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> 1. RESUMEN

Entre los factores de virulencia involucrados en la patogénesis de la
candidosis vulvovaginal por Candida albicans se encuentran los genes de
las familias LIP (Lipasas) y PLB (Fosfolipasas) responsables del dafo tisular.
El objetivo de este trabajo fue determinar los diferentes patrones de
expresion de los genes que codifican para lipasas (LIP1-LIP10) y fosfolipasas
(PLB1- PLB2) en un grupo de cepas de Candida albicans de origen vaginal.
Se analizaron un total de 39 cepas del género Candida aisladas de pacientes
con candidosis vaginal. Las cepas de C. albicans fueron identificadas por
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) mediante el gen rRNA. La
expresion de los genes que codifican lipasas (L/IP1-LIP10) y fosfolipasas
(PLB1-PLB2) en las cepas de C. albicans fue realizada por PCR en Tiempo
Real después de la infeccion en un modelo In vitro de cultivo de células
epiteliales vaginales reconstituidas humanas (RHVE, A431). EI 100% de las
cepas (n=39) expreso los genotipos LIP1, LIP2, LIP4, LIP6, LIP7, LIP9, PLB1
y PLB2, el 97.4% LIP3y LIPS, y el 89.7% LIP5. Se identificaron 5 patrones
diferentes de expression de los genotipos de lipasas y fosfolipasas, dentro
de los cuales el patron constituido por los 12 genes estudiados se encontrd
en el 89.7% de las cepas (n=35). Los resultados obtenidos en este estudio
demostraron que la mayoria de las cepas de C. albicans expreso6 los genes
de las familias LIP y PLB después de la infeccién In vitro del cultivo de células
epiteliales vaginales reconstituidas humanas, por lo que los transcriptos de
estos genotipos podrian contribuir de manera importante a la colonizacion,
infeccion y degradacion de los componentes de la membrana celular del

epitelio durante el desarrollo de la candidosis vaginal.



> 2.INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas de Candida albicans

Candida albicans es un hongo dimorfico, levaduriforme, Grampositivo, que puede
formar pseudohifas, hifas y blastoconidios (Kravents et al., 2010). Estas levaduras
similan y fermentan los azucares (Jawetz et al., 1996) y presentan numerosas
clamidosporas unicelulares redondas u ovaladas con una pared gruesa (8-16 um
de diametro) (Odds, 1998).

Las células en forma de levadura son redondas u ovoides, se reproducen por
gemacion y las células madre e hija se separan rapidamente. Las células que
crecen en forma de hifas son mas grandes y alargadas, tienen lados paralelos y no
muestran constricciones obvias entre célula y célula. Se originan por crecimiento de
un tubo germinativo en la célula madre, en el que se forma un septo a 2 uym del
cuello. El septo esta constituido por una proteina, llamada septina, que forma el

anillo filamentoso de 10 nm asociado a la membrana (Sudbery, 2001)

La fase filamentosa es esencial para su patogenicidad, ya que en cepas mutantes
incapaces de formar hifas no son virulentas (Lo et al., 1997). Los filamentos recién
formados se adhieren mas que las levaduras a células de mamifero y las levaduras

fagocitadas por macréfagos forman micelio y los lisan (Mitchel, 1998)

C. albicans forma parte de la flora microbiana comensal en muchos individuos
humanos sanos. Cuando se deterioran las defensas inmunitarias del hospedero, o
bien si se altera la flora microbiana normal, el hongo puede causar dafio superficial
en el tegumento y mucosas hasta infecciones sistémicas graves (Odds, 1998). C.
albicans es el agente causal mas frecuente como colonizador y responsable de la
mayor parte de infecciones vulvovaginales en mujeres en edad reproductiva.
(Benavides et al., 2007).



2.2 Candidosis vulvovaginal

La candidosis vulvovaginal aguda afecta a un gran niumero de mujeres en edad
fértil, cerca del 75% cursara al menos un episiodio de candidosis durante su vida.
Es la segunda causa de vulvovaginitis aguda después de la vaginosis bacteriana
inespecifica por el complejo GAM (Gardnerella vaginalis—Anaerobios- Mycoplasma)
(Moreira & Paula, 2006).

En México segun las estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
se ha descrito que la vulvovaginitis se encuentra entre los 12 principales motivos de

consulta en medicina familiar (Oviedo et al., 2004)

La especie que se aisla con mas frecuencia de las secreciones vaginales continua
siendo C. albicans, con un porcentaje del 80-90% de los casos en cuadros de
candidosis vulvovaginal, mientras que el 20% restante de los casos son
ocasionados por otras especies, como Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Candida africana e incluso, dos 0 mas especies en un solo proceso

infeccioso (Furneri et al., 2008).

La diabetes, el uso de anticonceptivos orales y los tratamientos con antibiéticos de
amplio espectro son factores predisponentes, asi como los altos niveles de
estrégenos especialmente durante el embarazo (Dorko et al., 2005). En ausencia
de estos factores de riesgo, la candidosis vulvovaginal ocurre frecuentemente en la
fase lutea del ciclo menstrual, la cual se caracteriza por los altos niveles de
estrégeno. En contraste las mujeres postmenopausicas que generalmente poseen
niveles inferiores de estrogenos en comparacién con una mujer en edad
reproductiva raramente sufren de candidosis vulvovaginal (Fidel et al., 2000). Los
estrégenos 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 repceptores 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
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candidosis vulvovaginal por Candida albicans puede deberse a los efectos de los

estrégenos en el hospedero (Cheng et al., 2006).

2.3 Factores de virulencia

La virulencia de C. albicans es multifactorial, entre los factores mas importantes se
encuentran: el cambio fenotipico, la secrecién de enzimas hidroliticas y adhesion
celular (Hoyer 2008).

