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INTRODUCCION

El género Candida

El género Candida pertenece a las levaduras de clase Ascomycetes, de la
familia Saccharomycetes que incluye cerca de 300 especies diferentes, de las
cuales, sélo 58 son oportunistas en animales y humanos y de éstas, alrededor de 20
especies son las principales causantes de enfermedad en seres humanos (Bonifaz,
2012). Sin embargo, el niumero de especies de Candida patdgenas va incrementando
debido a que se han aislado, cada vez con mayor frecuencia, las especies que
forman parte de los complejos C. parapsilosis y C. glabrata (Tavanti et al., 2005;
Correia et al., 2006), ademas del aumento de pacientes inmunocomprometidos y la
evolucion de las intervenciones en el area de la salud que han convertido a las
especies de Candida en una causa importante de infeccion nosocomial, mostrando

altas tasas de mortalidad (Alcoba-Florez et al., 2005b).

Las levaduras de Candida poseen caracteristicas definidas, como su
reproduccion por blastoconidios (gemacion holoblastica), ausencia de pigmentos
melanicos y carotenoides, formas celulares poco variables (elipticas, globosas,
cilindricas o ligeramente triangulares) y la habilidad para formar seudohifas e hifas,
con excepcion de Candida glabrata (Bonifaz, 2012). Algunas especies de Candida
son consideradas flora habitual de las principales membranas mucosas (intestino,
boca, tracto genito-urinario) y algunas zonas de la piel (Sardi et al., 2013; Fornari et
al., 2016).

De flora habitual a oportunista

Las levaduras del género Candida se encuentran en el ambiente (suelo y agua
dulce, vegetales, frutas, exudado de arboles, granos y en toda sustancia rica en
hidratos de carbono simples). Ademas, diferentes especies forman parte de la flora
habitual del aparato gastrointestinal (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. dubliniensis y C. krusei), piel (C. parapsilosis, C. guilliermondii y C.
krusei), mucosa oral (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
dubliniensis y C. krusei) y vaginal (C. albicans y con menor frecuencia C. glabrata, C.
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tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei). Entre esta flora habitual y el huésped existe un
equilibrio. Por ejemplo, otros miembros de la flora intestinal (principalmente
lactobacilos y bacterias anaerobias) ejercen un control en la densidad poblacional de
las levaduras en el tracto gastrointestinal. Al romperse el equilibrio, se propicia el
desarrollo de una infeccion oportunista, dependiendo de diversos factores, como del
uso de antibidticos de amplio espectro, antiinflamatorios esteroideos, quimioterapia
inmunosupresora, inmunosupresores para trasplante de dérganos y uso de
dispositivos tales como catéteres o protesis dentales, etcétera. Otros factores de
riesgo son inherentes al paciente, como inmunosupresion por VIH/SIDA, cancer,
atrofia genito-urinaria, alteracion de la mucosa oral/gastrointestinal o de la flora
habitual, e incluso una higiene escasa o excesiva (Bonifaz, 2012; Vipulanandan et
al., 2018). Ademas, Candida posee diversos factores de virulencia que facilitan la
evasion del sistema inmune y la colonizacion de los tejidos, como la capacidad de
adherirse a los tejidos y dispositivos médicos en el paciente, la produccion de
estructuras filamentosas con un papel relevante en la invasiéon dentro del huésped, la
sintesis de enzimas hidroliticas (proteasas, fosfolipasas, hemolisinas, etcétera)
(Moreira et al., 2015; Vipulanandan et al., 2018).

Infecciones causadas por el género Candida

Las infecciones causadas por las levaduras del género Candida se asocian
con una variedad de manifestaciones. Como manifestacion clinica de infeccion
superficial, destaca la candidiasis vulvovaginal (CVV) aguda o recurrente que afecta
hasta 75% de las mujeres en edad fértil por lo menos una vez en su vida y cuyos
factores de riesgo son: embarazo, fase premenstrual, diabetes, uso de
anticonceptivos orales, o jabones con &cido fosférico, ademas de una terapia
antibidtica previa (Aznar-Marin et al., 2016; Diaz et al., 2016).

La manifestaciébn clinica méas importante de infeccion invasiva es la
candidemia, que representa del 10-20% de las infecciones nosocomiales de torrente
sanguineo (Fraser et al., 2012), siendo la tercera causa mas comun de sepsis en
pacientes hospitalizados, con una alta tasa de mortalidad (50%) en unidades de

cuidados intensivos (Parmeland et al., 2013). La candidiasis invasiva (Cl) es otra de



las causas mas comunes de enfermedad infecciosa nosocomial, convertida ya en
una amenaza a la salud publica, con un nimero aproximado de 250 000 personas
afectadas cada afo, con una mortalidad del 20%, basado en estudios poblacionales,
los cuales también muestran que su incidencia esta aumentando en pacientes
inmunocomprometidos y con dispositivos medicos invasivos durante periodos
prolongados de hospitalizacion (Miranda-Zapico et al., 2011; Hall et al., 2017; Sony et
al., 2017).

Etiologia de la candidiasis

De todas las especies de Candida que causan infecciones en humanos, C.
albicans sigue siendo la mas frecuente (Alcoba-Flérez et al., 2005a, b; Enache-
Angoulvant et al., 2011; Miranda-Zapico et al., 2011; Fraser et al., 2012; Moreira et
al., 2015; Hall et al., 2017), pero durante las Ultimas dos décadas otras especies son
cada vez més frecuentes en centros hospitalarios, modificando asi la epidemiologia
de la candidiasis, con una proporcién reducida de C. albicans en comparacion con el
conjunto de Candida no-albicans (CNA), como C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae, C. guillermondii, C. dubliniensis, entre otras
(Bishop et al., 2008a, b; Enache-Angoulvant et al., 2011; Moreira et al., 2015; Hall et
al., 2017).

Aungue C. albicans sigue siendo la especie etioldégica predominante en
candidemias y ClI, el 50% de los casos pueden ser causados por CNA (Miranda-
Zapico et al.,, 2011; Liu et al.,, 2014), en los que C. glabrata ha surgido como la
tercera causa mas comun de candidemia en México (Reyes-Montes et al., 2017).
También se ha determinado que C. glabrata y C. parapsilosis son patégenos
nosocomiales importantes en recién nacidos, ancianos, receptores de trasplantes y
pacientes con tratamiento antifingico previo (Miranda-Zapico et al., 2011; Reyes-
Montes et al., 2017). De igual forma, aunque C. albicans es la levadura mas
comunmente implicada en casos de CVV sintomatica, informes recientes han

descrito una disminucion de su impacto, en comparacion con especies CNA, donde



destacan C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei y principalmente C.
glabrata (Warren et al., 2010; Aznar-Marin et al., 2016; Reyes-Montes et al., 2017).

Tratamiento de la candidiasis

El tratamiento para las infecciones por CNA ha sido especificado por la
Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA), que recomienda el uso
de polienos, asi como las equinocandinas parenterales (caspofungina, micafungina,
anidulafungina) como tratamiento para la candidemia y la Cl debido a su potente
actividad fungicida contra Candida spp., ya que actia en la subunidad catalitica de
1,3-B-D-glucano sintasa codificada por los genes FKS1, FKS2 y FKS3, para inhibir la
sintesis del componente 1,3-B-D-glucano de la pared celular (Hall et al., 2017).

El uso de azoles como fluconazol, principalmente intravenoso y como segunda
opcion de forma oral, es una alternativa para los pacientes que no estan criticamente
enfermos y que es poco probable que tengan una infeccién por Candida spp.,
mientras que una formulacion lipidica de anfotericina B es la Ultima alternativa en
caso de intolerancia o resistencia a los antifungicos anteriores (Hall et al., 2017,
Vipulanandan et al., 2018). Lamentablemente, el uso indiscriminado de los azoles ha
generado la resistencia, lo cual crea un gran obstaculo en la terapia, aunado a un

aumento en los costos de tratamientos y hospitalizacion (Sony et al., 2017).

Candida glabrata

Esta levadura posee diversas caracteristicas particulares: forma celular
globosa a eliptica, es haploide y es la Unica dentro del género Candida que no
presenta micelio en su fase parasitaria ni en su fase saprobia (Bonifaz, 2012).
Filogenéticamente, C. glabrata estd mas relacionada con el género Nakaseomyces y
Saccharomyces cerevisiae que con C. albicans (Gabaldén et al., 2013).

