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RESUMEN

Candida albicans es una levadura comensal que forma parte de la microbiota de las mucosas
en el hombre, sin embargo es también un patdgeno oportunista, responsable de infecciones
invasoras, principalmente nosocomiales enddgenas, las que presentan una alta morbiletalidad.

Debido a que el estado sexual no es conocido en C. albicans, se espera que su estructura
poblacional sea primariamente clonal, por esta razén un individuo puede portar clones de una
cepa colonizante, en distintos lugares anatémicos, los que bajo ciertas condiciones,
principalmente del hospedero, pueden producir infeccion. En Chile no existen estudios que
revelen la relacién de origen entre cepas colonizantes e infectantes, por lo tanto, resulta

relevante profundizar el conocimiento sobre la epidemiologia de la infeccion por C. albicans.

El objetivo de este trabajo fue analizar genéticamente cepas patdgenas de C. albicans, aisladas
de hemocultivo, y cepas comensales provenientes de sitios colonizados de un mismo paciente
con diagndstico comprobado de candidemia, con el fin de determinar la relacion de origen de
estas cepas. Para esto, se analizaron molecularmente 35 cepas, identificadas previo al estudio
como C. albicans, provenientes de ocho pacientes internados en Unidades de Pacientes
Criticos del Hospital Clinico de la Universidad de Chile. De estas 35 cepas, cuatro se

identificaron posteriormente como C. dubliniensis y provenian de un mismo paciente.

Las cepas de C. albicans y C. dubliniensis fueron genotipificadas inicialmente mediante el
método de Amplificacidén Aleatoria del ADN Polimérfico (RAPD), utilizando cinco partidores
con actividad discriminatoria intraespecie. Se determin6 el grado de similitud entre cepas
mediante Coeficiente de Dice y se construyd un dendrograma, mediante el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Whit Arithmetic Averages). Los resultados mostraron que
casi en la totalidad de los pacientes, los aislados propios de cada uno fueron agrupados en
“cluster” unicos con una alta similitud genética (Sag > 0.9), demostrando el origen clonal de
los aislados y, en algunos casos, la existencia de fendmenos microevolutivos y reemplazo de

cepas.



Posteriormente se analizaron las cepas de C. albicans a través de la Electroforesis en Gel con
Gradiente Desnaturante (DGGE), mediante la amplificacion de la porcion final del 18S, el
ITS1, el 5.8S y parte del ITS2 del ADN ribosomal. Los resultados del DGGE mostraron que
las bandas pertenecientes a cada uno de los aislados en estudio migraron a la misma altura, sin
conseguir evidenciar las diferencias genéticas existentes entre aislados de un mismo paciente y
entre pacientes.

El analisis estadistico, mediante el Test de McNemar, permitio establecer que el método de
RAPD presenta un mayor rendimiento que el DGGE para la genotipificacion de cepas de
Candida spp.

Finalmente, al comparar ambos métodos de genotipificacion, sélo el RAPD pudo determinar
que las cepas patdgenas y comensales de C. albicans, provenientes de un mismo paciente con

candidemia, estan en su gran mayoria, relacionadas clonalmente.



SUMMARY

Candida albicans is a commensal yeast that comprises the microbiota of the mucous in the
human being. Nevertheless, C. albicans is also an opportunistic pathogen, mainly
responsible for endogenous nosocomial and invading infections that cause a high morbidity
and mortality. Because a sexual state is not known in C. albicans, it is expected that their
population would be primarily clonal. Therefore, a person could have clones of a
colonizing strain at different anatomical places, and any of them could produce infection
depending on certain conditions of the host. In Chile there are no studies that relate
colonizing and infecting strains, therefore, it is relevant to know the epidemiology of the

infection by C. albicans.

The aim of this study was to genetically analyze pathogenic strains of C. albicans, isolated
from hemoculture and commensal strains originated from colonized sites of a same patient
with candidemia, in order to determine the origin relation of these strains. For this purpose,
35 strains were analyzed. These strains were previously identified as C. albicans and were
obtained from eight patients committed in Critical Care Units of the Clinical Hospital of the

University of Chile. Of these 35 strains, four were later identified like C. dubliniensis.

The strains of C. albicans and C. dubliniensis were initially genotypified by the Random
Amplified Polimorphic DNA method (RAPD), using five primers with intraspecies
discriminatory ability. The degree of similarity between strains was determined by the Dice
Coefficient and a dendrogram was constructed by the UPGMA method (Unweighted Pair
Group Method Whit Arithmetic Averages), considering all the primers. The results showed
that the isolates from every patient were grouped in unique "clusters” with a high genetic
similarity (Sag > 0.9) in almost all patients, demonstrating the clonal origin of the isolates

and, in some cases, the existence of microevolutionary phenomena.



Then, the strains of C. albicans were analyzed by the Denaturing Gradient Gel
Elecrophoresis method (DGGE), by the amplification of the final portion of 18S, the
complete ITS1 and 5.8S regions and a piece from the 1TS2 of the ribosomal DNA. The
results of the DGGE showed that the bands belonging to each one of the isolates in study
migrated at the same position without being able to demonstrate the existence of genetic
differences among isolates of a same patient and among patients.

The statistical analysis allowed establishing that the RAPD method displays a greater yield
than the DGGE for the genotyping of Candida spp. strains.

Finally, when both genotyping methods were compared, only RAPD could determine that
the pathogenic and commensal strains of C. albicans from the same patient with

candidemia were highly clone-related.


http://www.eeescience.utoledo.edu/Faculty/Sigler/RESEARCH/Protocols/DGGE/DGGE.pdf
http://www.eeescience.utoledo.edu/Faculty/Sigler/RESEARCH/Protocols/DGGE/DGGE.pdf

INTRODUCCION

Candida albicans es una levadura miembro de la microbiota de las mucosas de los aparatos
digestivo, genitourinario, respiratorio y de piel de los humanos, y son estas mucosas los
reservorios mas importantes y origen de candidiasis enddgenas. En estos lugares, C.
albicans puede ganar dominio y asociarse a otras patologias, especialmente en enfermos

debilitados o inmunocomprometidos, para producir infeccion.

A partir de la década de los ochenta, existe un continuo aumento de las infecciones
fangicas producidas por Candida spp., especialmente en pacientes hospitalizados en
unidades de cuidados intensivos, apareciendo en el 78 a 80% de estas infecciones. Hoy en
dia, las especies del genero Candida se encuentran en el cuarto lugar entre las causas mas
comunes de infeccién nosocomial del torrente sanguineo (ITS) en USA, desplazando a
patdgenos como E. coli y Pseudomona aeruginosa. Este cuarto lugar representa entre un 8
a 15% de todas las sepsis adquiridas en hospital, o que no es menor. C. albicans es el
principal agente causal de candidiasis, representando entre un 40 a 80% de los aislamientos,
como lo sefialan diversos estudios. En Chile, C. albicans también es el agente mas

prevalente, aunque sin superar el 50%.

El aumento en la incidencia de estas infecciones se debe en parte a los avances médico-
tecnoldgicos y al incremento de una poblacién con alto riesgo de sufrir infecciones fingicas
oportunistas. En estos pacientes de alto riesgo, las micosis invasoras son severas, progresan
rapidamente, son dificiles de diagnosticar y tratar y presentan una altisima mortalidad. Por
esta razon, una rapida identificacion de las especies de Candida en el laboratorio clinico, se
ha convertido de suma importancia. También es de gran relevancia el desarrollo de técnicas
moleculares que puedan diferenciar adecuadamente aislados de Candida spp., que permitan
identificar reservorios y modos de transmision y que tengan la habilidad de trazar sus vias

epidemioldgicas.



De especial relevancia es el establecimiento de la relacion de origen entre cepas de la
misma especie aisladas de un mismo paciente, ya que a pesar de que se sefiala la
adquisicion enddégena como fuente principal de diseminacion a través de propagacion
clonal, el hecho de que esta levadura esté presente en un alto porcentaje de personas, sin

producir enfermedad, plantea ciertas dudas sobre la epidemiologia de la infeccion.

En el presente estudio, se buscO determinar clonalidad entre cepas de C. albicans
patogenas, aisladas desde sangre, y cepas comensales aisladas de distintos lugares
anatomicos, en pacientes con candidemia. Para ello se utilizaron dos métodos de
tipificacion del ADN genomico como son la amplificacion al azar del ADN polimérfico
(Random Amplified Polymorphic DNA o RAPD), que ya ha sido estandarizada y utilizada
en genotipificacion de cepas de Candida spp., y la electroforesis en gel con gradiente
desnaturante (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis o0 DGGE), método aplicado
exitosamente en la epidemiologia molecular de bacterias, pero muy poco utilizada con

anterioridad en Candida spp., por lo que se comparé con el RAPD.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1.- Caracteristicas del género Candida.

El género Candida esta constituido por aproximadamente 163 especies, de las cuales cerca
de un 10% son reconocidas como patogenas para el hombre (Kurtzman y Fell, 1998;
Calderone, 2002a). Las especies de Candida son hongos unicelulares o levaduras,
ampliamente distribuidas en la naturaleza. El principal representante del grupo es C.
albicans, aunque otras especies también son fuente de infecciones, especialmente en

pacientes inmunocomprometidos y criticamente enfermos (Calderone, 2002b).

En los frotis de exudados, Candida aparece como una levadura en gemacion y en algunos
casos, como células alargadas en gemacién semejantes a hifas denominadas pseudohifas.
En agar Sabouraud, incubado a temperatura ambiente o0 a 37 °C, se desarrollan colonias de
textura cremosa Yy superficie lisa, blancas, con olor a levadura. El desarrollo superficial de
estas colonias en el agar consiste en células ovales en gemacion. El desarrollo sumergido
consiste en pseudomicelios. Este pseudomicelio estd compuesto de pseudohifas, que
forman blastoconidios (estructura que se desarrolla por gemacién, con la separacién

subsiguiente de esta yema de la célula progenitora) en sus terminales (Calderone, 2002a).

Candida albicans es un hongo que presenta transicién morfoldgica, es decir, toma forma de
levadura en saprofitismo o al colonizar un hospedero, pero cuando produce infeccion toma
la forma filamentosa. Por esta razon, en presencia de suero o plasma, puede convertirse a la
forma de hifa formandose inicialmente un tubo germinal (Calderone, 2002a). La mayoria
del tiempo existe como una sola célula oval con un diametro de 4 a 6 x 6 a 10 pm. Las
pseudohifas, compuestas por cadenas de células no septadas, se pueden formar de las

células que estan en gemacion, las cuales siguen unidas una a la otra.



Candida albicans también puede formar clamidoconidios, que corresponden a células
esféricas de aproximadamente 8 a 12 um de diametro, en las terminales o intercaladas en
una hifa, que crecen y desarrollan paredes gruesas, refractantes y resistentes a condiciones
ambientales desfavorables, cuando la levadura es incubada en medios nutricionalmente
pobres (Calderone, 2002a). Las cepas de C. albicans producen colonias cremosas,
pastosas, suaves y lisas, de color blanco en el agar Sabouraud-Glucosa y no producen

ningun crecimiento superficial cuando estan inoculados en caldo.

Candida albicans vive como comensal en la mayoria de los individuos sanos, sobre todo en
el aparato gastrointestinal sin ningun efecto perjudicial, es méas, esta levadura esta presente
en uno 0 mas partes del cuerpo hasta en un 70% de individuos sanos (Kam y Xu, 2002). Sin
embargo, es capaz de causar infecciones superficiales y sistémicas, convirtiéndose en el
principal patégeno fungico en los seres humanos (Calderone, 2002b). Esta levadura
produce infecciones superficiales leves y transitorias en individuos con sistema inmune
normal, pero puede causar infecciones mucocutaneas, asi como infecciones sistémicas con
riesgo vital, en pacientes inmunocomprometidos, onco-hematologicos o que sufren de otra
patologia subyacente, o bien en pacientes que se recuperan de cirugia mayor, recién
nacidos, prematuros, pacientes quemados, entre otros (Calderone, 2002b; Cheng et al.,
2006).

2. Diagnostico de Laboratorio

El diagnostico macroscépico determina la morfologia de las colonias, es decir, su tamafio,
forma, numero, color, textura, etc. El diagnéstico microscopico, por medio de
micromorfologia, permite observar las caracteristicas de las hifas, pseudohifas vy

blastoconidios, entre otras estructuras.



2.1 Examen Microscépico Directo.

Este examen se realiza con la preparacion en fresco, con o sin soluciones clarificadoras
como KOH 10 6 20%, posicionada en un portaobjeto y cubierta por un cubreobjeto. La
solucidn clarificadora puede contener tinta para aumentar el contraste. Al microscopio es
posible observar determinada especie en forma de levadura, pseudohifa o hifa, segin
corresponda. Ademas permite observar otras estructuras como son los blastoconidios. Si se
desea observar con el lente de inmersion, se recomienda utilizar la tincion Gram o Giemsa
(Hermosilla et al., 2005).

2.2 Cultivo.

2.2.1 Aislamiento. Se utiliza mas de un tipo de medio de cultivo para aislar
levaduras desde regiones colonizadas, como son el Agar Sabouraud-Glucosa 2% y algun
medio cromogénico, para diferenciar distintas especies de levadura gracias a caracteristicas
fenotipicas (color) facilmente distinguibles. Estos medios de cultivo se incuban a 37 °C. En
el caso de levaduras aisladas de micosis invasoras, se siembran varias placas con uno o
ambos medios de cultivo y se incuban a 25y 37 °C. Los cultivos crecen entre 24 a 72 horas
(Hermosilla et al., 2005; Silva, 2006).

2.2.2 ldentificacion de Especie. Antes de identificar la especie, primero se
identifica el género analizando las caracteristicas de la colonia, como son textura, forma,
color, tamafio, etc. La identificacion de la especie se realiza a través de los métodos
estandares clasicos como son la prueba del tubo germinal, el microcultivo y el
auxanograma, pudiendo combinarlos con sistemas comerciales (Hermosilla et al., 2005;
Silva, 2006).



a) Prueba Fisiologica de Produccion del Tubo Germinal.

La prueba del tubo germinal sirve como “screening” para C. albicans, ya que solo esta

levadura es capaz de desarrollar esta estructura.

Un primer paso es la inoculacion de la levadura fresca, a partir de cultivos de 24 a 48 horas,
en un tubo eppendorf con plasma o suero fresco humano, para luego incubarlo a 37 °C por
2 a 3 horas. La prueba resulta positiva cuando se observa al microscopio la presencia de un
tubo fino de paredes paralelas, sin punto de contriccion en la unién con la célula madre
(Hermosilla et al., 2005; Silva, 2006). Aunque esta prueba nos orienta con respecto a la

especie de levadura aislada, se debe acompariar de microcultivo y pruebas bioquimicas.
b) Microcultivo para Levaduras.

