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RESUMEN

La candidosis oral es causada por diferentes hongos oportunistas pertenecientes al género
Candida, dentro de los cuales se encuentra la especie de Candida glabrata. La virulencia
de C. glabrata se debe principalmente a la familia de genes de adhesion EPA (Epithelial
Adhesin) y AED1 (adherence to endothelial cells). El tratamiento de las candididosis
causadas por C. glabrata se ha complicado en los Ultimos afios debido a la seleccién de
cepas resistentes a los azoles, la cual se encuentra codificada por los genes CgSNQ2 y
CgCDR1. Para el desarrollo de este estudio se analizaron 41 cepas de Candida spp. aisladas
de pacientes no inmunocomprometidos con candidosis oral, de los cuales el 54% (n=22)
de los pacientes fueron mujeres y el 46% (n=19) hombres, la edad de los pacientes se
encontrd entre los 22 a 57 afios. La identificacion de las distintas especies del género
Candida se realizé por el método de PCR multiplex. La deteccidn de los genes de adhesion
y de resistencia a los antimicdticos se realizd mediante PCR convencional. Los niveles de
expresion de los genes EPA2, 4/5, 6, 8, 12, 14 y 16 y AEDI1 en las cepas de C. glabrata
fueron medidos por PCR en Tiempo Real después de la infeccidn en un modelo in vitro de
epitelio oral reconstituido humano (TR146). El 95.1% (n=39) de las cepas correspondié a
la especie de C. glabrata. El 100% (n= 39) de las cepas fue portadora del gen EPA 16 y
97.4% (n=38) de EPA 14, los genes menos frecuentes fueron EPA 2y EPA 12 con el 79.4%
(n=31), en cada caso. AEDI1 se detectd en un 69.2% (n=27). Otros genes detectados en C.
glabrata fueron SLN1 (79.4%, n= 31) y ACT1 (92.3%, n=36). El 100% (n=39) de las cepas
fue portadora de los genes de resistencia a los azoles CgCDR1 y CgSNQ2. Los genes EPA 6,
EPA 8, EPA 12, EPA 14, AED1, SLN1 se expresaron en el 100% (n=26) de las cepas y ACT1
en el 34.6% (n=9). Los resultados encontrados en este estudio reflejaron que la cronicidad
de las candidosis orales de los pacientes estudiados podria deberse a la presencia de los
diferentes marcadores de virulencia asociados a los genes que codifican para la resistencia

a los azoles en las cepas de C. glabrata.
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l. INTRODUCCION

Las infecciones micoticas en los humanos son consideradas un serio problema de salud en
nuestro pais y en el mundo. Dentro de los hongos que causan infecciones en el hombre se
encuentran las levaduras del género Candida. Algunas de las especies del género Candida
son habitantes de la flora normal del ser humano, sin embargo pueden actian como
oportunistas y ocasionar infeccion cuando existe inmunosupresion del hospedero
(Monroy, 1993) en enfermedades como la diabetes mellitus, SIDA, carcinomas, leucemia,
trasplantes de 6rganos, intervenciones quirdrgicas, terapias inmunosupresoras,

anticonceptivos orales, drogadiccidn, etc. (Loaiza, 2008) (Tabla 1).

Las candidosis sistémicas por el género Candida son mas comunes en unidades de
cuidados intensivos en hospitales tanto de Estados Unidos como en Europa y en México.
Este género es el causante del 11% de todas las infecciones sistémicas hospitalarias, de las
cuales mas de la mitad se deben a la especie C. albicans y el 15% de todas las candidosis

se deben a C. glabrata. (Almirante et al., 2005).

Candida glabrata es actualmente el segundo patégeno mas comun que causa infecciones
en humanos. Esta levadura esta filogenéticamente mas relacionada con Saccharomyces
cerevisiae que con Candida albicans. Muchas infecciones sistematicas han sido

recientemente relacionadas con C. glabrata (Mohamed, 2014).

En México se ha reportado que el 12% de las candidosis vulvovaginales y el 13% de las

candidosis sistémicas son causadas por C. glabrata (Castafio, et al. 2006).

Se ha descrito que C. glabrata frecuentemente causa patologias en los pacientes
ancianos (27%) y con estomatitis debida a prétesis dental (22 a 25%). C. glabrata también
se ha aislado en un 5 a 25% de las muestras de estdmago y en 5 a 30% de las de origen
ginecoldgico u obstétrico en mujeres sin vaginitis. Esta especie se aisla con muy baja
frecuencia de la piel normal (1 a 2 %) vy, por el contrario se ha aislado hasta en un 36% de

las muestras de orina de pacientes hospitalizados (Garcia, et al.2009).
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Estado fisioldgico con alta

Causas u origen Condiciones patolégicas e e (e
Antibidticos SIDA Neonatos y ancianos
Problemas de la piel (ej. Céancer Embarazo y menopausia
Quemaduras o heridas) Trasplantes de érganos
Dispositivos (ej. Catéter Diabetes mellitus
permanente y dentaduras) Desordenes hormonales

Anticonceptivos
Inmunosupresién
Radiacidn

Tabla 1. Factores predisponentes para infecciones por Candida (Mohamed, 2014).

1.1 CARACTERISTICAS DE CANDIDA GLABRATA

C. glabrata pertenece al Reino: Fungi, Division: Ascomycota, Subdivision: Ascomycotina,
Clase: Ascomycetes, Subclase: Hemiascomycetes, Orden: Saccharomycetales, Familia:

Saccharomycetaceae y Genero: Candida. (Sherman, et al. 2004).

C. glabrata es una levadura haploide y presenta Unicamente un ciclo de vida asexual, es la
Unica especia del género Candida que es incapaz de formar hifas o pseudohifas, no es
polimérfica y crece como gemacién (blastoconidios) bajo condiciones entandares. Crece
con facilidad a 37° C de 24- 48 h en el medio de agar glucosado Sabouraud, las colonias de
C. glabrata son pastosas de color blanco a crema y brillantes. Las blastoconidias de C.
glabrata son de forma oval miden de 1-4 um de didmetro, no hay deferencia entre la
forma comensal y la patogénica. (Bialkova, et al. 2006). Asimila Unicamente la glucosa y la
trehalosa representando asi un numero limitado de azucares en comparacién con S.

cerevisiae o C. albicans (Hazen, 1995).

El genoma de C. glabrata consiste de Cromosomas en el nucleo y DNA mitocondrial. Posee
13 cromosomas y el tamafo total del DNA cromosomal es de 12.3 Mb. y debido a su
caracter haploide, se considera que C. glabrata tiene mayores posibilidades de presentar

mutaciones que otras especies diploides como C.albicans. (Muller, et al. 2009).
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1.2 FACTORES DE VIRULENCIA

En humanos, las infecciones por C. glabrata se asocian frecuentemente con otras
especies de Candida y comunmente se aislan de infecciones orales con C. albicans. Este

tipo de infecciones pueden causar severos sintomas y son mas dificiles de tratar.

Las infecciones causadas por especies de Candida son mediadas por diversos factores de
virulencia como la adherencia, la formacién de biopelicula y producciéon de enzimas

hidroliticas principalmente, que facilitan el dafo tisular (Mohamed, 2014).