El cambio fenotipico (phenotypic switching) consiste en que algunas
subpoblaciones de las células de C. albicans modifican su morfologia microscopica
o colonial, sus propiedades superficiales, bioquimicas, o su metabolismo, de
manera espontanea o en respuesta a un cambio ambiental (Soll et. al., 1989). Uno
de estos cambios, la filamentacion, ocurre en respuesta a la temperatura fisiologica
de 37° C, pH mayor o igual a 7, concentracién de CO2 de 5.5% o presencia de suero,
condiciones que estimulan la formacion de hifas, mas invasivas que la forma de
levadura (Eckert et al., 2007).

2.4 Genes de la familia SAP

Entre las enzimas secretadas por C. albicans se encuentran las Saps (secreted
aspartyl proteases) codificadas por una familia de 10 genes: SAP71-SAP10 (Hube et
al., 2005), siendo SAP5y SAP9 los que muestran mayores niveles de expresion in
vivo en las infecciones de mucosas humanas y son responsables de la colonizacion

e invasion (Naglick et al., 2008).

2.5 Genes de la familia ALS

Durante la formacién de la biopelicula por C. albicans se induce la expresion de los
genes de la familia ALS (agglutinin-like sequence) (Green et al., 2004). Los ocho
genes ALS (ALS1 a ALS7 y ALS9) codifican para glucoproteinas localizadas en la
superficie celular, las cuales participan en la adhesion de C. albicans a las superficie
del hospedero (Fu et al., 1998).
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2.6 Enzimas degradativas Lipasas (LIP) y fosfolipasas (PLB)

Las enzimas son determinantes de virulencia en Candida que tienen la capacidad
de romper polimeros para proporcionan nutrientes accesibles para el crecimiento
de los hongos, asi como de inactivar las moléculas utiles en la defensa del
organismo. Las principales enzimas extracelulares relacionadas con la patogénesis

de Candida son las proteasas, fosfolipasas y lipasas. (Castrillén et al., 2005).

Las Lipasas y fosfolipasas son enzimas secretadas por C. albicans que contribuyen
a la colonizacion y la infeccion al degradar los componentes de las membranas

celulares (Hoyer, 2008).

Las lipasas de Candida albicans son codificadas por una familia de genes formada
por 10 miembros (LIP1-LIP10). El patron de expresion se ha investigado en
infecciones experimentales y en pacientes que sufren candidiosis oral. Se ha
demostrado que la expresion de esos genes depende del estado de infeccion, mas

que de la localizacion del 6rgano (Sther et al 2004).

Otras enzimas hidroliticas secretadas, en particular las fosfolipasas, se han
relacionado con la patobiologia de Candida albicans (Ghannoum 2000). Las cepas
mutantes deficientes en fosfolipasa B1 han demostrado ser menos virulentas en

modelos de infeccidn en ratén (Leidich, 1998).

Se ha demostrado en modelos de embriones de pollo que la produccién extracelular
de fosfolipasas, cambia drasticamente la composicion del tejido, lo cual se ve
demostrado por el aclaramiento de la yema de huevo, estas fosfolipasas
extracelulares se encuentran en varias especies del genero Candida como: C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae y C. krusei. Mediante la técnica
de analisis de Southern blot, se ha demostrado la presencia de homdlogos de
fosfolipasa intracelular (CAPLC1) en C. dubliniensis, C. glabrata, C. parapsilosis y
C. tropicalis (Ghannoum, 2000).

La familia de las fosfolipasas se han agrupado en cuatro clases diferentes (A, B, C

y D). Sdlo los cinco miembros de la clase B (PLB1-5) son extracelulares y pueden
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contribuir a la patogenicidad a través de la degradacién de las membranas del
epitelio vaginal. Unicamente en el gen PLB1 se ha demostrado la virulencia e
invasiéon en modelo murino de candidosis, ya que hidroliza las uniones de éster de
glicerofosfolipidos de la membrana celular del hospedero. Una cepa con la delecién
de este gen (con menor produccién de esta enzima) reduce su virulencia hasta en
60%, comparada con la cepa silvestre. La PLB1A es una glucoproteina de 84 kDa,
que tiene actividad de hidrolasa y lisofosfolipasa-transacilasa. Se secreta y detecta

en la punta de las hifas durante la invasion a los tejidos. (Calderone et al., 2001)
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> 3. ANTECEDENTES

Stherf et al., en el 2004 investigaron mediante la técnica de PCR RT (trancriptasa
reversa) los patrones de expresion de la familia LIP utilizando un modelo de ratén
Los resultados demostraron que los genes de lipasa son regulados
diferencialmente, con algunos miembros que muestran expresion sostenida y otros

que se expresan de forma transitoria o incluso son silenciados.

Ghannoum et al., en el afio 2000 determinaron el papel de las fosfolipasas a nivel
extracelular como un factor de virulencia potencial en hongos patdgenos,
tipificacando molecularmente tres genes de distintas familias de fosfolipasas (PLP1,

PLB2y PLD) en Candida albicans, Cryptococcus neoformans y Aspergillus.

Leidich et al., en el ano 1998 clonaron el gen PLB1, lo analizaron en un modelo de
ratdén y determinaron que las cepas que presentaban el gen PLB1 producian efectos

detectables sobre la adherencia y dafo grave en células epiteliales.

> 4. JUSTIFICACION

Debido a que existe poca informacién sobre las diferentes combinaciones de los
genes de lipasas y fosfolipasas en cepas de C. albicans de origen vaginal, en el
presente estudio se determinaron los diferentes patrones de expresion de los genes
de la familia LIP (LIP1-10) y PLB1y PLB2 en cepas de C. albicans utilizando en un

modelo in vitro de cultivo de células epiteliales vaginales.
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» 5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizacién molecular de los genes de las familias LIP y PLB en un grupo de

cepas de C. albicans aisladas de mujeres con candidosis vulvovaginal.