En el microcultivo, la muestra de levadura es sembrada en estrias paralelas sobre agar maiz
0 arroz con Tween 80 al 1%, en camara himeda, incubandose a 25 °C entre 2 a 3 dias.
Cuando la especie aislada en el microcultivo es C. albicans, ésta se presenta como levadura
0 pseudohifa, observandose ademas racimos de blastoconidios y clamidoconidios
(Hermosilla et al., 2005).

c) Pruebas Bioquimicas.

Un Gltimo paso para la identificacion de especie, es la realizacion de estas pruebas. El
método cléasico consiste en la deteccion de la asimilacion de hidratos de carbono
(auxanograma) y de fuentes de nitrogeno e hidrolisis de urea. En el método comercial, que
consiste en galerias comerciales con substratos deshidratados en pocillos, se prepara un
inéculo de levadura comparable con un estandar de turbidez proporcionado por el
fabricante. Del inoculo se extraen 100 ul y se depositan en cada posillo. La galeria se
incuba a 25 °C por 24 a 48 horas. Para interpretar los resultados, el fabricante proporciona
un codigo numérico que se compara con el codigo obtenido de la galeria (Hermosilla et al.,
2005; Silva, 2006). En el caso de C. albicans, ésta fermenta la glucosa y la maltosa,
produciendo &cido y gas, genera acido de la sacarosa y no ataca la lactosa (Calderone,
2002a; Silva, 2006).

10



3.- Epidemiologia de la Infeccion por Candida spp.

La epidemiologia de la infeccion por Candida spp., es controversial y compleja (Shin et al.,
2005; Bassetti et al., 2006; Odds et al., 2006). Es habitualmente aceptado que estas
infecciones son resultado de una invasion producida por la microbiota endégena de cada
paciente y que, por lo tanto, estas cepas de Candida spp., que causan infeccién son las
mismas que aquellas encontradas previamente en pacientes colonizados (Hedderwick et al.,
2000; Magill et al., 2006). Con respecto a esto ultimo, en el estudio realizado por la
European Confederation of Medical Mycology (ECMM) sobre la epidemiologia de la
candidemia, se registré que la misma especie de Candida spp., encontrada previamente en
el tracto gastrointestinal, fue aislada de sangre, en el 80% de los pacientes que presentaron

posteriormente candidemia por C. albicans y por C. glabrata (Tortorano et al., 2004).

La importancia clinica de la colonizacion por Candida spp. en diferentes lugares del cuerpo
también es controversial. Algunos autores discuten si las cepas que colonizan distintos

lugares anatémicos, causarian subsecuentemente candidemia.

Uno de los primeros estudios que abordaron este tema fue realizado por Reagan et al.,
1990, arrojando como resultado que cepas de Candida spp., colonizantes y
subsecuentemente infectantes, eran genéticamente idénticas en el 94% de los pacientes
analizados mediante RED (digestion de ADN cromosomal mediante endonucleasas de
restriccion). Resultados similares presentan Voss et al., 1994, quienes encontraron que el
84% de los pacientes con candidemia presentaron cepas colonizantes e infectantes
idénticas, a través de cariotipo electroforético y REAG (andlisis del ADN gendmico
mediante endonucleasas de restriccion). Un estudio posterior, realizado mediante
hibridacion por “southern blot” con sonda repetitiva Ca3, registrd que los aislados de
sangre y de sitios colonizados eran idénticos en el 90% de los pacientes (Marco et al.,
1999). Tavanti et al., 2001., realizaron un estudio en pacientes transplantados que sufrieron
candidiasis invasora. En este estudio encontraron que las cepas colonizantes, aisladas
previo al transplante, y las cepas infectantes eran idénticas genéticamente en el 72% de los
pacientes, utilizando la hibridacion por “southern blot” con sonda repetitiva 27A.
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De acuerdo con estos resultados, la colonizacion de sitios periféricos tales como piel, tracto
gastrointestinal, mucosa oral y respiratoria ha sido identificada como un factor de riesgo
independiente de candidemia en neonatos, pacientes con transplante de médula,
neutropénicos y pacientes criticamente enfermos (Cheng et al., 2006; Fanello et al., 2006;
Magill et al., 2006). Con respecto a ésto, estudios iniciales sobre la importancia de la
colonizacion, determinaron que uno de los factores de riesgo independiente asociado a
candidemia, junto con la cateterizacidn venosa, el uso de antibidticos y la estadia en UCI,
era la colonizacion previa por Candida spp., en distintos lugares del cuerpo (Wey et al.,
1988; Pittet et al., 1994). Esto dltimo también lo sefialan estudios posteriores en el mismo
tema (Yazdanparast et al., 2001; Magill et al., 2006), es mas, uno de estos estudios reporta
un aumento en la incidencia de candidiasis invasora, en relacion con el niamero de lugares
anatomicos colonizados (Yazdanparast et al., 2001). Sin embargo, un solo factor de riesgo
de forma aislada, es improbable que pueda predecir la posterior infeccion por Candida spp.,
ya que el valor predictivo positivo de cada uno de estos factores es bajo, como lo sefialan
distintos investigadores (Pittet et al., 1994; Magill et al., 2006).

Estos antecedentes sugieren que cepas de distintos lugares anatémicos de un mismo
individuo provienen de una Unica cepa progenitora, que se ha adaptado a diversas
condiciones ecoldgicas propias de cada individuo (Hossain et al., 2003). El problema
comenzaria cuando una persona experimenta una cierta alteracion en las barreras
anatomicas de distintos 6rganos o sistemas, en la microbiota del cuerpo, en la fisiologia
normal y en la inmunidad celular, debido a una enfermedad hematoldgica, neutopenia,
cancer, diabetes mellitus y nacimientos prematuros o bajo peso al nacer (Calderone, 2002b;
Galvan y Mariscal, 2006). Distinto es lo encontrado por otros investigadores, los que
sefialan que en su estudio les fue imposible establecer la relacidn entre colonizacion y una

subsiguiente candidiasis invasora (Viudes et al., 2002; Charles et al., 2005).

Contrario a lo sefialado anteriormente, varios reportes sobre brotes de infecciones
producidas por Candida spp., sostienen ademas, la adquisicion exdgena de levaduras, tras
la colonizacion de catéteres y dispositivos intravasculares, por contaminacion de

medicamentos e infusiones, o debido a la transmisién cruzada a través de las manos del
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personal hospitalario y también paciente-paciente (Hedderwick et al., 2000; Boccia et al.,
2002; Silva et al., 2003a; Shin et al., 2005). Aunque no ha sido comprobado, estas cepas
exogenas podrian ser méas agresivas y derivadas de un solo grupo de prevalencia ubicuo.
Ademas podrian ser responsables aproximadamente de un tercio de todas las infecciones
por Candida spp., en todo el mundo. La evidencia sugiere que pueden no sélo ser mas
virulentas sino también ser mas resistentes a drogas antifingicas (Jain et al., 2001; Pizzo et
al., 2002).

En relacion a la adquisicion exdgena de cepas infectantes, se ha encontrado evidencia de
reducida diversidad genética entre cepas de C. albicans de cavidad bucal de distintos
pacientes infectados con VIH que sufren candidiasis oral, sugiriendo la posibilidad de que
la cepa comensal es reemplazada por cepas genéticamente mas uniformes, antes del
establecimiento de la candidiasis (Pizzo et al., 2002). Esto también se ha descrito en
pacientes que presentan candidemia por C. albicans, independiente de su estado de portador
de VIH, en los cuales un mismo genotipo es encontrado entre los distintos pacientes
(Boccia et al., 2002; Shin et al., 2005). Por otra parte, el analisis de cepas de C. albicans de
distintos sitios anatébmicos colonizados, realizado por otros investigadores, sugiere que los
distintos sitios anatomicos pueden seleccionar ciertos genotipos y que estos genotipos

serian causales de infeccion (Schmid et al., 1999; Tavanti et al., 2005).

Estas dos hipotesis ofrecen diferentes escenarios con respecto a las poblaciones de C.
albicans. La hipotesis del reemplazamiento, de cepas comensales por cepas mas uniformes
genéticamente, predice un grado significantemente mas bajo de diversidad genética y un
alto grado de similaridad genética entre cepas asociadas con sitios anatomicos especificos,
con ciertos lugares geograficos y/o con ciertos tipos de hospedero (Schmid et al., 1999). En
contraste, la hipotesis de persistencia de cepas comensales, puede predecir que cepas de
cada sitio anatébmico de distintos pacientes, pueden presentar un importante nivel de
diversidad genética (Xu et al., 1999).

En resumen, la epidemiologia de la infeccion por C. albicans es compleja, existiendo varios

escenarios posibles en el origen de la infeccion por esta levadura, por ejemplo, ha sido

demostrado que cepas de C. albicans pueden ser reemplazadas unas por otras en
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infecciones recurrentes, que diferentes lugares del cuerpo de un mismo individuo sano
pueden hospedar cepas comensales relacionadas entre si (clonales) o no relacionadas entre
si, que un mismo lugar anatémico puede portar distintas especies o cepas diferentes de la
misma especie, que las cepas pueden ser transferidas de un individuo a otro (transmision
exogena), que existe una determinada localizacion geogréafica para ciertas cepas y que las
cepas colonizantes pueden sufrir “genotypic o substrain shuffling”, debido a fendmenos
microevolutivos, principalmente en episodios de infeccion recurrente. EI fendmeno de
“substrain shuffling” se define como la presencia de subcepas o subgenotipos, los cuales
pueden coexistir en un mismo sitio anatomico (Samaranayake et al., 2003; Odds et al.,
2006).

4.- Clonalidad y Microevolucion

En el sentido de origen genético de una poblacidn, clonalidad se refiere a que la progenie es
genéticamente idéntica a la célula parental. Esto puede ser considerado una situacién
normal para la mayoria de los microorganismos, ya que como bien es sabido, estos ultimos,
incluida C. albicans, presentan propagacion mitética (Tibayrenc, 1997; Xu y Mitchell,
2002). Debido a que un estado sexual no es conocido en C. albicans, su estructura
poblacional es primariamente clonal (Fundyga et al., 2002; Odds et al., 2006). Sin embargo
varios investigadores sefialan que esta levadura presenta una considerable variacién
genética natural, debido principalmente a fenémenos de microevolucion (Shin et al., 2004;
Sampaio et al., 2005; Odds et al., 2006). Ante ésto, tres escenarios son los mas frecuentes
en la genotipificacion de cepas de C. albicans: clonalidad, microevolucién y reemplazo de
cepas, fendémeno conocido como “strain replacement” (Sampaio et al., 2005; Odds et al.,
2006).

Con respecto a clonalidad, estudios iniciales sobre el tema presentaron evidencia de una
estructura poblacional primariamente clonal en C. albicans. Este hecho fue demostrado
mediante MLEE (electroforesis de multilocus enzimaticos), técnica que registro falta de
segregacion y falta de recombinacién en un set de C. albicans aisladas de pacientes VIH

positivos (Pujol et al., 1993).
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Algo similar se presenta en un trabajo posterior, en el cual, utilizando el RAPD
(amplificacion al azar del ADN polimorfico), las cepas aisladas de distintos lugares del
cuerpo de un mismo paciente, tanto superficiales como profundas, presentaron perfiles
idénticos a tiempos distintos de aislamiento, inclusive los patrones obtenidos entre aislados
de C. albicans de distintos pacientes, son similares unos a otros (Robert et al., 1995). Un
estudio reciente, realizado mediante MLST (tipificacion por secuenciamiento de
multilocus), obtuvo como resultado que 36/44 grupos de aislados de C. albicans, mostraron
cepas indistinguibles entre aislados de distintos lugares o del mismo lugar del cuerpo,

recogidas a distinto tiempo desde cada paciente (Odds et al., 2006).

Otros investigadores también registraron que la poblacion en estudio era primariamente
clonal, ya que aislados de un mismo paciente presentaron el mismo genotipo o genotipos
altamente relacionados, incluso algunos aislados de distintos pacientes resultaron ser
idénticos o alta a medianamente relacionados clonalmente (Sampaio et al., 2005; Shin et
al., 2005; Chen et al., 2006).

El concepto de microevolucion se refiere a la existencia de variaciones menores, presentes
en ciertas cepas de la misma especie, aisladas de un mismo paciente o de pacientes distintos
(Odds et al., 2006). En afios recientes se ha clarificado el hecho de que C. albicans produce
variantes genéticamente alteradas en altas tasas. La mayoria de las poblaciones comensales
e infectantes de C. albicans de un mismo individuo son clonales en origen, pero sufren
microevolucion en el sitio de colonizacion y también a través de episodios recurrentes de
infeccion (Xu et al., 1999; Shin et al., 2004).

En un estudio inicial realizado por Lockhart et al., 1995, en el cual utilizaron “southern
blot” con sonda repetitiva Ca3, los resultados demostraron que las nueve poblaciones de C.
albicans analizadas eran clonales en origen, es decir, evolucionaron desde un unico
progenitor, pero en muchos casos producto de eventos de microevolutivos, encontraron la
presencia de subgenotipos un mismo sitio anatdmico, pudiendo cualquiera de estas

subcepas dominar frente a las otras en determinadas condiciones del hospedero.
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Sampaio et al., 2005, tipificaron 72 cepas de C. albicans, no relacionadas entre si, con el fin
de testear sus amplificaciones especificas y polimorfismo, mediante PCR multiple de
regiones microsatélite. Ellos encontraron una significante desviacion del equilibrio de
Hardy-Weinberg, lo cual soporta previos hallazgos de que las poblaciones de C. albicans
infectantes son clonales. Sin embargo, cambios microevolucionarios también fueron
encontrados. Diversos investigadores sefialan que en un mismo paciente puede existir
microevolucion de la cepa persistente, en distintos lugares del cuerpo, durante la
colonizacion o en episodios recurrentes de infeccion (Chen et al., 2006; Odds et al., 2006).
Por otro lado, en aislados no relacionados entre si (de distintos pacientes), pero si
relacionados epidemioldgicamente, por ejemplo, en el caso de cepas endémicas, también

pueden ocurrir fendmenos microevolutivos (Sampaio et al., 2005, Shin et al., 2005).

Los cambios microevolucionarios, en poblaciones clonales, son producidos principalmente
por reorganizacion gendmica que envuelve entre otros, al elemento repetitivo RPS (Shin et
al., 2004; Odds et al., 2006) y por pérdida de heterozigosis (Tavanti et al., 2004; Odds et
al., 2006). Estos cambios genéticos, ocurren en frecuencias suficientemente altas como para
ser importantes en la transicion de C. albicans desde un organismo comensal a uno
patogénico (Forche et al., 2003). Un analisis de los eventos microevolucionarios realizado
por Sampaio et al., 2005, sugiere que dos eventos mutacionales distintos pueden ocurrir:
falta de union entre la hebra templado y la hebra que esta siendo sintetizada, durante la
replicacion del ADN, fendmeno conocido como “strand slippage” de la ADN polimerasa y
pérdida de heterozigosis, como resultado de cambios en los cromosomas, ya sea por
deleccidn o pérdida de éstos, por fendmenos de recombinacion o por conversion génica,

como tambien sefialan otros autores (Fundyga et al., 2002; Tavanti et al., 2004).