Aungue su emergente aparicion en aislados clinicos se debe en gran parte al
uso indiscriminado de los antifingicos y su reducida susceptibilidad a fluconazol
(Miranda-Zapico et al., 2011; Powell et al., 2016), la causa que actualmente esta
tomando mayor importancia es el hecho de que al referirnos a C. glabrata estamos

hablando de un complejo de especies, las cuales provocan que no se llegue, en



muchas ocasiones, a una cura micolégica a consecuencia de una identificacion
inespecifica (Alcoba-Flérez et al., 2005a, b; Gabaldon et al., 2013; Gorton et al.,
2013; Morales-Lépez et al., 2017).

C. glabrata sensu lato, refiriéendonos a ella como un complejo de especies,
incluye como miembros a C. glabrata sensu stricto, C. nivariensis y C. bracarensis,
siendo los dos ultimos, patégenos oportunistas emergentes, con distribucion mundial
(Bishop et al., 2008a, b; Lockhart et al., 2009; Warren et al., 2010; Cuenca-Estrella et
al., 2011; Enache-Angoulvant et al., 2011; Miranda-Zapico et al., 2011; Esposto et al.,
2012; Gabaldon et al., 2013; Sharma et al., 2013; Li et al., 2014; Gil-Alonso et al.,
2015; Aznar-Marin et al., 2016; Morales-Lopez et al., 2016; Sharma et al., 2013;
Dudiuk et al., 2017; Morales-Lépez et al., 2017). Aunque, a la fecha, son pocos los
estudios que informan sobre la prevalencia, patrones de susceptibilidad antifiingica e
importancia médica de estas especies (Bishop et al., 2008a, b; Gil-Alonso et al.,
2015), los reportes de su aparicidn en casos infecciosos donde se les asocia con
multiple resistencia a farmacos est4 aumentando, por lo que ya se consideran como
las Unicas levaduras del género Nakaseomyces en ser patdégenos potenciales
(Enache-Angoulvant et al., 2011; Swoboda-Kope et al., 2012).

C. glabrata sensu stricto

Hasta la fecha, se sabe que esta levadura representa el 15 al 20% de todos
los casos de infeccion por el género Candida en todo el mundo, y es la segunda
causa mas comun de candidemia en EUA, ademas de ocupar el cuarto lugar en
incidencia dentro de paises latinoamericanos como Argentina, donde representa el
4% de los casos de candidemia (Morales-Lépez et al., 2017). También se tiene en
cuenta su importancia en casos de CVV, donde las especies CNA ocupan
porcentajes de prevalencia hasta del 40%, de las cuales, 11 a 20% se tratan de C.
glabrata sensu stricto, por lo que el tratamiento varia desde acido borico vaginal,
crema de flucitosina, nistatina e incluso anfotericina B, debido a que se ha registrado
que de los casos de infeccion por esta levadura, solo el 52.7% obtiene una mejora

significativa en un tiempo relativamente corto de tratamiento, mientras que el 47.3%



presenta complicaciones, generando CVV recurrente (Diaz et al., 2016; Powell et al.,
2016).

Se cree que C. albicans posee més factores de virulencia directos hacia el
hospedero que C. glabrata, pero ésta posee mayor resistencia antimicotica,
principalmente a los azoles (Powell et al., 2016), por lo que, recientemente, la
Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID) y
la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América (IDSA) propusieron el uso de
las equinocandinas, y conforme su manejo se ha ido ampliando, se han hecho notar
en todo el mundo los reportes de resistencia a este farmaco (Morales-Lopez et al.,
2017). Se ha demostrado gque esta resistencia es mediada por mutaciones en el gen
FKS, con una prevalencia del 2.9% al 18%, lo que implicaria que esta mutacién es un
factor de riesgo muy importante para el fracaso terapéutico (Morales-Lépez et al.,
2017).

Candida nivariensis

C. nivariensis, una levadura filogenéticamente relacionada con C. glabrata, ha
sido aislada de muestras de lavado broncoalveolar, hemocultivo, orina, liquido
ascitico, liquido pleural, liquido peritoneal, abscesos pélvicos, exudados vaginales,
vias respiratorias inferiores, ufias de los pies e incluso excremento, como un agente
causal de candidiasis superficial e invasiva en diferentes partes del mundo, lo que
demuestra su relevancia en la clinica (Alcoba-Florez et al., 2005a, b; Swoboda-Kope
et al., 2012; Sharma et al., 2013; Gil-Alonso et al., 2015; Aznar-Marin et al., 2016;
Morales-LOpez et al., 2016).

El nicho ecolbgico de C. nivariensis es el suelo de jardines y la superficie de
las plantas en maceta (hongo geofilico), pero se ha adaptado adecuadamente del
medio ambiente al ser humano (Swoboda-Kope et al.,, 2012; Aznar-Marin et al.,
2016).

La infeccion se adquiere por medio de la transmision sexual o del reservorio
fecal, aunque hay factores predisponentes definitivos como la diabetes mellitus,
inmunosupresiones de origen infeccioso o0 quimioterapéutico (Aznar-Marin et al.,
2016; Morales-Lopez et al., 2016).



Con frecuencia, los aislados de C. nivariensis exhiben resistencia a los azoles
mas usados (fluconazol, itraconazol, voriconazol), presentando concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) similares o incluso mas elevadas que C. glabrata sensu
stricto, aunque existe controversia en cuanto a estos datos, al haber estudios que
reportan CMI muy altas (Aznar-Marin et al., 2016) o muy bajas (Li et al., 2014;
Morales-Lopez et al., 2016). Existen reportes en los que las pruebas de
susceptibilidad in vitro arrojan CMI bajas, pero al aplicar el tratamiento, no se logra la
cura micoldgica, probablemente debido a la formacién de biopeliculas, lo cual impide
la accion del antifungico (Li et al., 2014; Aznar-Marin et al., 2016). Por lo anterior, se
han realizado estudios sobre la susceptibilidad de esta especie a otros farmacos con
mas expectativas, como las equinocandinas, en donde se han encontrado valores de
CMI bajos para anidulafungina y caspofungina (Gil-Alonso et al., 2015; Morales-
Lépez et al., 2017). Son pocos los estudios sobre la actividad de los antifangicos
frente a C. nivariensis, pero los existentes permiten visualizar o heterogénea que es
la resistencia de este hongo, en funcién del tipo de paciente, zona geogréfica y
tratamiento (Tabla 1).

Tabla 1. Reportes publicados sobre pruebas de susceptibilidad antifangica in vitro en
aislados de Candida nivariensis

Numero de Fuente CMI (ug/mL)
aislados del de diversos
probados aislamiento antifungicos Pais Referencia
ANFB 0.5
FLU 2128
ITC 216
1 Sangre VRC 4 Japén Fugita et al., 2007
FC 2
MFG 0.06
MCZ 2
16 Sangre, cavidad ANFB CMlso: 0.5 Reino Borman et al., 2008
oral, absceso Unido
pélvico, liquido FLU CMlgo: >64
de ascitis, ITCc | CMiso: >16
liquido
peritoneal, VRC CMlgo: 4




biopsia de

pulmon POS CMilgo: 2
FC CMilgo: 0.5
CAS CMilgo: 1
ANF 1
FLU 2-8
ITC 0.125-0.5
Enjuague de VRC ]0.063-0.125
cavidad oral POS 0.25-0.5 |Indonesia, | Wahyuningsih et al., 2008
Espafia
ISA 0.008-0.031
FC 0.125-0.5
CAS 0.5-1
ANFB 1
FLU 2
Liquido pleural CAS 0.06 Australia Lockhart et al., 2009
MFG 0.015
AFG 0.06
ANFB 0.5
FLU 1-2
Sangre, ITC 0.25
expectoracion VRC 0.03 India Chowdhary et al., 2010
FC 1
POS 0.38
CAS 0.125-0.5
ANFB 1
FLU 4
ITC 0.25
VRC 0.03
Sangre POS 0.25 Espafia Lopez-Soria et al., 2012
CAS 0.125
MFG 0.015
AFG 0.015
Lavado ANFB | 0.03-0.125 India Sharma et al., 2013
broncoalveolar,
hisopo vaginal FLU 0.5-16
ITC 0.03-0.5
VRC 0.03-0.5




POS 0.015-0.25

ISA 0.015-0.25

FC 0.125-2
CAS 0.25-0.5
MEG 0.015

AFG 0.06-0.125

ANFB: anfotericina B; FLU: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; POS: posaconazol; ISA: isavuconazol;
FC: 5-flucitosina; CAS: caspofungina; MFG: micafungina; AFG: anidulafungina; MCZ: miconazol. Tomada y
modificada de Gorton et al. (2013).