> 6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificacar los genotipos de la familia LIP y PLB en las cepas de Candida
albicans por PCR de punto final.

e Determinar la expresion de los genotipos LIP1-LIP10y PLB1- PLB2 de C.
albicans por PCR en Tiempo Real utilizando un modelo de infeccion in vitro
en un cultivo de células epiteliales vaginales humanas (A431).

e Establecer los diferentes patrones de expresion de los genotipos en las

cepas de C. albicans.

15



> 7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Obtencion de las Cepas.

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron 39 cepas de C. albicans donadas por
el cepario del Laboratorio Clinico de la CUSI, FESI. El origen de las cepas fueron
de pacientes con candidosis vulvovaginal del Hospital General Regional no. 72 del

IMSS, ubicado en el Municipio de Tlalnepantla del Estado de México.

7.2 Extraccion del DNA.

Las cepas del género Candida fueron sembradas en agar Sabouraud y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. EI DNA de las cepas fue extraido por el método
de ebullicién, para lo cual se tomaron varias colonias del crecimiento y se
depositaron en tubos de rosca de 16 x 150 ml, que contenian 2 ml de agua
desionizada estéril. Posteriormente los tubos fueron llevados a ebullicion por 20
minutos, e incubados a 0 ° C durante 10 minutos. Al término los tubos se
centrifugaron a 13 000 rpm/ 10 minutos. El sobrenadante que contenia el DNA fue

transferido a otro tubo y guardado a -20° C hasta su utilizacién para PCR.

7.3 Identificacion de la especie C. albicans

La identificacion de la especie de C. albicans se realizé por PCR en tiempo real
utilizando un par de oligonucledtidos (Tabla1) para amplificar ITS1 e ITS2 (internal
transcribed spacers) del gen rRNA (Guizhen & Mitchell 2002 ), mediante el equipo
comercial PCR Rotor-Gene™ SYBR® Green (Cat. No. 204074) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Los oligonucledtidos utilizados fueron los descritos por
para un volumen final de 25 ul, el DNA templado de cada una de las cepas del
género Candida y los oligonucleotidos especificos para la amplificacion del gen
rRNA.
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Especie Nombre del Secuencia del oligonucleétido

oligonucleétido (5" a3)

Candida CALB1 TTTATCAACTTGTCACACCAGA

albicans
CALB2 ATCCCGCCTTACCACTAC GC

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de ITS1 e ITS2 del gen rRNA de C. albicans.

El volumen final por mezcla de reaccion fue de 25 pl. En la tabla 2 se observan los

componentes de la mezcla de reaccion.

Componente/ Reactivo Volumen

Primer FW CALB1 1uL
Primer RV CALB2 1uL
Master mix SYBR Green 12.5uL
DNA templado 2uL
Agua libre de nucleasa 8.5uL

Tabla 2. Componentes de la mezcla de reaccion para la deteccion de la especie C. albicans por PCR

en Tiempo Real.

Al termino cada tubo eppenforf (0.2 ml) con la mezcla de reaccion se colocaron en
el interior del Rotor-Gene (Corbet), y posteriormente el equipo se programé bajo
las condiciones que se aprecian en la Tabla 3. La lectura se realizé en el canal
verde. La cepa utilizada como control positivo fue C. albicans ATCC32354 y como

control negativo el NTC (No Control Templado).
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Pasos Tiempo Temperatura N°. ciclos

Activacién inicial 5 min. 95°C 1
de PCR

Desnaturalizacion 5s 95°C 40
Combinacién 10s 60°C

alineacién/

extension

Tabla 3. Condiciones para la amplificacion de ITS1 e ITS2 del gen rRNA de C. albicans PCR en tiempo
Real.

7.4 Deteccion de los genes de lipasas y fosfolipasas en las cepas de C.

albicans.

La identificacion de los diez genes de la familia LIP (LIP1-LIP10)y dos de la familia
PLB (PLB1 y PLB2) en las cepas de C. albicans se realiz6 por PCR sencillo,
utilizando los oligonucledtidos descritos por (Nails et., al 2010). Para lo cual se
utilizé el kit Kapa Taq Ready Mix™ (Kapa Biosystems™). EIl volumen final por
mezcla de reaccion fue de 20 pl; 10 yl de Kapa Taq Ready Mix™, 1 ul de cada
oligonucledtido (Integrated DNA Technologies™) (Tabla 4) a la concentracién de 10
pmol, 5 pl de agua estéril libre de nucleasas y 3 yl de DNA molde. La amplificaciéon
de ADN se realiz6 bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°
por 5 minutos; seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60° C por 1 minuto y

72° C por 30 segundos y una extension final de 72°C por 10 minutos
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Gen orientacion secuencia5 a3’ tamano de

los

amplicones
PLB1 FW GGTGGAGAAAGATGGCCAAAA 80 pb
. RV AGCACTTACGTTACGATGCAACA

PLB2 FW TGAAACCTTTGGGCGACAACT 80 pb
RV GCCGCGCTCGTTGTTAA

LIP1 FW AGCCCAACCAGAAGCTAATGAA 80 pb
RV TGATGCAAAAGTCGCCATGT

LIP2 FW GGCCTGGATTGATGCAAGAT 80 pb
RV TTGTGTGCAGACATCCTTGGA

LIP3 FW TCTCACCGAGATTGTTGTTGGA 80 pb
RV GTTGGCCATCAAATCTTGCA

LIP4 FW GCGTCCTGTTGCTTTCACT 80 pb
RV ACACGGTTTGTTTTCCATTGAA

LIP5 FW TGGTTCCAAAAATACCGTGTT 80 pb
RV CGACAATAGGGACGATTTGATCA

LIP6 FW AAGAATCTTCCGACCTGACCAA 80 pb
RV ATATGCACCTGTTGACGTTCAAA

LIP7 FW AACTGATATTTGCCATGCATTAGAAA 80 pb
RV CCATTCCCGGTAACTAGCATGT

LIP8 FW CAACAATTGCTAAAATCGTTGAAGA 80 pb
RV AGGGATTTTTGGCACTAATTGTTT

LIP9 FW CGCAAGTTTGAAGTCAGGAAAA 80 pb
RV CCCACATTACAATTTGGCATCT

LIP10 FW CACCTGGCTTAGCAGTTGCA 80 pb
RV CCCAGCAAAGACTCATTTTATTCA

Tabla 4: Oligonucleétidos utilizados en la deteccion de los genes lipasas LIP y fosfolipasas PLB en C.

albicans.