El fendmeno de microevolucion en infecciones del torrente sanguineo causadas por
Candida spp., no ha sido completamente explorado. Marco et al., 1999., reportaron
microevolucion de las cepas colonizantes en un tercio de los pacientes con candidemia
causada por C. albicans. Sin embargo, la relacion entre microevolucién de C. albicans y el
desarrollo de una subsiguiente infeccion del torrente sanguineo permanece incierta, ya que

C. albicans comunmente produce colonizacion de largo término en distintos sitios
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anatémicos, de individuos sanos y ademas, la mayoria de las candidemias son producidas
por la propia microbiota enddgena del paciente (Shin et al., 2004).

La ocurrencia de microevolucion depende no s6lo de la duracion de la colonizaciéon o
infeccion, sino que también de la estabilidad genética de la cepa, en el ambiente ofrecido
por el hospedero. Esto es respaldado por los hallazgos de Shin et al., 2004, donde en
candidemias relacionadas con catéter, la microevolucion ocurre en algunas cepas de C.
albicans aisladas desde catéter durante la colonizacion de este Ultimo, pero no ocurre en
cepas aisladas de sangre, orina u otro sitio anatbmico del mismo paciente. Por lo tanto,
microevolucion puede ocurrir durante la colonizacion de catéteres o de superficies mucosas
del paciente, en las manos del personal de la salud o en el ambiente hospitalario. Una vez
gue una cepa genéticamente estable se instaura en un individuo, puede ser responsable de
invasion sanguinea y luego esparcirse a orina u a otros lugares en el mismo paciente o
diseminarse por transmision nosocomial entre diferentes pacientes, a través del tiempo, sin

presentar cambios microevolutivos significantes (Shin et al., 2004).

Con respecto al reemplazo de cepas, Odds et al., 2006, registr6 mediante MLST, que en
algunos episodios recurrentes de infeccion, en todos los sitios muestreados del paciente
ocurrio reemplazo de cepas, ya que los aislados de ambos episodios se encuentran
ampliamente distanciados entre si desde el punto de vista genético. Este fendmeno se debe
a que distintos clones pueden coexistir en los distintos lugares del cuerpo, especialmente en
sitios no estériles (Chen et al., 2006). Sin embargo, la poblacién infectante en cada lugar
del cuerpo es monoclonal, existiendo algunos aislados que presentan la capacidad de

invadir distintos microhabitat (Sampaio et al., 2005).

5.- Candidemia
Diversos programas de vigilancia de infecciones del torrente sanguineo (ITS), sefialan que
aproximadamente un 50% de éstas son nosocomiales (Edmond et al., 1999) y que el factor

de riego de infeccion mas comun, es la presencia de catéter intravenoso (Diekema et al.,
2003; Wisplinghoff et al., 2004).
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La incidencia de estas infecciones ha aumentado progresivamente desde la década de los
ochenta, presentandose unos 250.000 casos anualmente en USA (Pittet et al., 1997). Las
ITS presentan una alta morbilidad y mortalidad (mortalidad atribuida, 23%; mortalidad
cruda 30% aproximadamente), siendo la décima causa de mortalidad en USA
(Wisplinghoff et al., 2004).

Investigaciones realizadas en USA desde mediados de la década de los noventa, hasta
inicios de la presente década, sefialan que aproximadamente un 50% de estas infecciones
ocurren en pacientes hospitalizados en UCI (Edmond et al., 1999; Wisplinghoff et al.,
2004), y es en estas unidades donde se registra un mayor impacto, con una mortalidad
atribuida entre 16 a 40% y una mortalidad cruda de 35 a 53% (DiGiovine et al., 1999;
Warren et al., 2001).

Evaluando la década de los ochenta, un estudio realizado en pacientes de 124 hospitales
norteamericanos detecto un crecimiento significativo de las ITS, destacandose un aumento
importante del género Candida spp., como agente causal, del orden de 219% en hospitales
basicos y 487% en hospitales universitarios de gran tamafio (Banerjee et al., 1991). Lo méas
Ilamativo fue el hecho de que estas fungemias presentaron 29% de mortalidad atribuible,
versus 17% del resto de los patdgenos, diferencia estadisticamente significativa. Estudios
ulteriores sobre prevalencia de ITS nosocomiales, han determinado que las infecciones por
hongos, principalmente del género Candida spp., han seguido aumentado sustancialmente
desde la década de los ochenta, pasando de un 8% en 1995 a un 12% en 2002,
encontrandose estas levaduras, en el cuarto a quinto lugar entre las causas mas comunes de
ITS hospitalaria, tras las producidas por Staphylococcus coagulasa negativa, S. aureus y
Enterococos (Edmond et al., 1999; Wisplinghoff et al., 2004). Este cuarto a quinto lugar,
representa aproximadamente un 10% de todas las ITS nosocomiales (Wisplinghoff et al.,
2004).

En Chile, el Ministerio de Salud proporciona datos procedentes de la red de vigilancia
epidemiologica de infecciones intrahospitalarias. En infecciones del torrente sanguineo
asociadas a catéter venoso central en pediatria, Candida spp., ocupa el cuarto lugar con un
7,4% entre 1997-1998 (Otaiza y Brenner, 1999).
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En infecciones sanguineas asociadas a nutricién parenteral, fue la primera causa con un
30% en pediatria y en adultos ocupa el cuarto lugar, entre los afios 1999 y 2000 (Otaiza y
Brenner, 2001).

Por otro lado, la Red de Diagndstico de Micosis Invasoras en Chile, registré durante el afio
2000 a 130 pacientes con diagnéstico comprobado de infeccion invasora y aislamiento de
hongo, identificandose levaduras en 118 de ellos (92.4%), de los cuales 79 (67%)
representaron aislamientos de levaduras en hemocultivos, notificandose la mayoria como

infeccion nosocomial (Silva et al., 2004).

La candidemia, definida como la infeccién del torrente sanguineo en donde al menos un
cultivo sanguineo positivo arroja Candida spp., en un paciente con fiebre u otro signo
clinico de infeccion (Tortorano et al., 2004; Bassetti et al., 2006), puede derivar en la
diseminacion de la infeccion a mudltiples drganos, determinando la formacion de
microabscesos, lesiones cutaneas embdlicas, abscesos renales y hepatoesplénicos,
endocarditis, meningitis, artritis, osteomielitis y endoftalmitis. Estas infecciones ocurren
con mayor frecuencia en pacientes que presentan condiciones de base tales como ser
neonatos, prematuros, presentar patologia oncoldgica, pacientes transplantados recibiendo
terapia inmunosupresora, pacientes sometidos a cirugia mayor y pacientes afectados por
enfermedades severas, que requieren atencién en una unidad de cuidados intensivos
(Calderone, 2002b).

En la década de los ochenta, el “National Nosocomial Infections Surveillance System”
(NNIS), a cargo del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC; Atlanta,GA),
en USA, confirma un crecimiento significativo en la incidencia de infecciones fungicas que

pasan de 2,0 a 3,8 infecciones/1000 pacientes (Banerjee et al., 1991).

Resultados entregados por el proyecto SCOPE (“The Surveillance and Control of
Pathogens of Epidemiologic Importance”) en USA, dan a conocer una incidencia de
candidemia de 4.6 infecciones/10.000 admisiones entre 1993-2002 (Wisplinghoff et al.,
2004).
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En Europa, los estudios epidemioldgicos comenzaron en la década del noventa. Desde 1997
hasta 1999 se llevd a cabo en Europa, un importante estudio multicéntrico promovido por la
“European Confederation of Medical Mycology” (ECMM), en el que participaron 106
hospitales de 6 paises. En este estudio, se registro un total de 2.089 casos de candidemia, lo
que arrojo una incidencia de 0.20-0.38 casos/1.000 admisiones en Francia, Italia y Suiza,
mientras que la incidencia en Alemania, Austria, Italia y el Reino Unido fue registrada
como 3.0-4.4 casos/100.000 pacientes-dia (Tortorano et al., 2004). En Espafia, en dos
estudios realizados durante tres y cinco afios, en hospitales de atencion terciaria, la
incidencia de candidemia fue de 7.6 casos/10.000 admisiones (Viudes et al., 2002) y de 8.1
casos/10.000 admisiones (Alonso-Valle., et al., 2003) respectivamente.

De estas infecciones invasoras causadas por Candida spp., un 75 a 80% son de origen
nosocomial (75% en USA, 82% en Sudamérica y 93% en Canadd) y el 50% de ellas
afectarian a pacientes de UCI (Pfaller et al., 1998).

Estas infecciones son dinamicas y han experimentado un aumento continuo desde la década
de 1980. Actualmente, C. albicans es aun considerada la especie mas frecuente en pacientes
con candidemia, siendo aislada en un 40 a 55% de los casos, tanto en pacientes
inmunodeprimidos como en pacientes no neutropénicos (Pfaller et al., 2001; Trick et al.,
2002; Tortorano et al., 2004). Sin embargo, a partir de la mitad de la década de los noventa
se comienza a observar un cambio etiolégico continuo en los agentes que causan
candidemia, de modo que C. albicans comienza a ser desplazada por la emergencia de otras
especies de Candida spp., (Nguyen et al., 1996). Varios investigadores han reportado una
alta incidencia de infecciones fungicas producidas por C. parapsilosis, C. glabrata, C.
tropicalis y C. krusei entre otras, sin embargo la distribucion de estas especies varia
marcadamente en cada pais. Entre 1997 y 1999, la Red de Vigilancia Internacional de
Infecciones del Torrente Sanguineo causadas por Candida spp., a cargo del programa
SENTRY, registré que en Sudamérica, aproximadamente la mitad de los casos reportados
de candidemia son causados por especies de Candida no-albicans (55%), siendo C.
parapsilosis (25%) y C. tropicalis (16%) las especies mas frecuentemente aisladas, despues
de C. albicans (45%) (Pfaller et al., 2001).
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Otro estudio realizado en Latinoamérica mantiene a las Candida no-albicans como las
principales causales de ITS, sin embargo C. tropicalis incrementa su participacion en estas
infecciones (24%), con respecto a C. parapsilosis (21%) (Godoy et al., 2003). Distinto es el
caso en Europa y Canada, donde C. albicans es aislada, en aproximadamente, un 60% de
los casos, mientras que las especies de Candida no-albicans mas frecuentemente aisladas
son C. parapsilosis (18%) y C. glabrata (11%). En USA, C. albicans también es el agente
mas comunmente aislado (55%), sin embargo, el porcentaje de infecciones producidas por
C. glabrata (21%) es significativamente mayor que en las otras regiones, mientras que C.
parapsilosis ocupa el tercer lugar con un 11% (Pfaller et al., 2001). En Chile el agente mas
prevalente es C. albicans (48%), seguida por C. parapsilosis (17,7%) y C. tropicalis
(13.9%), sin embargo C. albicans no supera el 50% (Silva et al., 2004). EI cambio de
patrén etiolégico de la candidemia nosocomial ha sido atribuido en gran parte a los avances
de la medicina, con la incorporacién de nuevas modalidades terapéuticas y debido al uso de
antimicoticos como el fluconazol, como medida profilactica. Anexo a esto, se encuentra la
presencia de enfermedades que condicionan alteraciones inmunoldgicas graves y la estadia
en UCI que hacen a estos pacientes susceptibles a infecciones fungicas (Colombo et al.,
2003; Cheng et al., 2006).

6.- Mortalidad Producida por Candidemia

Las distintas especies de Candida spp., causan comunmente infecciones sanguineas
nosocomiales, principalmente entre pacientes de UCI, y estan asociadas con altas tasas de
morbilidad y mortalidad (Trick et al., 2002; Bassetti et al., 2006), por lo tanto, la seriedad
de la candidemia se ve reflejada tanto en las tasas de mortalidad atribuible como cruda.

La mortalidad cruda se define como la suma de todos los pacientes que al fallecer padecian
una infeccion sistémica por Candida; los controles son los pacientes gque tienen las mismas
condiciones, pero fallecen sin candidemia. Datos del proyecto SCOPE, publicados en el
afio 1999, presentan una mortalidad cruda de 40%, asociada a Candida spp. (Edmond et al.,
1999), manteniéndose este resultado en la publicacion del afio 2004 (Wisplinghoff et al.,
2004).
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Algo similar es presentado por otros autores, los que determinaron una mortalidad cruda
aproximada de 45% (Luzzati et al., 2000; Alonso-Valle et al., 2003; Diekema et al., 2003).

La mortalidad atribuible, comprende a aquellos pacientes que fallecen debido a la infeccion
por Candida spp., (Wenzel y Gennings, 2005). Con respecto a ésta, en el trabajo de Cheng
et al., 2005, de 130 pacientes cuya muerte fue asociada con candidemia, en el 42,3% (55)
de los casos, la muerte fue considerada directamente causada debido a la infeccidn por
Candida spp. En dos estudios realizados en el Hospital de la Universidad de lowa
(University of lowa Hospitals and Clinics, lowa City) con 15 afios de diferencia, en 1988 y
2003, se comprobo que la mortalidad atribuible no habia variado de manera significativa,
ya que en 1988 fue 38% (Wey et al., 1988) y en 2003 fue 49% (Gudlaugsson et al., 2003).
En Europa, la ECMM registr6 una mortalidad cruda similar (38%) entre los afios 1997-
1999 (Tortorano et al., 2004).

Una mortalidad atribuida menor (29%) fue registrada por Alonso-Valle et al., 2003, quizas
porque en el estudio existio una alta prevalencia de C. parapsilosis, la cual produce menor
mortalidad, con respecto a otras especies de Candida. Una situacion similar fue registrada
por Viudes et al., 2002, con una mortalidad atribuible de 30% y por Piazza et al., 2004, los
que encontraron una mortalidad atribuible de 27%. En resumen, se puede concluir que,
aunque ha disminuido, la mortalidad atribuible no ha variado de manera significativa a

través de los afos.

Con respecto a la mortalidad de las infecciones causadas por Candida spp., en Chile, en un
estudio multicéntrico sobre candidemia realizado en Santiago hasta el afio 2002, en el cual
participaron cinco hospitales, C. albicans presentd una mortalidad cruda de 66%, y una
mortalidad atribuible de 33% (Silva et al., 2002). Estos valores son similares a lo

comunicado en el extranjero.
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7.- Técnicas de Biologia Molecular.

Hasta principios de la década de los noventa, poco era sabido sobre la epidemiologia de la
candidemia nosocomial. En el caso de C. albicans, a pesar de su conocida situacion como
comensal y de su importancia como patdgeno fangico mayor, poco era conocido sobre su
homogeneidad genética, su evolucion y sobre el mantenimiento o reemplazamiento de
cepas durante el comensalismo y la infeccion. Esto se debia en parte a que los métodos de
tipificacion que permiten discriminar cepas dentro de una especie, no estaban facilmente
disponibles en esos afios. Ante esta situacion, varios métodos de tipificacion molecular
fueron desarrollados, con fines epidemioldgicos, para permitir diferenciacion a nivel
genético (Pfaller, 2000; Soll, 2000).

