"M K'i1:"1M N7

JAVERIANA

1ljji-H:

Caracterizacion fenotipica y molecular de Candida
africana en una coleccion de aislamientos clinicos de
origen genito/urinario de Candida albicans

Sara Alejandra Cadena Berdugo

Pontificia Universidad Javeriana
Facultad de Ciencias, Departamento de Microbologia
Bogota, Colombia
2016



Caracterizacion fenotipica y molecular de Candida
africana en una coleccion de aislamientos clinicos de
origen genito/urinario de Candida albicans

Sara Alejandra Cadena Berdugo

Trabajo de grado para optar por el titulo de bacteriologa

Director:
Claudia Marcela Parra Giraldo MSc PhD

Codirector:

Andrés Ceballos Garzon Bact

Linea de Investigacion: Protedmica y micosis humanas
Grupo de Investigacion: Enfermeades infecciosas
Pontificia Universidad Javeriana
Facultad de Ciencias
Bogota, Colombia
2016



Si no hay dudas no hay progreso.

Charles Darwin






Agradecimientos

A mis padres y hermanos incondicionales
siempre

A mi gran amiga y compafera de vida

A Claudia Marcela Parra directora y Andres
Ceballos codirector






VII

Resumen

Candida es el hongo oportunista mas frecuentemente encontrado causante de enfermedades
nosocomiales en el ambito hospitalario y la especie que més se relaciona con infecciones en
pacientes en estado de inmunocompromiso. El género Candida presenta aproximadamente
200 especies las cuales deben ser identificadas correctamente para asegurar que se tomen
medidas de control apropiadas y que se le da el tratamiento adecuado para cada especie.
El reto que se presenta actualmente con esta levadura es diferenciar las especies atipicas
emergentes como C. dubliniensis y C. africana . El proposito de este trabajo fue comparar
fenotipica y molecularmente muestras tomadas de mujeres diagnosticadas con vulvovaginitis,
en las cuales se identificé como microrganismo patogeno C. albicans, en busqueda de especies
atipicas (C. africana).

Abstract

Candida is the most frequently encountered opportunistic fungus causing nosocomial infec-
tions in hospitals and the species most closely related to infections in patients immunocom-
promised state. The genus Candida has about 200 species which must be correctly identified
to ensure that appropriate control measures are taken and that it is given the appropriate
treatment for each species.

The challenge now presented with this yeast is differentiate atypical species such as C.
dubliniensis and C. africana. The purpose of this study was to compare phenotypic and
molecular samples taken from women diagnosed with vulvovaginitis, in which was identified
as a pathogenic microorganism C. albicans, in search of atypical species (C. African).
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1 Planteamiento del Problema

Candida albicans forma parte de la microbiota humana y se comporta como patégeno opor-
tunista en pacientes en estado critico, uno de los factores de virulencia que expresa en las
primeras fases de la infeccidn esté asociado a la capacidad de hacer transicién fenotipica a
diferentes formas. Estos cambios son regulados multifactorialmente e incluyen variaciones en
el pH, hormonas esteroideas y glucogeno entre otros. Las formas a las cuales puede trans-
formarse son: tubo germinal, hifas, seudo-hifas, y clamidosporas [1]| estas caracteristicas son
estudiadas regularmente con el propoésito de identificar a nivel de especie el género Candida.
De hecho hasta hace un tiempo, en los laboratorios clinicos, se emitia el resultado de iden-
tificacion como Candida albicans con la evaluacién exclusivamente de la formaciéon de tubo
germinal, incluso su identificacién llegaba hasta diferenciar Candida albicans de Candida
no-albicans. Hoy en dia este nivel de identificacién no cubre las necesidades de los clinicos
en el momento de instaurar una terapia antifingica.

En la actualidad estamos viviendo un aumento vertiginoso de especies emergentes de Candi-
da, incluso hay descripciones de procesos de especiacion de C. albicans. La primera descrip-
cion de estos procesos de especiacion, fue con la descripeidon de Candida dubliniensis, descrita
en Dublin en candidiasis mucocuténea oral en pacientes con SIDA, C. dubliniensis tiene la
capacidad de formar tubo germinal. Luego se describié Candida stellatoidea, hoy en dia vol-
vio a ser C. albicans 2] pero con un fenotipo, resistente a la anfotericina B. En 2001 fue
descrita Candida africana en mujeres con candidiasis vulvo-vaginal recurrente. C. africana
exhibe caracteristicas atipicas que la diferencian de Candida albicans, hasta el momento han
sido descrito: la incapacidad de formar clamidosporas, asf como de asimilar tanto trehalosa
como D-glucosamina, y a nivel molecular, el tamafnio del gegn HWP1 (hyphal wall protein 1)
[1] . Mas recientemente por trabajos realizados en el laboratorio de Micosis Humanas de la
Pontificia Universidad Javeriana, también se han encontrado cambios en proteinas citoplas-
méticas, que son detectadas por MALDI-TOF MS y esto hace posible diferenciarla tanto de
C. albicans como de C. dubliniensis [3]

Teniendo en cuenta este escenario, el objetivo de este proyecto fue buscar Candida africana,
en una coleccién de aislamientos de origen genito/urinario identificados como Candida albi-
cans, mediante el uso de herramientas tanto fenotipicas y bioquimicas, como la espectometria
de masas (MALDI-TOF.-MS) y pruebas moleculares como la deteccion del gen HWP1 por
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) convencional.
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C. albicans es la especie mas patogena dentro del género Candida [4]. adicionalemente es
el principal agente etioldgico aislado en infecciones fiingicas en humanos, y se relaciona en
mayor frecuencia con infecciones a nivel de mucosas: cavidad oral y genitourinaria. Se han
descrito recientemente otras especies o variantes de C. albicans como C. dubliniensis y C.
africana las cuales han sido identificadas como patégenos causantes de candidiasis [5]