Candida bracarensis

Tras un estudio epidemiolégico sobre candidiasis en Braga, Portugal, se
encontré que dos de los aislados clinicos recuperados, uno de hemocultivo en Reino
Unido y otro de exudado vaginal en una paciente portuguesa con CVV, e
identificados inicialmente como C. glabrata (Correia et al., 2006; Warren et al., 2010)
tenia un patron de impresion de huella (fingerprinting) diferente y Unico con el
cebador T3B, por lo que se propuso aclarar su posicion taxonémica realizando una
secuenciacion del DNA ribosomal. Dicha cepa compartié caracteristicas moleculares
con C. glabrata y con Nakaseomyces delphensis; sin embargo, la extension de la
divergencia de secuencia fue lo suficientemente grande como para proponer, en
2006, su primera descripcion como una nueva especie: C. bracarensis (Correia et al.,
2006). Aunque se conoce poco sobre esta levadura, debido a que existen pocos
reportes de su aparicion en muestras clinicas (exudados vaginales, hemocultivos,
esputo y excremento) (Warren et al., 2010).

C. bracarensis es considerado un hongo comensal humano que puede
convertirse en patdgeno oportunista (Moreira et al., 2015), capaz de causar Cl en
pacientes inmunocomprometidos (Warren et al., 2010; Sharma et al., 2013; Li et al.,
2014). Posee caracteristicas fenotipicas poco distintivas, que ademas se superponen
con las de C. nivariensis y C. glabrata sensu stricto, como es el desarrollo de
colonias blancas en CHROMagar Candida (Bishop et al., 2008a, b; Lockhart et al.,
2009), y resultados bioquimicos variables en funcién de la cepa (Bishop et al., 2008a,
b), por lo que su identificacion absoluta, al igual que con las otras especies del
complejo, solo se logra a través de métodos moleculares (Aznar-Marin et al., 2016).



Los estudios que se han realizado sobre factores de virulencia en C.
bracarensis han arrojado datos muy interesantes. Un estudio demostré que esta
levadura es capaz de sintetizar biopeliculas, las cuales estan constituidas por
proteinas y carbohidratos en cantidades variables, dependiendo de la cepa y
teniendo como referencia a C. glabrata sensu stricto, la cual obtuvo las cantidades
mas altas de carbohidratos. También se determiné que al menos una cepa de C.
bracarensis pudo secretar proteasas al igual que C. albicans y C. tropicalis, pero
ninguna cepa produjo fosfolipasas extracelulares, cosa que C. glabrata sensu stricto
si logro, asi mismo se observdé que todas las cepas sintetizaron proteinasas y
expresaron actividad hemolitica total, al igual que muchas especies del género
Candida (Aznar-Marin et al., 2016).

Los estudios de susceptibilidad in vitro de C. bracarensis son muy pocos, pero
demuestran que C. bracarensis es un nuevo patdgeno resistente a multiples
farmacos (Warren et al., 2010; Moreira et al., 2015). En 2014, un aislado proveniente
de una mujer embarazada, fue susceptible a nistatina y a los azoles (Li et al., 2014),
para después demostrar en 2015 que dicha cepa presentd un efecto paraddjico
definido como la capacidad de crecer a altas concentraciones de antifingico, pero no
a concentraciones intermedias, ya que 0.125 pg/mL de micafungina causé mas
letalidad que 0.5 pg/mL a las 24 h, ademas de haberse visto que una concentracion
de 0.06 pg/mL de anidulafungina mostré el punto final fungicida para dicha cepa,
entre 13 y 26 h, mientras que a 0.125 pg/mL, lo fue en un aproximado de 22 h,
afirmando que dicho farmaco fue el agente mas activo contra C. bracarensis (Gil-
Alonso et al., 2015). Otro estudio se llevo a cabo en ese mismo afio, donde se
informd que una cepa resultd mas resistente a anfotericina B, incluso que C. albicans
y C. glabrata sensu stricto, mencionando también tres cepas susceptibles a
fluconazol dependientes de la dosis (SDD), lo que implicoé que dichas levaduras no
poseian una resistencia intrinseca a dicho farmaco, informando, por ultimo, que el
efecto del fluconazol y de la anfotericina B fue menor en las biopeliculas
preformadas, siendo fluconazol el menos efectivo (Moreira et al, 2015).
Recientemente, se reportaron valores bajos de CMI para las equinocandinas

(anidulafungina y caspofungina), cuyos resultados fueron de 0.03 a 0.06 pg/mL y de
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0.015 a 0.06 pg/mL, respectivamente, demostrando que este podria ser el
tratamiento mas efectivo contra una infeccion por C. bracarensis (Morales-LOpez et
al. 2017).

A pesar de que C. bracarensis es una especie rara, se recomienda vigilancia
debido a su propension a la resistencia ante los antifUngicos mas usados en la
clinica, ademas de proyectar atributos de virulencia clasicos de un agente infeccioso

de importancia (Moreira et al., 2015).

Identificacidon de las especies de Candida

En la practica clinica, las especies de Candida se identifican de manera
relativamente facil mediante los métodos fenotipicos convencionales, basados en
una combinacion de marcadores morfol6gicos macroscépicos y microscépicos, en
reacciones bioguimicas que analizan la capacidad de cada levadura para fermentar
azucares (zimograma), o asimilar una variedad de fuentes de carbono y nitrégeno
(auxonograma), ya sea de forma manual o automatizada (Alcoba-Florez et al.,
2005a, b; Cornet et al., 2011; Aznar-Marin et al., 2016; Fornari et al., 2016). El cultivo
en medios cromogénicos, que disciernen entre las especies comunes de Candida
con base en el color que las colonias adquieren durante su crecimiento (Bishop et al.,
2008a), los cuales son relativamente especificos para C. albicans (verde claro), C.
dubliniensis (verde oscuro), C. tropicalis (azul grisaceo), C. krusei (rosa palido), C.
glabrata (rosa intenso), Candida sp. (blanco) (Bishop et al., 2008a; Bonifaz, 2012).
No obstante que estos métodos fenotipicos tienen muchas ventajas, también tienen
desventajas, pues no todas las especies son correctamente identificadas.
Primeramente, las caracteristicas micro y macroscopicas solamente son presuntivas
del agente etiologico, mientras que en el caso de los analisis bioguimicos, se
requiere un periodo relativamente largo de tiempo, de 3 a 10 dias o mas para arrojar
resultados, que al final podrian traslaparse entre diversos perfiles de levaduras en
una muestra, por variacion en las cepas presentes, y finalmente, los medios
cromogeénicos que han sido formulados para diferenciar un nimero pequefio de

especies, donde la falta de una amplia gama de colores limita la expansion de la
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busqueda de mas géneros o especies en una misma muestra (Bishop et al., 2008a;
Cornet et al., 2011; Aznar-Marin et al., 2016; Fornari et al., 2016).

Actualmente la identificacion correcta de las especies del género Candida es
un reto, particularmente debido a la presencia de complejos de especies como C.
glabrata (C. glabrata sensu stricto, C. nivariensis y C. bracariensis), cuyas especies
son morfoldgica y fisioldgicamente indistinguibles, pero genéticamente son diferentes
(Alcoba-Flérez et al., 2005a, b; Cornet et al., 2011; Reyes-Montes et al., 2017).
Diferenciar estas especies no sélo es relevante desde el punto de Vvista
epidemioldgico, sino también clinico, debido a la diferente sensibilidad a los
antifingicos que presentan y por su virulencia.