Estudios iniciales sobre epidemiologia de la candidiasis utilizaron propiedades fenotipicas
de las levaduras para determinar la identidad de cepas (morfologia macro y microscopica,
serotipificacion, pruebas bioquimicas y fisioldgicas, perfiles de resistencia a agentes
quimicos y perfiles de sensibilidad a toxinas micoticas), sin embargo, al igual que cualquier
otro método que utilice rasgos expresados externamente por los microorganismos, éstos son
inestables, de baja sensibilidad y escaso poder discriminatorio (Soll, 2000). Con el
desarrollo de la genética molecular, los métodos de estudio y tipificacion del ADN
gendémico y extracromosomico se han convertido en una de las herramientas de mayor

interés para la tipificacion de hongos, constituyendo actualmente un proceso casi obligado.

Métodos de tipificacion mas poderosos, basados en el ADN, han emergido con fines
clinicos y epidemioldgicos. Estos métodos han sido usados extensamente en la deteccion y
tipificacion de cepas de Candida spp., principalmente de C. albicans. Ademas estas
técnicas permiten a los investigadores examinar retrospectivamente supuestos brotes de
candidiasis invasora y determinar los aspectos epidemioldgicos de estos brotes y de la
infeccion por Candida spp., (Pfaller, 2000; Soll, 2000).
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Una variedad de técnicas moleculares de identificacion han sido utilizadas para distinguir
aislados de C. albicans, incluyendo métodos como cariotipo electroforético usando PFGE
(analisis de fragmentos de restriccion mediante electroforesis en campo pulsado), analisis
del ADN genomico total con enzimas de restriccion (RED y REAG), hibridacion por
“southern blot” con sonda repetitiva Ca3 o 27A (southern blot hybridization with the Ca3
or 27A probe), RFLP (anélisis de polimorfismos de longitud de los fragmentos de
restriccion), electroforesis de multilocus enzimaticos (MLEE), la tipificacion por
secuenciamiento de multilocus (MLST) y el RAPD (Soll, 2000; Odds et al., 2006). Sin
embargo muchos de los métodos nombrados, no son sustentables en estudios
epidemioldgicos de rutina, ya que son laboriosos, caros y requieren equipamiento
especializado. EI RAPD, descrito inicialmente por Williams et al., 1990 no tiene estos

problemas.

Los métodos mencionados anteriormente, en su mayoria son sensibles, reproducibles y
especificos, y han sido utilizados para determinar el origen de una infeccion, las rutas de
adquisicion y transmision, la tipificacion de cepas, la persistencia de una misma cepa en
una infeccién, la microevolucion de una misma cepa, como es el caso del RAPD (Abarca,

2001) y el aparecimiento de cepas resistentes.

7.1 Amplificacién al Azar del ADN Polimérfico o Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD).

Los métodos de estudio del ADN gendmico y extragendmico se han convertido en una de
las herramientas de mayor interés en la tipificacion de hongos patégenos (Pfaller, 2000;
Soll, 2000). Las técnicas basadas en el uso de PCR o reaccion en cadena de la polimerasa,
han demostrado ser mas simples, rapidas y sensibles en detectar secuencias especificas del
ADN, ademas tienen un alto poder discriminatorio, si se generan las condiciones adecuadas
(Soll, 2000). El uso de estas técnicas, para estimar variaciones genotipicas intraespecie, ha
sido propuesto por varios estudios. Una de las técnicas basada en PCR mas popular y
actualmente en uso es el RAPD.
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La técnica de RAPD esta relacionada con la utilizacion de oligonucledtidos cortos, de 9 a
10 nucleodtidos, con un contenido de guanina y citosina (GC) mayor al 40%, cuya secuencia
de bases se ha determinado al azar, pero que selecciona fragmentos de ADN de una manera
caracteristica y repetitiva (Soll, 2000). Una de las caracteristicas del RAPD es que usa
temperaturas de hibridacién bajas de aproximadamente 36 °C, a diferencia del PCR cuyas
temperaturas de hibridacion son mayores a 50 °C (Pfaller, 2000; Soll, 2000).

Este método es un marcador genético dominante que tiene la propiedad de rastrear el
genoma completo y los polimorfismos obtenidos son resultado de la deteccion de cambios
de bases en el ADN cromosomal, lo que causa un cambio en el perfil de los fragmentos de
ADN (Abarca, 2001; Sullivan y Coleman, 2002). Los partidores utilizados detectan
polimorfismos en ausencia de informacién sobre la secuencia nucleotidica (Valerio et al.,
2006). EI RAPD posibilita la identificacion a nivel de género, especie e identificacion de
subdivisiones de la misma en grupos, cepas o clones, como también genera perfiles
consistentes, claros y repetitivos, todo esto dependiendo del poder discriminatorio del
partidor arbitrario utilizado (Sullivan y Coleman, 2002; Bautista-Mufioz et al., 2003). Con
respecto a esto, los perfiles generados por el RAPD a partir de aislados de una misma
especie, muestran diferencias intraespecie, generando polimorfismos (Sullivan y Coleman,
2002; Neppelenbroek et al., 2006).

El RAPD es una técnica facil, de bajo costo y simple de ejecutar e interpretar, no requiere
del conocimiento previo del genoma y cumple con todas las caracteristicas para ser una
buena herramienta de genotipificacion. El perfil de los fragmentos de ADN se mantiene
estable a través del tiempo, permitiendo estudios comparativos para evaluar diferencias o
similitudes entre cepas aisladas en distintos periodos de tiempo (Bautista-Mufioz et al.,
2003; Neppelenbroek et al., 2006). Este método es efectivo, ya que permite en mayor o
menor medida (i) identificar la misma cepa en aislados independientes, (ii) identificar
cambios microevolucionarios en una cepa, (iii) agrupar aislados moderada y escasamente
relacionados e (iv) identificar aislados completamente diferentes (Marco et al., 1999;

Sullivan y Coleman, 2002).
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Para que el RAPD cumpla con las caracteristicas sefialadas anteriormente, se debe utilizar
cierto numero de partidores, de forma independiente, para luego comparar la informacién
obtenida con los distintos partidores y asi, poder interpretar los datos (Soll, 2000). Un
ejemplo de esto es lo realizado por Pujol et al., 1997, quienes utilizaron ocho partidores
para genotipificar aislados de C. albicans. Cuando generaron el dendrograma, basado en los
coeficientes de similitud generados por los datos combinados de los ocho partidores, el
agrupamiento o “clustering” de los aislados fue similar al obtenido usando MLEE vy la
hibridacion por “southern blot” con sonda repetitiva Ca3, las cuales son técnicas
consideradas mas sensibles y especificas. En resumen, los resultados obtenidos por Pujol et
al., 1997, sugieren que el RAPD posee un poder resolutivo similar a las pruebas

anteriormente nombradas, lo que también sefialan Giammanco et al., 2005.

Sin embargo, ciertas advertencias se deben tener en mente, como por ejemplo, el problema
de la reproducibilidad no solo entre laboratorios, sino dentro del mismo laboratorio.
Potencialmente, cada aspecto de la reaccion de RAPD puede afectar la reproducibilidad.
Distintos autores han sefialado que las concentraciones de reactivo, las temperaturas
durante la amplificacion, el equipo de termociclacion, incluso la procedencia de algunos
reactivos, afectarian la reproducibilidad de esta técnica, lo cual se ve reflejado
principalmente en la variacion de las bandas de baja intensidad (Soll, 2000; Neppelenbroek
et al., 2006), por esta razon, la estandarizacion de la técnica es esencial (Giammanco et al.,
2005).

Una vez solucionada la intervencion de estas variables, y para lograr una interpretacion
apropiada de los resultados obtenidos con el RAPD, se debe incorporar una medida de
similitud genética entre las cepas que estan siendo estudiadas. Estas medidas de similitud,
también conocidas como coeficientes de similitud (Sag), pueden ser obtenidas a través de
distintas formulas, las cuales consideran la presencia y ausencia de bandas, como es el caso
del Coeficiente de Dice (Dice, 1945). Una vez computados los valores de Sag obtenidos
entre todos los pares de una coleccidn de aislados, se genera una matriz de similitud y a
partir de ésta, se generan arboles de similitud o dendrogramas por analisis de “cluster”
(Soll, 2000; Abarca, 2001), a traves de distintos métodos, siendo el més utilizado el
UPGMA (Sneath y Sokol, 1973).
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Con respecto a estos coeficientes de similitud, es necesario determinar puntos de corte o
umbrales de similitud, para poder establecer el tipo de relacion existente entre los aislados
que estan siendo estudiados (Soll, 2000). Muchos estudios han considerado como Sag
umbral un valor de 0.8, ya que este valor se encuentra en medio de valores Sag de cepas
altamente relacionadas (Sag > 0.9) y de aislados no relacionados entre si (Sag < 0.7), siendo
este valor de 0.8, representativo de aislados moderadamente relacionados. Sin embargo,
valores umbral sobre 0.8 han generado una mayor estabilidad de los cluster presentes en los
dendrogramas (Pfaller, 2000, Soll, 2000). Con respecto a esto ultimo, se ha sefialado que un
Sas umbral de 0.9, marca el limite inferior de valores de Sag de cepas que estan altamente
relacionadas y que han sufrido microevolucion (Pfaller, 2000; Soll, 2000).

Para RAPD, se han reportado umbrales de Sag entre 0.80 a 0.86, para considerar a dos
cepas como altamente relacionadas, es decir, sobre este punto de corte se pueden considerar
cepas, como genéticamente relacionadas, ya sean idénticas (Sag de 1) o altamente similares
pero no idénticas (Sag > 0.80). Sin embargo, para poder establecer este punto de corte, en
estos estudios se consideraron sélo partidores que generaron patrones de banda intensos y
reproducibles (Pujol et al., 1997; Xu et al., 1999; Samaranayake et al., 2003).

En un estudio orientado a elucidar los origenes de candidemias nosocomiales, Marco et al.,
1999 analizaron cepas comensales, aisladas de diferentes sitios anatomicos de un mismo
paciente, cepas infectantes y cepas aisladas del personal de salud, mediante hibridacion por
“southern blot” con sonda repetitiva Ca3. El umbral establecido fue de Sag > 0,91, ya que
en este punto de corte mejoraba la estabilidad de los “cluster” en el dendrograma. Otro
estudio, que utilizo la técnica de hibridacion por “southern blot” con sonda repetitiva 27A,
determiné un umbral de similitud similar, Sag > 0.9, en la genotipificacion de cepas de C.

albicans aisladas de un brote en una UCI neonatal (Boccia et al., 2002).
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7.2 Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturante o Denaturing Gradient Gel
Electrofhoresis (DGGE).

El DGGE es una técnica altamente sensible, que se basa en las caracteristicas de
desnaturacion de diferentes moléculas de ADN de doble hebra, en una gradiente con
incremento en la concentracion de desnaturantes (Hayes et al., 1999). ElI comportamiento
de desnaturacion de las distintas moléculas de ADN, depende fuertemente de la secuencia
nucleotidica. Esta diferencia en el comportamiento, permite la discriminaciéon entre

fragmentos que difieren hasta en una base nucleotidica (Hayes et al., 1999).

El fundamento de esta técnica recae en que fragmentos de ADN de igual tamafio, pero con
distinta secuencia de pares de bases, pueden ser separados. Esta separacion se basa en la
movilidad electroforética de las moléculas de ADN parcialmente desnaturadas, en un gel de
poliacrilamida con condiciones de desnaturacion en aumento, obtenida por la mezcla de
distintas concentraciones de urea y formamida (Gafan et al., 2005). EI fragmento de ADN
se va desnaturando a medida que avanza en el gel con gradiente desnaturante, por lo tanto,
su conformacion cambia, lo que reduce draméaticamente la movilidad del fragmento. La
region desnaturada de la molécula de ADN se deposita en la matriz del gel y no se mueve
mas (Hayes et al., 1999; Schabereiter-Gurtner et al., 2001). La separacion completa del
ADN es prevenida por la incorporacion de un “clamp” de multiples copias de GC, en uno
de los extremos del ADN. Este “clamp” es acoplado durante el PCR, utilizando un partidor
que presenta una secuencia adicional de 40 pb de GC en su extremo 5’ (Hayes et al., 1999).
Otra funcion de este “clamp” de GC es incrementar el porcentaje de deteccion de un

cambio de base en el fragmento, tedricamente a un 100% (Hayes et al., 1999).

Con mas detalle, la teoria detras del DGGE se basa en que las dos hebras del ADN se
separan 0 desnaturan, cuando calor o desnaturantes quimicos son aplicados. La
concentracion a la cual la doble hebra de ADN es desnaturada es influenciada por dos
factores; primero, los puentes de hidrégeno formados entre pares de base complementarios
(regiones ricas en GC se desnaturan a concentraciones mas altas de desnaturantes, que

regiones ricas en AT); segundo, la atraccion entre bases vecinas de la misma hebra.
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El DGGE explota el hecho de que fragmentos idénticos de ADN, los cuales difieren incluso
en un nucledtido dentro del dominio de desnaturacion, se desnaturan a distintas

concentraciones de desnaturante.

Aunque la teoria y metodologia del DGGE es relativamente simple, una significativa
cantidad de trabajo previo debe ser realizado antes de usar la técnica, ademas, el éxito de la
técnica es altamente dependiente del perfil de desnaturacion de los fragmentos de ADN a
evaluar, de la eleccion de los partidores, de las condiciones del gel que se va a utilizar y de

las condiciones en que se efectla la electroforesis (Hayes et al., 1999).

La mayoria de los estudios, en los que se ocupa al DGGE para detectar diferencias en
ciertos fragmentos de ADN o de ADN ribosomal, se han realizado para el andlisis de
poblaciones bacterianas ambientales (McAuliffe et al., 2003) y del cuerpo humano
(Schabereiter-Gurtner et al., 2001; Gafan et al., 2005), en microbiologia de los alimentos
(Divol et al., 2006) y en la deteccién de mutaciones causales de enfermedad en humanos.
Muchos de los estudios que analizan poblaciones microbianas se basan en la amplificacion
de secuencias conservadas en el ADN de cada uno de estos organismos (por ejemplo, la
region 16S del ADN ribosomal en bacterias y la region 28S en levaduras), para asi poder
diferenciarlos. Sin embargo, si se desea identificar cambios en organismos pertenecientes a
una misma especie, se recomienda también la amplificacion de regiones con mayor
variabilidad en el genoma, como son las regiones ITS o espacios inter transcripcionales,
ubicados entre las distintas secuencias conservadas del ADN ribosomal (Anexo 1, Item 5).