2.1. Rasgos de virulencia asociados a la fase
patogénica de C. albicans

C. albicans como patogeno exhibe multiples factores de virulencia que le permiten causar
infeccion en el hospedero [6]. Dichos factores de virulencia incluyen: La transicion morfols-
gica de levadura a la formacién de hifas, la expresion de adhesinas en la superficie celular,
tigmotropismo, la formaciéon de biopeliculas, el cambio fenotipico y la secrecién de enzimas
hidroliticas. Ademés, C. albicans muestra una rapida adaptacién a las fluctuaciones en el pH
del medio ambiente, flexibilidad metabdlica, sistemas de adquisicién de nutrientes potentes
y robustos mecanismos de respuesta al estrés |7]. Estas caracteristicas le permiten el paso
de comensal a patégeno. Ademés, son rasgos que se utilizan en el proceso de identificacién
por el laboratorio de microbiologfa y donde se han encontrado las especies atipicas que pos-
teriormente fueron descritas como C. dubliniensis y C. africana.

2.2. Transicidn dimérfica como factor de virulencia

C. albicans es capaz de cambiar de forma reversible entre las formas levadura, pseudohifas,
y el crecimiento hifal [8])

. La capacidad de cambiar de levadura a crecimiento de las hifas es esencial para la virulencia
en C. albicans. La superficie de la célula es el punto inicial de contacto entre el hongo y el
hospedero y ambas formas morfolégicas son importantes durante la infeccién. Es probable
que su forma levaduriforme le permita diseminarse a través del torrente sanguineo, mientras
que la forma hifal es invasiva y le permite evadir las células fagociticas, ademas de facilitarle
la entrada y fijacion a los tejidos [9].

La formacion de hifas juega un papel clave en el proceso de infeccién, ya que puede promover
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la penetracion del tejido y escapar de las células del sistema inmunologico. En este proceso
de formacion de hifas se encuentran involucrados genes que controlan la morfogénesis y se
regulan de forma conjunta con otras vias de de senalizaciéon que gobiernan otros factores de
virulencia, como produccién de fosfolipasas, ahesinas, aspartilproteasas, adaptaciéon a am-
biente microaerofilicos, entre otros. Los genes especificos Ume6 y HGC1 (G1 de hifa ciclina
tipo 1) son reguladores de la transcripcion de las hifas y morfogénesis; los niveles de factor
de transcripcién Ume6 controlan los niveles y la duraciéon de la transcripciéon especifica de la
hifa, estudios de dosificaciéon de Ume6 sugieren que las pseudohifas son un estado intermedio
entre células de levadura e hifas. Hgcl-Cdc28 es responsable del crecimiento polarizado en
las puntas de las hifas y la formacién de células en cadena. Por otro lado dentro de los genes
especificos de la hifas se encuentra el gen HWP1 (Hyphal Wall Protein 1), ALS3 (aglutinina
proteina 3), y RBT5 (reprimida por la proteina Tupl 5) los cuales codifican para proteinas
de la pared celular que son importantes tanto para la adhesion a las células como para la
adquisicion de hierro en el hospedero [8])

2.3. C. albicans y especies relacionadas

C. albicans es un hongo que ha evolucionado como un microorganismo comensal presente en
aproximadamente el 80 % de la poblaciéon del mundo, es una levadura diploide que carece de
un ciclo sexual completo; estas caracterfsticas hacen que C. albicans sea un microorganismo
altamente adaptable a una infinidad de ecosistemas. Por muchos afios se han observado ca-
racteristicas especiales de esta levadura donde se ha descrito su capacidad de inducir cambios
profundos en su genoma [10].

Es asf como C. dubliniensis y C. africana, se proponen como variantes de C. albicans. Tam-
bién han existido equivocaciones, donde en algiin momento fue descrita C. stellatoidea como
nueva especie dentro del género Candida pero tiempo después siguid siendo C. albicans, al
no reunir la suficiente evidencia para describirla como una nueva especie [10].

C. dubliniensis fue descrita desde el afio 1993, en aislamientos orales atipicos de Candida en
pacientes con VIH (virus de Inmunodeficiencia Humana), estos informes describen aislamien-
tos recuperados de personas infectadas en Irlanda, Australia, Suiza e Inglaterra; con base en
pruebas micoldgicas clasicas, tales como tubo germinal y la produccion de clamidosporas. Se
encontrd que estas cepas a pesar de ser muy similares a C. albicans tenfan algunas propieda-
des fenotipicas y genéticas que no eran correspondientes con su identificacién definitiva. A
la luz de estos resultados se sugirié que los aislamientos inusuales correspondian, ya sea a un
subgrupo de C. albicans atipica como C. stellatoidea, o a una especie hasta el momento no
descrita. Finalmente C. dubliniensis fue descrita en 1995 como la primera especie relacionada
con C. albicans, la cual se encontraba en pacientes que presentaban VIH como enfermedad
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Caracteristica C. albicans | C. dubliniensis | C. africana
crecimiento en CHROMagar verde verde verde
Produccion de clamidosporas + + -
Formacion de tubo germinals + + +
Formacion de tubo germinal + + +
Fermentacion de Trehalosa + + -
Formacion de tubo germinal + + +

Tabla 2-1: Caracterfsticas de diferenciacién entre especies relacionadas de C. albicans
(+ resultado positivo, - resultado positivo)

de base y candidiasis en cavidad oral [2] .