C. glabrata carece de algunos factores de virulencia que si se encuentran en otras
especies, por ejemplo, la produccién de pseudohifas, consideradas estructuras que
incrementan la adherencia y penetracién del hongo en los tejidos, por lo cual se considera
que C. glabrata es menos virulenta que C. albicans y C. tropicalis. (Garcia et al., 2009). Sin
embargo C. glabrata posee otros marcadores de virulencia que le brindan la capacidad
para adherirse con avidez a las células epiteliales. Esta capacidad de adhesion depende de
la familia de genes EPA (Epithelial Adhesin) que codifican para proteinas de la pared
celular. El principal gen involucrado en la adhesién celular es EPA1, sin embargo el
genoma de C. glabrata tiene mas de 20 genes homdlogos a EPA1L. Gran parte de los genes
EPA se hayan en regiones subteloméricas del genoma, en donde el lugar de su ubicaciéon
tiene repercusiones importantes para su expresion ya que estdan regulados
negativamente mediante silenciamiento subtelomérico, y se ha descrito en modelos in
vitro, que todos los genes son silenciados excepto EPA1 (Castafio et al., 2005; De Las
Pefias et al., 2003). Se ha descrito en S. cerevisiae que el silenciamiento subtelomérico,
por posicion cercana al telémero (TPE) se debe a las proteinas Sir2p, Sir3p, Sirdp, Raplp,
Ku70p), Ku80p y Riflp (Rusche et al., 2003). Se ha descrito que el silenciamiento
subtelomérico en S. cerevisiae ocurre cuando la proteina Raplp se une a una serie de
sitios de reconocimiento en los teldmeros. Raplp recluta a su vez el complejo formado
por Sir3p y Sirdp que a su vez reclutan a Sir2p. La proteina Sir2p es una desacetilasa de
histonas que utiliza como cofactor NAD+. Esta desacetilasa quita grupos acetilo de las
histonas H3 y H4 que se encuentran en los nucleosomas aledanos a los teldmeros y

favorece la formacion de una estructura cerrada de la cromatina que no es favorable para
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la transcripcién (cromatina silenciosa). Se ha descrito que al menos 4 telémeros en C.
glabrata (los genes EPA1-7), estan sujetos a silenciamiento subtelomérico controlado por
los genes SIR, RAP1 y RIF1 (Castaio et al., 2005; De Las Pefias et al., 2003). Mutantes en
estos genes eliminan el silenciamiento subtelomérico, y las células se tornan
hiperadherentes debido a que se expresan varios genes EPA. La expresién de adhesinas es
importante para la virulencia in vivo, porque una cepa que lleva una delecién de sir3,
presenta un incremento de aproximadamente 3 veces en la colonizacion del rifndn en un
modelo de infeccion sistémica en ratones (Castafio et al., 2005). Mutaciones en EPAI,
ocasionan la pérdida de adhesién de C. glabrata a células epiteliales in vitro. Una cepa
gue no contiene ninguno de los genes EPA1, EPA6, y EPA7, no coloniza eficientemente el
rifndn y la vejiga en un modelo de infeccidn de vias urinarias del ratéon (Domergue et al.,
2005). Estos datos apuntan a la importancia de las adhesinas Epalp, Epabp y Epa7p en la
virulencia de C. glabrata. Se ha demostrado que EPA6 se induce en la vejiga y el rifidn
durante una infeccidn de vias urinarias del ratén. En este caso, la sefial importante para la
desrepresion de EPAG6, es la deficiencia de niacina o acido nicotinico (AN) en orina
(Domergue et al., 2005). Otra caracteristica importante de C. glabrata es que presenta
una alta capacidad de formar biofilms en superficies de plastico, y la adhesina mas
importante para este fendmeno es EPA6. Asi mismo, mutaciones en SIR4 (que afectan
silenciamiento), forman biofilms con una mayor eficiencia, presumiblemente debido a la
sobreexpresién de EPA6 (lraqui et al., 2005). Estos resultados pueden tener importantes
implicaciones clinicas ya que muchas de las infecciones estan asociadas con catéteres

implantados.

Existen otros genes involucrados en la adhesion a las células endoteliales como AEDI1
(adherence to endothelial cells), AED2 y Pwp7p (PA14 domain containing Wall Protein)
(Desai et al., 2011).
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1.3 CANDIDOSIS ORAL

La cavidad bucal constituye un ambiente favorable para la colonizacién de
microorganismos oportunistas como los hongos del género Candida, sin embargo, no
siempre son patdogenos para el hombre debido a que la flora normal bacteriana vy el
sistema inmunitario limitan su crecimiento y frenan su excesiva proliferacion,
manteniendo asi un equilibrio (Rueda et al, 2008). Las candidosis orales son las
infecciones micoticas mas frecuentes ocasionadas por especies del género Candida. Entre
los factores que ocasionan las candidosis orales se encuentran el uso de prétesis
dentales, la xerostomia, las multiples terapias con antibidticos, inmunosupresores,

antineoplasicos y las inmunodeficiencias (Aguirre, 2002).

Las candidosis orales ocasionan dolor durante la ingesta de alimentos, lo que lleva a una
disminucion del apetito y la emaciacién del paciente, sobre todo en infecciones crénicas,

lo cual puede provocar candidosis mads graves, como la esofdgica o sistématica.

La presencia de cepas del género Candida en la cavidad oral es frecuente y oscila entre un
20% a un 70%. C.albicans es la especie aislada mas comunmente, otras como C.glabrata o
C.tropicalis se identifican hasta en un 7% de las personas, mientras que otras especies

como C. krusei o C. parapsilosis son menos frecuentes (Aguirre, 2002).

La patogénesis de la candidiasis oral es compleja e implica a diferentes factores vy
mecanismos de los hongos y del hospedador. La posibilidad de que Candida colonice las
superficies orales depende de la efectividad de los mecanismos defensivos del

hospedador, como de la capacidad de adhesién del hongo y de su poder de crecimiento.

Existen diversos factores locales y sistémicos del hospedador que facilitan el desarrollo de
la candidosis oral. Los factores locales son alteraciones de la barrera mucosa, cambios del
epitelio oral y alteraciones en la saliva. Los factores sistémicos pueden ser por periodos
extremos de la vida, alteraciones hormonales, alteraciones nutricionales y alteraciones

inmunoldgicas.
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La mucosa oral presenta propiedades antifiingicas por lo tanto la alteracion de la mucosa
mediante traumatismos, maceracion u oclusion (como ocurre en los portadores de

protesis dentales) favorecen la adhesidon del hongo y la invasion mucosa. (Aguirre, 2002).

1.4 RESISTENCIA A LOS ANTIMICOTICOS

Candida glabrata frecuentemente presenta sensibilidad a los derivados poliénicos,
nistatina y anfotericina B, sin embargo y desde la comercializacion y el uso indiscriminado
del fluconazol e itraconazol, con el tiempo se han seleccionado cepas resistentes a estos
azoles, lo que ha dificultado el tratamiento de los enfermos con candidosis que han sido
tratados con estos antifungicos (Garcia, et al.2009).