7.5 Analisis de amplicones por electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR (5 ul) fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 2%. Como agente intercalante de DNA se utilizé el Midori Green al
0.7%. Las condiciones de corrimiento fueron: 120 volts, 94 Miliampers por 30
minutos. Al término los geles fueron visualizados bajo Luz UV 'y fotografiados con

ayuda del sistema de fotodocumentacion KODAK® modelo GEL Logic 100.

7.6 Expresion de los genotipos de lipasas y fosfolipasas de C. albicans por

PCR en tiempo real.

Preparacion del inéculo de C. albicans para la determinacion de la expresién

de los genes de Lipasas y Fosfolipasas por PCR en Tiempo Real.

La expresion de los genes de LIP y PLB de C. albicans fue realizada de acuerdo a
los descrito por Green et., al 2004; para lo cual las cepas portadoras de los genes
fueron crecidas en agar Sabouraud a 37°C por 24 horas. Posteriormente y por
medio de un asa estéril se tomd6 una colonia de C. albicans y se depositdé en 10
ml de YPD (extracto de levadura peptona dextrosa). EI medio se incubo a 37° C
por 24 horas. Al término, las células del cultivo se colectaron por centrifugacion
(2,000 rpm por 3 minutos), se lavaron tres veces con PBS y se contaron. Cuatro
millones de células se inocularon en 10 ml de YPD y se incubaron a 37° C por 24
horas. Al término las células del cultivo se colectaron nuevamente por centrifugacion
(2,000 rpm por 3 minutos), se lavaron tres veces con PBS y se contaron por
triplicado. Finalmente un indculo de 2 x 10° células/ml se preparo para la infeccién

del cultivo de células epiteliales vaginales humanas (RHVE, A431) (Figura 1).
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Figura 1. Placa con el cultivo de células epiteliales vaginales humanas (A431). Fotografia: Laboratorio
Clinico, FES-lztacala, UNAM.

7.7 Inoculacion del Epitelio Vaginal Humano (Proceso infeccioso)

Un indculo de 25 pl de una dilucion de C. albicans a la concentracion de 2 x 106
células/ml en el Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) rico en
glucosa fue depositado sobre la superficie de la monocapa de las celulas epiteliales
vaginales humanas (A431), La placa que contenia los pozos con las monocapas de
células epiteliales fue incubada a 37°C durante 72 h en 5% de CO2 y humedad

saturada.

7.8 Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA las levaduras de C. albicans fueron recolectadas de la
superficie de la monocapa de las celulas epiteliales vaginales humanas (A431) y
depositadas en tubos Eppendorf con 500 ul de PBS. A partir de este volumen, se
prepararon diluciones en el mismo buffer, hasta obtener una concentracién de 1 x
10° células/ml, que correspondio a una DOsoonm=0.4. Posteriormente los tubos se

centrifugaron a 1000 g durante 5 minutos, los sobrenadantes fueron decantados y
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las pastillas celulares fueron utilizados para la extraccion del RNA. EI RNA de las
levaduras de C. albicans fue extraido utilizando el kit RNeasy® (Quiagen ®; N. de
catalogo 74106) y con ayuda del equipo automatizado QlAcube (QIAGEN®). Para
lo tubos con las pastillas de levaduras (12 muestras por corrida) fueron colocadas
en la placa de agitacion del Quiacube. Al mmismo tiempo en la posicion A de la
seccion correspondiente al bufer de lisis, se coloco un tubo Eppendorf con 2 ml de
buffer Y1 con lyticasa (50 U por 1 x 107 células). Posteriormente en la seccién de
reactivos se colocaron botellas con 25 ml de bufer RPE, RW1, RLT, Etanol (100%)
y agua libre de nuceasas. Es importante mencionar que el buffer RLT utilizado en
esta etapa conttenia 10 ul de B-mercaptoethanol (B-ME) por cada mililitro de buffer.
Posteriormente se lleno el contenedor con puntas de 1 ml, se depositaron los tubos
de columna con los tubos de elucion en el carrusel, se programo el equipo para la
extraccidn de RNA con lisis celular y se inicio la corrida. El primer paso que realizdé
el robot fue tomar 200 pl del buffer de lisis y lo depositd en los tubos con la pastilla
de las levaduras de C. albicans, lo incub6 20 minutos a 30°C en agitacion suave
para formar los esferoplastos. Posteriormente las muestras se centrifugron a 300 g
(375 rpm) durante 5 minutos para formar los esferoplastos y se descarto el
sobrenadante. Se adicionaron 350 pl de buffer RLT y el tubo se agitdé en
vigorosamente para lisar los esferoplastos. Al término se adicionaron 350 ul de
etanol al 70% para homogeneizar el lisado, se mezclé suavemente, se transfirieron
700 pl a una columna contenida en un tubo de 2 ml, se centrifugd a = 8000 g (=
10,000 rpm) por 15 segundos y el liquido de flujo se descartd. Posteriormente se
adicionaron 700 uFI de buffer RW1 a la columna, se centrifugd a = 8000 g (= 10,000
rom) por 15 segundos para lavar la membrana y el liquido de flujo se descarto. Al
término se adicionaron 500 ul de buffer RPE a la columna, se centrifugd = 8000 g
(= 10,000 rpm) por 15 segundos para lavar la membrana y el liquido de flujo se
descartd. Nuevamente se adicionaron 500 pl de buffer RPE a la columna, se
centrifugé = 8000 g (= 10,000 rpm) por 2 minutos para lavar la membrana y el
liquido de flujo se descartd. Al término se coloco la columna en un tubo colector
nuevo de 2 ml, se centrifugé a maxima velocidad por 1 minuto. De nueva cuenta se