En el ano 2001 se propuso como una nueva variedad de C. albicans, C. africana, la cual
pese a ser tubo germinal positivo presenta caracteristicas que difieren con las presentadas
por C. albicans, como lo es la produccién de clamidosporas, fermentacion de azicares y
morfologia en agar sabouraud [11] . Esta especie esta asociada a infecciones vaginales. C.
africana es una levadura esférica u ovoide de 3 — 5 a 2 — 7y , presenta pseudomicelio en
algunos aislamientos después de 3-10 dfas de incubacién, no produce clamidosporas, forma
tubo germinal en fresco, su crecimiento es lento a 30 °C y a 37 °C , las colonias en agar
sabouraud son de color crema, suaves, lisas y no presentan bordes miceliales. Son capaces de
asimilar 2-keto-gluconate, D-xylosa, glucosa, galactosa, sucrosa, maltosa, manitol y sorbitol;
pero no asimilan N-acetilglucosamina, glucosamina, DL-lactato, ribosa, rhamnosa, threalosa,
lactosa entre otros. Teniendo en cuenta la morfologfa especial y el perfil de utilizaciéon de
sustratos; se sugiere que este tipo de cepa representa una nueva especie [1] (Tabla 2-1) .

2.4. ldentificacion de especies atipicas

Las especies de Candida son clasificadas por sus caracteristicas morfolégicas principalmente
formacién de tubo germinal, la capacidad de formar clamidosporas, utilizacién y fermentacion
de diferentes fuentes de carbono y crecimiento en chromagar. Debido a que C. dubliniensis y
C. africana comparten muchas caracteristicas con C. albicans; se hace necesaria la aplicacion
de pruebas que permitan una correcta identificacién de estas. Ya que cada una difiere con
la otra en ciertos aspectos, la aplicaciéon de pruebas como cultivo en chromagar Candida,
la observaciéon de formaciéon de clamidosporas y la capacidad de formar tubo germinal, asf
como la fermentaciéon de ciertos azucares; son pruebas fenotipicas y bioquimicas que ayudan
a dirigir la identificacién del microorganismo, sin embargo, no son suficientes para llegar a
un resultado preciso de especie y género del microrganismo en cuestion. Es por esto que
adicionalmente a las pruebas de laboratorio convencionales que se realizan, es necesaria la



6 2 Marco tedrico

aplicaciéon de técnicas més sensibles y especificas como la biologia molecular y el uso de
identificacién por espectrometria de masas.

2.5. Candidiasis Vulvovaginal

Es una infeccion causada por diferentes especies de Candida y se caracteriza por presencia
de prurito vulvar y vaginal, con presencia de secrecién blanquecina, grumosa, que cubre la
vulva y las paredes de la vagina, ademés con prurito y edemas difusos [12] .

Las levaduras pertenecientes al género Candida son organismos oportunistas que causan can-
didiasis vaginal que tiene una alta frecuencia, sin embargo, por su diffcil tratamiento se he
convertido en un problema a nivel sanitario y epidemiologico. [13].

Se sabe que cerca de 75 % de las mujeres peden llegar a tener un episodio de infeccion vaginal
durante su vida y, de ellas la mitad presentan, al menos dos o tres episodios infecciosos en un
ano. Se estima que 15 % de las mujeres sin factores predisponentes conocidos podrian tener
episodios repetitivos en los tres meses siguientes al tratamiento [14] .

Cuando se diagnostican més de 4 episodios de canddiasis a lo largo de un ano, se establece
que es una candidiasis vulvovagial recurrente y esto ocurre en el 5% de los casos donde la
enfermedad se vuelve cronica. C. alicans es la especie principal que causa vaginitis en un
porcentaje que va desde 70 % y 90 % [15] C. africana se considera patégeno emergente aso-
cilada a candidiasis vulvovaginal recurrente.

2.6. Diferenciacién de C. albicans, C. dubliniensis y C.
africana utilizando el Gen HWP1

Aunque entre C. albicans y C. africana existen algunas diferencias fenotipicas mencionadas
anteriormente, la identificacion de C. africana se dificulta en el laboratorio debido a que las
diferencias entre estas son muy pequenas y las pruebas utilizadas convecionalmente en el
laboratorio no son muy sensibles; lo cual conlleva a dar resultados positivos para C. albicans
cuando se trata de C. africana. Una de las diferencias que puede ayudar a que las especies
de esta levadura sean identificadas correctamente es el gen HWP1

HWP1 es un gen que codifica para una proteina expuesta en la superficie celular, que expresa
el desarrollo de tubo germinal y ciertas hifas de C. albicans. Esta proteina actiia como un
sustrato para las transglutaminasas de los mamiferos, permitiendo el entrecruzamiento C.
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albicans a células epiteliales [16] . En la actualidad los métodos moleculares diagnosticos
como la PCR (polymerase chain reaction) del gen HWP1 o secuenciacion de la regiéon de
espaciador transcrito interno 2 se pueden utilizar para lograr una identificacién definitiva de
C. africana [17) . Ya que ha sido reportado como el indicado para la diferenciacion de C.
albicans, C. africana v C. dubliniensis.