En C. glabrata se ha demostrado que la resistencia a los azoles se debe a un incremento
en la sintesis del ergosterol dependiente del citocromo P-450 y a la existencia de bombas
de eflujo ABC (ATP-binding cassette) codificada por los genes CDR1 (CgCDR1), CgPDH1, y
CgSNQ2 (Miyazaki, H., et al. 1998., Redding, S. W., et al. 2003., Sanglard, D.,et al. 1999.,
Torelli, R., et al. 2008., Vermitsky, J. P., et al. 2004). Los transportadores ABC son
regulados por el factor de transcripcidn binuclear de zinc del operén CgPdrl, un gen
homdlogo al de Saccharomyces cerevisiae Pdrl (ScPdrl) y al de los factores de
transcripcion ScPdr3 (Vermitsky, et al. 2006, Vermitsky, et al. 2004), CgPDR1, CgCDR1,
CgPDH1 y CgSNQ2 (Caudle, et al., 2011). Recientemente se ha reportado que Pdrl de C.
glabrata (y Pdrl de S. cerevisiae) se unen directamente a fluconazol, lo que resulta en la
activacion de las bombas de eflujo de las drogas, un mecanismo similar de regulacion de la
resistencia a multidrogas (MDR) por el receptor pregnane X (PXR), un receptor nuclear en

vertebrados (Thakur, J. K., et al. 2008).
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1. ANTECEDENTES

En los ultimos afios se han realizados estudios para entender mejor la patologia de las
candidosis por C. glabrata, asi como los mecanismos moleculares que participan en la
adhesion celular durante las infecciones. Para lo cual se estudiaron los genes EPA de
Candida glabrata involucrados con la adhesidn celular (De Las Pefias, et al. 2003). Estos
autores demostraron que EPA1 de C. glabrata se expresa en modelos in vitro y que el
silenciamiento de la regién subtelomérica de los otros genes EPA, depende de Sir3p y

Raplp.

Con el propésito de estudiar la transcripcion de los genes de adhesién a células epiteliales,
Castafio, et al; en el 2005 analizaron la regulacidn transcripcional y el control de la
longitud de los telémeros de las adhesinas subteloméricas EPA de Candida glabrata. En
este estudio se demostré la existencia de multiples genes EPA que codifican para
adhesinas y se demostré que la transcripcion de al menos dos de estas adhesinas son

regulados por silenciamiento subtelomérico.

Ademas de las proteinas de adhesidon a células epiteliales (EPA) de C. glabrata también se
han estudiado otras adhesinas involucradas en la adhesion a células endoteliales, asi
Desai, et al; en el 2005 analizaron las adhesinas Pwp7p y Aedlp ancladas a la pared
celular de C. glabrata y demostraron que la deleciéon de los genes PWP7 y AED1, que
codifican para estas proteinas, resulté en una significativa reduccion en la adherencia a

las células endoteliales in vitro.

Recientemente Samaranayake y colaboradores en el 2013, realizaron un andlisis
cuantitativo mediante RT-PCR de diferentes genes de C. glabrata asociados a la resistencia
a los azoles. Los resultados demostraron que la resistencia se encuentra relacionada con
diferentes genes reguladores de la transcripcion, como CDR1, CDR2, SNQ2 y ERG11, entre
otros, ademds de otros genes, expresados diferencialmente a un nivel inferior, también
asociados a factores de virulencia, ademas de que sus resultados reflejaron que la
resistencia esta asociada a la formacién de colonias de levaduras, lo cual puede influir

importantemente en la colonizacién del hospedero.
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lHi.  JUSTIFICACION

Es bien conocido que C. albicans es la especie aislada con mas frecuencia en los diferentes
tipos de candidosis, sin embargo actualmente esta ocurriendo un incremento de las
infecciones causadas por C. glabrata. Debido a que no se han estudiado las diferentes
combinaciones de los genes de adhesion de C. glabrata durante la patogénesis, es
importante conocer los diferentes perfiles de expresidon de los genes de adhesién en un
grupo de cepas de C. glabrata aisladas de pacientes no inmunodeprimidos con candidosis
oral utilizando un modelo in vitro de epitelio oral humano. También es importante
determinar la frecuencia de los genes que codifican la resistencia a los azoles en las cepas

de C. glabrata.
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IV.  OBJETIVO GENERAL

e Caracterizacion molecular de los genotipos involucrados en la adhesidn
celular, y de los genes que codifican para la resistencia a los azoles en

cepas de Candida glabrata aisladas de pacientes con candidosis oral.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e |dentificacidn de Candida glabrata por la técnica de la PCR.

e Deteccidn por PCR de los genes EPA2, 4/5, 6, 8, 12, 14 y 16 que codifican
para adhesién a células epiteliales en las cepas de C. glabrata.

e |dentificacion del gen AED1 que codifica para adhesiéon a células
endoteliales.

e Deteccién de los genes CgCDR1 y CgSNQ2 que confieren resistencia a los
azoles en las cepas de Candida glabrata.

o Determinacidén de la expresion de los genotipos de adhesidon a células
epiteliales y endoteliales cepas de C. glabrata utilizando un modelo in vitro
de epitelio reconstituido humano (RHE).

e |dentificacion de los diferentes patrones de expresion de los genes de

adhesién en las cepas de C. glabrata
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VI. MATERIALY METODOS

6.1 OBTENCION Y SIEMBRA DE LAS MUESTRAS

Las cepas del género Candida fueron aisladas a partir de exudados faringeos de pacientes
no inmunocomprometidos con infecciones de la cavidad oral, que acudieron al laboratorio
de Andlisis Clinicos de la CUSI, FES lztacala, UNAM. Para lo cual y por medio de hisopos
estériles se tomaron muestras faringeas, se sembraron por el método de estria cruzada en
el medio de cultivo de Sabouraud (Bioxon, México) a 372 C/ 24 horas. Al término las cepas
del género Candida fueron identificadas por morfologia colonial y microscépica utilizando

la tincion de Gram.

6.2 EXTRACCION DEL DNA POR EBULLICION.

Después de obtener el crecimiento visible de las colonias de Candida en el agar
sabouraud, se tomaron por medio de asas estériles varias colonias y se depositaron en un
tubo de rosca de 16 x 150 que contenia 2 ml de agua desionizada estéril. La muestra se
mezcld en un vortex por 20 segundos y se colocd a bafio maria por 20 minutos. Al
termind la muestra se deposité en contenedores con hielo por 10 minutos y se centrifugd
en tubos eppendorf a 12,000 rpm por 10 minutos. Finalmente se separé el sobrenadante
(que contenia el DNA templado) a otro tubo estéril y se guardd a — 20° C para su posterior

utilizacion.

6.3 IDENTIFICACION DE CANDIDA GLABRATA POR PCR MULTIPLEX.

La identificaciéon de Candida glabrata se realizé por PCR multiplex de acuerdo al método
descrito por Luo & Mitchel (2002). Para lo cual se realizé primero un PCR sencillo de
punto final con los oligonucledtidos universales para el grupo de hongos ITS1 e ITS4 (5
pmol) (Tabla 2). El volumen final para la mezcla de reacciéon fue de 25 microlitros; 1
microlitro de cada oligonucleétido (TS1 y TS4), 20 microlitros de H,O libre de nucleasa, 3
microlitros de ADN templado, 1.5 mmol de MgCl;, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100
mmol de dNTPs (PuRetag™ Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA se
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realizé bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 96°C por 5 minutos;
seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos y 72°C por 30
segundos. Finalmente una extensién de 72°C por 15 minutos. Posteriormente se realizd
la PCR multiplex con los oligonucleétidos CALB1 y CALB2 (5 pmol), CGL1y CGL2 (7
pmol), CPAle, CPA3fy CPA2 (6 pmol), y CTR1y CTR2 (4 pmol). El volumen final para la
mezcla de reaccién fue de 25 microlitros; 1 microlitro de cada primer, 15 microlitros de
H,O libre de nucleasa, 3 microlitros de DNA templado, 1.5 mmol de MgCl;, 0.5 U de
AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetag™ Ready-To-Go™ PCR beads). La

amplificacién del ADN sse realizd bajo las mismas condiciones que para ITS1 e ITS4.