Desde que fueron descritas estas especies del complejo C. glabrata, varios
investigadores han intentado diferenciarlas usando, inicialmente, metodologias de
caracter fenotipico, las cuales rapidamente demostraron ser ineficaces, al no tener
un porcentaje de especificidad adecuado, generando datos que se superponen entre
si (Cuenca-Estrella et al., 2011; Enache-Angoulvant et al., 2011; Esposto et al., 2012;
Swoboda-Kope et al.,, 2012; Dudiuk et al., 2017). El uso de paneles bioquimicos
automatizados (por ejemplo, VITEK 2, API) clasificaban errbneamente a C.
nivariensis y C. bracarensis como C. glabrata sensu stricto (Cuenca-Estrella et al.,
2011; Enache-Angoulvant et al., 2011; Dudiuk et al., 2017) debido a la reducida y
poco conocida reactividad de estas especies cripticas, generando multiples
biocddigos y por tanto un traslape de microorganismos (Bishop et al., 2008a, b).
También se propuso la prueba rapida de fermentacion de trehalosa, por medio del kit
(GRABRATA RTT), pero requiere del uso de medios especiales, ademas de
sistemas alternativos de identificacion, los cuales tampoco brindan la confiabilidad
requerida en el resultado (Enache-Angoulvant et al., 2011; Esposto et al., 2012;
Fraser et al., 2012; Aznar-Marin et al., 2016). En medios cromogénicos cuando el
CuSOq era parte de éste, las colonias desarrolladas por C. glabrata variaban de color
blanco a marron oscuro, mientras que al contener floxina B, variaban del blanco al
rosa oscuro (Swoboda-Kope et al., 2012). A partir de este hecho y de las
observaciones de cultivos confirmados molecularmente como miembros del complejo

C. glabrata, se encontr6 que C. nivariensis y C. bracarensis generaban colonias
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blancas en cada caso reportado, de la misma forma que C. glabrata sensu stricto,
ademas de sus variadas tonalidades de rosa o marron (Figura 1), por lo que este
sistema solamente qued6 como un analisis presuntivo e insuficiente para dar un
resultado definitivo (Bishop et al., 2008a, b; Enache-Angoulvant et al., 2011; Esposto
et al., 2012; Swoboda-Kope et al., 2012).

(a)

(b) ()

Figura 1. Caracteristicas coloniales representativas de C. glabrata en medio CHROMagar
Candida. (a) Rosa pélido, (b) Rosa claro, (c¢) Blanco. Tomada de Swoboda-Kope et al. (2012)

Por lo que, en los ultimos afios se han realizado esfuerzos para desarrollar
meétodos basados en biologia molecular (Alcoba-Flérez et al., 2005a, b; Fujita et al.,
2007) para la deteccién e identificacion de estos patdogenos emergentes (Alcoba-
Flérez et al., 2005a, b).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es probablemente el método
mas utilizado. Esta reaccién enzimética in vitro permite la amplificacion exponencial
de fragmentos especificos de DNA (Saiki et al., 1985; Mullis & Faloona, 1987). Desde
su desarrollo en 1985, ha facilitado los estudios genéticos en todos los organismos
debido a su especificidad, sensibilidad y velocidad, promoviendo la identificacion y
desarrollo de diversos marcadores genéticos. Las secuencias de rDNA son muy
utilizadas, debido a su contenido de regiones variables y conservadas, lo que permite
la discriminacion y comparacion de organismos de diferentes o iguales niveles
taxondmicos. Este material genético en los hongos esta organizado como una unidad
de rDNA que se repite en tAndem, donde una subunidad incluye tres genes (18S,
5.8S y 28S) altamente conservados, los cuales estan separados entre si por dos
espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) que son las regiones no conservadas

(Figura 2). En general, el disefio de diversos cebadores se basa en delimitar y
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amplificar estas regiones para investigar caracteristicas filogenéticas entre especies
del mismo género (Mullis & Faloona, 1987; Romeo et al., 2009; Mirhendi et al., 2011).

Transcrito principal Gen RNA
~ B
GeRNA . 58
’-’—_.——-——.——-.——
// ‘| ~ 4
1 Y J
J ".‘ I/'!
A
Regiones Regiones
espaciadoras  ©spaciadoras
transcritas S
c > (IGS)
internas (ITS)
EEESSTssae || BN S — =
Subunidad c:e:.:e-a RNA Subunidad grande RNA 55
de RNA 188 5.8S de RNA (25-28)S

Figura 2. Ubicacion de los Espaciadores Transcritos Internos en el complejo de genes
ribosomales. Duke University (http://home.psu.ac.th/~4823002/Molecular_ITS.htm)

La PCR, en sus modalidades simplex y multiplex, ha sido ampliamente usada
con una variedad de cebadores especie-especificos para diferenciar entre las
especies del complejo C. glabrata (Bishop et al., 2008a, b; Romeo et al., 2009;
Cornet et al., 2011; Enache-Angoulvant et al., 2011; Esposto et al., 2012; Swoboda-
Kope et al.,, 2012; Telleira et al., 2012; Dudiuk et al., 2017; Morales-L6pez et al.
2017).

Otro método molecular que se ha utilizado para identificacion de las especies
de Candida es el Polimorfismo de Longitud en los fragmentos de Restriccion (RFLP)
del rDNA/rRNA, que consiste en la diferenciacion de los mismos mediante el analisis
de los patrones de corte que se generan en sitios especificos del genoma, cuando es
reconocido por enzimas de restriccién. En la PCR-RFLP, se amplifican fragmentos
especificos de DNA por PCR y luego son tratados con endonucleasas de restriccion
para obtener patrones especificos. Las diferencias en las secuencias nucleotidicas
entre las especies daran lugar a fragmentos de distintos tamafios que son
examinados por electroforesis (Ayatollahi et al., 2007; Cornet et al., 2011).
Recientemente se evalué la capacidad de la espectrometria de masas de

desorcion/ionizacion laser (MALDI-TOF MS) para distinguir las especies del complejo
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C. glabrata (Vella et al., 2017). El procedimiento consiste en una ionizacion suave del
analito para generar la vaporizacién de particulas intactas y termolabiles no volatiles
(proteinas principalmente), en un rango de masa molecular baja (hasta 20 KDa). Es
utilizado para obtener un espectro proteico propio de un organismo para identificarlo
a nivel de género y especie (Singahal et al., 2015); sin embargo, tiene la desventaja
de que aun no se desarrolla una base de datos global para todos los patégenos
comunes e infrecuentes (Aznar-Marin et al., 2016; Vella et al., 2017).

También se ha utilizado para identificar al complejo C. glabrata la hibridacion
in situ con sondas fluorescentes de acido peptidonucleico (PNA-FISH), basada en
cebadores marcados con fluorocromos y dirigidos a secuencias especificas del rRNA
de células individuales o agrupadas, muy Uutil para estudiar la conformacion de las
biopeliculas que el género Candida forma frecuentemente (Stender, 2003; Bishop et
al., 2008a, b; Almeida et al., 2011).

Al igual que los métodos fenotipicos, los moleculares también tienen ventajas
y desventajas; no obstante, es necesario contar con ellos para lograr la identificacion
de las especies del complejo C. glabrata, en combinacion con los métodos
fenotipicos, para un diagndéstico certero y tratamiento adecuado de los pacientes

infectados con dichas especies (Dudiuk et al., 2017).

Epidemiologia

A medida que los métodos de identificacion molecular han sido
implementados, varios centros de investigacion han reexaminado sus colecciones de
aislados, identificados fenotipicamente como C. glabrata, entre los cuales, C.
nivariensis y C. bracarensis han sido detectadas, aunque en general, estas especies
presentan una baja prevalencia en comparacion con la de C. glabrata sensu stricto
(Lockhart et al., 2009; Esposto et al., 2012; Morales-Lopez et al., 2016). La Tabla 2
resume los aislamientos de C. nivariensis obtenidos a la fecha en diversos paises,
mientras que en la Tabla 3, se resumen los casos de varios paises donde se aislo C.
bracarensis, con un total de 12 hallazgos, lo cual posiciona a esta levadura como la

mas infrecuente de entre las tres que conforman el complejo.
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El andlisis mas amplio realizado fue por parte del Programa de Vigilancia de

Antimicoticos ARTEMIS, en Reino Unido, con 1598 aislados fenotipicamente

identificados como C. glabrata, provenientes de 28 paises en los seis continentes, de

los cuales sélo se identificé un aislado de C. nivariensis y dos de C. bracarensis

(Esposto et al., 2012). Otro estudio relevante se realizdé en Polonia, con 226 aislados

de C. glabrata de los cuales, 13 resultaron ser C. nivariensis (prevalencia del 6%)

mientras que ninguno fue caracterizado como C. bracarensis, lo cual indicé que su

prevalencia podria ser mayor solo a escala local o regional (Swoboda-Kope et al.,

2012).