colocé la columna en un tubo colector nuevo de 1.5 ml, se adicionaron de 30-50 pl
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de agua libre de RNasas directamente sobre la membrana de la columna y se
centrifugd = 8000 g (= 10,000 rpm) por 1 minuto para obtener el ARN. La
concentracion y pureza total del ARN fue medida utilizando un spectrophotometer
Nanodrop 2000. EI ARN esperado debi6 de ser < 30 ng. El ARN es muy inestable,

por lo que inmediatamente se realizé la reversotranscripcion a ADNc.

7.9 Reversotranscripcion

Para realizar el proceso de la reversotranscripcion de RNA a DNAc se utilizé el Kit
Quantitec® Reverse Transciption (Quiagen ®; N. de catalogo 205311) siguendo

como se describe abajo las instrucciones del fabricante:

7.10 Eliminacion del DNA genémico

Se descongelaron los componentes del Kit a temperatura ambiente (15-25°C). Para
un volumen final por mezcla de reaccion de 14 microlitros se deposité en un tubo

eppendorf de 0.2 ml cada uno de los siguientes componentes (Tabla 5).

Componente/ Reactivo Volumen

gDna Wipeout buffer, 7X 2uL
ARN templado 5uL
Agua libre de RNasa 7uL

Tabla 5. Preparacion de la mezcla de reaccion para eliminacion de DNA genémico.

Posteriormente se incubaron los tubos a 42° C por 2 minutos, e inmediatamente se

colocaron en hielo.

7.11 Preparacion de la Master mix para la reversotranscripcion

La Master mix contenia todos los compontes necesarios para la sintesis de la
primera cadena de ADNc. Para un volumen final por mezcla de reaccion de 20
microlitros se deposité en un tubo eppendorf de 0.2 ml cada uno de los siguientes

componentes (Tabla 6):
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Componentes/ Reactivos Volumen

Master mix para reversotranscripcion 1uL
Quantiscript Reverse Transcriptasa

(Contiene inhibidor de RNasa

Quantiscript Rt buffer, 5X (Incluye Mg+2 4uL

y Dntps)

Rt Primer Mix 1L
ARN Templado 14 uL

Tabla 6: Preparacion de la Master mix para la Reversotranscripcion.

7.12 PCR en tiempo real

Los oligonucleétidos utilizados para determinar la expresién de los genotipos LIP1-
LIP10, PLB1y PLBZ2 de C. albicans fueron los mismos empleados en la detcecion
de los genes por PCR convencional (Tabla 2). Para el ensayo de PCR en Tiempo
Real se utilizo el kit Rotor Gene SYBR®Green PCR (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante como se aprecia en la Tabla 7. Las condiciones de

amplificacion se observan en la Tabla 8.

Componente/ Reactivo Volumen

Primer FW 1uL
Primer RV 1uL
Master mix SYBR Green 12.5uL
DNAc 2uL
Agua libre de nucleasa 8.5uL

Tabla 7. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR en Tiempo Real.

24



Temperatura N°. ciclos Procedimiento

de PCR la Hot Star
Taqg Plus ADN

polimerasa
Desnaturalizacion 5s 95°C 40 Deteccion de

fluorescencia y

Combinacion 10's 60° C coleccioén de
alineacion/ datos.
extension

Tabla 8. Perfil de condiciones para PCR en tiempo Real.



> 8.RESULTADOS:

8.1 Identificacion de la especie C. albicans mediante PCR en Tiempo Real.

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron 39 cepas del género Candida ssp.
aisladas de mujeres con candidosis vulvovaginal del Hospital General Regional No.
72 del IMSS, ubicado en el Municipio de Tlalnepantla del Estado de México. El 100%
(n=39) de las cepas fue identificada como C. albicans debido a la amplificacion del

el gen rRNA mediante PCR en Tiempo Real (Figura 1y 2).

rRNA

Neem, Fugo,

Figura 2. Deteccion de Candida albicans mediante la amplificacion del gen rRNA por PCR en Tiempo
Real utilizando SYBR® Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans
ATCC 32354, Control negativo = NTC (No Control Templado)

s

Productos especificos rRNA

Figura 3. Curva de fusion (Melting point) del gen rRNA de las cepas de C. albicans. Los productos

especificos muestran una temperatura de disociacion mas elevada que los productos inespecificos.
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8.2 Deteccion de los genes de la familia LIP y PLB mediante PCR

convencional:

En la Tabla 9 se aprecia que el 100% de las cepas de C. albicans analizadas (n=39)
fue portadora de los diez genes de la familia LIP (LIP1-LIP10) y los dos de familia
PLB (PLB1-PLB2).

Gen Numero de cepas Porcentaje

LIP1 39

LIP2 39

LIP3 39

LIP4 39

LIP5 39

LIP6 39 100%
LIP7 39

LIP8 39

LIP9 39

LIP10 39

PLB1 39

PLB2 39

Tabla 9. Deteccién de los genes LIP y PLB en las cepas de C. albicans.
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«— 80 pb

Figura.4. Deteccion por PCR de LIP1 en C. albicans. Lineas 1-8 y 11-19, LIP1 en cepas de C. albicans (80
pb el tamafo del amplicén). Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb.