La técnica de PCR es una reaccién enzimatica in vitro que permite amplificar fielmente
millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos, utilizando
unos iniciadores o primers especificos para la fraccién que se quiere amplificar. Para el caso de
la amplificacién del gen HWP1se utilizaran los primers descritos por (Romeo, Criseo 2008)
[16].



3 Objetivos

3.1. Objetivo general:

I[dentificar cepas de C. africana en una coleccién de cepas clinicas de origen genito/urinario
de C. albicans del laboratorio de Micosis Humanas de la Pontificia Universidad Javeriana.

3.2. Objetivos especificos

- Caracterizar fenotipica y Bioquimicamente cepas conservadas como C. albicans de origen
vulvovaginal de la coleccién de hongos clinicos del laboratorio de micosis humanas.

- Evaluar el tamano del gen HWP1 en cepas atipicas de C. albicans que exhiban caracteris-
ticas atipicas a nivel fenotipico y bioquimico.

- Comparar los proteomas globales de las cepas atipicas y tipicas de C. albicans.
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4.1. Cepas de referencia

Las cepas de referencia utilizadas en este trabajo se detallan en la(Tabla 4.1). Como cepas
de referencia se utilizaron 5 cepas ATCC de diferentes especies de Candida; dentro de las
que se encuentran cuatro C. africanas, dos C. albicans, una C. dubliniensis y una C. glabrata.

Estas cepas se utilizaron como controles en todas las técnicas realizadas a los aislamientos a
estudiar.

4.2. Medios de cultivo Utilizados en el estudio

Los medios de cultivo utilizados fueron los suministrados por la casa comercial Becton Dic-
kinson (DB); (CRHOMagar y Sabouroud dextrosa), el medio para la identificacién de fer-
mentacion de trehalosa fue preparado en el laboratorio de protedmica y micosis humanas de
la universidad Javeriana. Para la evaluacién de formacién de clamidosporas se utilizdé agar
maiz preparado en el laboratorio y la formacién de tubo germinal se realizd en caldo BHI
sministrado por una casa comercial OXOID. (Tabla 4.2)

Especie ATCC
Candida albicans SCh314
Candida albicans 90028

Candida africana MYA 2969
Candida africana CAAF 1
Candida africana CAAF 2
Candida africana CAAF 3
Candida dubliniensis | MYA 646
Candida glabrata 2001

Tabla 4-1: Cepas de referencia utilizadas como control para todos los experimentos.
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Medio de cultivo

CHROMagar

Sabouroud dextrosa

Medio liquido trhealosa

Composicion

Estandar casa comercial BD

Estandar casa comercial BD

300" de trehalosa por cada
1700™ de agua destilada pa-
ra obtener una concentracion
final de 5.6X

17 g/L agar maiz, 5g/L agar

4 Metodologia

Utilidad

Medio cromogenico para dife-
renciar especies de Candida
favorece el crecimiento de Le-
vadura, inhibe el crecimiento
de bacterias

permite la observacion de uti-
lizacion o no del azucar treha-
losa por el microorganismo en
estudio

diferenciar especies de Candi-

da basandose en las caracte-
risticas miceliales.

Agar harina de maiz
agar y 3mL tween 80

Tabla 4-2: Medios utilizados en el estudio.

4.3. Aislamientos suministrados para el estudio

Se partio de una coleccion de 167 muestras clinicas de origen genito/urinario conservadas en
agua destilada a temperatura ambiente de mujeres atendidas en centros de salud de Chia
Zipaquird Caqueza y Uvate, diagnosticadas con vulvovaginitis recurrente producida por C.
albicans. Las muestras fueron suministradas por el laboratorio de Micosis Humanas de la
Pontificia Universidad Javeriana (Figura 4.1)

Figura 4.1: Aislamientos clinicos de origen genito/urinario de Candida albicans, del labo-
ratorio de Micosis Humanas de la Pontificia Universidad Javeriana, obtenidas
de pacientes procedentes de Cundinamarca-Colombia.
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4.4. Reactivacion de cepas de C. albicans de la
coleccién

A partir de los viales que contenian las muestras en agua estéril a temperatura ambiente en
el laboratorio, se tomaron 0.5mL de la suspensién y se inocularon en medio liquido durante
24 horas a 35°C; con el fin de reactivar los microorganismos.

Las cepas se incubaron a 35 °C hasta que se observaba turbidez en el medio, lo que sugeria
crecimiento. Una vez se determind crecimiento en el medio, se procedié a comprobar la
presencia microbiana utilizando la tinciéon de Gram y posteriormente se cultivd en agar
sabouraud-dextrosa y en agar cromogénico para Candida, medios provenientes de la casa
comercial Becton Dickinson.

A partir de estos crecimientos se tomaron para procesar Unicamente los compatibles con C.
albicans es decir aquellos aislamientos que tuvieron crecimiento de color verde.

4.5. Evaluaciéon de tubo germinal y formacién de
Clamidosporas

4.5.1. Evaluacién de tubo germinal

El tubo germinal es una extension filamentosa que presenta C. albicans cuando se encuentra
en condiciones de temperatura y medio apropiado.

Para la evaluacion de tubo germinal se llevd a incubacién por 2 horas a 37°C' una colonia
aislada de la levadura tomada de agar sabouraud en caldo BHI (Infusién cerebro corazon),
para su posterior visualizaciéon por microscopia 6ptica con objetivo de (40X), donde se utilizo
como control positivo la cepa de C. albicans ATCC 90028 y como control negativo la cepa
C. glabrata ATCC 2001

4.5.2. formacién de Clamidosporas

Las clamidosporas son una estructura de membrana gruesa que le confiere resistencia a la
levadura. Para la evaluacion de la formacion de clamidosporas se realizé cultivo de esta en
medio solido (agar harina de maiz suplementado con tween 80).