Especie Nombre del Secuencia del oligonucleétido (5°- = Tamarios del
oligonucleétido 3’) amplicon (pb)
Todos los hongos ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Variable

Candida albicans CALB1 TTTATCAACTTGTCACACCAGA

CALB2 ATCCCGCCTTACCACTACCG 273
Candida glabrata CGL1 TTATCACACGACTCGACACT

CGL2 CCCACATACTGATATGGCCTACAA 423
Candida CPAle TTGGTAGGCCTTCTATATGGG
parapsilosis CPA3f GCCAGAGATTAA ACTCAACCAA 320

CPA2 CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC 300
Candida tropicalis CTR1 CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT

CTR2 TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT 357

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en la deteccion de las distintas especies del género Candida.

6.4 DETECCION DE GENES DE LA FAMILA EPA DE CANDIDA GLABRATA POR PCR

La identificacion de los genes EPA 2, EPA 4/5, EPA 6, EPA 8, EPA 12, EPA 14 y EPA 16 se
realizdé mediante PCR sencicllo conforme a lo descrito por (Castafio, et al. 2005). El
volumen final para la mezcla de reaccion fue de 25 microlitros; 1 microlitro de cada
oligonucleétido (Tabla 3), 20 microlitros de H;O libre de nucleasa, 3 microlitros de ADN
templado, 1.5 mmol de MgCl;, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs
(PuRetag™ Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificaciéon del DNA se realizd en un

Termociclador modelo CGI-96, bajo las siguientes condiciones para EPA (4/5, 6, 8 y 12) :
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desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos; seguido de 40 ciclos a 94°C por 30
segundos, 58°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Finalmente una extension de
72°C por 7 minutos. Para EPA (2, 14 y 16) se utilizaron las siguientes condiciones :
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 minutos; seguido de 40 ciclos a 94°C por 30
segundos, 54°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos. Finalmente una extensidn de

72°C por 7 minutos.

Nombre del gen Secuencia (5’-3’) Tamaiio del amplicén (pb)

EPA 2 GAATGATTTCCTTATTAAAT 143 pb
GGGATCAGATTATGCAAAAG

EPA 4/5 GTCAAATTCTGTAGTGAAAG 143 pb
GCTAACATTACTGTATTTCT

EPA 6 TTACAGGGTTCGGATCTGAC 143 pb
GGGTTCTCAAACAGCTAAGG

EPA 8 TTCCTGGTTCCGTCGCACCA 143 pb
GGGCGGGTACCAGAAAAGAC

EPA 12 TTATGCGCTCTGATCCATGT 143 pb
GGGAAGGCGAATAGTGCGTA

EPA 14 TGATACGTGTAGGCGCACCA 143 pb
GCATGTTGACCATTCCAAGA

EPA 16 TAACAATTTCTTCACTAAAT 143 pb

GGGGCTCAAAAAATGCAAAAA

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la deteccidén de los genes de la familia EPA.

6.5 DETECCION DE LOS GENES AED1, SLN1 vy ACT1.

La deteccion de los genes AED1, SLN1 y ACT1 se realizd por PCR de acuerdo a lo descrito
por (Desai, et al. 2011). En la tabla 4 se aprecian los oligonucleétidos utilizados para la
PCR. Las condiciones de amplificacion de los genes AED1, SLN1 y ACT1 fueron las mismas

utilizadas para los genes EPA.
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Nombre del gen Secuencia del oligonucleétido (5°-3’) Tamaiio del amplicon (pb)
AED1 TGCTTGGGTACTTTCGTGGAGTGT 1075
ATGCCGATCGCTGTAATAGGTAGC

SLN1 TGCTCTCGACCAACACTACGC 571
CGGCTTTAGTTGCTTCCTCG3

ACT1 GGCTTTCGATTTCTCACC 124
GTGGCAACGGTTTGATGC

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la deteccidén de otros genes.

6.6 DETECCION DE LOS GENES DE LOS GENES CGCDR1 Y CGSNQ2 QUE CODIFICAN LA

RESISTENCIA A LOS AZOLES EN LAS CEPAS DE C. GLABRATA.

La identificacién de los genes CgCDR1 y CgSNQ2 se realizd por PCR de acuerdo a lo
descrito por (Caudle, et al. 2010). El volumen final para la mezcla de reaccién fue de 25
microlitros; 1 microlitro de cada oligonucleétido (Tabla 5), 20 microlitros de H,O libre de
nucleasa, 3 microlitros de ADN templado, 1.5 mmol de MgCl;, 0.5 U de AmpliTaq
polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetag™ Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion
del DNA se realizé bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 94°C por 5
minutos; seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos 'y 72°C por

30 segundos. Finalmente una extensidn de 72°C por 7 minutos.

Nombre del gen Secuencia del oligonucleétido (5°-3’) Tamaiio del primer (pb)

CgCDR1 TTTGACTCTGTTATGAGCGATTACG 51
TTCGGATTTTTCTGTGACAATGG

CgSNQ2 CGTCCTATGTCTTCCTTACACCATT 63
TTTGAACCGCTTTTGTCTCTGA

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados para la deteccidn de los genes que codifican para la resistencia

a los azoles en las cepas de C. glabrata.
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6.7 ANALISIS DE LOS AMPLICONES MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

Después de la amplificacion del ADN, 5 pl de cada muestra fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 2% que incluia 0.3 pl de MidoriGreen, bajo las
siguientes condiciones: 120 volts, 94 miliampers por 120 minutos. Finalmente los geles
fueron fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de fotodocumentacion modelo GEL

LOGIC 100 (KODAK).

6.8 EXPRESION DE LOS GENES DE C. GLABRATA.

6.8.1 PREPARACION DEL INOCULO DE C. GLABRATA PARA LA DETERMINACION DE LA
EXPRESION DE LOS GENES DE ADHESION POR PCR EN TIEMPO REAL.

Para promover la expresion de los genes, las cepas de C. glabrata (con presencia de los
marcadores de virulencia) fueron crecidas en agar Sabouraud a 372C por 24 horas.
Posteriormente, y por medio de un asa estéril se tomd una colonia de C. glabrata y se
depositd en 10 ml de YPD (extracto de levadura peptona dextrosa). EIl medio se incubd a
372 C por 24 horas. Al término, las células del cultivo se colectaron por centrifugacién
(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 372 C por 24 horas. Al término
las células del cultivo se colectaron nuevamente por centrifugacién (2,000 rpm por 3
minutos), se lavaron tres veces con PBS y se contaron por triplicado (Green et al., 2004).
Un indculo de 4 x 107 células/ml se prepardé para usarse en el epitelio oral humano

(TR146), de Laboratorio SkinEthic, Francia (Figura 1).
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Figura 1. Placa con epitelio oral humano (TR146). Fotografia: Laboratorio Clinico, FES-

Iztacala, UNAM.

6.8.2 INOCULACION EN EL EPITELIO ORAL HUMANO

50 pl de una suspension de C. glabfata/PBS (2 x 10° células en total) se depositd en la
superficie del epitelio oral humano (TR146), y se incubaron a 37°Cx 24 h, en 5% de CO;y

humedad saturada

6.8.3 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL_ARN PARA LA PCR EN TIEMPO REAL.