Linea 20, Control negativo; sin DNA molde.

80 pb

Figura 5. Deteccion por PCR de LIP2 en C.
albicans. Lineas 1-3 y 5-6, LIP2 en C. albicans
(80 pb el tamaiio del amplicén). Linea 7, control
positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 4,
MWM 100 pb. Linea 8, control negativo sin DNA

molde.
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Figura 6. Deteccion por PCR de LIP3 en C.
albicans. Lineas 1-4 y 6, LIP3 en C. albicans (80
pb tamaio del amplicén). Linea 7, control
positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 4,
MWM 100 pb. Linea 8, control negativo sin DNA

molde.
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Figura 7. Deteccion por PCR de LIP4 en C. albicans. Lineas 1-8 y 12-20, LIP4 en cepas de C. albicans (80
pb tamaino del amplicén). Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb.

Linea 20, Control negativo sin DNA molde.

1 2345 6 7 89 1011121314 1516 17181920

80pb

Figura 8. Deteccion por PCR de LIP5 en C. albicans. Lineas 1-8 y 11-20, LIP5 en cepas de C. albicans (80
pb tamaino del amplicén). Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb.

Linea 20, Control negativo sin DNA molde.

1 2345 67 89101112 1314 1516 171819 20

Figura 9. Deteccion por PCR de LIP6 en C. albicans. Lineas 1-8 y 12-19, LIP6 en cepas de C. albicans (80
pb tamaio del amplicén). Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb,
Linea 20, Control negativo sin DNA molde.
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Figura 10. Deteccion por PCR de LIP7 en C. albicans. Lineas 1-8 y 12-19, LIP7 en cepas de C. albicans
(80 pb tamafio del amplicon). Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb,
Linea 20, control negativo sin DNA molde.

1 2 3 45678 9101112 1314151617 18 1920

80pb

Figura 11. Deteccion por PCR de LIP8 en C. albicans. Lineas 1-8 y 12-19, LIP8 en cepas de C. albicans
(80 pb tamafio del amplicéon). Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb.
Linea 20, control negativo sin DNA molde.
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Figura 12. Deteccion por PCR de LIP9 en C. albicans. Lineas 1-8 y 12-19, LIP9 en cepas de C. albicans
(80 pb tamafio del amplicon). Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb.

Linea 20, control negativo sin DNA molde.

1 23456 78 910111213141516171819 20
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Figura 13. Detecciéon por PCR de LIP10 en C. albicans. Lineas 1-8 y 12-20, LIP10 (80 pb tamaiio del
amplicon) en cepas de C. albicans. Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM
100 pb. Linea 11 control negativo, sin DNA molde.

80 pb



Figura 14. Deteccion por PCR de PLB1 en C. albicans. Lineas 1-3 y 5-6 PLB1 en cepas de C. albicans
(80 pb tamano del amplicon). Linea 7, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 4, MWM 100 pb.

Linea 8, control negativo sin DNA molde.

1 23 456 7 8 91011121314 151617 18 19 20

80pb-

Figura 15. Deteccion por PCR de PLB2 en C. albicans. Linea 1-8, PLB2 (80pb tamaino del amplicon) en
cepas de C. albicans. Linea 9, control positivo (C. albicans ATCC32354). Linea 10, MWM 100 pb. Linea
20, control negativo sin DNA molde.

8.3 Expresion de los genes que codifican para Lipasas y fosfolipasas en cepas

de Candida albicans por PCR en tiempo real utilizando un modelo de infeccion

In vitro de epitelio vaginal humano.

Durante la infeccion In vitro en el Epitelio Vaginal Reconstruido Humano, el 100%
de las cepas (n=39) de C. albicans expresé los genes LIP1, LIP2, LIP4, LIP6, LIP7,
LIP9, LIP10, PLB1 y PLB2, el 97.4% (n=38) LIP3 y LIP8y el 89.7% (n=3) expreso
el gen LIP5 (Tabla 10).



Gen No. de cepas % de expresion

LIP1 39 100%
LIP2 39 100%
LIP3 38 97.4%
LIP4 39 100%
LIPS 35 89.7%
LIP6 39 100%
LIP7 39 100%
LIP8 38 97.4%
LIP9 39 100%
LIP10 39 100%
PLB1 39 100%
PLB2 39 100%

Tabla 10. Porcentaje de la expresion de los genes que codifican para Lipasas LIPy fosfolipasas PLB en
las cepas de C. albicans.
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Figura 16. Expresion de LIP1 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354; NTC=

No Control Templado.

LIPT Productos especificos

Figura 17. Curva de fusién (Melting point) de la expresién de LIP1. Los productos especificos
muestran una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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Figura 18. Expresion de LIP2 en las cepas de C.albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 19. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de LIP2. Los productos especificos muestran

una temperatura de disociacion mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 20. Expresion de LIP3 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 21. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de LIP3. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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Figura 22. Expresion de LIP4 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=

No Control Templado.
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Figura 23: Curva de fusion (Melting point) de la expresion de LIP4. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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Figura 24. Expresion de LIP5 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizoé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 25. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de LIP5. Los productos especificos muestran

una temperatura de disociacion mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 26. Expresion de LIP6 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 27. Curva de fusién (Melting point) de la expresion de LIP6. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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Figura 28. Expresion de LIP7 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 29. Curva de fusién (Melting point) de la expresion de LIP7. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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Figura 30. Expresion de LIP8 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 31. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de LIP8. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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Figura 32. Expresion de LIP9 en las cepas de C.albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 33. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de LIP9. Los productos especificos muestran

una temperatura de disociacion mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 34. Expresion de LIP10 en las cepas de C.albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Figura 35. Curva de fusion (Melting point) de la expresiéon de LIP10. Los productos especificos muestran

una temperatura de disociacion mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 36. Expresion de PLB1 en las cepas de C.albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.
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Fig. 37: Curva de fusion (Melting point) de la expresion de PLB1. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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Figura 38. Expresion de PLB2 en las cepas de C. albicans por PCR en Tiempo Real utilizando
SYBR®Green. La lectura se realizé en el canal verde. Control positivo = C. albicans ATCC32354. NTC=
No Control Templado.