Para inducir la formacién de clamidosporas se tomé una colonia aislada de agar sabouraud la
cual se sembrd sobre el medio de cultivo agar harina de mafz con tween 80 preparado segiin
protocolo referenciado en la revista iberoamericana de Micologia; y se llevé a incubaciéon
durante 10 dias a 37°C' . Pasados los 10 dfas de incubacion se realizé la lectura por microscopia
Optica con objetivo de (40X), donde se utilizé como control positivo la cepa de C. albicans
ATCC 90028 y como control negativo la cepa C. glabrata ATCC 2001.
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4.6. Evaluacidon de asimilacidon de azucares

Se realiz6 evaluacion de la asimilacion de Trehalosa, para esto se utilizo el medio preparado
en el laboratorio ya descrito en la (Tabla 4.2) . Se realizé una suspension de una colonia
aislada tomada de agar sabouroud dextrosa en 1 ml de suero fisiologico; a partir de esta
suspension se tomaron 25ul y se agregaron en tubos con 1 ml de medio liquido de Trehalosa.
Durante tres dfas se realizo el seguimiento de cada una de las muestras con el fin de evaluar
la asimilacién del azucar en cada uno de los tubos.

Los resultados fueron consignados teniendo en cuenta los obtenidos por las cepas de referencia
en la figura 5.1 (Figura 5.5)

4.7. ldentificaciéon por espectometria de masas y
comparaciéon global del proteoma

Se realiz6 la identificacion de los microorganismos utilizando la tecnologia MALDITOF-MS
Siguiendo las especificaciones (Bruker Daltonyk GmbH, Bremen, Germany).

Procedimiento de extraccion con Acido Foérmico

En tubos eppendorf se agregaron 300ul de agua grado HPLC, al cual se transfirfo una
colonia grande y bien aislada del microorganismo levaduriforme, esta suspencién se llevo a
vortex hasta homogenizar completamente la muestra, a continuaciéon se agregarén 1900ul
de etanol grado HPLC, para llevar a vortex seguido de centrifugacion a 13000 rpm durante
dos minutos. El siguiente paso fue decantar el etanol y centrifugar nuevamente durante dos
minutos, posterior a eliminar el restos de etanol se anadieron 50ul de 4cido férmico, se llevd
a vortex y se dejo reposar durante cinco minutos, luego se agregan 50ul de acetonitrilo, se
llevo a vortex nuevamente y se centrifugd durante dos minutos. Finalmente se transfirié 1ul
del sobrenadante a la placa de acero, la cual se dejé secar a temperatura ambiente, una vez
se encontraba completamente seca se adiciond 1ul de MATRIX (Cyano-4-hydroxycinnamic
acid), para analizarlo en el equipo MALDI-TOF (Figura 7.2).

Para el analisis de los resultados se tuvo en cuenta: los valores (score) de identificaciéon donde
los resultados obtenidos con un score <1, 7 son asociados a una identificacién poco fiable,
valores >1, 7 y <2, 0 se asocian a la identificacién a nivel de género y valores >2, 0 son
asociados a identificacién a nivel de especie. Utilizando el software FlexAnalisis se realizo
una comparacion de los espectros de masas obtenidos a partir del anélisis del proteoma
global de las cepas estudiadas. Los resultados fueron consignados teniendo en cuenta los
obtenidos por las cepas de referencia en la (Tabla 4.1). Adicionalmente se realiz6 ilustracion
de resultados a partir de los datos obtenidos en el espectémetro de masas mediante un anéalisis
de Multicomponentes y un Dendograma haciendo uso del software MALDI Biotyper 3 y Flex
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Figura 4.2: malditof biotyper laboratorio de protednica y micosis humanas PUJ

Sentido secuencia
Forward 5-GCTACCACTTCAGAATCATCATC-3
Reverse 5 GCACCTTCAGTCGTAGAGACG-3

Tabla 4-3: iniciadores especificos gen HWP1

analisis, permitiendo apreciar las relaciones mediante agrupacidon de datos por similitud, que
en este caso obedecen a la homologia espectral de las cepas analizadas y determinadas como
atipicas, figuras (5-7, 5-8, 5-9).

4.8. Caracterizacion molecular

Se realizé una PCR convencional para la evaluacién de presencia y tamafio del gen HWP1,
utilizando iniciadores especificos del gen HWP1 (Romeo Criseo, 2008) (tabla 4-3). Para esta
PCR se usaron como controles las cepas de C. albicans SC5314, C. dubliniensis MYA 646,
Y C. Africana CAAF 1, 2Y 3.

Para la amplificacion del gen se tuvo en cuenta la programacion que se describe a conti-
nuacion: 35 ciclos que comprendian, denaturacién ( 94° C 10 segundos), anillaje (60° C 30
segundos) y elongacion ( 72 °C 35 segundos).