El ARN total de C. glabrata fue extraido utilizando el kit RNeasy (Qiagen; No. de catdlogo
74104) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, vy utilizando el equipo Quiacube,
para lo cual las levaduras se recolectaron del epitelio oral humano (TR146) y en un tubo
Eppendorf se prepard una dilucidn en PBS para tener 7.5 x 108 células. El equipo Quiacube
realizd lo siguiente: El tubo fue centrifugado a 1000 g durante 42 C por 5 minutos. Se
decantd totalmente el sobrenadante, se resuspendieron las células del hongo en 2 ml de
buffer Y1 con lyticasa (50 U por 1 x 107 células) y se incubd de 10-30 minutos a 302C en
agitaciéon suave. Posteriormente se centrifugd a 300 g (375 rpm) durante 5 minutos para

formar el pellet de esferoplastos y se descarté el sobrenadante. Se adicionaron 350 pl de
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buffer RLT y el tubo se agitd en un vortex vigorosamente para lisar los esferoplastos si el
material insoluble no fue visible, se centrifugd 2 minutos a maxima velocidad, y se usé el
sobrenadante en los pasos siguientes. Al término se adicionaron 350 ul de etanol al 70%
para homogeneizar el lisado, se mezclé suavemente, se transfirieron 700 ul 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 ul de buffer EW1 a la
columna, se centrifugd a = 8000 g (= 10,000 rpm) por 15 segundos para lavar la membrana
y el liquido de flujo se descartd. Al término se adicionaron 500 pl 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 centrifugd > 8000 g (> 10,000 rpm) por 2 minutos para lavar la membranay
liquido de flujo se descartd. Al término se colocd la columna en un tubo colector nuevo
de 2 ml, se centrifugd a maxima velocidad por 1 minuto. De nueva cuenta se colocd la
columna en un tubo colector nuevo de 1.5 ml, se adicionaron de 30-50 ul de agua libre
de RNasas directamente sobre la membrana de la columna y se centrifugé > 8000 g (>
10,000 rpm) por 1 minuto para obtener el ARN. La concentraciény pureza total del ARN
fue medida utilizando un spectrophotometer Nanodrop 2000. El ARN esperado debid de
ser < 30 pug. ElI ARN es muy inestable, por lo que inmediatamente se realizé la

reversotranscripcion a ADNc.

6.8.4 REVERSOTRANSCRIPCION CON ELIMINACION DE ADN GENOMICO.

Para realizar el proceso de la reversotranscripcion de ARN a ADNc se utilizé el kit
Quantitec Revere Transcription (Qiagen; No. de catalogo 205311) con las instrucciones del

fabricante de la siguiente manera:

6.8.5 ELIMINACION DEL ADN GENOMICO.

Se descongelaron los componentes del Kit a temperatura ambiente (15-252C). Para un
volumen final por reaccidon de 14 microlitros se depositd en un tubo eppendorf de 0.2 ml

cada uno de los siguientes componentes (Tabla 6):
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Componente Volumen/reaccién Concentracion final
gADN Wipeout buffer, 7x 2 microlitros 1x
ARN templado 1 microgramos -
Agua libre de RNasa 11 microlitros -
Volumen total 14 microlitros -

Tabla 6. Componentes de reaccion utilizados para eliminar el ADN gendmico.

Posteriormente se incubd el tubo a 422 C por 2 minutos, e inmediatamente se colocd en

hielo.

6.8.6 PREPARACION DE LA MASTER MIX PARA LA REVERSOTRANSCRIPCION

La master mix contenia todos los componentes necesarios para la sintesis de la primera
cadena de ADNc. Para un volumen final por reacciéon de 20 microlitros se depositd en un

tubo eppendorf de 0.2 ml cada uno de los siguientes componentes (Tabla 7):

Componente Volumen/reaccién Concentracion final

Master mix para reversotranscripcion

Quantiscript Reverse Transcriptasa 1 microlitro
(contiene inhibidor de RNasas)

Quantiscript RT buffer, 5x (incluye Mg?* y 4 microlitros 1x
dNTPs)

RT Primer Mix 1 microlitro -
ARN Templado (obtenido en la reaccién 14 microlitros -
anterior)

Volumen total 20 microlitros -

Tabla 7. Componentes de reaccién utilizados para la reversotranscripcion.
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Al término se mezcld el tubo y se mantuvo en hielo hasta incubarlo a 422C por 15
minutos. Posteriormente se incubé a 952C por 3 minutos para inactivar la transcriptasa
reversa. Finalmente se guardd la reaccion (ADNc) a -202 C hasta su utilizacidon en PCR en

Tiempo Real.

6.8.7 PREPARACION DE LA MEZCLA DE REACCION PARA PCR EN TIEMPO REAL UTILIZANDO

SYBR®GREEN.

Los oligonucledtidos empleados para la cuantificacion de la expresion de los genes EPA,
AED 1y SLN1 de C. glabrata albicans fueron los mismos utilizados en la PCR convencional
(Tablas 3 y 4, respectivamente). Para el ensayo de PCR en Tiempo Real se utilizé el kit
Rotor Gene SYBR®Green PCR (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
volumen final de la mezcla de reacciéon fue de 25 ul; 10 pl Master Mix SYBR Green, 1 pl
del primer Forward (1 um), 1 ul del primer Reverse (1 um), 2 ul (20 ng de ADNc) y 11 ul de
RNasa-Free-Water. Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C durante 5 minutos
(activacién de la HotStart), 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 5 segundos y la

combinacion de alineacidén/extension de 60°C por 10 segundos

El gen rARNde C. glabrata se utilizé como gen de referencia. La cepa de C. C. glabrata

ATCC90030 fue utilizada como control positivo.
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VIl. RESULTADOS

7.1 PACIENTES ESTUDIADOS

Para el desarrollo de este estudio se analizaron 41 cepas de Candida spp. aisladas previamente de
pacientes no inmunocomprometidos con candidosis oral que acudieron al laboratorio de Analisis
Clinicos de la CUSI, FES lztacala, por estudios de exudados faringeos. El 54% (n=22) de los
pacientes fueron mujeres y el 46% (n=19) hombres (Figura 2). La edad de los pacientes se
encontrd entre el intervalo de 22-57 afios (Figura 3). La frecuencia de edad mas alta fue para el
rango de 30- 39 afos con un 39.0% (n=16), seguida del intervalo de 40-49 afios con el 29.2%
(n=12), de 20-29 afios con 19.5% (n=8). Finalmente la frecuencia mas baja fue para el rango de 50-

59 afios con el 12.2% (n=5).

46% (n=
i3 54% (n=22) Mujeres

\ / Hombres

Figura 2. Distribucion de los pacientes estudiados por sexo.

40 39
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EDAD (ANOS)

Figura 3. Edad de los pacientes estudiados.

24| Pagina



7.2 IDENTIFICACION DE CANDIDA GLABRATA POR PCR MULTIPLEX.

La identificacidon de las distintas especies del género Candida se realizé6 por el método de PCR
multiplex. EI 95.1% (n=39) de las cepas correspondié a la especie de C. glabratay el 2.4% (n=1) a C.

albicans y C. tropicalis, en cada caso (Figuras 4, 5y 6).

2.4% 2.4%
(n=1) (n=1)

95.1% C.tropicalis
\ (n= 39)

C.glabrata

B C.albicans

Figura 4. Porcentaje de las especies de Candida spp. identificadas en los pacientes.

423 pb
357 pb
273 pb

Figura 5. Identificacion de las diferentes especies del género Candida mediante amplificacion de
las regiones ITS1 e ITS2 (internal transcribed spacer) del gen rRNA por PCR multiplex. Lineas 1y
8, muestras negativas. Linea 2, C. albicans (273 pb el amplicén). Linea 3, C. glabrata (423 pb el
amplicon). Linea 4, C. tropicalis (357 pb el amplicén). Linea 5, MWM 100 pb. Linea 6, Control
positivo (C. albicans ATCC 32254). Linea 7, Control negativo (sin DNA molde).
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Figura 6. Identificacion de C. glabrata por PCR multiplex. Lineas 1-4, cepas de C glabrata (423 pb el
amplicén). Linea 5, MWM 100pb. Linea 6 Control positivo, C. glabrata ATCC 90030 Linea 7 Control positivo,
C. albicans ATCC 32254 (273 pb el amplicdn). Linea 8, Control negativo (sin DNA molde).