4.0 Productos especificos
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deg.

Figura 39. Curva de fusion (Melting point) de la expresiéon de PLB2. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta de disociacion que los productos inespecificos.
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8.4 Patrones de expresion de los genes que codifican lipasas (LIP) y

fosfolipasas (PLB) en las cepas de C. albicans.

En este estudio se identificaron 4 patrones distintos de la expresion de los genotipos
que codifican para Lipasas y Fosfolipasas en las cepas de C. albicans ( Tabla 11).
El patron numero 1 constituido por los 12 genes estudiados se expreso en el 87%
(n=34) de las cepas (Tabla 11), mientras que el patrén numero 2 constituido por 11
genes (ausente LIP5) se expres6 en el 7.6% (n=3) de las cepas. Los patrones

menos frecuentes fueron el nimero 3 y 4 con el 2.5% (n=1), en cada caso.

No.De cepas| %

que lo
expresaron
1 LIP1/LIPZ/LIP3/LIP4/LIPS/LIP6/LIPT/LIPS/LIPY/LIP10/PLB1/PLB2 34 87%
2 LIP1/LIP2/LIP3/LIP4/LIP6/LIPT/LIPS/LIPY/LIP10/PLB1/PLB2 3 7.6%
3 LIP1/LIP2/LIPS/LIP4/LIP6/LIPT/LIPY/LIP10/PLB1/PLB2 1 2.5%
4 LIP1/LIP2/LIP4/LIP5/LIP6/LIPT/LIPS/LIPY/LIP10/PLB1/PLB2 1 2.5%

Tabla 11. Patrones de expresion identificados en las cepas de C. albicans.




> DISCUSION.

Identificacion de la especie de C. albicans.

En este trabajo se estudiaron 39 cepas del género Candida spp. aisladas
previamente de pacientes no inmunocomprometidas (18 a 59 afos) con candidosis
vulvovaginal que acudieron al laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI, FES
Iztacala. El 100% (n=39) de las cepas fue identificada como C. albicans mediante
la amplificacion por PCR del gen rRNA (Figura 1y Figura 2). Se ha descrito que C.
albicans es la especie de hongos que ocasiona del 80% al 90% de las candidosis
vulvovaginales en mujeres de edad reproductiva (Furneri et al., 2008), ocupando el
segundo lugar después de la vaginosis bacteriana inespecifica por el complejo GAM
(Gardnerella vaginalis—Anaerobios- Mycoplasma) (Moreira & Paula, 2006). Existen
varios factores que predisponen a la candisosis vulvovaginal como el embarazo,
la diabetes mellitus, el uso de anticonceptivos orales o de antibiéticos (Sobel 1985;
Sobel et al., 1998). Se ha descrito que cuando no se presentan estos factores de
riesgo, la candidosis vulvovaginal ocurre frecuentemente en la fase lutea del ciclo
menstrual, en la cual los niveles de estrégenos se encuentran elevados (Kalo-Klein
& Witkin, 1989). Por otro lado se ha reportado que mujeres premenopadusicas 0
postmenopausicas que no reciben terapia de reemplazamiento hormonal raramente

sufren de candidosis vaginal (Sobel et al., 1998).

Deteccion de los genes de la familia LIP y PLB mediante PCR convencional.

En este trabajo se encontré que el 100% de las cepas de Candida albicans (n=39)
aisladas de las mujeres con candidosis vulvovaginal fue portadora de todos los
genes LIP (LIP1-LIP10) (Tabla 9 y Figuras 4-15), en asociacion con PLB1y PLB2.
Candida albicans secreta una gran cantidad de enzimas hidroliticas que contribuyen
de manera importante a la patogénesis (Schaller et al., 2005), dentro de estas se
encuentran las fosfolipasas que ya han sido bien caracterizadas (Ghannoum 2000;
Naglik et al., 2003), sin embargo el papel de las lipasas todavia no es claro, ni

tampoco se han establecido los efectos directos de estas enzimas durante la
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interaccidon hospedero-patdégeno (Schaller et al., 2005; Schofield et al., 2005). Se ha
propuesto que la actividad de las lipasas podrian contribuir de la misma manera que
lo hacen las enzimas aspartil proteasas (Sap) y las fosfolipasas (Plb), las cuales
son importantes para la colonizacién e infeccidn mediante la degradacion de los
componentes de las membranas de las células del hospedero (Schaller et al., 2005).
La presencia de todos los genes LIP encontrada en las cepas de C. albicans
estudiadas hace suponer que esta familia es indispensable para la patogénesis de
las infeciones vulvovaginales. Las lipasas catalizan la hidrolisis de triglicéridos a
altas temperaturas en disolventes organicos, debido a su elevada resistencia a la
protedlisis, por lo que se ha demostrado que cuando se inhibe la actividad de las

lipasas se reduce el dafio tisular en infecciones en humanos (Sther et al., 2004).

La elevada frecuencia de los genes PLB1 y PLB2 (Tabla 9) en las cepas de C.
albicans analizadas evidencia la probable participacion de estos marcadores
durante el desarrollo de las infecciones vulvovaginales. Se ha demostrado la
participacion del genotipo PLB1 como factor de virulencia durante la invasion en
un modelo murino de candidosis, debido a la hidrolisis de las uniones éster de
glicerofosfolipidos de la membrana celular del hospedero (Ghannoum, 2000), en
donde cepas de C. albicans con la delecién de PBL1 redujo su virulencia hasta en
60%, comparada con la cepa silvestre (Ghannoum, 2000 ). Por otro lado el gen
PLB1A codifica para una glucoproteina de 84 kDa, que tiene actividad de hidrolasa
y lisofosfolipasa-transacilasa, y se secreta y detecta en la punta de las hifas durante

la invasion a los tejidos (Calderone et al., 2001)
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Expresion de los genes LIP1-LIP10, PLB1 y PLB2 en las cepas de Candida

albicans por PCR en Tiempo Real.