Para visualizar los productos obtenidos por PCR, se realizaron geles de agarosa 1.5X pre-
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parados con buffer TAE 1x (biorad) para la visualizacién de las bandas se utilizo el agente
intercalante fluorescente HydraGren 1x (ACTGen). Como patrén de longitud molecular, se
utilizé zymoresearch de 100 bp para comparar los fragmentos obtenidos. Los corridos elec-
troforéticos se llevaron a cabo con un voltaje constante de 110 V POR 45 minutos, resultados
evidenciados en la (figura 5.6)



5 Resultados

A continuacién se muestran los resultados obtenidos en las dferentes pruebas realizadas a
cada una de las cepas proporcionadas para el estudio (figura 5.1).

5.1. Evaluaciéon fenotipica y bioquimica de las
levaduras recuperadas

De las 167 cepas que se encontraban a temperatura ambiente, luego de la recuperacion de
microorganismos presentes en estas muestras obtuvimos: 35 con crecimiento compatible con
C. albicans, 4 tuvieron crecimiento compatible con C. glabrata y de las muestras restantes no
se recuperaron microorganismos. Estas 35 muestras que mostraron crecimiento tipico de C.
albicans en CHROMagar(figura 5.2) inicialmente fueron sometidas a 2 pruebas fenotipicas
y una bioquimica para buscar diferenciar C. albicans de Candidas atipicas. Las pruebas
realizadas se enuncian a continuacion.

5.1.1. Pruebas fenotipicas

Formacién de tubo germinal

El test de filamentacion para comprobar la produccién de tubos germinales, realizado en caldo
BHI fue positivo para las cepas utilizadas como control positivo de C. africana CAFF1'Y
C. albicans SC 5314 y fue negativo para la cepa utilizada como control negativo C. glabrata
ATCC 2001 (figura 5.1) .

Los 35 aislamientos estudiados exhibieron la formacién de tubo germinal en caldo BHI, por
tal razon se tiene como resultado positivo el 100 % de las cepas evaluadas.

Produccién de clamidosporas

La prueba de produccién de clamidosporas realizado en agar de harina de maiz suplementado
con teewn 80, arrojo los siguientes resultados: Las cepas de C. albicans presentaron formacion
de clamidosporas al igual que la cepa de C. dubliniensis; por el contrario las colonias de C.
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africana y C. glabrata no fueron capaces de formar clamidosporas (figura 5.4). Para las
35 cepas evaluadas en este estudio 25 fueron clamidosporas positivas y 10 clamidosporas
negativas es decir sin capacidad de formar dichas estructuras, tras incubacién a 37°C durante
10 dfas.

Asimilacion de threalosa

Para el anélisis de asimilacion, los resultados fueron determinados teniendo en cuenta los
resultados obtenidos para los controles: positivo (C. albicans SC5314) y negativo (C. afri-
cana) (figura 5.5). De las 35 cepas evaluadas, 20 tuvieron un patrén positivo, 11 un patrén
negativo y 3 un patréon variable para la asimilacién de trehalosa (figura 5.1).

5.2. Evaluar el gen HWP1 de los asilamientos de C.
albicans que exhiban caracteristicas atipicas a
nivel fenotipico y bioquimico.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la fermentacion de trehalosa y produccion de
clamidosporas se tomaron 22 muestras dentro de las cuales 12 fueron presuntivas de Candidas
atipicas y otras 10 se tomaron como control. Los resultados obtenidos por la electroforesis
se muestran en la (figura 5.6)

Se obtuvieron 3 cepas con bandas compatibles con el peso molecular para el gen HWP1
reportado para C. africana (700bp), 2 cepas con doble banda (700/900pb) y 10 cepas con
bandas correspondientes a (900pb) tamano descrito para el mismo gen en C. albicans.

5.3. Comparaciéon de los proteomas globales de las
cepas atipicas de C. albicans

Se puedo observar una diferencia en los espectros obtenidos para las cepas de C. albicans en
comparacion con los obtenidos para C. africana y las cepas atipicas (con resultados diferentes
a lo establecido para C. albicans, en pruebas fenotipicas, bioquimica y/o molecular).

A partir de los espectros obtenidos para las cepas evaluadas, se realizé un anélisis por multi
componentes y un dendograma, en el primero se observd que las cepas de referencia de C.
africana (Rojo) v las cepas de referencia de C. albicans (Verde) se agruparon en lugares
diferentes dentro del mismo cuadrante, C, dubliniensis (Amarillo) en cuadrante diferente
al de las cepas de C. albicans, C. afrinana y para las cepas consideradas atipicas(Azul) la
agrupacion se observo en cuadrante diferente al de todas las anteriores (figura 5.8); en el
dendograma se pudo observar la division entre las especies C. albicans, C. africana y C.
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dubliniensis en donde las cepas atipicas comparten origen desde mismo brazo de origen de
C. albicans (figura 5.9).
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Pruebas Fenotipicas Tamafio del Gen
Cepa/Muestra MALDI-TOF MS Tubo Formacion Asimilacion HWP1
germinal Clamidosporas Trehalosa
C. glabrata C. glabrata + - + No Aplica
SC 5314 C. olbicans + + + 900ph
C. dubliniensis C. dubliniensis + + + SOOpb
ATCC 90028 C. olbicans + + + 900ph
MYA 2669 C. olbicans + - - 700pb
CAAF1 C. olbicans + - - 700phb
CAAF2 C.olbicans + - - 700pb
CAAF3 C. olbicans + - - 700pb
4 C. olbicans + + - No Aplica
6 C.olbicans + + 900pb
7 C. olbicans + - - 700/900phb
8 C. olbicans + - - 700pb
9 C. olbicans + - 700pb
10 C. olbicans + [ - 700/900phb
11 C. olbicans + + - No Aplica
12 C. olbicans + - +/- 900phb
13 C. olbicans + - +/- 900phb
14 C. olbicans + - + 900pb
15 C. olbicans + + + 900pb
16 C. olbicans + + + No Aplica
17 C. olbicans + + + No Aplica
19 C. olbicans + + No Aplica
24 C. olbicans + - 900pb
53 C. olbicans + "o.oA [ 700pb
95 C. olbicans + + +/- No Aplica
99 C. olbicans + + + 900phb
102 C. olbicans + + + 900pb
103 C. olbicans + + + 900pb
105 C. olbicans + + + No Aplica
106 C. olbicans + + + 900pb
107 C. olbicans + + + No Aplica
108 C. olbicans + + + No Aplica
109 C. olbicans + + + No Aplica
115 C.olbicans + + + No Aplica
116 C. olbicans + + + No Aplica
117 C. olbicans + - + 900phb
118 C. olbicans + + - No Aplica
119 C. olbicans + + +- No Aplica
120 C.olbicans + + + No Aplica
121 C. olbicans + + + No Aplica
123 C. olbicans + + + No Aplica
160 C.olbicans + + + No Aplica
167 C. olbicans + + + No Aplica
Figura 5.4 - 5.5 Figura 5.1 Figura 5.2 Figura 5.4 Figura 5.3