7.3 DETECCION DE LOS GENES DE ADHESION POR PCR CONVENCIONAL EN LAS CEPAS DE C.
GLABRATA.

En la Tabla 8 se aprecia que el 100% (n=39) de las cepas fue portadora del gen EPA 16
(Figura 13), seguido por EPA 14 (Figura 12) con el 97.4% (n=38) y EPA 4/5 (Figura 8)y 6
(Figura 9) con el 94.8% (n=37), en cada caso. Los genes EPA menos frecuentes fueron EPA
2 (Figura 7) y EPA 12 (Figura 11) con el 79.4% (n=31), mientras que el porcentaje para el
gen de adhesion al endotelio AED1 (Figura 14) fue del 69.2% (n=27).

GEN NUM. DE CEPAS DETECCION EN %
EPA2 31 79.4%

EPA 4/5 el 94.8%
EPA6 37 94.8 %
EPAS 35 89.7 %

EPA 12 31 79.4%

EPA 14 38 97.4%

EPA 16 39 100%

AED1 27 69.2 %

Tabla 8. Porcentaje de los genes EPA en las cepas de C. glabrata.
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EPA 2

EPA G

143 pb

Figura 7. EPA 2: Lineas 1-4 y 6, EPA 2 en
cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100 pb,
Linea 7, Control positivo (C. glabrata ATCC
90030.) Linea & Control negativo (sin DNA
molde).

Figura 9. EPA 6: Lineas 1-4 y 6, EPA 6 en
cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100 ph.
Linea 7, Control positivo (C. glabrata ATCC
90030). Linea 8 Control negativo (sin DNA
molde).

EPA 4/5

143 pb

EPA 8

Figura 8. EPA 4/5: Lineas 1-4 y 6, EPA 4/5
en cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100
pb. Linea 7, Control positivo (C. glabrata
ATCC 90030). Linea 8 Control negativo (sin
DNA molde).

Figura 10. EPA 8: Lineas 1-4 y 6, EPA 8 en
cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100 pb.
Linea 7, Control positivo (C. glabrata ATCC
90030). Linea 8 Control negativo (sin DNA
molde).
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EPA 12

EPA 14

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 s 6 7 8
143 pb——
143 pb —— i o

EPA 16

Figura 11. EPA 12: Lineas 1-4 y 6, EPA 12
en cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100
pb. Linea 7, Control positivo (C. glabrata
ATCC 90030). Linea & Control negativo (sin
DNA molde).

Figura 13. EPA 16: Lineas 1-4y 6, EPA 16 en
cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100 pb.
Linea 7, Control positivo (C. glabrata ATCC
90030). Linea & Control negativo (sin DNA
molde).

Figura 12. EPA 14: Lineas 1-4 y 6, EPA 14
en cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100
pb. Linea 7, Control positivo (C. glabrata
ATCC 90030). Linea 8 Control negativo (sin
DNA molde).

AED1

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7
1075pb
143 pb-

Figura 14. AED1: Lineas 1-3 y 5, AEDT en
cepas de C. glabrata. Linea 4, MWM 100 pb,
Linea 6, Control positivo (C. glabrata ATCC
90030). Linea 7 Control negativo (sin DNA
molde).
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7.4 DETECCION DE LOS GENES SLN1 Y ACT1 POR PCR CONVENCIONAL EN LAS CEPAS DE C.
GLABRATA.

En la tabla 9 (Figura 15) se aprecia que el 92.3% (n=36) de las cepas fue portadora del gen
ACT1yel 79.4% (n=31) del gen SLN1 (Figura 16).

7.5 DETECCION DE LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LA RESISTENCIA A LOS AZOLES POR PCR
CONVENCIONAL EN LAS CEPAS DE C. GLABRATA.

En la Tabla 9 se aprecia que el 100% (n=39) de las cepas fue portadora de los genes
CgCDR1 (Figura 17) y CgSNQ2 (Figura 18) que le confieren a C. glabrata resistencia a los

antimicoticos.

Gen N° de Cepas Deteccion en %

SLN1 31 79.4

ACT1 36 92.3
CgCDR1 39 100
CgSNQ2 39 100

Tabla 9. Porcentaje de los genes detectados en las cepas de C. glabrata.
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ACT1

127 pb

Figura 15. ACT1: Lineas 1-4 y 6, ACT1 en
cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100 pb.
Linea 7, Control positivo (C. glabrata ATCC
90030). Linea 8 Control negativo (sin DNA
molde).

CgCDR1

1 23 45 6 7 89

51 pb =+

Figura 16. SLN1: Lineas 1-3, ACT1 en
cepas de C. glabrata. Linea 5, MWM 100
pb. Linea 4, Control positivo (C. glabrata
ATCC 90030). Linea 6 Control negativo
(sin DNA molde).

10 11 12 13 14 15

Figura 17. CgCDR1: Lineas 1-4 y 6-13, CgCDR1 en cepas de C.
glabrata. Linea 5, MWM 100 pb. Linea 14, Control positivo (C.
glabrata ATCC 90030). Linea 15 Control negativo (sin DNA molde).

CgSNQ2

. 2.3 ® B 6 ‘T 85

63 pb

10 11 12 13 14 15

Figura 18. CgSNQ2: Lineas 1-4 y 6-13, CgSNQ2 en cepas de C.
glabrata. Linea 5, MWM 100 pb. Linea 14, Control positivo (C.
glabrata ATCC 90030). Linea 15 Control negativo (sin DNA molde).
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7.6 PATRONES DE ASOCIACION DE LOS GENES DE ADHESION Y DE RESISTENCIA A LOS AZOLES

EN LAS CEPAS DE C. GLABRATA.

En este estudio se identificaron 21 patrones diferentes de combinaciones de los

marcadores de virulencia y de resistencia a los azoles en las cepas de C. glabrata (Tabla

9), dentro de los cuales el patron No. 1 constituido por 12 genes (EPA 2/ EPA 4/5 / EPA 6/

EPA8/ EPA 12/ EPA 14/ EPA 16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CGSNQ2/CGCDR1) se encontré en el

33.3% (n=13) de las cepas, mientras que el patron No. 2 conformado por 11 GENES (EPA2

/ EPA4/5 / EPA6/ EPA8/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ ACT1/ SLN1/ CGSNQ2 / CGCDR1) se

encontrd en 3 cepas. Los patrones 3-6 se encontraron conformados por 2 cepas, en cada

caso (Tabla 9). Los 15 patrones restantes (7-21) estuvieron representados por una cepa en

cada caso.
N° patrén Genes
1 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
2 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
3 EPA2/ EPA4/5/ EPA6/ EPA8S/ EPA14/ EPA16/ SLN1/ ACT1/ CgSNQ2 / CgCDR1
4 EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2/ CgCDR1
5 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA14/ EPA16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
6 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPA8/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ AED1/ ACT1/CgSNQ2 / CgCDR1
7 EPA4/5 / EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
8 EPA4/5 / EPA6/ EPA8S/ EPA12/ EPA16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
9 EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
10 EPA4/5 / EPA6/ EPA8S/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ACT1/SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
11 EPA2 / EPA4/5 / EPA6 / EPA12/ EPA14/ EPA16/ AED1/ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
12 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ ACT1/SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
13 EPA4/5 / EPA6/ EPAS/EPA14/ EPA16/ACT1/ CgSNQ2 / CgCDR1
14 EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ACT1/CgSNQ2 / CgCDR1
15 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ AED1/ ACT1/ CgSNQ2/ CgCDR1
16 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPA14/ EPA16/ AED1/SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
17 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA14/ EPA16/ACT1/ CgSNQ2 / CgCDR1
18 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
19 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ AED1/ SLN1/ CgSNQ2 / CgCDR1
20 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ CgSNQ2 / CgCDR1
21 EPA2 / EPA4/5 / EPA6/ EPAS/ EPA12/ EPA14/ EPA16/ ACT1/ CgSNQ2 / CgCDR1

Tabla 9. Patrones de asociacidn de los genotipos en las cepas de C. glabrata.