En este estudio se utilizé un modelo de infeccion in vitro de células epiteliales
vaginales humanas para establecer los diferentes patrones de expresion de los
genes de la familia de lipasas (LIP1-LIP10) y los genes PLB1y PLB2 en cepas de
C. albicans de origen vaginal. Todas las cepas de C. albicans (n=39) estudias
expresaron los genes LIP1-LIP2, LIP4, LIP6, LIP7 y LIP10 (Tabla 10), mientras que
mas del 97% (n=38) de las cepas expresaron los genes LIP3y LIP8, en cada caso.
La expresion constante de los genes de la familia LIP encontrada en este estudio
corrobora lo descrito por Stehr et al., (2004) en su modelo de infeccion oral /n vitro
de epitelio humano reconstituido (RHE), en donde los genes LIP1 y LIP4-LIP8
fueron expresados constantemente, mientras que en las muestras de pacientes con
candidosis oral los genes expresados con mas del 50% de las muestras (n=8) fueron
LIP4, LIP5y LIP8. Se ha descrito que la actividad de las lipasas codificada por los
genes de la familia LIP es importante para la colonizacion y la subsecuente
infeccion en diferentes sitios de mucosas (Schofield et al., 2004). Probablemente el
papel de las lipasas en los hongos podria ser semejante al de las bacterias, en
donde la actividad extracelular de las lipasas bacterianas permite la degradacion
de los tejidos del hospedero y promueve la disponibilidad de nutrientes, también
juegan un rol importante durante la infeccidn por modulacion de la respuesta
inmune (Konig et al,, 1996) vy la inhibicion de la quimiotaxis y de la actividad
fagocitica de los monocitos, macréfagos y granulocitos (Jaeger et al., 1991; Straus
et al., 1992). Paraje et al., (2009) demostraron que la lipase de C. albicans (CaLip)
puede modular la respuesta inmune del hospedero al inducir activacién de NADPH

oxidasa y la activacion de los macréfagos.

Todas las cepas de C. albicans (n=39) de origen vaginal analizadas en este estudio
expresaron los genes PLB1y PLB2 (Tabla 10). Recientes estudios han demostrado
la actividad de las fosfolipasas en cepas de Candida albicans y de otras especies
en mujeres con candidosis vulvovaginal (Fule et al., 2015) y en mujeres con

infecciones vulvovaginales asociadas a diabetes tipo 2 (Bassyouni et al., 2015).
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Las fosfolipasas de Candida albicans juegan un rol importante en la invasién de
los tejidos, en la degradacion de las membranas de las células epiteliales y por

consiguiente en la penetracion de las hifas al citoplasma (Ghannoum et al., 2000).

Patrones de expresion de los genes que codifican lipasas (LIP) y fosfolipasas

(PLB) en las cepas de C. albicans.

En este trabajo se identificaron 4 patrones diferentes de expresion de los genes
estudiados (Tabla 11), dentro de los cuales el patron No. 1 conformado por los diez
genes de lipasas (LIP1-LIP10) y los dos de fosfolipasas (PLB1 y PLB2) se
expresaron conjuntamente durante la infeccion del modelo In vitro de células
epiteliales vaginales. La deteccidén de los transcriptos de los genes de lipasas y
fosfolipasas en las cepas de C. albicans analizadas nos hace suponer que durante
la patogénesis de la candidosis vulvovaginal es indispensable la expresion multiple
de estos marcadores de virulencia. Se ha descrito que los genes de la familia LIP
se expresaron durante la infeccidn sistémica en raton, en candidosis oral humana y
en modelos In vitro de infeccion de epitelio reconstituido humano (RHE), en donde
algunos de estos genes se expresaron durante todo el proceso infeccioso, mientras
que la expresion de otros fue transitoria (Stehr et al., 2004). Recientemente se ha
estudiado que la expresion de los genes de lipasas participan con los genes ALS,
SAP y HW1 en la formacion de la biopelicula (Nailis et al., 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que las cepas de Candida
albicans aisladas de mujeres con candidosis vulvovaginal, presentaron diferentes
perfiles de expresion de los genes la familia LIPy PLB1y PLB2 durante la infecciéon
del RHVE, por lo que estos datos contribuyen en comprender mejor la participacion
colectiva de estos marcadores de virulencia durante la patogénesis de las

infecciones vulvovaginales.
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CONCLUSIONES

. En este estudio se comprobé que Candida albicans es la especie de

levaduras asociada con mas frecuencia a las infecciones vulvovaginales.

. Todas las cepas de Candida albicans estudiadas fueron portadoras de los

los diez genes de la familia LIP, en asociacion con PLB1y PLB2.

. Los transcriptos de los genotipos LIP1-LIP2, LIP4, LIP6-LIP7, LIP9-LIP10y
PLB1y PLB2 fueron encontrados en todas las cepas de C. albicans después

de la infeccion In vitro del cultivo de células epiteliales vaginales humanas.

. En este estudio se encontraron cuatro diferentes patrones de expresion de
los genes LIP y PLB, dentro de los cuales el patron numero 1 constituido por
los 12 genes estudiados lo expresaron la mayoria de las cepas de C.

albicans.

. Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que durante la
patogénesis del modelo In vitro de cultivos de células epiteliales fue
indispensable la expresion de la mayoria de los genes de la familia L/IP en

combinacion con los genes PLB1y PLB2.
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