Tabla 2. Revision de reportes publicados de aislados de Candida nivariensis

Numero
de
aislados Fuente de aislamiento Pais Referencia
1 Sangre Espafa Alcoba-Florez et al., 2005b
1 Sangre Japén Fujita et al., 2007
Sangre, cavidad oral, absceso
pélvico, liquido de ascitis, liquido
16 peritoneal, biopsia de pulmén Reino Unido Borman et al., 2008
1 Enjuague de cavidad oral Indonesia Wahyuningsih et al., 2008
1 Liquido pleural Australia Lockhart et al., 2008
2 Sangre, expectoracion India Chowdhary et al., 2010
1 Sangre Espafia Lépez-Soria et al., 2013
Exudado vaginal, lavado
5 broncoalveolar India Sharma et al., 2013
1 Sangre Francia Parmeland et al., 2013
1 Orina Reino Unido Gorton et al., 2013
2 Sangre, exudado vaginal Malasia Tay et al., 2014
13 Orina, aspirado traqueal, absceso, Polonia Swoboda-Kopec et al., 2014
7 Exudado vaginal China Li etal., 2014
1 Ufas de los pies China Feng et al., 2015
4 Exudado vaginal Espaia Aznar-Marin et al., 2016
1 Secrecién nasal Brasil Figueiredo-Carvalho et al., 2016
Garganta, catéter renal, orina, bolsa
8 de didlisis Argentina | Morales-Ldpez et al., 2016; 2017

Tomada y modificada de Aznar-Marin et al. (2016)
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Tabla 3. Revision de reportes publicados de aislados de Candida bracarensis

Numero de
aislados Fuente de aislamiento Pais Referencia

2 Exudado vaginal, sangre Portugal Correia et al., 2006

3 Absceso pélvico, garganta, excremento EUA Bishop et al., 2008b

2 Sangre, expectoracion EUA Lockhart et al., 2009

1 Sangre Canada Warren et al., 2010

1 Exudado vaginal China Lietal., 2014

3 Orina, garganta Argentina | Morales-Lépez et al., 2017

EUA: Estados Unidos de América

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones producidas por el género Candida constituyen una causa
importante de morbi-mortalidad, principalmente en infecciones nosocomiales (Fraser
et al., 2012; Parmeland et al., 2013; Sony et al., 2017), donde la incidencia de CNA, y
en particular C. glabrata, ha aumentado progresivamente, posicionandola como la
segunda o tercera causa mas frecuente de Cl, ademas de una marcada aparicion en
CVV recurrente y candidemia (Gil-Alonso et al., 2015; Morales-Lopez et al., 2016).
Dicho aumento conllevd a un mayor andlisis sobre este hongo, utilizando
metodologias basadas en &cidos nucleicos, con lo que se logré elucidar que C.
glabrata se trataba de un complejo de especies filogenéticamente relacionadas,
conformado por C. glabrata sensu stricto, C. nivariensis y C. bracarensis, siendo las
dos ultimas, mas virulentas o resistentes a los antifingicos (Lockhart et al., 2009;
Gabaldon et al.,, 2013; Aznar-Marin et al., 2016). Estas levaduras no pueden
diferenciarse entre si por métodos rutinarios, sélo mediante métodos moleculares
(Dudiuk et al., 2017), por lo que su prevalencia en muchos paises, incluyendo

México, es aln desconocida.
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JUSTIFICACION

En México no hay datos respecto a la prevalencia de las especies del
complejo C. glabrata. Por ello, en el presente se evalud, por PCR multiplex (Romeo
et al.,, 2009), una coleccion de aislados clinicos fenotipificados como complejo C.
glabrata, con la finalidad de identificar la presencia de las especies cripticas de C.
glabrata entre los aislados. El hallazgo de C. bracarensis o C. nivariensis entre los
aislados aportard datos importantes a la etiologia de la candidiasis en nuestro pais y
hard notar la necesidad de implementar metodologias basadas en la biologia
molecular para la identificacion especifica de las levaduras, lo que conllevara a un

manejo terapéutico adecuado de los pacientes.

OBJETIVO GENERAL

Identificar C. glabrata, C. bracarensis y C. nivariensis por PCR multiplex, en
aislados clinicos fenotipificados como complejo C. glabrata.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Colectar aislados clinicos del complejo C. glabrata en hospitales de tercer
nivel.

2. Cultivar los aislados clinicos del complejo C. glabrata.

3. Extraery cuantificar el DNA de los aislados clinicos del complejo C. glabrata.

4. Realizar la PCR multiplex con los DNAs obtenidos de los aislados clinicos del
complejo C. glabrata.

5. Identificar la especie de los aislados clinicos del complejo C. glabrata, con
base en el tamafio del amplicén.

6. Purificar y secuenciar los amplicones obtenidos de aquellos aislados que no
correspondieron a C. glabrata sensu stricto.

7. Comparar las secuencias con todas las secuencias de la base de datos del
GenBank.
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HIPOTESIS

Entre los aislados estudiados, fenotipificados como complejo C. glabrata, se
identificardn molecularmente las especies C. glabrata sensu stricto, C. bracarensis o

C. nivariensis.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién y origen de aislados clinicos del complejo C. glabrata

Un total de 77 aislados clinicos de levaduras del complejo C. glabrata fueron
colectados en el laboratorio clinico del Hospital Regional “Gral. Ignacio Zaragoza”,
ISSSTE, del Hospital Juarez de México y del Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez”, durante el periodo de enero-mayo 2017 (Tabla 4). Los aislados fueron
previamente caracterizadas como C. glabrata por medio del sistema automatizado
VITEK® 2 Compact (bioMériux, Francia). Como referencia, se incluy6 la cepa de C.
glabrata 2001 del American Type Culture Collection (ATTC).

Tabla 4. Caracteristicas de los aislados del complejo Candida glabrata incluidos en el
estudio

. Fuente de Identificacion
Namero de ) .
registro aislamiento (VITEK® 2 Compact)
% Probabilidad Nivel

