a

este agente.

La elevada frecuencia de los genes CDR1 (16%) y ERG11 (66%)
detectada en las cepas de C. albicans, refleja probablemente que la
Candidosis Vaginal Cronica y Recurrente de las pacientes analizadas,
podrian deberse a la expresion de estos genes, por lo que se propone
el uso de otros antimicéticos para tratar las infecciones ocasionadas

por este microorganismo.
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9. CONCLUSIONES

1. C. albicans fue el agente causal del 18.93% de las infecciones

vulvovaginales.

2. La edad de las mujeres infectadas por C. albicans oscila entre los

18- 39 afos (edad reproductiva).

3. El 81.01% de la infecciones fueron causadas por bacterias Gram

negativas y Gram positivas.

4. El 92% de las cepas de C. albicans present6 el gen HWP1.

5. El 78.2% de las cepas de C. albicans fue resistente al miconazol, y

el 100% susceptibles a la 5-fluorocitosina y anfotericina B.

6. El gen CDRL1 fue identificado en el 16% y ERG11 en el 66% de las

cepas de C. albicans. .

5. La elevada frecuencia de CDR1 y ERG11 en las cepas de C.
albicans refleja una asociacion directa con la Candidosis Vaginal
Cronica y Recurrente de las pacientes analizadas, por lo que se
propone el uso de otros antimicoticos para tratar las infecciones

ocasionadas por este hongo.
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