N°
cepas
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7.7 DETERMINACION DE LA EXPRESION POR PCR EN TIEMPO REAL DE LOS GENES DE

ADHESION EN LAS CEPAS DE C. GLABRATA UTILIZANDO UN MODELO DE INFECCION IN VITRO

DE EPITELIO ORAL HUMANO.

Para determinar la expresion de los 12 genes previamente detectados en las cepas de
C.glabrata se seleccionaron 25 cepas (Patrones 1-7) con presencia de los marcadores de
virulencia (Tabla 9), mas la cepa de C. glabrata ATCC 90030. El 100% (n=26) de las cepas
expreso EPA6 (Tabla 10 y Figuras 8 y 9), EPA 8 (Figuras 10 y 11), Epa 12 (Figuras 12 y 13),
Epal4 (Figuras 14 y 15), AED1 (Figuras 16 y 17) y SLN1 (Figuras 18 y 19), mientras que el
34.61% (n=9) de las cepas expresé el gen ACT1 (Tabla 10 y Figuras 20 y 21), mientras que
los genes EPA 2, EPA 4/5, y EPA 16 no se expresaron.

Gen N° cepas Expresion (%)
EPA 6 26 100
EPA 8 26 100
EPA 12 26 100
EPA 14 26 100
AED1 26 100
SLN1 26 100
ACT1 9 34.61

Tabla 10. Expresion de los marcadores de adhesion en las cepas de C.glabrata de origen oral.
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Figura 8. Deteccidn de la expresion de EPA 6 en las cepas de C.glabrata por PCR en Tiempo Real utilizando

SYBRGreen.

La lectura se realizé en un canal verde. NTC= No Control Templado; Control positivo = C.

glabrata ATCC 90030; Control negativo= Sin cDNA.

Productos especificos

EPA 6

85 90 95
deg.

Figura 9. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de EPA 6. Los productos especificos muestran una

temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 10. Deteccidn de la expresién de EPA 8 en las cepas de C.glabrata por PCR en Tiempo Real utilizando

SYBR Green. La lectura se realizé en un canal verde. NTC= No Control Templado; Control positivo = C.

glabrata ATCC 90030; Control negativo= Sin cDNA.
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Figura 11. Curva de fusién (Melting point) de la expresion de EPA 8. Los productos especificos muestran una

temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 12. Deteccion de la expresion de EPA 12 en las cepas de C.glabrata por PCR en Tiempo Real
utilizando SYBR*Green. La lectura se realizé en un canal verde. NTC= No Control Templado; Control positivo

= C. glabrata ATCC 90030; Control negativo= Sin cDNA
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Figura 13. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de EPA12. Los productos especificos muestran una

temperatura mas alta que los productos inespecificos.

35|Pagina



Norm. Fluoro,

04

Thre shold
03]

02

0.1

= —

5 10 15 20 25 30 3 40 45

Figura 14. Deteccion de la expresion de EPA 14 en las cepas de C.glabrata por PCR en Tiempo Real

utilizando SYBR’Green. La lectura se realizé en un canal verde. NTC= No Control Templado; Control positivo

= C. glabrata ATCC 90030; Control negativo= Sin cDNA.
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Figura 15. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de EPA 14. Los productos especificos muestran

una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 16. Deteccidn de la expresion de AEDI1 en las cepas de C.glabrata por PCR en Tiempo Real utilizando

SYBR’Green. La lectura se realizé en un canal verde. NTC= No Control Templado; Control positivo = C.

glabrata ATCC 90030; Control negativo= cSin DNA.
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Figura 17. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de AED1. Los productos especificos muestran una

temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 18. Deteccion de la expresién de SLN1 en las cepas de C.glabrata por PCR en Tiempo Real utilizando

SYBR’Green. La lectura se realizd en un canal verde. NTC= No Control Templado; Control positivo = C.

glabrata ATCC 90030; Control negativo= Sin cDNA.
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Figura 19. Curva de fusién (Melting point) de la expresion de SLN 1. Los productos especificos muestran una

temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 20. Deteccidn de la expresion de ACT1 en las cepas de C.glabrata por PCR en Tiempo Real utilizando

SYBR’Green. La lectura se realizé en un canal verde. NTC= No Control Templado; Control positivo = C.

glabrata ATCC 90030; Control negativo= cSin DNA.
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Figura 21. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de ACT1. Los productos especificos muestran una

temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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VIll. Discusion

8.1 PACIENTES ESTUDIADOS

En este trabajo se estudiaron 41 cepas de Candida spp. aisladas previamente de pacientes
no inmunocomprometidos con candidosis orales que acudieron al laboratorio de Andlisis
Clinicos de la CUSI, FES lztacala, dentro de las cuales el 95.1% (n=39) de las cepas
correspondié a la especie de C. glabrata y el 2.4% (n=1) a C. albicans y C. tropicalis, en
cada caso (Figuras 4, 5 y 6). Las candidosis orales en el pasado eran ocasionadas
frecuentemente por Candida albicans (Rueda et al., 2008). Sin embargo en los ultimos
afios se han incrementado las candidosis orales por C. glabrata, asi como en otros tipos
candidosis, por ejemplo en un estudio realizado en pacientes con cancer, en donde el
76.8% correspondid a mujeres con promedio de edad de 48.2 afio y el 23.2% a hombres
con promedio de edad de 57.2 afos, se encontré que el 10% de los pacientes fue
infectado por C. glabrata se (Rueda et al., 2008).

En otro estudio realizado en pacientes con vulvovaginitis aguda en pacientes con edades
entre los 17 y 52 aios, se obtuvo que el 17.4% fue causado por candidosis de las cuales las
especies que se aislaron fueron, Candida albicans 76.8%, Candida glabrata 15.9%,
Candida parapsilosis 2.9%, Candida tropicalis 1.5% y Candida krusei 0.7%.observandose
una alta incidencia de C. glabrata y un 6.2% de candidosis fue producido por C. albicans y
C. glabrata. La mayor parte de las cepas de C. albicans fueron sensibles a fluconazol
(CMI90 = 0,5 pg/ml), mientras que por el contrario C. glabrata fueron mucho menos
sensibles (CMI50 y CMI90 = 32 ug/ml). Esto justifica los frecuentes fracasos terapéuticos

del fluconazol en las infecciones vaginales por C. glabrata. (Buscemi et al., 2004.)
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8.2 IDENTIFICACION DE LOS GENES DE ADHESION EN LAS CEPAS DE C. GLABRATA.