Pocos estudios existen en relacion a la genotipificacion de levaduras mediante DGGE, en
especial del género Candida spp. Uno de los pocos estudios existentes evalud la dinamica
poblacional de distintas levaduras involucradas en procesos de fermentacion de alimentos.
En este estudio, las principales levaduras estudiadas pertenecian al género Saccharomyces
y Candida, donde el DGGE sélo se utilizé para diferenciar entre distintos géneros y dentro
del género, para diferenciar entre distintas especies, en ningin caso se utiliz6 esta técnica

para evaluar diferencias entre cepas de una misma especie (Divol et al., 2006).
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En relacion a los antecedentes presentados, este estudio pretende evaluar la relacién clonal
entre cepas patdgenas y comensales de C. albicans, aisladas de pacientes con candidemia, a
través de dos métodos de genotipificacion como son el RAPD y el DGGE. Este estudio
ayudara a determinar si las cepas patdgenas de C. albicans, aisladas de sangre, comparten
un origen clonal con las cepas saprofitas que forman parte de la microbiota y ademas
determinara que método posee una mayor aplicabilidad en la epidemiologia molecular de

estos microorganismos.

30



OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar clonalidad entre cepas patdgenas y comensales de Candida albicans,
obtenidas, a partir de un mismo paciente humano con candidemia, desde hemocultivo y

desde sitios anatomicos colonizados, por medio de dos técnicas moleculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Tipificar genotipicamente las cepas de C. albicans por RAPD.

e Analizar los patrones de amplificacion aleatoria del ADN genomico generados por

RAPD, para determinar el grado de similitud genética entre cepas patdgenas y

comensales aisladas de un mismo paciente.

e Tipificar genotipicamente las mismas cepas de C. albicans por DGGE.

e Analizar los patrones de migracion generados por DGGE, para determinar el grado de

similitud genética entre cepas patdogenas y comensales aisladas de un mismo paciente.

e Analizar visualmente los resultados obtenidos por DGGE y compararlos con los datos

obtenidos por RAPD.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizo en el Laboratorio de Micologia Médica del Programa de Microbiologia
y Micologia del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM) de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

1.- Material

1.1 Cepas en Estudio: las cepas de este estudio, se obtienen a partir del proyecto
“Expresion molecular in vitro e in vivo, de genes vinculados a adhesién y filamentacion en
cepas patogenas y comensales isogénicas de C. albicans, aisladas de pacientes con
candidemia”. Se trabajo con un total de 35 cepas de C. albicans, de ocho pacientes con
candidemia (Cuadro 1), 13 cepas patdgenas aisladas de hemocultivo y 22 comensales

recuperadas de boca (6), recto (6), orina (5), vagina (3), labio vulbar (1) y piel (1).

1.2 Cepas de Referencia o Control: se incluyeron tres cepas control, una cepa de C.
albicans proveniente de la “American Type Culture Collection” (ATCC 90028), una cepa de
C. dubliniensis proveniente del “Central Bureau Voor Shimmelcultures” (CBS 9787) y una
cepa de C. glabrata (55 sv) perteneciente a la coleccion del Laboratorio de Micologia Médica
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Cuadro 1. Procedencia de las Cepas en Estudio por Paciente.

Paciente  Lugar de Aislamiento de Cepas

1 Sangre, boca, recto.
2 Sangre (2), boca, orina, recto.

3 Sangre, boca, recto, vagina.

5 Sangre (2), boca, orina, recto, vagina
7 Sangre (2), boca, orina.

8 Sangre, boca, orina, recto.

9 Sangre (3), piel, recto.

11 Sangre, orina, labio vulvar, vagina.
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2.- Método

2.1 Identificacion de Especie.

Previo al estudio, se realizo la identificacion de especie mediante la metodologia estandar:
formacion de tubo germinal en plasma fresco humano, de clamidoconidios en microcultivo
y perfil bioquimico mediante galerias comerciales (APl Candida de BioMérieux® y
Fungichrom | de International Microbio®), empleando cultivos de 24 a 48 horas en agar
Sabouraud-Glucosa al 2% (Kurtzman y Fell, 1998).

En el transcurso del estudio, se reidentificaron las cepas de un paciente. Cuatro cepas, de un
total de cinco, fueron identificadas como C. dubliniensis a traves de cultivo en Sabouraud-
Glucosa 2%, a 42°C por 24 horas, y por medio de PCR diagndstico para C. dubliniensis
utilizando los partidores Cd2F (forward) y Cd3RC (reverse), disefiados por Madrid, 2004 y
sintetizados por IDT® USA (Anexo 1, Item 6).

2.2 Repique de Cepas.

De los aislados originales se repicaron las cepas de C. albicans procedentes de las distintas
muestras clinicas de cada paciente, segun correspondiese. De cada cepa crecida en tubo con
agar Sabouraud-Glucosa 2%, se tomo una “muesca” de levadura la cual fue traspasada a un
frasco con 25 ml de caldo YPD (Yeast Nitrogen Base), el cual contiene 1% de extracto de
levadura, 2% de Bacto-Peptona y un 2% de dextrosa. El caldo fue incubado a 30 °C en
estufa FOC 225E con agitacion constante a 200 r.p.m (Velp Scientifica®) por 20 horas o

durante toda la noche.

2.3 Extraccion de ADN.
Se realizd la extraccion de ADN con el sistema comercial Wizard Genomic DNA
Purification kit (Promega®), siguiendo el protocolo estandarizado en el laboratorio de

Micologia Médica (Anexo 2) y modificado por la incorporacion de beta-mercaptoetanol y

sorbitol EDTA, para potenciar la accion de la liticasa sobre la pared de las levaduras.
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Para esto, en tubos Eppendorf de 1ml, se agregd una pequefia cantidad del caldo incubado y
se introdujeron en la centrifuga Biofuge Fresco (Heraeus Instruments®) por dos minutos a
13.000 r.p.m. Una vez eliminado el sobrenadante se agregé la liticasa (SIGMA®) en
conjunto con el sorbitol EDTA y con el beta-mercaptoetanol (Promega®) para romper la
pared de la levadura. Los tubos se dejaron por 60 minutos en una estufa a 37 °C (Velp
Scientifica®). Después de una segunda centrifugacion, se agregaron en forma separada la
solucion de lisis de membrana celular y la solucion de precipitacion de proteinas, incluidas
en el kit de extraccién de ADN (Promega®). Posteriormente se agregé isopropanol (Vetec®)
para precipitar el ADN. Al “pellet” de ADN precipitado se le agreg6 etanol 70% para
lavarlo, se centrifugaron los tubos y se aspiro el etanol. Luego se rehidrato el ADN con
agua milique por dos horas o més, para finalmente agregar la RNAsa (Invitrogen®), la cual
elimina los residuos de ARN. Por ultimo, se evalud la presencia y cantidad de ADN por
electroforesis en agarosa 0.8% (LAFKEN®), utilizando como marcador de peso molecular
Lambda/Hind 111 (Invitrogen®).

La concentracion y calidad de ADN se determiné al medir su densidad éptica (D.O) a una
longitud de onda de 260 y 280 nm con el espectrofotémetro modelo Genova (Jenway®). A
una longitud de onda de 260 nm, se mide la proporcion de &cidos nucleicos (principalmente
ADN) y a los 280 nm, se miden proteinas contaminantes (anillos aromaticos). La
concentracion final de ADN genémico de cada cepa se ajustd a 10 ng/pl con agua

bidestilada estéril. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion.

2.4 Determinacion de Clonalidad mediante RAPD.

La reaccién de amplificacion se realizo en el termociclador Eppendorf MasterCycler®,
utilizando una mezcla de reaccién con 10ng/pl de ADN; dNTP’s (Gibco BRL®) a 2,5mM;
partidores a 5uM (IDT®, Invitrogen®); Taq polimerasa (Invitrogen®) a 5U/ul; Buffer Taq
10x (Invitrogen®); MgCl, (Invitrogen®) a 50mM y agua bidestilada estéril. EI volumen

final de la mezcla fue de 25pl.
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El termociclador se programé para usar las siguientes condiciones de amplificacion: una
etapa de desnaturacion inicial a 95 °C por 3 minutos, 40 ciclos de desnaturacion a 94 °C por
1 minuto, hibridacion a 36 °C por 1 minuto, extension a 72 °C por 2 minutos, y una etapa de

extension final a 72 °C por 5 minutos.

Se utilizaron cinco partidores de secuencia arbitraria con capacidad discriminatoria
intraespecie, de 10 nucleétidos cada uno, con un contenido de GC de 60%,
provenientes de IDT® e Invitrogen®. Estos son OPBA 9, OPBA 10, OAA 14, OPBA 03,
OPBA 13 (Anexo 1, Item 3) y cumplen con caracteristicas como: alto nimero total de
bandas, alto polimorfismo entre cepas de una misma especie y bajo coeficiente de similitud
entre cepas aisladas de distintos pacientes y cepas control no relacionadas. Estos partidores

fueron evaluados previamente en el laboratorio de Micologia Médica (Abarca, 2001).

Los fragmentos de ADN resultantes fueron separados por electroforesis en buffer TAE 1x,
a través de un gel de agarosa (LAFKEN®) 1,5% tefiido con bromuro de etidio (Plusone®), a
una concentracion de 0,5ug/ml, y el tamafio molecular de los productos de amplificacién se
determind utilizando como estdndar de tamafio molecular, DNA Ladder 100 pb
(Promega®). La electroforesis se realizé a 70 volt durante 70 minutos. Luego, los perfiles
de RAPD fueron visualizados mediante un transiluminador de luz U.V y se registraron con
el equipo KODAK EDAS 290, utilizando el software KODAK 1D v3.6 (Anexo 1, Iltem 2).

2.5 Determinacion de Clonalidad mediante DGGE.

La reaccion de amplificacion se realizé en el termociclador Eppendorf MasterCycler®,
utilizando una mezcla de reaccion con 10ng/ul de ADN; dNTP’s (Gibco BRL®) a 2,5mM;
partidores (IDT®, Invitrogen®) a 5uM; Taq polimerasa (Invitrogen®) a 5U/pl; Buffer Taq
10x (Invitrogen®); MgCl, (Invitrogen®) a 50mM y agua bidestilada estéril. EI volumen final

de la mezcla fue de 30ul.
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El termociclador se programé para usar las siguientes condiciones de amplificacion: una
etapa de desnaturacion inicial a 95 °C por 3 minutos, 40 ciclos de desnaturacion a 94 °C por
1 minuto, hibridacion a 57 °C por 45 segundos, extension a 72 °C por 1 minuto, y una etapa
de extension final a 72 °C por 10 minutos. Se amplificaron por PCR el final de la region
18S, seguido de todo el ITS1, la region 5.8S y parte del ITS2, utilizando los partidores
CalF (forward) y Ca3RC (reverse), con un “clamp” de 40pb GC en su cola 5’(Anexo 1,
Item 4). En conjunto amplifican un fragmento de 724 pb. Las regiones 18S y 5.8S son
regiones conservadas del ADN ribosomal, en cambio las ITS son regiones variables entre

cepas de una misma especie (Anexo 1, Item 5).

En un gel de poliacrilamida 40% (BioRad®) se cargaron las soluciones de urea y formamida
(SIGMA®) con persulfato de amonio (Plusone®), para formar una gradiente desnaturante de
20 a 60%. Luego de cargar los productos de amplificacion por PCR en el gel, éstos se
corrieron en tampon de corrida TAE 0.5%, en una cdmara electroforética vertical a 60°C,
por 15 horas. La electroforesis se realizé a 80 volt. Posteriormente, se tifi6 el gel con
bromuro de etidio (Plusone®) y se visualizé la movilidad de los fragmentos generados para
cada cepa de C. albicans (incluyendo la cepa ATCC), de acuerdo a su secuencia
nucleotidica, observando las bandas con transiluminador U.V. La similitud en la ubicacion
de las bandas de las distintas cepas de un mismo paciente se comparard con la similitud

entre cepas obtenida por el RAPD en cada paciente.

En la realizacion de ambos métodos se utilizaron, como norma de bioseguridad y de
proteccion personal, guantes para biologia molecular (Premium®), delantal, antiparras,
mascarilla y mecheros, por el hecho de trabajar con patdgenos oportunistas y por manejar
reactivos de biologia molecular potencialmente cancerigenos como el bromuro de etidio, el
persulfato de amonio y la formamida, pero ademas para mantener las condiciones de

esterilidad necesarias en la realizacion del estudio.
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2.6 Andlisis de Resultados.

2.6.1 Analisis de Resultados de la Genotipificacion por RAPD.

Inicialmente se evaluaron los perfiles electroforéticos generados por el RAPD para las cepas
patdgenas y comensales de cada paciente y para las cepas control (ATCC 90028, CBS 7989,
55sv), registrando manualmente el tamario (en pares de bases) y el nimero de bandas generado

por cada partidor.

Posteriormente, para determinar el grado de similitud genética entre cepas de Candida spp.,
aisladas de un mismo paciente mas las cepas control, se determiné el Coeficiente de Dice
(Anexo 1, Item 1), incluido en el programa TreeCon® (Van de Peer y De Wachter, 1994). El
Coeficiente de similitud de Dice mide la proporcion de bandas electroforéticas comunes (del
mismo tamafo), presentes en los perfiles genéticos obtenidos con el mismo partidor, entre 2
cepas. Para un analisis global de los Coeficientes de Dice, derivados de todas las
comparaciones posibles entre cepas, se confeccion6 una matriz de similitud en el programa
block de notas, bajo el formato *.txt, la que se analiz6 mediante el método UPGMA
“Unweighted Pair Group Method Whit Arithmetic Averages”, también incluido en el
programa TreeCon® (Van de Peer y De Wachter, 1994). Finalmente, se presentaron los datos
graficamente a través de un dendrograma generado con ayuda de este mismo programa.

Para poder establecer el tipo de relacion entre dos aislados, se determiné como punto de

corte o umbral de similitud un Spg > 0.9.

2.6.2 Analisis de Resultados de la Genotipificacién por DGGE.

Para determinar el grado de similitud genetica entre cepas patogenas y comensales aisladas de
un mismo paciente mas la cepa control de C. albicans (ATCC 90028), se evalu6 visualmente

el patron de migracion de las distintas cepas de C. albicans aisladas de pacientes junto con la

cepa control, para agruparlas en distintos genotipos, segun corresponda.
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2.6.3 Comparacion entre RAPD y DGGE.

Para evaluar el rendimiento del DGGE como método para determinacion de clonalidad
entre cepas de C. albicans, se realiz6 una tabla de contingencia de 2X2, la cual determind la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo de este método (Anexo 1,
Item 7). En esta tabla de contingencia de utiliz6 al RAPD como “gold standard” ya que esta

técnica se ha utilizado con anterioridad en la genotipificacion de C. albicans.

2.6.4 Método Estadistico.

El DGGE no ha sido utilizado hasta hoy como técnica habitual en la genotipificacion de
levaduras, a diferencia del RAPD que es una técnica ya estandarizada y utilizada con
anterioridad en estudios de epidemiologia molecular de cepas de Candida spp. Por esta razon,
se compard al DGGE con el RAPD, como método de determinacién de clonalidad. Con este
fin, se planted como hipétesis nula, que los resultados de la genotipificacion de C. albicans no
varian significativamente de acuerdo al método de determinacion utilizado. Para validar o

rechazar esta hip6tesis se realiz6 el Test de McNemar (x* corregido).
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RESULTADOS

1.- Genotipificacion por RAPD.

