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RESUMEN

Las infecciones flngicas o micosis son infecciopesiucidas por hongos
oportunistas y/o patdégenos que pueden ser supdeBicio sistémicas. El agente
etioldgico mas importante a nivel mundial de estfexciones e€andida albicans,
una levadura comensal que coloniza entre un 30-@®%s humanos; sin embargo,
frente a cambios en las condiciones locales o anranidad del hospedero es capaz
de causar una infeccion.

Los antifungicos son agentes naturales o sintéticeseliminan y/o inhiben
la proliferacion de hongos. Sus principales mecaossde accion son la inhibicion
de la formacioén de la pared celular y la disrupaiénla membrana celular. Se han
estudiado varios mecanismos de resistencia a agtiftis enC. albicans Los
principales apuntan a mutaciones y sobreexpresiologsl gene€RG11(azoles) y
FKS1 (equinocandinas) y/o a la sobreexpresion de lasbbende eflujo CDR1,
CDR2 y MDR1; sin embargo, su contribuciéon real géaeracion de resistencia no
esta del todo dilucidada.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar loganesmos de resistencia a
azoles y equinocandinas en cepas clinicas chilestahleciendo los mecanismos de
resistencia mas prevalentes. Se estudiaron 10 depaislados chilenos resistentes a
azoles y 10 cepas resistentes a equinocandind3. @dbicansde origen clinico,
buscando mecanismos de resistencia mediante a@siand¢ genes candidatos por
técnicas de secuenciacion, g-PCR y ademas medtaste/os de funcionalidad de
bombas de eflujo.

Se encontr6 que en las cepas resistentes, tantzoksacomo a
equinocandinas, no existe un mecanismo de resigtemico. Sin embargo, el
mecanismo de resistencia mas prevalente a az@da Sobreexpresion de bombas
de eflujo, encontrandose en el 60% de las cepamyadas. Por otra parte, en las
cepas resistentes a equinocandinas el mecanismonpirgante fueron mutaciones en
el genFKS], principalmente en la region HS1, encontrandostacimnes de interés

en un 20% del total de cepas resistentes estudiadas

XV



Estos resultados entregan informacion importangecacde los mecanismos
predominantes para dos familias de antifangicosaistados clinicos chilenos de
C. albicans Es necesario un estudio multicéntrico con un mannero de cepas
para conocer con mas detalle la realidad nacioeallad resistencia a agentes

antifangicos erC. albicans
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SUMMARY

A STUDY OF THE SUSCEPTIBILITY AND ANTIFUNGAL RESIST ANCE
MECHANISMS OF CHILEAN CLINICAL ISOLATE OF Candida albicans

Fungal infections or mycoses are infections causedpportunistic and/or
pathogenic fungi that may be superficial or systeriihe most important etiologic
agent globally of these infections Gandida albicans a commensal yeast that
colonizes 30-60% of humans. Changes in local cmmditor host immunity can
produce a switch from a harmless colonizing comm@kehs causing a pathogen
infection.

Antifungal agents are natural or synthetic agelm €liminate and/or inhibit
the growth of fungi; their main mechanism of actisnthe inhibition of cell wall
formation and disruption of the cell membrane. $&venechanisms of antifungal
resistance of C. albicanshave been studied. The most common are mutatiahs an
overexpression of thERG1landFKS1 genes, involved in resistance to azoles and
echinocandins, respectively, and/or the overexmmssf efflux pumps CDR1,
CDR2 and MDR1. However the real contribution of keaesistance mechanism in
Chilean clinical isolates has not been elucidated.

The aim of this work was to characterize the rasist mechanisms to azoles
and echinocandins in Chilean clinical isolates, arder to establish the most
prevalent resistance mechanism. We studied 10nsti@iC. albicansresistant to
azoles and 10 strains resistant to echinocanding, evaluated their resistance
mechanisms using sequencing, q-PCR and functi@salya of efflux pumps.