2 Exudado vaginal 93 Muy bueno
3 Exudado vaginal 97 Excelente
6 Exudado vaginal 94 Muy bueno
8 Exudado vaginal 95 Muy bueno
10 Sangre 94 Muy bueno
14 Exudado vaginal 96 Excelente
15 Exudado vaginal 96 Excelente
16 Exudado vaginal 94 Muy bueno
19 Exudado vaginal 95 Muy bueno
21 Exudado vaginal 95 Muy bueno
25 Exudado vaginal 97 Excelente
26 Exudado vaginal 93 Muy bueno
27 Exudado vaginal 95 Muy bueno
28 Exudado vaginal 98 Excelente
30 Exudado vaginal 96 Excelente
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32 Exudado vaginal 95 Muy bueno
33 Exudado vaginal 94 Muy bueno
37 Exudado vaginal 98 Excelente
39 Exudado vaginal 95 Muy bueno
40 Exudado vaginal 95 Muy bueno
46 Exudado vaginal 98 Excelente
48 Exudado vaginal 95 Muy bueno
49 Exudado vaginal 95 Muy bueno
50 Exudado vaginal 97 Excelente
51 Exudado vaginal 97 Excelente
54 Exudado vaginal 96 Excelente
56 Exudado vaginal 96 Excelente
57 Exudado vaginal 96 Excelente
58 Exudado vaginal 96 Excelente
59 Exudado vaginal 94 Muy bueno
61 Exudado vaginal 95 Muy bueno
65 Exudado vaginal 97 Excelente
69 Exudado vaginal 98 Excelente
70 Exudado vaginal 96 Excelente
71 Exudado vaginal 98 Excelente
99 Exudado vaginal 96 Excelente
106 Biopsia 96 Excelente
107 Sangre 95 Muy bueno
116 Sangre 95 Muy bueno
117 Sangre 95 Muy bueno
131 Absceso 96 Excelente
132 Sangre 96 Excelente
133 Sangre 96 Excelente
136 Didlisis peritoneal 97 Excelente
140 Semen 96 Excelente
147 Absceso 98 Excelente
150 Absceso 95 Muy bueno
151 Absceso 97 Excelente
153 Puntas de catéter 96 Excelente
159 Didlisis peritoneal 94 Muy bueno
166 Puntas de catéter 98 Excelente
222 Exudado Vaginal 96 Excelente
232 Exudado Vaginal 97 Excelente
233 Exudado Vaginal 95 Muy bueno
234 Exudado Vaginal 98 Excelente
237 Exudado Vaginal 96 Excelente
252 Exudado Vaginal 95 Muy bueno
255 Exudado Vaginal 97 Excelente
257 Exudado Vaginal 97 Excelente
267 Exudado Vaginal 96 Excelente
269 Exudado Vaginal 97 Excelente
276 Exudado Vaginal 95 Muy bueno
280 Exudado Vaginal 96 Excelente
3015 Exudado Vaginal 95 Muy bueno
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3018 Exudado Vaginal 97 Excelente
3027 Exudado Vaginal 97 Excelente
3032 Exudado vaginal 96 Excelente
556-15 Sangre 96 Excelente
842-15 Sangre 96 Excelente
718-15 Sangre 95 Muy bueno
541-15 Sangre 97 Excelente
664-15 Sangre 95 Muy bueno
828-15 Sangre 95 Muy bueno
645-B-15 Sangre 98 Excelente
D-15 Sangre 97 Excelente
651-15 Sangre 95 Muy bueno
724-15 Sangre 95 Muy bueno

Cultivo

Los 77 aislados del complejo C. glabrata se cultivaron en cajas Petri con agar
Sabouraud suplementado con cloranfenicol a 28 °C durante 48 h y se conservaron a
4 °C.

Extraccién de DNA

Una colonia de cada aislado del complejo C. glabrata se inocul6 en tubos de
ensaye conteniendo 3 mL de medio YPG (extracto de levadura 1%, peptona 2%,
glucosa 2%) y se incubd a 28 °C con agitacion orbital (100 rpm) durante toda una
noche. Después se centrifug6 el cultivo a 3000 rpm durante 5 min, se deseché el
sobrenadante, se agregaron 500 puL de amortiguador fosfato salino pH 7,4 y se
centrifugd a 10 000 rpm por 3 min para lavar el botén. El lavado se realizé dos veces
y posteriormente se extrajo el DNA con el kit comercial Yeast DNA Preparation (Jena
Bioscience, GE). Para ello, se transfiri6 1 mL de cultivo celular de aislado a un
microtubo de 1.5 mL, se centrifugé a 15 000 rpm durante 1 min y se deseché el
sobrenadante. Las células se resuspendieron en 300 pL de solucion de suspension
celular para comenzar la lisis. Se agregd 1 uL de solucién de la enzima liticasa (2.5
U/uL) y se mezclé por inversion 25 veces para después incubar el tubo a 37 °C
durante un periodo de 30 a 60 min. Pasado este tiempo, se centrifugd a 15 000 rpm
durante 1 min, se deseché el sobrenadante y las células se resuspendieron en 300
uL de solucion de suspension celular, se adicionaron 100 pL de solucién

precipitadora de proteinas y se mezclé vigorosamente en vortex durante 20 s, para
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después centrifugar a 15 000 rpm durante 3 min. Se prosiguié a verter el
sobrenadante en un microtubo de 1.5 mL, limpio, conteniendo 300 pL de isopropanol
al 99%, se mezclé gentilmente por inversién 50 veces y se centrifugé a 15 000 rpm
durante 1 min, pudiendo visualizar el DNA como un pequefio aglomerado blanco.
Después se descartd el sobrenadante y se seco el tubo brevemente sobre papel
absorbente, después se adicionaron 500 pL de solucién amortiguadora de lavado,
invirtiendo el tubo varias veces para lavar el DNA. Se centrifug6 a 15 000 rpm
durante 1 min, se descartd la solucion de lavado y se dej6é secar al aire, a
temperatura ambiente durante 10 a 15 min. Por dltimo, se adicionaron 50 pL de
solucion de hidratacion al DNA seco y se agregaron 1.5 pL de solucién de la enzima
RNasa (50 mg/mL), se incub6 a 37 °C durante 30 min. El DNA obtenido se mantuvo
a 20 °C hasta su uso.

La cantidad y calidad de los DNAs se determind por espectrofotometria a 260
y 280 nm en un espectrofotometro (DeNovix, Inc., DS-11 Spectophotometer, USA),

tomando 1 pL de cada muestra'y 1 puL de agua Milli Q como blanco de lectura.

Identificacién molecular de las especies del complejo C. glabrata

Se llevé a cabo la PCR multiplex descrita por Romeo et al. (2009), con las
siguientes modificaciones: las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 uL
conteniendo una solucion amortiguadora de PCR 1X, 100 pmol/uL de cada cebador
(UNI-5.8S, GLA-f, BRA-f, y NIV-f) (Sigma-Aldrich, USA) (Tabla 5), 200 uM de cada 2'-
desoxinucleétido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, y dTTP) (Jena Bioscience), 2.5 mM
de MgClz, 1 U de Taq polimerasa (Jena Bioscience) y 10-15 ng de DNA gendmico.
Como control positivo se incluydo el DNA de C. glabrata 2001 ATTC, y agua
desionizada como control negativo. Las reacciones se realizaron en un termociclador
(Bio-Rad, Laboratories, Inc., USA), usando el siguiente programa de amplificacion:
una etapa de desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, seguida de 34 ciclos de 30 s
a94°C,40sa60°Cy50sa72°C,yuna etapa de extension final de 10 min a 72
°C. El tamafio esperado de los amplicones fue de 397, 293 y 223 pb para C. glabrata

sensu stricto, C. nivariensis y C. bracarensis, respectivamente.
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Tabla 5. Cebadores utilizados para la identificacion de las especies del complejo Candida
glabrata por PCR multiplex

Cebador Secuencia (5" — 3") Especie identificada Tamafio del
amplicén (pb)

UNI-5.8S | 5-ACCAGAGGGCGCAATGTG-3

GLA-f 5-CGGTTGGTGGGTGTTCTGC-3° C. glabrata sensu stricto | 397
BRA-f 5'-GGGACGGTAAGTCTCCCG-3° C. bracarensis 223
NIV-f 5-AGGGAGGAGTTTGTATCTTTCAAC-3" | C. nivariensis 293

Andlisis de productos de amplificacion

Los productos amplificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa
(Pronadisa, ES) al 1,7%, tefiidos con GelRed™ 3X (Biotium, USA) en amortiguador
TBE 0.5X (45 mM Tris-Base, 45 mM &cido bérico, 1 mM EDTA pH 8.3), bajo una
FEM de 70 V y se utiliz6 un marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA (Jena
Bioscience). Las imagenes de los geles fueron capturadas en un fotodocumentador

Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Purificacion de los amplicones

Los fragmentos amplificados que, con base en el tamafio del amplicén, no
correspondieron a C. glabrata sensu stricto, fueron purificados usando el kit
comercial Agarose Gel Extraction (Jena Bioscience GmbH), siguiendo las
instrucciones descritas por el fabricante. Para ello, los productos de amplificacion se
colocaron en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con GelRed™ 3X (Biotium). El
corrimiento de la electroforesis se llevo a cabo a 100 V, en amortiguador TBE 0.5X.
Una vez concluido el corrimiento, los geles se observaron a través de un
transiluminador de luz UV, se cortaron con un bisturi los fragmentos que contenian
los amplicones y se colocaron (100 — 300 mg, aproximadamente) en tubos de
plastico de 1.5 mL, se afiadieron 3 volimenes de amortiguador de extraccion y se
incub6 a 60 °C por 10 min, mezclando ocasionalmente para disolver el gel. Esta
mezcla se colocé en una columna que contenia una membrana para purificar acidos
nucleicos (previamente activada con 100 yL de amortiguador de activacion) y se
centrifugd a 9 500 rpm por 30 s, se deseché el sobrenadante. Se agregaron 700 uL
de amortiguador de lavado, se centrifugd a 9 500 rpm por 30 s y se descarto el

sobrenadante. Este lavado se realizé dos veces. En el segundo lavado, se centrifugé
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2 min mas, bajo las mismas condiciones. Para eluir el DNA, la columna se coloco en
un tubo de plastico de 1.5 mL, se afnadieron 30 uL de agua desionizada (Milli-Q) al
centro de la membrana, se incubd 1 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 9
500 rpm por 1 min. Este paso se repitid para obtener un volumen de 60 yL de DNA
purificado. EI DNA de los amplicones purificados se ajusté a una concentracion de 40

ng/pL para su secuenciacion.