Se genotipificaron 38 aislados de levaduras pertenecientes al género Candida spp., mediante
RAPD. De estos aislados, 35 fueron obtenidos desde los ocho pacientes en estudio y los otros
tres corresponden a cepas de referencia o control de C. albicans (ATCC 90028), C.
dubliniensis (CBS 7989) y C. glabrata (55sv), como se muestra en el Cuadro 2. La tipificacion
molecular de los aislados en estudio y de los controles, se realizo utilizando cinco partidores de

secuencia arbitraria (Anexo 1, Iltem 3).

Cuadro 2. Cddigos de cepas de Candida spp., por paciente y codigos de cepas control.

CcODIGO!

PIS |[PIB [PIR 3
Paciente 2 P2S1 | P2S2 | P2B P20 | P2R 5
Paciente 3 P3S P3B P3R P3V 4
Paciente 5 P5S1 | P5S2 | P5B P50 | P5R | P5V 6
Paciente 7 P7S1 | P7S2 | P7B P70 4
Paciente 8 P8S P8B P8O P8R1 4
Paciente 9 P9S1 | P9S2 | P9S3 POP | POR 5
Paciente 11 P11S | P110 | P11LV | P11V 4
ATCC* ATCC
C. albicans 90028 1
CBS ** CBS
C. dubliniensis | 7989 1
C. glabrata *** | 55 sv 1
TOTAL 38

Sitio de aislamiento: S, sangre; B, boca; O, orina; R, recto; V, vagina; LV, labio vulvar; P,
piel; sv, secrecion vaginal.

* ATCC (American Type Culture Collection).

** CBS (Central Bureau VVoor Shimmelcultures).

*** 5bsv (Coleccion del Laboratorio de Micologia Medica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile)
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Las Figuras 1 a la 6, muestran un ejemplo de los perfiles electroforéticos obtenidos mediante
RAPD, con cada uno de los partidores utilizados. En los perfiles generados se observa que las
cepas comensales y patogenas aisladas de cada paciente, generan un perfil genético comdn y
facilmente diferenciable de las cepas de Candida spp., de los otros pacientes. Anexo a esto, las
cepas del paciente dos presentan un patron de bandas ain més diferente que el de otros
pacientes (Figura 1y 4).

Figura 1:

Perfil electroforético de RAPD de doce cepas de Candida spp., (pacientes uno, dos Y tres),
obtenido con el partidor OPBA 03. Carriles 1 y 15: marcador de peso molecular, Ladder
100 pb. Carril 2: P1S; carril 3: P1B; carril 4: P1R; carril 5: P2S1; carril 6: P2S2; carril 7:
P2B; carril 8: P20; carril 9: P2R; carril 10: P3S; carril 11: P3B; carril 12: P3R1; carril 13:
P3V; carril 14: control negativo.
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Figura 2:
Perfil electroforético de RAPD de diez cepas de Candida spp., (pacientes cinco y siete),

obtenido con el partidor OPBA 09. Carriles 1 y 13: marcador de peso molecular, Ladder 100
pb. Carril 2: P5S1; carril 3: P5S2; carril 4: P5B; carril 5: P50; carril 6: P5R; carril 7: P5V;
carril 8: P7S1,; carril 9: P7S2; carril 10: P7B; carril 11: P70; carril 12: control negativo.
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Figura 3:
Perfil electroforético de RAPD de trece cepas de Candida spp., (pacientes ocho, nueve y

once), obtenido con el partidor OPBA 10. Carriles 1 y 16: marcador de peso molecular,
Ladder 100 pb. Carril 2: P8S; carril 3: P8B; carril 4: P80O; carril 5: P8R1; carril 6: P9S1;
carril 7: P9S2; carril 8: P9S3; carril 9: P9P; carril 10: P9R; carril 11: P11S; carril 12: P110;

carril 13: P11LV; carril 14: P11V; carril 15: control negativo.
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Figura 4:

Perfil electroforético de RAPD de doce cepas de Candida spp., (pacientes uno, dos y tres),
obtenido con el partidor OPBA 13. Carriles 1 y 15: marcador de peso molecular, Ladder
100 pb. Carril 2: P1S; carril 3: P1B; carril 4: P1R; carril 5: P2S1; carril 6: P2S2; carril 7:
P2B; carril 8: P20; carril 9: P2R; carril 10: P3S; carril 11: P3B; carril 12: P3R; carril 13:

P3V; carril 14: control negativo.

Figura 5

Perfil electroforético de RAPD de diez cepas de Candida spp., (pacientes cinco y siete),
obtenido con el partidor OAA 14. Carriles 1 y 13: marcador de peso molecular, Ladder 100
pb. Carril 2: P5S1; carril 3: P5S2; carril 4: P5B; carril 5: P50; carril 6: P5R; carril 7: P5V;
carril 8: P7S1; carril 9: P7S2; carril 10: P7B; carril 11: P70; carril 12: control negativo.
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OPBA 03 OPBA 10 OPBA 13

Figura 6:

Perfil electroforético de RAPD de cepas de referencia de C. albicans, C. dubliniensis y C.
glabrata, obtenido con el partidor OPBA 03, OPBA 10 y OPBA 13. Carriles 1 y 14:
marcador de peso molecular, Ladder 100 pb. Carril 2, 6 y 10: ATCC 90028 de C. albicans;
carril 3, 7y 11: CBS 7989 de C. dubliniensis; carril 4, 8 y 12: 55 sv de C. glabrata. Carriles
5, 9 y 13: control negativo.

Al genotipificar las 35 cepas de Candida spp., aisladas de los pacientes en estudio mas las
cepas control, la mayor cantidad de bandas se gener6 con los partidores OPBA 03 y OAA 14
(Ej. Figura 1 y 5) y la menor cantidad corresponde al partidor OPBA 13 (Ej. Figura 4), como
se muestra en el Cuadro 3. Al evaluar el tamafio de bandas generado, los rangos de tamafio
molecular (pb) fueron similares para cada partidor (Cuadro 3).

Con respecto a las cepas control, estas generaron los patrones de bandas esperados, es decir,

presentaron el tamafio y el niUmero de bandas correspondiente a cada especie.
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Cuadro 3. Numero total de bandas y rango de tamafio molecular (pb) obtenido con cada
partidor para las 35 cepas de Candida spp., aisladas de pacientes y para las tres cepas control.

Partidor N° Total de Bandas Tamarfio Molecular (pb)

OPBA 03 44 300-2.300
OPBA 09 42 180-2.350
OPBA 10 43 200-2.400
OPBA 13 41 220-2.400
OAA 14 44 220-2.450

2.- Célculo Coeficientes de Similitud (Sag) y Andlisis de Cluster.

A partir de los perfiles obtenidos con los cinco partidores, se realiz6 un analisis de similitud
basado en la presencia o ausencia de bandas de moderada y alta intensidad (alta estrictez). El
andlisis se llevd a cabo verificando visualmente el patron de bandas generado por cada
partidor. Este andlisis permitié generar una matriz en el programa block de notas, extension
*txt, en la cual se tradujo la presencia y ausencia de bandas, generadas por los cinco partidores,
a valores de 1 y 0 respectivamente. Esta matriz incluye el patrén de bandas de todas las cepas,

tanto de pacientes como las cepas controles.

Posteriormente, utilizando el programa TreeCon® (Van de Peer y De Wachter, 1994), se
calcularon los Coeficientes de Similitud (Sag), mediante el Coeficiente de Dice. A partir de los
valores Sag obtenidos entre las cepas de hemocultivo, de cepas de sitios colonizados y de las
cepas control, se realizé un analisis de “cluster” mediante el método UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Whit Arithmetic Averages), presentando los resultados graficamente en

dendrogramas de similitud.
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Para una mejor interpretacion de los resultados, se elabord una pauta para describir la relacion

existente entre las cepas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Relacion genética entre cepas de Candida spp., a partir de valores S,, (Marco et al.,
1999; Boccia et al., 2002)

Valores Sag Relacion Genética entre Cepas de Candida spp.

1 Cepas clonales o isogénicas.

>09<1 Cepas altamente relacionadas clonalmente.

>0.8<0.9 | Cepas moderadamente relacionadas, sin origen clonal comun.

>0.7<0.8 | Cepas escasamente relacionadas, sin origen clonal coman.

>0.5<0.7 | Cepas no relacionadas.

<04 Cepas pertenecientes a distintas especies.

En la Figura 7, se presenta el dendrograma principal construido a partir de los Sag de las 35
cepas aisladas de pacientes y de las 3 cepas control, considerando los datos obtenidos con los
cinco partidores. En esta figura, se observa la presencia de dos grandes “cluster”, los cuales
muestran entre si, un Sag < 0.2, distinguiéndose claramente la relacion existente entre cada
“cluster” y las cepas de referencia de C. albicans (ATTC 90028) y C. dubliniensis (CBS 7989)
respectivamente.

Se observd ademéas que cada “cluster” presenta sub grupos, destacandose que los aislados
pertenecientes a un mismo paciente se agruparon en “cluster” tUnicos, quedando excluidos de
éstos, los aislados de otros pacientes y la cepa control correspondiente. Con respecto a esto, los
aislados de un mismo paciente muestran un Sag mayor (Sas > 0.9) que el calculado entre
aislados de pacientes no relacionados (Sag < 0.9), entregando este resultado los cinco
partidores utilizados. En relacion con la cepa control de C. glabrata, ésta fue empleada como

“outgroup” en el dendrograma de la Figura 7.
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* Cepa Control de C. albicans
** Cepa Control de C. dubliniensis

*** Cepa Control C. glabrata

Figura 7.
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PSR
P5V
P5B
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P5S1
P5S2
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P7B
P7S1
P7S2
P1S
P1B
PIR
P3V
P3R1
P3S
P3B
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P11V
P11S
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P8R1
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P9P
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P9S1
P9S2
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P20
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P2S2
P2R
P2S1
P2B

Dendrograma realizado con el programa TreeCon® a partir de los Coeficientes de Similitud
generados de las 35 cepas de Candida spp., y de las tres cepas control (ATCC 90028, CBS
7989 y 55 sv), utilizando los partidores OPBA 03, OPBA 9, OPBA 10, OPBA 13 Y OAA 14.

Umbral de similitud genética, Sag >0.9.
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Con respecto a la asociacion encontrada entre las cepas del paciente dos y la cepa control de
C. dubliniensis (CBS 7989), ésta sugiere que las cepas de este paciente estarian relacionadas
genéticamente, a nivel de especie, con la cepa control.

Ante esta situacion, se decidio verificar esta informacion realizando un diagnostico fenotipico
diferencial para C. dubliniensis, cuyas caracteristicas morfologicas (formacion de tubo
germinal, clamidoconidios e hifas verdaderas) son muy similares a C. albicans, pero que sin
embargo, difiere en cuanto a su crecimiento a elevadas temperaturas, ya que C. dubliniensis no
crece a 42 °C (Sullivan y Coleman, 1998; Calderone, 2002a)

Se realizd, como prueba fisioldgica, el crecimiento de esta levadura a 42 °C por 24 horas. Para
esto, se sembraron en agar Sabouraud-Glucosa 2% las cepas del paciente dos mas la cepa
control de C. albicans (ATCC 90028). Luego de su incubacidn, se observo que las cepas del
paciente dos, exceptuando la cepa de orina (P20), no crecieron a esta temperatura, a diferencia
de la cepa ATCC como se muestra en la Figura 8. Esto indicaria que las cepas del paciente dos

corresponden a C. dubliniensis, exceptuando a la cepa de orina que corresponde a C. albicans.

Figura 8. Crecimiento cepas del paciente dos mas cepa control de C. albicans (ATCC 90028) a

42 °C en agar Sabouraud-Glucosa 2%.
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Para confirmar este hallazgo microbioldgico, se realiz6 un PCR diagnéstico para C.
dubliniensis, utilizando partidores especie-especificos para esta levadura. Estos partidores
fueron desarrollados previamente por el laboratorio de Micologia Medica de la Facultad de
medicina de la Universidad de Chile y corresponden al partidor forward Cd2F y al partidor
reverse Cd3RC (Madrid, 2004).

Este juego de partidores di6 como resultado un amplificado de 354 pb., que corresponde a
parte del ITS1, la region 5.8S completa y parte del 1TS2, s6lo para las cepas de C. dubliniensis
(Figura 9), lo que confirmo el hallazgo reportado, luego del crecimiento de las mismas cepas a
42°C.,

Figura 9.

PCR diagndstico para C. dubliniensis. Carriles 1 y 10: marcador de peso molecular, Ladder
100 pb. Carril 2: P2S1; carril 3: P2S2; carril 4: P2B; carril 5: P20; carril 6: P2R1; carril 7:
CBS 7989 de C. dubliniensis; carril 8: ATCC 90028 de C. albicans; carril 9: control negativo.

Una vez confirmado que las cepas del paciente dos, exceptuando la cepa de orina,
correspondian a C. dubliniensis, se realizaron dos dendrogramas que agruparon las cepas de
cada especie mas su cepa control, segun correspondiese (Figura 10 y 11). Estos dendrogramas

conservaron los datos obtenidos en el dendrograma principal (Figura 7).
Para C. albicans, la Figura 10 muestra que la mayoria de los pacientes forman su propio

“cluster”, de esta manera todos los aislados provenientes de un mismo paciente muestran un

Sas >0.9, es decir, presentan un Sag mayor al umbral de similitud genética (Sag >0.9).
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Esta situacion no ocurre a cabalidad en el paciente siete, ya que al considerar la cepa de orina,
los aislados de este paciente presentan un Sag bajo el umbral de similitud, aunque muy cercano
a éste. Como muestra la Figura 10, en el paciente siete casi la totalidad de los aislados
presentan un Sag de 1, sin embargo al incluir el aislado de orina (P70), el cual presenta
diferencias en su patron de bandas, se obtiene un Sag aproximado de 0.89. Este valor se
encuentra en el rango de valores Sag para aislados moderadamente relacionados genéticamente
(Sas>0.8<0.9).

Otro hecho importante de destacar en la Figura 10, es que en los pacientes uno, ocho, nueve y
once, tanto las cepas patdgenas como las aisladas de sitios colonizados, presentan un Sag de 1,
ya que los perfiles de RAPD no presentan diferencias en el patron de bandas dentro de cada
paciente. En el caso de los aislados del paciente cinco, se observa un Sag aproximado de 0.98,
ya que los aislados de sangre (P5S1, P5S2) presentan diferencias menores en el patron de
bandas generado, con respecto al resto de los aislados del paciente. Este valor de 0.98 se
encuentra en el rango de valores Spag para aislados altamente relacionados genéticamente (Sas
>0.9<1).