We found that several resistance mechanisms asemréen the azole and
echinocandin resistant strains. However, the mosvgbent mechanism of azole
resistance was the overexpression of an efflux pymgsent in 60% of the tested
strains. Resistance to echinocandins can be adcpiEslominantly to mutations in
the FKS1gene, mainly in the HS1 region. Mutations of iattrwere found in 20%

of the resistant strains tested.
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These results provide important information abbetpredominant resistance
mechanisms against two families of antifungals iml€an strains ofC. albicans A
multicenter study, with a greater number of isdateill be necessary to know the

national status of antifungal resistance&inalbicans
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l. INTRODUCCION

1. Infecciones fungicas (IFs)

Las infecciones fungicas (IFs) o también llamadasosis, son el conjunto de
infecciones producidas por especies de hongos grad8gu oportunistas en el hombre,
las cuales pueden ser superficiales afectandelagalo, uiias y/o mucosa, o profundas
afectando organos internos (Lass-Florl, 2009; Rypinal, 2008). Se ha descrito que
entre los factores que predisponen a sufrir ureelEncuentran aquellos inmunoldgicos
como una disfuncion del sistema inmune y otrosofast como una quimioterapia
prolongada, terapia antibiotica y algunos proceeimas médicos invasivos (Sild
al., 2011).

Desde los afios '80 las IFs han cobrado cada veammmportancia tanto por su
relevancia a nivel de salud publica como por suaittgp econdmico. Algunos reportes
muestran que anualmente en EE.UU. los costos aescealFs son de aproximadamente
$2600 millones de délares y esta cifra estariauemeato (Mufiozt al, 2010; Wilsonet

al., 2002).

Las micosis pueden ser causadas tanto por levadonas por hongos filamentosos. El
namero de especies que pueden causar IFs aumentda af®; sin embargo, los
microorganismos fungicos ma&s comunes causantesnfeéecion a nivel mundial
pertenecen al génefeandida(72,8 casos/millon de hab. cada afid)yptococcug65,5
casos/millon de hab. cada afio)Agpergillus (12,4 casos/millén de hab. cada afio)
(Pfaller & Diekema, 2007).

2. Candida spp.

Candidaspp. es un grupo heterogéneo de microorganismaggcfisique presentan una
morfologia de levadura unicelular de 3 a 5 um y spi@socian ecolégicamente a seres
vivos de sangre caliente con temperaturas Optimasetimiento de 37°C.

1



Este hongo puede presentarse con distintas moiéslioiprma de levadura, denominada
blastoconidia, o formas filamentosas denominadesdushifas e hifas (Fig. 1). La forma
de blastoconidia se ha caracterizado como la faon@ensal d€€andidg mientras que
las formas filamentosas se han asociado a procksgmtogénesis (Kim & Sudbery,
2011; Sudbery, 2011).

Blastoconidia Pzeudohifa Hifa

Figura 1. Heterogeneidad de la morfologia d€andida spp.
Imagenes microscopicas que muestran las difereme®logias en el crecimiento d@andida

albicans.La barra representa 5 um (Tomado de Sudbery, 2011).

En generalCandidacoloniza de manera comensal entre un 30-60% déuosanos,
pudiendo ser aislada desde el tracto gastroinggth®-70%), mucosa oral (30-50%),
mucosa vaginal (5-30%) y/o piel (4-7%) en muchabviduos sanos; sin embargo, bajo
ciertas condiciones como cambios de temperaturay/ptdlteraciones en la inmunidad
del hospedero, es capaz de causar una infeccion &iSudbery, 2011; Limet al,
2012; Silvaet al, 2002).

3. Infecciones fungicas poCandida spp.

Candida spp. es una levadura comensal que puede desamola infeccion en el
organismo hospedero. Algunos factores reportadespgedisponen la patogénesis por
cepas del géner@andidason la inmunosupresion, terapia antibiotica prgéma y/o
corticoides, céncer, quimioterapia prolongada yc@dimientos quirdrgicos invasivos
(Cortéset al, 2011). La principal fuente de infeccién goandidaspp. es enddgena, es

decir, previa colonizacion de piel y/o mucosas mielpio individuo, aunque también



puede transmitirse a través de material contaminsaolo en algunos procedimientos
clinicos, como catéteres y sondas (Coetéal, 2011; Peman & Salavert, 2012).