Secuenciacion de los amplicones
Los fragmentos de DNA purificados (40 ng/uL) fueron enviados a secuenciar,
en ambos sentidos con los oligonucledtidos correspondientes, al Laboratorio

Nacional de Gendmica para la Biodiversidad-Cinvestav (Irapuato, Guanajuato, MX).

Comparacion de las secuencias en el Genbank

Los electroferogramas de las secuencias de los amplicones se visualizaron
con el programa Chromas Lite 2.1.1 (http://technelysium.com.au) y se verificO
visualmente que la calidad de la secuencia fuera adecuada (tamafio de los picos,
tamafo de la secuencia). Posteriormente, las secuencias se compararon con todas
las secuencias de hongos depositadas en el GenBank del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), mediante el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Con base en los alineamientos mas
significativos (cobertura, expectacion e identidad), se definid la identidad de los

aislados.
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RESULTADOS

Cultivo

En el cultivo de cada uno de los 77 aislados se observaron colonias con
caracteristicas tipicas del complejo C. glabrata (Tabla 6) y absolutamente idénticas
entre ellas (Figura 3).

Tabla 6. Resumen de las caracteristicas generales evaluadas en los aislados clinicos

Caracteristica

colonial Resultado
eColor
-Anverso Blanguecino/Amarillento
-Reverso Amarillento
-Pigmento Ausente
eElevacion Convexa
eBorde Entero
eSuperficie Lisa
eAspecto Humedo
eConsistencia Cremosa

Figura 3. Cultivo de aislados del complejo Candida glabrata en agar Sabouraud
suplementado con cloranfenicol, incubados a 28 °C
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Extraccion de DNA

La concentracion de los DNAs obtenidos de los aislados del complejo C.

glabrata estuvo en el rango de 10.03-28.86 ng/uL (Tabla 7), la cual fue una cantidad

adecuada para llevar a cabo los ensayos de PCR.

Tabla 7. Concentraciones de DNA, asi como de la relacién de absorbencias que evalla el
grado de impurezas proteicas por muestra

Nimero de Concentracion
registro (ng/uL) Relacion 260 nm/280 nm
2 16.29 1.70
3 10.15 2.09
6 16.53 1.97
8 23.65 2.04
10 16.30 1.75
14 16.25 1.89
15 24.18 1.96
16 15.25 1.85
19 17.74 1.84
21 15.12 1.98
25 18.97 1.74
26 26.79 1.78
27 16.22 1.06
28 34.98 1.93
30 25.03 1.67
32 27.41 1.60
33 15.82 1.99
37 19.56 1.78
39 24.48 1.82
40 16.71 1.80
46 15.56 1.87
48 18.77 1.84
49 27.14 1.90
50 13.99 1.93
51 14.43 2.08
54 22.07 1.99
56 25.50 1.08
57 16.52 1.77
58 15.07 2.03
59 17.03 1.88
61 27.56 2.11
65 14.88 1.95
69 26.76 1.77
70 26.93 1.05
71 15.95 1.84
99 16.14 1.74
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106 18.01 2.05
107 15.23 1.92
116 16.78 2.10
117 15.28 1.79
131 10.33 0.87
132 11.36 1.76
133 14.28 2.07
136 28.86 1.94
140 29.17 1.99
147 25.89 1.05
150 26.53 1.02
151 12.61 1.91
153 23.03 1.97
159 14.09 1.84
166 12.45 1.91
222 13.13 2.05
232 15.48 2.12
233 20.40 1.92
234 26.45 1.79
237 13.03 1.87
252 15.60 1.82
255 20.03 2.05
257 22.03 1.99
267 18.77 1.93
269 18.93 1.77
276 15.53 1.77
280 14.38 1.97
3015 10.77 1.80
3018 8.08 1.75
3027 10.48 1.84
3032 18.60 1.96
556-15 12.23 2.01
842-15 18.07 1.95
718-15 18.48 1.86
541-15 13.22 1.88
664-15 11.27 1.94
828-15 10.03 2.07
645-B-15 10.88 2.03
D-15 11.04 1.77
651-15 14.55 1.80
724-15 10.90 1.97
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Identificacién molecular de las especies del complejo C. glabrata

Como se observa en la Tabla 8, al realizar la amplificacion del DNA obtenido

de los 77 aislados estudiados, observamos que 73 DNAs, junto con el DNA de la

cepa de referencia, mostraron un amplicon de aproximadamente 397 pb (Figuras 4-

7). Solo un aislado (276) amplificé un fragmento cercano a 223 pb (Figura 8). En tres

aislados (3, 54 y 61) no se logré la amplificacion (Figura 9), a pesar de haber

realizado ensayos probando diferentes concentraciones de DNA.

Tabla 8. Identificacion de aislados clinicos del complejo C. glabrata por PCR multiplex

NUmero de
registro

Aprox. 397 pb
C. glabrata

Aprox. 293 pb
C. nivariensis

Aprox. 223 pb
C. bracarensis

Negativo

C. glabrata
ATCC 2001

+

2

+

3

6

8

10

14

15

16

19

21

25

26

27

28

30

32

33

37

39

40

46

48

49

50

51

+l+ ]+ |+ +]F ]+

54

56

57

58

59

+[+]+]+

61

28



65

69

70

71

99

106

107

116

117

131

132

133

136

140

147

150

151

153

159

166

222

232

233

234

237

252

255

257

267

269

N A I e A A e e

276

280

3015

3018

3027

3032

556-15

842-15

718-15

541-15

664-15

828-15

645-B-15

D-15

651-15

724-15

+l+]+] 1+ + ]+ F ]+

Total

~
w

29



M()(+¥) 2 6 8 10 14 1516 19 21 25 26 27 28 30 32 33 37

Sl B S B S R e

Figura 4. Gel de electroforesis revelado bajo luz UV, donde se muestra la amplificacion, por
PCR multiplex, del DNA de la cepa de referencia C. glabrata ATCC 2001(+) y de 17 aislados
clinicos. M: marcador de tamafio molecular; (-): agua desionizada.

M (-) (+) 39 40 46 48 49 50 51 56 57 58 59 65 69 70 71 99 106

L e G R e SRR AR S e

Figura 5. Gel de electroforesis revelado bajo luz UV, donde se muestra la amplificacién, por
PCR multiplex, del DNA de la cepa de referencia C. glabrata ATCC 2001(+) y de 17 aislados
clinicos. M: marcador de tamafio molecular; (-): agua desionizada.

M (-) (#) 107 116 117 131 132 133 136 140 147 150 151 153 159 166 222 232 233

Figura 6. Gel de electroforesis revelado bajo luz UV, donde se muestra la amplificacién, por
PCR multiplex, del DNA de la cepa de referencia C. glabrata ATCC 2001(+) y de 17 aislados
clinicos. M: marcador de tamafio molecular; (-): agua desionizada
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M (-) (¥) 234237 252 3018 3032 84215 54115 82815 D15 72415
3015 3027 55615 71815 664-15 645B-15 651-15

Figura 7. Gel de electroforesis revelado bajo luz UV, donde se muestra la amplificacién, por
PCR multiplex, de una cepa de referencia C. glabrata ATCC 2001 (+) y de 17 aislados
clinicos. M: marcador de tamafio molecular, (-): agua desionizada.