Analizando la relacion existente entre los siete pacientes que presentan candidemia causada
por C. albicans, en la Figura 10, se puede observar que existen dos “cluster” que presentan una
escasa relacion de similitud (Sag de 0.76), es decir, presentan un Sag > 0.7 < 0.8. Sin embargo,
en cada uno de estos “cluster” existe una similitud moderada (Sag > 0.8 < 0.9) entre ciertos
pacientes, como es el caso de los pacientes uno y tres (Sag 0.85), cinco y siete (Sag 0.84), y de
los pacientes ocho, nueve y once (Sag 0.80). Al incluir en este analisis la cepa ATCC 90028 de
C. albicans, se obtiene un Sag aproximado de 0.66, lo que indica que esta cepa de referencia

no se encuentra relacionada genéticamente con los aislados de los pacientes (Sag> 0.6 < 0.7).
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Figura 10.

Dendrograma realizado con el programa TreeCon® a partir de los Coeficientes de Similitud
generados por las 30 cepas de C. albicans mas la cepa control (ATCC 90028), utilizando los
partidores OPBA 03, OPBA 09, OPBA 10, OPBA 13 Y OAA 14. Umbral de similitud
genética, Sag >0.9.

50



En resumen, al observar los Sag registrados en los dendrogramas de las Figuras 7 y 10, se
obtiene un valor de Sag promedio de 0.97, para los pacientes que presentaron C. albicans en

hemocultivo y sitios colonizados (Cuadro 5).

Cuadro 5. Spg promedio por paciente y entre pacientes, correspondiente a cepas de C.
albicans.

Paciente Sab paciente
Uno 1
Tres 0.94
Cinco 0.98
Siete 0.89
Ocho 1
Nueve

Once

Sab promedio

Por otra parte, el dendrograma generado para el paciente dos muestra que los aislados de C.
dubliniensis presentan un Sag aproximado de 0,98, hecho que tambien ocurre en C. albicans.
Sin embargo, al incluir la cepa de orina (P20), que corresponde a C. albicans, se obtiene un
Sas < 0.1 (Figura 11). Por otro lado, al comparar los aislados de C. dubliniensis con la cepa
control (CBS 7989), se presenta un Sag aproximado de 0.75, lo que sefiala que estos aislados
mas la cepa CBS pertenecen a la misma especie, sin embargo, no comparten un origen clonal

comun (Figura 11).
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Figura 11.

Dendrograma realizado con el programa TreeCon® a partir de los coeficientes de similitud
generados por las cuatro cepas de C. dubliniensis y la cepa de C. albicans (P20) del paciente
dos maés la cepa control (CBS 7989), utilizando los partidores OPBA 03, OPBA 09, OPBA 10,
OPBA 13 Y OAA 14. Umbral de similitud genética, Sag >0.9.

Los aislados de C. dubliniensis del paciente dos, asi como las cepas de referencia, sirvieron
como control en el estudio, ya que permitieron determinar la diferencia entre cepas alta y
moderadamente relacionadas, entre aislados escasamente relacionados, entre aislados no
relacionados entre si y entre aislados pertenecientes a distintas especies. De acuerdo con esto
ultimo, la Figura 7 muestra que las cepas de C. dubliniensis del paciente dos, presentan un
valor Spg < 0.4, en relacion con las cepas de C. albicans de los otros siete pacientes. La misma

situacion ocurre con las cepas control de C. dubliniensis (CBS 7989) y de C. glabrata (55 sv).
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3.- Genotipificacion por DGGE.

Luego de comprobar que cuatro de las cinco cepas del paciente dos correspondian a C.
dubliniensis, s6lo se continud con la tipificacion molecular de las 30 cepas de C. albicans méas
la cepa control ATCC 90028, dejando a un lado las cepas de otras especies.

El DGGE se realizo utilizando una combinacion de dos partidores, CalF con “clamp” o cola
de GC y Ca3RC, los que generaron como amplificado un fragmento de 724 pb. Este fragmento
incluye la porcion final del 18S, todo el ITS1 y el 5.8S y parte del ITS2 del rADN. En la
Figura 12, se muestra un ejemplo de los fragmentos de 724 pb., obtenidos para el paciente tres,
cinco, siete y ocho, més la cepa control ATCC.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

724 pb
1000 i

| %
T e - - -

500

10 SR

Figura 12. PCR para C. albicans, utilizando los partidores CalF con “clamp” de GC y Ca3RC.
Figura 12a; carriles 1 y 15: marcador de peso molecular, Ladder 100 pb.; carril 2: P3S; carril 3:
P3B; carril 4: P3R1; carril 5: P3V; carril 6: P5S1; carril 7: P5S2; carril 8: P5B; carril 9: P50;
carril 10: P5R; carril 11: P5V; carril 12 y 13: ATCC 90028 de C. albicans; carril 14: control
negativo. Figura 12b; carriles 1 y 11: marcador de peso molecular, Ladder 100 pb., carril 2:
P7S1; carril 3: P7S2; carril 4: P7B; carril 5: P70; carril 6: P8S; carril 7: P8B; carril 8: P8O;
carril 9: P8R1; carril 10: control negativo.
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La gradiente utilizada en el gel de poliacrilamida fue de 20-60%, para encontrar variaciones
mas pequefias en la secuencia del fragmento amplificado. Una vez realizada la técnica, se
obtuvo s6lo un patron de migracion caracteristico para las 30 cepas evaluadas y para la cepa de
referencia. La migracion de los distintos fragmentos generados por PCR no muestra
diferencias entre los distintos aislados evaluados, ya sea entre aislados de un mismo paciente,
como tampoco entre aislados de distintos pacientes y con la cepa de referencia, ya que estos

migraron a la misma altura en el gel. Este patron se observa en las Figuras 13 y 14.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18

Figura 13:

Perfil de migracion por DGGE de los fragmentos amplificados por PCR, correspondientes a
las cepas de C. albicans de los pacientes uno, tres, cinco y siete, mas la cepa de referencia
ATCC 90028 de C. albicans. Carriles 1, 2 y 3: paciente uno; carriles 4, 5, 6 y 7: paciente
tres; carriles 8, 9, 10, 11, 12 y 13: paciente cinco; carriles 14, 15, 16 y 17: paciente siete:
carril 18: cepa ATCC 90028.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 14:

Perfil de migracion por DGGE de los fragmentos amplificados por PCR, correspondientes a
las cepas de C. albicans de los pacientes ocho, nueve y once, mas la cepa de referencia
ATCC 90028 de C. albicans. Carriles 1, 2, 3 y 4: paciente ocho; carriles 5, 6, 7, 8 y 9:
paciente nueve; carriles 10, 11, 12 y 13: paciente once; carril 14: cepa ATCC 90028.
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4.- Comparacion entre RAPD y DGGE.

Utilizando el método de RAPD como “gold standard”, el DGGE, bajo las presentes
condiciones experimentales, presentd una sensibilidad del 100% y un valor predictivo
positivo de 0,78. Por otro lado, no presentd especificidad (0%), mientras que el valor
predictivo negativo fue de 0 (Anexo 1, Item 7). Ante estos resultados, se observa que la
técnica de DGGE no fue capaz de discriminar similitud real entre aislados de C. albicans de

un mismo paciente y diferenciar entre los aislados de distintos pacientes.

5.- Método estadistico

El test de Mc Nemar o y* corregido arrojé un valor de 6. El valor tabular de ¥?, con un error
de 5% (0.05) y un grado de libertad, es de ¥* > 3.84. Por lo tanto, se puede apreciar que la
probabilidad de ocurrencia de un valor de y? como el obtenido, considerando la hipétesis
nula como verdadera, es menor que 0.05 (p < 0.05). Es decir, dado que 6 es mayor que
3.84, el valor calculado cae en la region de rechazo de la hip6tesis nula. Por lo tanto, se
puede concluir que entre los dos métodos comparados, existe una diferencia
estadisticamente significativa, en cuanto a la genotipificacion de cepas de C. albicans,

siendo mejor la técnica de RAPD.
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DISCUSION

Las infecciones flngicas nosocomiales han aumentado significativamente desde la década
de los ochenta, siendo las levaduras del género Candida spp., los principales agentes
etioldgicos. C. albicans es la especie aislada en un 40-70% de las infecciones del torrente
sanguineo (Pfaller et al., 2001; Silva et al., 2004). Estas infecciones estan asociadas a altas
tasas de morbilidad y mortalidad, por lo tanto, el esclarecimiento de las vias de transmisién
de estos agentes es de suma importancia, mas adn si el agente involucrado es C. albicans,
debido a que la epidemiologia de esta levadura es ain mas controversial, ya que esta

presente como comensal, en seres humanos sanos, en un 40-80% (Kam y Xu, 2002).

Diversos estudios muestran resultados contradictorios en cuanto a la relacion de origen de
cepas comensales y patdgenas aisladas de un mismo paciente, siendo la hipdtesis mas
aceptada, el origen enddgeno de la infeccion por Candida spp., (Voss et al., 1994; Marco et
al., 1999; Tortorano et al., 2004; Magill et al., 2006), aunque también se ha comprobado la
adquisicién exdgena de cepas infectantes a partir del personal de la salud, entre pacientes o
a traves de dispositivos médicos y soluciones contaminadas (Boccia et al., 2002; Silva et
al., 2003a; Shin et al., 2005).

Gracias al advenimiento de la biologia molecular, diversos métodos de genotipificacion han
surgido como alternativa, para el estudio de las rutas epidemioldgicas de la infeccion por
Candida spp., especialmente la infeccion hematdgena o candidemia. Dentro de estos
métodos, el RAPD surge como una alternativa importante ya que es una técnica facil de
realizar, rapida y sustentable para estudios epidemiologicos de rutina, sin embargo, posee
un poder discriminatorio un tanto menor que otras técnicas y ademas presenta
inconvenientes en cuanto a su reproducibilidad (Soll, 2000; Neppelenbroek et al., 2006).

Por las razones mencionadas anteriormente, para que el RAPD pueda ser usado como
herramienta de genotipificacion, se deben utilizar varios partidores con actividad
intraespecie y también se debe estandarizar la técnica, lo que mejora sustancialmente el

poder discriminatorio y la reproducibilidad (Soll, 2000; Giammanco et al., 2005).
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Una vez corregidas estas limitantes, el RAPD es una técnica capaz de discriminar entre
cepas genéticamente idénticas, aislados altamente similares, aislados moderada y
escasamente relacionados y cepas no relacionadas (Pujol et al., 1997). Todas las

sugerencias antes mencionadas fueron consideradas en este estudio.

Por otro lado, el DGGE, técnica poco utilizada en levaduras, surge como alternativa en la
genotipificacion de Candida spp., ya que presenta una alta sensibilidad, alto poder
discriminatorio y alta reproducibilidad (Hayes et al., 1999; Schabereiter-Gurtner et al.,
2001; Gafan et al., 2005), ademas esta técnica ha sido utilizada con éxito en bacterias y en
la tipificacion de algunas levaduras (Mc Auliffe et al., 2003; Divol et al., 2006).

Se genotipifico mediante RAPD y DGGE, levaduras del género Candida spp., aisladas de
hemocultivo y de sitios colonizados, desde pacientes con candidemia internados en UCI,
con el propdsito de determinar si las cepas aisladas de estos sitios colonizados y de sangre,

tienen un origen clonal.

Con respecto al RAPD, los cinco partidores utilizados fueron polimérficos, es decir,
discriminaron entre aislados de C. albicans y C. dubliniensis, generando perfiles de RAPD
propios para cada especie. Estos partidores mostraron ademas, patrones caracteristicos para
cepas aisladas de un mismo paciente y diferenciables de los encontrados para cepas de otros
pacientes y cepas de referencia o control, como se observa en las figuras que muestran los
perfiles electroforéticos generados por el RAPD (Figuras 1 a la 6). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por otros investigadores, los cuales a través de este mismo
método, han logrado discriminar entre cepas de distintas especies y cepas de la misma
especie aisladas de distintos sitios (Robert et al., 1995; Steffan et al., 1997; Abarca, 2001).
Otras caracteristicas importantes de esta técnica, es que al igual que lo sefialado por otros
investigadores (Steffan et al., 1997; Bautista-Mufoz et al., 2003; Neppelenbroek et al.,
2006), en este caso el RAPD también fue un método poco laborioso, rapido, de bajo costo y

facil de interpretar.
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Para lograr que los resultados del RAPD fueran comparables con otros estudios y para
realizar una interpretacion adecuada de éstos, se incorpor6 una medida de similitud
genética (Sag) para determinar la relacion entre cepas. Esta medida fue obtenida a traves de
la formula descrita por Dice, 1945., que considera la presencia y ausencia de bandas. Una
vez computados los valores de Sag entre todos los pares de la coleccion de aislados, se
realiz6 un dendrograma principal (Figura 7) y dos dendrogramas menores (Figura 10 y 11),

generados a través del método UPGMA.

Para interpretar los datos generados de los dendrogramas, se determind un punto de corte o
umbral de similitud Sag > 0.9, para establecer el tipo de relacion existente entre los
aislados, ya que para C. albicans, se han reportado umbrales Sag cercanos o iguales a 0.9
(Pujol et al., 1997; Marco et al., 1999; Xu et al., 1999; Boccia et al., 2002), que consideran
niveles crecientes de similitud, o en su efecto, para determinar si dos cepas son isogénicas o

clonales (Sag=1).

Al analizar el dendrograma principal generado en el estudio, se observa la presencia de dos
grandes “cluster”, los cuales muestran por separado, ambas especies de Candida spp.,
aisladas desde pacientes. Esto concuerda con el hecho de que C. dubliniensis es una especie
genotipicamente distinta a C. albicans, a pesar de su gran similitud fenotipica (Silva et al.,
2003b; Neppelenbroek et al., 2006). En este estudio, esta diferencia encontrada en el
dendrograma principal fue ratificada por los resultados obtenidos en el PCR diagnostico
para C. dubliniensis (Figura 9).

En el dendrograma principal se observd ademas, el agrupamiento de los aislados de un
mismo paciente en “cluster” tinicos o independientes, sugiriendo una alta relacion genética
entre ellos. Los aislados de otros pacientes y de las cepas control quedaron excluidos de
estos “cluster”. Esto coincide en cierta medida con el hecho de que todos los pacientes
presentaron colonizacion, en distintos lugares del cuerpo, por cepas de la misma especie
aislada en sangre, lo que sugiere que la poblacién infectante y comensal es monoclonal y
que ademas el principal origen de la infeccion por Candida spp., es enddgeno, lo que
tambien sefialan otros estudios (Voss et al., 1994; Odds et al., 2006).
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De acuerdo al umbral Sag > 0.9 escogido, los aislados de un mismo paciente pertenecen a
cepas genéticamente muy relacionadas, por lo que compartirian un origen clonal, pero son
distinguibles de cepas de otros pacientes y de cepas control. Esto fue asi para seis de los
siete pacientes en los que se aislaron cepas de C. albicans y para el paciente en el que se
recuperaron cepas de C. dubliniensis. En forma mas detallada, en los pacientes uno, ocho,
nueve y once, tanto la cepa patdgena como las comensales son isogénicas o idénticas,
presentando un Sag = 1. En el caso del paciente cinco, se presenta un Sag aproximado de
0.98, ya que los aislados de sangre (P5S1, P5S2) presentan diferencias menores en el patrén
de bandas generado, con respecto al resto de los aislados, lo que sugiere que estos aislados
han sufrido un fenémeno conocido como microevolucion (Sampaio et al., 2005; Odds et
al., 2006).