La candidiasis o infeccibn paCandida spp. es una patologia con una mortalidad
descrita que varia desde un 35 a un 75% paradedidh sistémica (Silvat al, 2002).
Esta variacion depende, entre otros factores,dedeacteristicas del grupo y el pais en
que se realizo el estudio. En Chile la mortalidadcdta es de un 33% (Sihat al,
2002; Tobaret al, 2011) muy similar a la mortalidad global en Laimérica que seria
cercana al 30% (Roderet al, 2005; Santolayat al, 2013). Se ha descrito que las
infecciones porCandidatienen una incidencia global de 0,37 casos pon cHaDO
pacientes-dia (Nucat al, 2010).Candidaspp. constituye el 75% de las infecciones
fungicas intrahospitalarias (Peman & Salavert, 20A8emas, se ha descrito que estas
infecciones corresponden a la cuarta causa de ciofexzs nocosomiales o
intrahospitalarias en las Unidades de Cuidado &mten(UCIs) y la tercera del total de
infecciones nocosomiales (Bicmeat al, 2012; Cortéset al, 2011). Si bien se han
descrito mas de 200 especies distinta€dedida la especie d€andidapatdégena en
humanos mas comun €andida albicansrepresentando en Chile el 44,6% de las IFs
causadas por levaduras (Lehal, 2012; Miceliet al, 2011; Silvaet al, 2011; Silvaet

al., 2002).

La manifestacion patolégica mas comun@ndidaes la candidiasis vaginal, la cual
afecta a aproximadamente el 75% de las mujerebpuenos una vez durante su edad
fértil (Kim & Sudbery, 2011; Moyes & Naglik, 201Ifobar et al, 2011). Otras
candidiasis superficiales son las orales, cutanm#gnea interdigital y onicomicosis
(Tobaret al, 2011). La candidiasis sistémica es una de lasléR®mayor cuidado por su
alta mortalidad, que supera el 46% (Lebd al, 2012; Peman & Salavert, 2012).
Lamentablemente, esta infeccién presenta signdatgnsas muy inespecificos, como
fiebre y taquicardia asociado a una baja sensdilidel hemocultivo, por lo que su

diagndstico a veces puede ser muy complicado (Tettely 2011).



Se ha descrito que el 95-97% de todos los cascarihidiasis son causadas por sélo 5
especies d€andida,que sonC. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. troglis y

C. krusei(Peman & Salavert, 2012). Cada una de estas espexhibe un perfil de
susceptibilidad a antifangicos diferente, presada@gunas de ellas resistencia natural
a los antifingicos o una mayor predisposicion auatqesistencia (Silvat al, 2011).

En base a lo expuesto, es fundamental hacer umdtiigo temprano de la infeccion
identificando la cepa responsable con el fin dedai un tratamiento precoz que
reduzca la mortalidad (Cortésal, 2011).

Es importante sefalar que antes de instaurar dealijatamiento antifUngico empirico
frente a estas IFs se debe conocer la realidadereptbgica local deCandida,
identificando las especies mas frecuentes y sweptibdidad a los antifingicos (Peman
& Salavert, 2012). Diversos trabajos publicadoslkedltimo tiempo han destacado que
la epidemiologia de las infecciones @andiday su susceptibilidad a antifangicos han
ido cambiando (Bicmeat al, 2012; Rodloffet al, 2011). Por ejemplo, se ha descrito un
aumento de las especies albicans en candidiasis invasora y un aumento en las
concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) de alipiespecies a los antifingicos de
uso clinico, como por ejempld. glabrata (Pfaller & Diekema, 2007).

4. Tratamientos antifungicos para IFs porCandida

Los antifingicos o antimic6ticos son compuestosunads o sintéticos que pueden
producir modificaciones en estructuras bésicas adedlula fungica inhibiendo el
desarrollo y alterando su viabilidad. En el cascCamdidg un adecuado tratamiento
antifingico debe considerar una eficiente cobertpaaa la especie d€andida
identificada y un perfil de seguridad adecuado patgpo de paciente tratado, dado que
los antifngicos presentan variados efectos adsdiisabaret al, 2011).