Figura 5.1: Consolidado de resultados: pruebas fenotipicas bioquimicas y Molecular.
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Figura 5.2: Crecimiento en CHROMagar.

Figura 5.3: Observacion microscopica a 40X de la prueba de filamentacion en caldo BHI a
37 °C durante 3 h: (A) C. albicans ATCC 90028, (B) C. glabrata ATCC 2001
y (C) C. africana CAAF 1
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o %

A. Control oositivo clamiaosDoras B, Control negativo C, Control C. africano
clamidosporas

Figura 5.4: Observacion microscépica en objetivo de 40X para la visualizacion de la forma-
cion de clamidosporas: (A) C. albicans ATCC 90028 (B) C. glabrata 2001, (C)
C. africana Caff 2

Figura 5.5: Resultados Asimilacién de Trehalosa: C. dubliniensis MYA 646, C. glabrata
ATCC 2001, C. albicans SC 5314, C. albicans ATCC90028 asimilacion de treha-
losa positivo y para C. africana MYA2669, C. africana CAAF1 C. africana
CAAF2, C. africana CAAF3 asimilacion de Trehalosa negativo
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100bp
700bp
500 bp

<

Figura 5.6: Corrido electroforético en gel de agarosa, evaluacion de presencia y tamafo del
gen HWP1, carril M: Marcador de peso molecular, carril 1 C. albicans SC5314,
carriles del 2 al 4 C. africana CAAF 1, 2, 3, carriles del 5 al 10 cepas del
estudio (6-10), carril 11 C. dubliniensis, Carril 12 C. albicans 90028, carril 13
C. africana CAAF1, carriles del 14 al 22 cepas del estudio(12, 13, 14, 15, 24, 53,
106, 117) (En color amarillo peso molecular aprox 900 bp, en rosado bandas con
peso molecular aprox 700bp, en verde banda con peso molecular aprox 500bp.
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Figura 5.8: Analisis por Multicomponentes (PCA) de las muestras establecidas como ati-
picas y las cepas de referencia.

Figura 5.9: Dendograma de las muestras establecidas como atipicas y las cepas de
referencia.



6 Discusion

En los ultimos afios, han aumentado las infecciones fangicas en los seres humanos afectando
principalmente individuos inmunodeficientes, entre ellos y especialmente los infectados por el
VIH, pacientes que reciben tratamientos de quimioterapia , de antibidticos de amplio espec-
tro, ademas la colonizacién de las mucosas por las levaduras comensales, los procedimientos
quirargicos invasivos y el uso de catéteres venosos centrales hacen que los pacientes sean
vulnerables a infecciones por una gran variedad de hongos patdégenos oportunistas, entre los
que destacan las especies del genero Candida [?|Otaita, Albaina 2012) C. albicans, presente
en la microbiota de personas sanas, es la especie mas patogena del género Candida y es
considerada la causa més frecuente de candidiasis, tanto a nivel superficial como sistémico
12| C. africana es descrita como una especie atipica de C. albicans [19] . Desde entonces, son
muchos los articulos que han reportado la presencia de esta especie a nivel mundial [8], [3].
Este microorganismo se ha aislado principalmente del tracto genitourinario en mujeres y se
relaciona a pacientes con vulvovaginitis.

En este estudio 35 aislamientos clinicos procedentes de mujeres con vulvovaginitis origina-
rias del departamento de Cundinamarca-Colombia, presentaron crecimiento de color verde
en el medio CHROMagar Candida, dichos aislamientos fueron sometidos a tipificaciéon por
la tecnologia MALDI-TOF MS donde se obtuvo como resultado 100 % de homologia con la
presunta identificacién por parte del medio cromogénico; 10(28 %) de las 35(100 %) mues-
tras aunque mostraron crecimiento compatible he identificaciéon de C. albicans en el medio
CHROMagar Candida y en el espectémetro de masas no formaron clamidosporas, estruc-
turas de resistencia importantes en la identificacion fenotipica de C.albicans, es relevante
resaltar que dichas estructuras en la levadura se generan bajo un proceso reversible y son
mediadas por la expresiéon de genes no constitutivos como respuesta a condiciones de estrés
. Ademas, pueden existir variedades que posean dicho fenotipo aun no descritas.