Estos resultados coinciden con los reportados por otros autores, los cuales sefialan que el
principal escenario en la tipificacion de C. albicans, es la reproduccién clonal de cepas
colonizantes y la posterior infeccion, por diseminacion de estas cepas endogenas,
encontrandose también cambios esporadicos a nivel del ADN de estas cepas, lo que se
conoce como microevolucion o microvariacion (Marco et al., 1999; Shin et al., 2005; Odds
et al., 2006).

En el caso del paciente siete, casi la totalidad de los aislados son isogénicos, exceptuando el
aislado de orina (P70), el cual no presenta un mismo origen clonal con el resto (Sag 0.89).
Este hecho ha sido reportado por otros investigadores, quienes sefialan que un mismo
individuo puede estar colonizado por maltiples especies o multiples cepas de una misma
especie, en el mismo o en diferentes sitios anatomicos (Xu et al., 1999; Chen et al., 2006) y
que estas pueden ser reemplazadas unas por otras, fendmeno conocido como “strain
replacement” (Sampaio et al., 2005; Shin et al., 2005).

El hecho de que la cepa de C. albicans obtenida de orina no esté relacionada con el resto de
las cepas del paciente siete, presenta la interrogante de que esta cepa pueda haberse

transmitido exdgenamente, sin embargo, existen dos factores que desafian esta interrogante.
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Por un lado, la obtencion de la muestra de orina se realiz6 de forma aséptica mediante
cateterizacion vesical, tomando todas las precauciones necesarias en este tipo de
procedimiento y segundo, aunque la cepa de orina no esta relacionada clonalmente, si se
encuentra moderadamente relacionada genéticamente (Sas > 0.8 < 0.9) con las otras cepas

de este paciente.

Al analizar la relacién existente entre pacientes que presentan candidemia por C. albicans,
se presenta un mayor grado de relacion entre algunos de ellos, como ocurre entre el
paciente uno y tres, cinco y siete y entre los pacientes ocho, nueve y once, observandose
que estos aislados se encuentran moderadamente relacionados, aunque no comparten un
mismo origen clonal, presentando valores Spag entre 0.8 y 0.89, como se observa en el
dendrograma principal y en el dendrograma menor que agrupa las cepas de C. albicans
(Figura 7 y 10). La relacion existente entre pacientes puede deberse a que los aislados de
estos pacientes presentan un mismo origen geografico y temporalidad, ya que fueron
recolectados en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile, en Santiago, en el
transcurso del afio 2005, y por lo tanto, tendrian un ancestro comun.

Al determinar la relacion existente entre la cepa control de C. albicans (ATCC 90028) y el
aislado de orina del paciente dos con el resto de las cepas de C. albicans, se observa que las
dos primeras no se encuentran relacionadas con las otras cepas de pacientes. En el caso de

la cepa control, esto se debe a que fue aislada en otro pais y en un afio distinto.

En el caso del paciente dos, los aislados de C. dubliniensis se encuentran altamente
relacionados (Sag 0.98), sin embargo, al agrupar estos aislados con el aislado de orina
(P20), que corresponde a C. albicans, se obtiene un Sag < 0.2, lo que confirma que, a pesar
de su alta similitud fenotipica, estos aislados pertenecen a distintas especies (Sag < 0.4), ya
que presentan grandes diferencias genéticas (Silva et al., 2003b; Neppelenbroek et al.,
2006). En este caso se repite el fendbmeno observado en la cepa de orina del paciente siete,
sin embargo, como no podemos comparar este aislado de C. albicans con ningun otro

aislado del paciente dos, la adquisicion exdgena de esta cepa no se puede descartar.
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La relacion clonal observada entre las cepas patdgenas y comensales de cada paciente
coincide con los antecedentes reportados en la literatura, los que sefialan que la infeccion
hematogena por Candida spp., es mayoritariamente endogena, donde un clon de una cepa
que coloniza los distintos lugares anatomicos de una persona, bajo ciertas condiciones,
puede acceder al torrente sanguineo y producir infeccion. Ante estos resultados podemos
sefialar que la colonizacion por Candida spp., es un factor que se debe tener en cuenta en
pacientes con alto riesgo de sufrir infeccidn por estas especies. Con respecto a esto Ultimo,
este estudio aporta en cierta medida al conocimiento de la epidemiologia de la infeccién por
Candida spp., en nuestro pais y pone como antecedente a la colonizacion, como factor de
riesgo de estas infecciones.

Con respecto al DGGE, la migracién de los distintos fragmentos generados por PCR, a
partir de las 30 cepas de C. albicans mas la cepa control, no muestra diferencias entre los
distintos aislados evaluados, ya sea entre aislados de un mismo paciente, como tampoco

entre aislados de distintos pacientes, ni con la cepa control.

Que los distintos fragmentos se observen a una misma altura dentro del gel, permitiria
suponer que existe clonalidad entre todos los aislados evaluados. Sin embargo, como los
resultados del RAPD no concuerdan con los obtenidos con el DGGE, lo mas probable es
gue esta técnica no permita registrar pequefias variaciones en el fragmento amplificado a
partir de los aislados de C. albicans, al menos bajo las condiciones utilizadas en este
estudio. Con respecto a este Gltimo punto, varias condiciones fueron evaluadas durante la
realizacion del DGGE, siempre bajo los parametros sefialados en la literatura (Hayes et al.,
1999; Gafan et al., 2005). Una de las condiciones que se evalué fue la gradiente de
desnaturacién, la cual se someti0 a prueba utilizando distintas concentraciones de
desnaturante, por ejemplo, 20-80%, 20-70% y 20-60%, sin embargo ninguna de estas
concentaciones permitio detectar diferencias dentro de los aislados de cada paciente como
tampoco entre pacientes. Otra condicion evaluada fue el voltaje al cual se realizd la
electroforesis. Se testearon voltajes de 120, 100 y 80, sin embargo, ninguno de estos

evidencié mejorias en la técnica.
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Una tercera condicion evaluada fue la duracion de la electroforesis. Para esto se utilizaron
dos tiempos, 18 y 15 horas, pero esta condicion tampoco modifico los resultados. Ante esta
situacion se podria pensar que quizas el tamafio del fragmento amplificado no era el
adecuado, ya que aunque la literatura sefiala que el DGGE puede realizarse con
amplificados de hasta 1.000 pb (Hayes et al., 1999), un tamafio 6ptimo varia entre las 300 y
500 pb, y el tamafio del fragmento utilizado en este estudio fue de 724 pb, lo que podria

haber dificultado el desarrollo de la técnica.

Estos resultados se ven reflejados con mayor claridad una vez que se calculd el rendimiento
de esta técnica, es decir, su sensibilidad, especificidad y valores predictivos. La
especificidad nula presentada por el DGGE, sefiala que esta técnica no permitio registrar
variaciones en el fragmento amplificado, ain cuando el fragmento incluye las regiones ITS
que son las que presentan mayor variabilidad en el rADN flngico, mientras que la técnica
de RAPD si permite registrar pequefias variaciones en el genoma flngico.

En cuanto al valor predictivo positivo, este arrojo un valor de 0.78, mientras que el valor
predictivo negativo fue de 0. Estos resultados sefialan el hecho de que el DGGE es una
técnica que no es capaz de discriminar entre aislados altamente similares, aunque si entre

aislados clonales.

Finalmente, después de comparar las dos técnicas mediante el test de Mc Nemar o ¥
corregido, se pudo concluir que entre los dos métodos existe una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05), en cuanto a la determinaciéon de clonalidad de

cepas de C. albicans, siendo mejor la técnica de RAPD para determinar clonalidad.
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CONCLUSIONES

Las cepas patdgenas y comensales de C. albicans provenientes de un mismo
paciente con candidemia, estdn en su gran mayoria, relacionadas clonalmente, lo
que confirmaria el origen endogeno de esta infeccidn invasora en los siete pacientes

que presentaron esta levadura en sangre.

Las cepas patdgenas y comensales de C. dubliniensis en un paciente, también se
encuentran relacionadas clonalmente, sin embargo, y como es de esperar, no

comparten relacion alguna con los aislados de otras especies.

El paciente dos presentd colonizacion mixta por C. dubliniensis y por C. albicans,

pudiendo ser ésta Ultima adquirida exdgenamente.

El RAPD es una excelente herramienta para genotipificacion en Candida spp., ya
que discrimina entre cepas genéticamente idénticas (clonales o isogénicas),
altamente relacionados pero no idénticas, cepas moderada y escasamente

relacionadas y cepas no relacionadas entre si.
El DGGE no permitié discriminar entre cepas de C. albicans aisladas de un mismo
paciente como tampoco entre cepas de distintos pacientes, ya que no fue capaz de

detectar variaciones en los fragmentos amplificados.

Con respecto a ambas técnicas, existe una diferencia estadisticamente significativa

en cuanto a la determinacién de clonalidad, entre cepas de C. albicans.
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ANEXO 1

Item 1.- Ecuaciones
Coeficiente de Dice.

El Coeficiente de Dice (Dice, 1945), mide la proporcion de bandas comunes entre dos
individuos a través de la siguiente ecuacion.

SABZZE/(2E+a+b)

Donde;

E: Es el nimero de bandas compartidas por las cepas Ay B.
a: Es el nimero de bandas presentes solo en la cepa A.
b: Es el nimero de bandas presentes sélo en la cepa B.

Un Sag de 1 significa que las cepas comparten un patron de bandas idéntico y un Sag de 0
significa que las cepas presentan un patron de bandas completamente diferente,
considerando Sag entre 0.01 y 0.99 como un rango de similitud creciente.

Dice L. 1945. Measures of the Amount of Ecological Association between Species.
Ecology 26: 297-300

Item 2.- Software Utilizado

Kodak 1D v3.6

Eastman Kodak Company. 2003. KODAK 1D Image Analysis Software v3.6.2
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Item 3.- Partidores RAPD

OPBA 03 GTGCGAGAAC 60
OPBA 09 GGAACTCCAC 60
OPBA 10 GGACGTTGAG 60
OPBA 13 AGGGCGAATG 60
OAA 14 AACGGGCCAA 60

Fuente: IDT® e Invitrogen® (Abarca, 2001).

Item 4.- Partidores DGGE

CA 1F TAC ACT GAC GGA GCC AGC
CA1F-GC 40 GC-TAC ACT GAC GGA GCC AGC
CA3RC AAA GCG ATCCCG CCT TACC
CA3RC-GC 40 GC-AAA GCG ATC CCG CCT TACC

Fuente: IDT® e Invitrogen® (Madrid, 2004).

Item 5.- Esquema Complejo Génico del ADN Ribosomal en Eucariontes, incluyendo
los Espaciadores Internos de Transcripcion (ITS).

€ 18S ITS1 5.8S ITS2 28S —
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Item 6.- Partidores PCR Diagndstico para C. dubliniensis.

Cd2F

TGTTCTGGACAAACTTGC

Cd3RC

CAAGCAATCTCCGCCTTAT

Fuente: IDT® (Madrid, 2004).

Item 7.- Tabla de 2 X 2 Estadistica.

RAPD
Clonal No clonal Total
DGGE
Clonal A (25) B (7) A+B (32)
Verdaderos positivos Falsos positivos
C (0) D (0) C+D (0)
No clonal Falsos negativos | Negativos verdaderos
A+C (25) B+D (7) N (32)
Total
Donde:

S = (A/(A+C) x100 (sensibilidad)

E = (D/(B+D) x100 (especificidad)

VP(+) = A/A+B (valor predictivo +)

VP(-) = D/C+D (valor predictivo -)
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ANEXO 2
Protocolo de Extraccion de ADN de Levaduras.
1.- Cultivar las levaduras en frascos de 75 ml con 25 ml de medio YPD liquido a 30 °C en
agitacion constante a 200r.p.m. por 20 horas (o toda la noche).

2.- Tomar 1 ml de medio desde la porcion superior del tuvo y pipetear hacia tubos
Eppendorf de 1.5 ml.

3.- Centrifugar a 13.000 g por 2 minutos (para concentrar células).

4.- Eliminar el sobrenadante por inversion, secando contra papel absorbente o gasa estéril.
5.- Resuspender el sedimento en 300 pl de una mezcla de 287 pul de Sorbitol EDTA, 3 ul de
B-mercaptoetanol y 10 pl de liticasa. Resuspender todo el sedimento mezclando
suavemente por inversion o golpeando con el dedo.

6.- Incubar a 37 °C por 60 0 mas minutos, agitando suavemente cada 30 minutos hasta
percibir la aparicion de una textura mucoide que indica la desaparicion de la pared del
hongo.

7.- Centrifugar a 13.000 g por 2 minutos.

8.- Eliminar el sobrenadante por inversion y secar el tubo en papel absorbente o gasa
estéril.

9.- Agregar 300 pl de solucién de lisis. Mezclar suavemente por 3 minutos (kit Promega®).

10.- Agregar 100 pl de solucion de precipitacion de proteinas. Mezclar vigorosamente por
20 segundos minimo, idealmente usando vortex (kit Promega®).

11.- Colocar muestra en hielo por 5 minutos o en freezer a -20 °C.

12.- Centrifugar a 13.000 g por 2 minutos.

13.- Traspasar el sobrenadante, aproximadamente 300 pl, a otro tubo Eppendorf con 300 pl
de isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar suavemente por inversion. En este punto
se observan a trasluz hilos mucosos que corresponden al ADN precipitado).

14.- Centrifugar a 13.000 g por 2 minutos.

15.- Eliminar el sobrenadante por inversién y secar cuidadosamente contra papel
absorbente, evitar que caiga el “pellet” de ADN al invertir el tubo.
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16.- Anadir 300 pl de etanol 70% a temperatura ambiente.

17.- Mezclar suavemente por inversion para lavar el ADN precipitado.

18.- Centrifugar a 13.000 g por 2 minutos.

19.- Eliminar el etanol por aspiracion. Se debe aspirar hasta el fondo del tubo, apoyando la
punta de la micropipeta en el extremo contrario al que contiene el “pellet” de ADN. Luego

secar con papel absorbente cuidadosamente.

20.- Dejar los tubos abiertos secandose a 37 °C en camara de bioseguridad o entre dos
mecheros con su llama al maximo.

21.- Agregar 100 pl de solucion de rehidratacion (agua milique).
22.- Dejar hidratando el ADN por un minimo de 2 horas, o toda la noche, a 4 °C.

23.- Afadir 5 pl de RNAsa (a Img/ml). Colocar en vortex un segundo e incubar por 30
minutos a 37 °C.

24.- Evaluar la calidad y cantidad de ADN por electroforesis en gel de azarosa 0.8%
(corrida a 90 volt por 45 minutos).
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