En este trabajo se encontré que el 100% (n=39) de las cepas fue portadora del gen EPA
16, seguido por EPA 14 con el 97.4% (n=38), EPA 4/5 y 6 con el 94.8% (n=37), en cada
casoy EPA 2y EPA 12 con el 79.4% (n=31) (Tablas 8). A diferencia de Candida albicans en
donde la adhesidn a las células epiteliales se encuentra conferida por una familia de 8
genes ALS (agglutinin-like-secuence), en Candida glabrata los genes de adhesién a las
células epiteliales se encuentran codificados por la familia de 20 genes EPA (Epithelial
Adhesin), que incluye al principal gen de adhesién EPA1y al gen EPA 6 que participa en la
formacién de la biopelicula. Esta no solamente le permite al hongo evadir la respuesta
inmune del hospedero, sino también lo protege contra la actividad de los antimicéticos
(Kaur, et al., 2005; Maestre, et al., 2012). Recientemente se ha tratado de elucidar la
participaciéon de los genes de la familia EPA, en donde se ha descrito que la adhesina Epal
participa principalmente en la adhesion a las células epiteliales, mientras que los otros
genes que codifican para las otras adhesinas se encuentran bajo el silenciamiento de la
region subtelomérica (De Las Peiias, et al., 2003). Se ha descrito que EPAI1 media en un
95% la adherencia a cultivos de células epiteliales in vitro, la delecién de EPA1 no resulta
significativa para el fenotipo de virulencia en modelos en ratén de candidosis sistémica o
vaginal (Cormack et al. 1999), por lo que probablemente los otros genes EPA, entre los
cuales se encuentran EPA2, 4-5, 6, 12 14 y 15 (Tablas 8) podrian encontrarse involucrados

en la adhesion celular.

En este estudio se describié que el gen AED1 (Adherence to Endothelial cells) fue
identificado en 27 cepas con un 69.2% (Tabla 8. Fig. 14) y el gen SLN1 (histidin cinasa) fue
identificado en el 79.4% con 31 cepas (Tabla 9. Fig. 16) .Se ha descrito recientemente que
el gen AED1 es muy importante para la adhesion de las células endoteliales en humanos,
lo que constituye un importante factor de patogenicidad para las infecciones sistémicas
ocasionadas por C. glabrata (Desai et al., 2011). Por otro lado el gen SLNI que codifica para

las proteinas histidin cinasas se encuentran relacionadas directamente con Ia
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diferenciacién celular, sensibilidad o resistencia a antifungicos y la expresion de los
principales factores de virulencia. Lo que sugiere que la patogenicidad de muchos hongos
puede ser regulada por el sistema de sefales de transduccién de dos componentes

(Yoshimi et al., 2005; Bahn et al., 2006; Viaud et al., 2006).

8.3 IDENTIFICACION DE LOS GENES QUE CODIFICAN RESISTENCIA A LOS AZOLES EN LAS CEPAS

DE C. GLABRATA

En este trabajo se encontrd que el 100% (n=39) de las cepas de C. glabrata fue portadora
de los genes CgSNQ2 y CgCDR1 que codifican para la resistencia a los azoles (Tabla 9.
Figuras 17 y 18). Estos genes son responsables de codificar para las bombas de eflujo ABC
(ATP-binding cassette) que generan energia para expulsar del citoplasma al exterior los
azoles, lo que nos hace suponer que esta elevada resistencia a los antimicéticos podria
encontrarse relacionada directamente con la cronicidad de las candidosis orales en los
pacientes no inmunocomprometido (Caudle, et al. 2011). La elevada frecuencia de los
genes que confieren la resistencia a los azoles encontrada en las cepas de C. glabrata
analizadas podria deberse al uso indiscriminado de estos antiflingicos por largos periodos

de tiempo, en cuyo caso las cepas se han seleccionado como resistentes a estos agentes.

8.4 PATRONES DE ASOCIACION DE LOS GENES DE ADHESION Y DE RESISTENCIA A LOS AZOLES
EN LAS CEPAS DE C. GLABRATA.

En este estudio se identificaron 21 patrones diferentes de combinaciones de los
marcadores de virulencia y de resistencia a los azoles en las cepas de C. glabrata (Tabla
9), dentro de los cuales el patrén No. 1 constituido por 12 genes (EPA 2/ EPA 4/5 / EPA 6/
EPA8/ EPA 12/ EPA 14/ EPA 16/ AED1/ ACT1/ SLN1/ CGSNQ2/CGCDR1) fue el mas
frecuente (n=13) entre las cepas, (Tabla 9). Estos resultados hace suponer que las cepas
de C. glabata podrian presentar diferentes perfiles de expresién durante la patogenésis de
las candidosis orales, por lo que que las cepas portadoras de mas marcadores genéticos

aunados a los genes de resistencia a los azoles podrian ser mds virulentas para los
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pacientes, en cuyo caso las infecciones podrian volverse crénicas debido a la probable

expresion de los genes que codifican para la resistencia a los antimicdticos.

8.5 EXPRESION DE LOS GENES DE ADHESION EN LAS CEPAS DE C. GLABRATA UTILIZANDO UN
MODELO IN VITRO DE EPITELIO ORAL HUMANO.

Para la expresion de los genotipos de adhesion en las cepas de C. glabrata se
seleccionaron 25 cepas (Patrones 1-7) con presencia de los marcadores de virulencia
(Tabla 9) mas el control positivo (C. glabrata ATCC 90030) y posteriormente se realizo la
infeccién del epitelio oral. El 100% (n=26) de las cepas expresd EPA6 (Tabla 10 y Figuras 8
y 9), EPA 8 (Figuras 10 y 11), Epa 12 (Figuras 12 y 13), Epal4 (Figuras 14 y 15), AED1
(Figuras 16 y 17) y SLN1 (Figuras 18 y 19), mientras que los genes EPA2 y 4/5 no se
expresaron en ninguna de las cepas de C. glabrata. Se ha descrito que el gen EPA1 es
transcrito en la fase estacionaria de crecimiento, como resultado las células de C. glabrata
en esta fase no son adherentes a una variedad de céluas epiteliales (Castafio et al., 2005).
También se ha descrito que EPA1 es el principal gen que se expresa in vitro, mientras que
otros genes como EPA4/5 son transcripcionalmente reprimidos. Esta represidon es debido
a silenciamiento subtelomérico (De las pefias et al., 2003). Estos datos demuestran el
porqué en este estudio no se expresaron los genes EPA4/5, sin embargo la expresion de
los genes EPA8, 12, 14 y 16 refleja que estos genes son necesarios para la adhesién
después de las 48 horas de infeccién del epitelio oral, en cuyo caso EPAI1 que es el

principal gen de adhesion Unicamente se expresa en la fase exponencial.

Los resultados obtenidos en este estudio también demostraron que el gen AEDI1 que
codifica para el fenotipo de adhesién a células endoteliales, también fue capaz de
expresarse durante la infeccidn in vitro a las células epiteliales, mientras que el gen SLN1
también fue necesario para la infeccion del epitelio, en cuyo caso se ha demostrado que
este gen se encuentra involucrado para la expresidon de otros factores de virulencia

(Yoshimi et al., 2005).
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IX.

CONCLUSIONES

La mayoria de las cepas aisladas de las infecciones orales de los pacientes no
inmunocomprometidos correspondid a la especie de C. glabrata, seguido por C.
albicans y C. tropicalis.

Los genotipos de adhesion EPA 4/5, 6 14 y 16 fueron identificados en la mayoria de
las cepas de C. glabrata.

En este estudio se identificaron diferentes combinaciones de los marcadores de
virulencia asociados a los genes que codifican la resistencia al os azoles en las
cepas de C. glabrata.

Todas las cepas de C. glabrata fueron capaces de expresar los genotipos EPA6, EPA
8, Epa 12, Epal4, AED1 y SLN1 durante la infeccién in vitro del epitelio oral
humano.

Los resultados encontrados en este estudio reflejaron que la cronicidad de las
candidosis orales de los pacientes estudiados podria deberse a la presencia de los
diferentes marcadores de virulencia asociados a los genes que codifican para la

resistencia a los azoles en las cepas de C. glabrata.
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