Otro parametro evaluado fue la asimilaciéon de trehalosa, azicar que la especie C. albicans
es capaz de asimilar. Para las cepas evaluadas 20(57 %) de las 35 muestras fueron capaces de
asimilarlo, 11(29 %) no lo asimilaron y 4(14 %) tuvieron como resultado asimilacion variable,
es decir no se comportaban ni como el control positivo ni como el control negativo. Basados
en estos resultados podemos concluir que nos enfrentamos a cepas atipicas de C. albicans
segun lo reportado en la literatura, estos resultados han sido descritos en lo que se creen son
variantes de C. albicans como lo es C. africana [16]. En Colombia las pruebas fenotipicas y
bioquimicas son las mas utilizadas para identificar especies de Candida, Sin embargo, por
medio de este estudio se pudo observar que estas pruebas no son lo suficientemente sensibles
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para identificar acertadamente especies atipicas de C. albicans.

Los estudios més recientes acerca de la identificacién de variantes de Candida como C.
africana evidencian que las pruebas més fiables para discriminar entre estas, se basan en
técnicas moleculares [16].

Debido a que los métodos fenotipicos y bioquimicos no fueron concluyentes y con el fin de
identificar con mayor fiabilidad las cepas atipicas, se hizo uso de un método molecular que
con una mayor especificidad y sensibilidad en comparacién con los métodos utilizados en la
fase inicial del estudio. Algunos autores han reportado que la identificacién de C. africana
puede lograrse evaluando el peso molecular del gen HWP1 con relaciéon al peso molecular del
mismo gen en C. albicans [16], [8] , [20]. En este estudio se tomaron 22 muestras para evaluar
el tamano del gen HWP1: cepas con caracteristicas atipicas (12), cepas de referencia (7) y
cepas al azar de las que presentan un comportamiento homologo a C. albicans (3), dentro
de las 35 estudiadas. En tres de las cepas atipicas se observo un peso molecular de 700 pb
para el gen en mencion, que coincide por lo reportado en la literatura para C. africana, esta
disminucién en el tamano se atribuye a una delecién de 604pb en el tamano total del gen
en donde los cebadores utilizados flanquean una porcién de aproximadamente 200 pb dentro
de este; dos de las 22 evaluadas presentaron doble banda en el corrido electroforético y las
17 restantes con un peso molecular de aproximadamente 900pb como esta descrito para C.
albicans, a pesar de estos resultados hubo cepas con bandas correspondientes a C. albicans
con incapacidad de formar Clamidiosporas por tal razon se debe realizar la evaluacion de los
genes encargados de la expresion y represion de dichas estructuras.

La comparacién de los proteomas globales analizados a partir de los espectros de masas
obtenidos mediante el uso de la tecnologia MALDI TOF MS, generaron picos diferentes
entre las cepas de C. africana, las cepas atipicas y las cepas de C. albicans, donde C. albicans
SC5h314 exhibe dentro de su espectro una mayor intensidad para proteinas que se encuentran
en el rango de 2000 y 4000 KDa, no se sabe si la deleciéon del gen HWP1 o de otros genes
no buscados en este estudio, tengan algo que ver en la expresion de dichas proteinas y por
tal razon la usencia de picos en las cepas de C.africana.

La existencia de cepas atipicas compatibles con C. africana, que no pueden ser identificadas
por los métodos convencionales utilizados en el laboratorio, evidencian la necesidad de recu-
rrir a otras técnicas, como las de biologia molecular, para llegar a la identificacién acertada
de este tipo de aislamientos atipicos.



7 Conclusiones y recomendaciones

7.1. Conclusiones

Este estudio permio mediante la caracterizacion fenotipica, genotipica y proteomica de 35
aislamientos clinicos, confirmar la presencia C. albicans atipicas teniendo en cuenta fermen-
tacion de trehalosa, formacion de clamidosporas, el tamano de una region en el gen HWP1
y la comparacion de los proteomas globales con los de cepas de referencia de C. albicans; en-
contrando que tres de nuestras cepas poseen dichas caracteristicas descritas para C. africana.
Las pruebas fenotipicas y bioquimicas que se usan tradicionalmente para la identificaciéon de
aislamientos clinicos de levaduras, son poco eficientes y deben ser utilizadas de modo orienta-
tivo para la identificacién presuntiva de aislamientos atipicos. De acuerdo con los resultados
obtenidos en este trabajo, es conveniente hacer uso de técnicas de biologia molecular y pro-
teomicas para la identificacién correcta de los aislamientos atipicos de C. africana. Basados
en los resultados proteomicos se puede concluir que aunque tres de las 12 cepas presentaron
todas las caracteristicas descritas para C. africana, en el dendograma y en el anéalisis por
multicomponentes vimos cémo estas no se agrupan ni presentan un origen coman para con-
cluir que pertenecen a dicha especie o que estan relacionadas directamente con las cepas de
C. africana descritas en Africa.

7.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar la evaluacion del tamano del gen HWP1 en los 35 aislamientos recu-
perados, se debe determinar si algunas de las cepas que presentan todas las caracterfsticas
fenotipicas y bioquimicas de C. albicans también presentan delecién del gen HWP1, secuen-
ciacion del gen en las muestras que se comportaron de forma atipica, ademés se recomienda
realizar perfiles de susceptibilidad a estas muestras con el fin de comparar patogenicidad
entre C. albicans y especies atipicas.
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