276 255 257 267 269

Figura 8. Gel de electroforesis revelado bajo luz UV, donde se muestra la amplificacién, por
PCR multiplex, del DNA de la cepa de referencia C. glabrata ATCC 2001 (+) y de cinco
aislados clinicos. M: marcador de tamafio molecular, (-): agua desionizada.
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Figura 9. Gel de electroforesis revelado bajo luz UV, donde se muestra la amplificacién, por
PCR multiplex, del DNA de la cepa de referencia C. glabrata ATCC 2001(+) y de 4 aislados
clinicos. M: marcador de tamafio molecular; (-): agua desionizada.

Purificacion de los amplicones

El amplicén obtenido del aislado 276 fue el Unico purificado, ya que mostré un
tamafo de 223 pb, indicativo de C. bracarensis. El fragmento purificado se obtuvo a
una concentracion de 76.3 ng/puL, con una pureza e integridad adecuadas
(A260/A280 de 1.7 y A260/A230 de 2.0) para su secuenciacion.

Secuenciacion de los amplicones y comparaciéon en el GenBank
La calidad de las secuencias obtenidas fue adecuada, ya que en el

electroferograma se observaron picos altos y bien definidos (Figura 10).

AAGGATCATTAAAGAAAAATGTTAATGGGGGTGGTACTGTGAGAGGCGTGTCTCTGGAACAATTGAGG
ATGGATGAGTCTGAGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGCCTGGGTTTTGTCTGTGCGGGTTGTTCTACTTTC
AAGGAGCATGTTTTCGAGCGTACCGTTTTCCACAACACTACACACAGTGGAGTAATCTATTGTTCTTT

120 130 140 150 160 170 180 130

EEEEEENNEEE EEEENEEEEN NN EEEEEEEE mEamEEER N AN N NN NN [
CTGCCCAGCACGCACAAALACACTCACTTATCCCTCCCTAGATCAACACCG AGTTGGETAARACC TALATACAGTATTAACCCCCGCCGCTCGLGCAAACGAG:

0
nan

L l-lglU
bAGACGTCTGT

ad

£ b

Figura 10. Electroferograma y secuencia del amplicon obtenido del aislado 276,
correspondiente a Candida bracarensis.
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El alineamiento de la secuencia del aislado 276 con las secuencias
depositadas en el GenBank, mostré parametros de similitud con las secuencias
parciales del gen 18S del RNA ribosomal (ITS1, 5.8S, ITS2) de diferentes cepas de
C. bracarensis con una cobertura del 93%, valor de expectacion 4x10-82, y valores de

identidad de 94%, con lo que la identidad del aislado 276 se corroboro (Figura 11).

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI
[ ] - 2
BLAST > blastn suite » RID-8R2FK5CH014 Home Recent Results Saved Strategies Help
BLAST Results
Edit and Resubmit Save Search Strategies  »Formatting options  » Download Youllll3 How to read this page  Blast report descriptii

Job title: Consensus (226 letters)

RID 8R2FKSCHO14 (Expires on 02-21 09:37 am)

Query ID lcl|Query 101417 Database Name nr
Description Consensus p! L (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.0+ » Citation

Query Length 226

Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

© Graphic Summary

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
<40 W40-50 M 50-80 W 80-200

W>=200

1 40 80 120 160 200

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
1i Alignments o

Max Total Query E
score score  cover value

Description Ident  Accession

[J Candida bracarensis strain NRRL Y-48270 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, and intemal ir 318 318 93% 4e-83 94% JNB82340.1
[0 Candida bracarensis strain advanDx2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5,88 ribosomal RNA gene, and internal transc 318 318 93% 4e-83 94% GU199439.1
[ Candida bracarensis strain advanDx1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 58S ribosomal RNA gene, and inleral ranse 318 318 93% 4e-83 94% GU199438.1
0 [Candida] bracarensis CBS 10154 (TS region; from TYPE maerfal 318 318 93% 4e-83 94% NR 1369731
[J [Canida] bracarensis isolate G12 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: intemal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemalt 313 313 93% 2e-81 94% MF084287.1
(O [Candida] bracarensis strain 428-17 Intenal transcribed spacer 1, partial sequence: 6,85 ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2. complete seqy 313 313 93%  20-81 94% MF167327.1
[ Candida bracarenss strain hdgh internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and Intemal transcribed spacer 2, complete sequen 313 313 93% 2081 94% KP674715.1
[ Candida bracarensis strain PMM0S-3072-AL Isolate ISHAM-ITS ID MITS533 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: Internal transcribed spacer 1.588r 313 313 93% 20-81 94% KP131680.1

Figura 11. Alineamiento de la secuencia del aislado 276 con todas las depositadas en el
GenBank. En el alineamiento se observa la cobertura, valor de expectacion e identidad de la
secuencia analizada.
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DISCUSION

En los dltimos afios, la incidencia de la candidiasis causada por CNA ha
aumentado, siendo C. glabrata una de las especies que se aisla cada vez con mayor
frecuencia. A partir de 2006, cuando C. nivariensis y C. bracarensis fueron descritas
como especies estrechamente relacionadas con C. glabrata, la prevalencia de dichas
especies ha sido analizada en varios paises (Bishop et al., 2008; Lockhart et al.,
2009; Cuenca-Estrella et al.,, 2011; Esposto et al.,, 2013; Li et al.,, 2014; Morales-
Lépez et al.,, 2016; Hou et al., 2017), usando métodos moleculares debido a que
fenotipicamente son indistinguibles. Sin embargo, en México no existen datos al
respecto, por lo que en este trabajo se llevd a cabo la identificacion molecular de 77
aislados clinicos de C. glabrata, previamente caracterizados por métodos fenotipicos.
De 74 aislados que fueron identificados molecularmente, el 98.6% correspondi6 a C.
glabrata sensu stricto y el 1.35% a C. bracarensis, mientras que C. nivariensis no fue
identificada entre los aislados estudiados. La baja prevalencia encontrada de C.
bracarensis y C. nivariensis concuerda con lo reportado por otros autores. Bishop et
al. (2008b) identificaron, mediante hibridacion in situ de péptidos de acido nucleico,
137 aislados clinicos de C. glabrata y encontraron que 2.2% pertenecia a C.
bracarensis, pero ningun aislado fue identificado como C. nivariensis. Lockhart et al.
(2009) analizaron 1598 aislados de C. glabrata y encontraron sélo 0.06% de C.
bracarensis y 0.12% de C. nivariensis. Cuenca-Estrella et al. (2011) reportaron 2%
de C. bracarensis, pero no encontraron C. nivariensis, mientras que Esposto et al.
(2013) no encontraron ninguna de estas estas especies en 100 aislados estudiados
de 14 regiones italianas. Li et al. (2014) analizaron siete aislados, de los cuales el
2.33% fue identificado como C. nivariensis y 0.33% como C. bracarensis. En
Argentina, Morales-Lopez et al. (2016) encontraron 2,56% de C. nivariensis en 117
aislados analizados. Finalmente, Hou et al., 2017 analizaron 13 aislados y
encontraron 92.3% de C. nivariensis y 7.69% de C. bracarensis. Estos reportes
indican que la prevalencia de las especies filogenéticamente relacionadas con C.

glabrata es baja. No obstante, su presencia entre aislados clinicos, aun en bajo
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porcentaje, es relevante debido a su diferente virulencia y susceptibilidad antifingica,
ademas crea la necesidad de hacer uso de las técnicas moleculares para su correcta
identificacion, ya que los métodos convencionales, como el cultivo y los métodos
bioguimicos no logran discriminar entre C. glabrata sensu stricto, C. bracarensis y C.
nivariensis.

Del total de los aislados estudiados, tres (3, 54 y 61) no fueron identificados
molecularmente, no obstante que habian sido caracterizados como C. glabrata
mediante el sistema Vitek® 2. Esto se debid probablemente a que los aislados no
correspondian al complejo C. glabrata, sino a otra especie de Candida o a otro
género de levaduras, ya que se ha reportado que el sistema Vitek® 2 presenta
problemas particularmente para la identificacion de C. glabrata (Massonet et al.,
2004).

CONCLUSIONES

Entre los 77 aislados del complejo C. glabrata analizados, se corroboré la
especie en 73 aislados por PCR multiplex y un aislado fue identificado como C.
bracarensis. No se encontraron aislados de C. nivariensis. Tres aislados no pudieron
ser identificados molecularmente. Es importante destacar que este es el primer

reporte de C. bracarensis en México.
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