A diferencia de los antimicrobianos dirigidos a naas bacterianos, los agentes
antifingicos son escasos debido a que muchos paiEndlancos terapéuticos son

compartidos con la célula mamifera. Actualmentesteri diversas familias de

4



antifangicos disponibles en el mercado cuyas difges radican en su estructura
guimica y sus mecanismos de accion (Fig. 2). Loxipales mecanismos de accion de

los agentes antifungicos son:
a) Disrupcion de la membrana celular (azoles y pokgno

b) Inhibicion de la formacién de la pared celular (@equandinas) (Katzungt al,
2009).

Proteinas

B-glucanos Pared celular

N

}MMM

Membrana
}”'} ”l]., ”!il]’ celular
fi-glucano
Ergnsterul polienos ] sintasa
T m [ Equinocandinas J
Lanosteraol

Figura 2. Mecanismos de accién de las principalearhilias de antifungicos de uso clinico

Las equinocandinas inhiben la enzifaglucano sintasa. Los azoles inhiben la via desisde
ergosterol y los polienos interrumpen la membragialar uniéndose al ergosterol (Tomado de
Katzunget al, 2009).



Las familias de antifangicos mas utilizados paaatr candidiasis hoy en dia son:

a) Polienos: Son antifungicos de amplio espectro usado duraniehos afios para
infecciones sistémicas por via parenteral, aundgenas de ellos pueden ser
suministrados por via topica. Su modo de acciamé@se de manera permanente
al ergosterol de la membrana flngica, o que genem perturbacion en la
funcién de la membrana y una alteracion de su peritigad teniendo un efecto

fungicida. El polieno mas utilizado es anfotericBhéOddset al, 2003).

b) Azoles: Son antifiungicos de amplio espectro que inhiberetaima 14-
lanosterol desmetilasa, la cual cataliza la remmoawidativa del grupo 14-
metil del lanosterol, importante intermediario deblosintesis del ergosterol. Al
inhibir la via de biosintesis de ergosterol seralla fluidez de la membrana
fungica y se acumulan intermediariosdthetilados; los cuales son téxicos para
el hongo y tienen efecto fungistatico. EI azol mégizado en Chile es
fluconazol (Odd<t al, 2003).

c) Equinocandinas: Son hexapéptidos ciclicos con propiedades aniifasg Su
mecanismo de accion es inhibir de manera no cotiyeegl complejop 1-3
glucano sintasa, responsable de la sintesif de3 glucano de la pared celular.
Esta disminucién del glucano en la pared produagilidad en la célula fangica
y un efecto fungistatico. Las equinocandinas maadas en Chile son
caspofungina y anidulafungina (Diomedi, 2004; Oddsal, 2003; Ponton,
2008).

En Chile, el tratamiento antifingico de primeraetinindicado para los casos de
candidiasis superficial y sistémica es fluconaEmni.casos de resistencia se recomienda
el uso de equinocandinas o anfotericina B, éstmdltecomendado solo en infecciones
severas debido a presentar una mayor toxicidachjdjet al, 2010; Diomedi, 2004;
Pappast al, 2009).



5. Resistencia d€andida a antifungicos

En los Ultimos afios, debido a un aumento de padei¢ riesgo, se ha producido un
incremento en infecciones por levaduras del gé@armdida Por otra parte, con el uso
de nuevos agentes antifungicos, se ha observadamanto en la resistencia a algunos
de estos agentes (Cortésal, 2011). Algunas especies @andidatienden a ser mas
resistentes a los antifingicos. Por ejem@loglabrata puede presentar resistencia a

fluconazol y equinocandinas (Sileaal, 2011).

La resistencia a los antifingicos se ha definido@ta capacidad de un hongo patégeno
de reproducirse en presencia de un determinaddeagatifingico. Las resistencias se

clasifican en (Loeffler & Stevens, 2003):

a) Resistencia intrinseca o innata: Todas las cepasma@enisma especie presentan
resistencia. EJC. kruseies intrinsecamente resistente a fluconazol.

b) Resistencia primaria: Algunas cepas de una espaoimalmente sensible
pueden presentar resistencia sin haber tenidoatorpigevio con el antifangico.

c) Resistencia secundaria o adquirida: Cepas previ@msensibles adquieren

resistencia tras tener contacto con un agentalagtdo.

Es posible medir la susceptibilidad o resisteneiail hongo a un antifingico a través de
la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM). Sin emmga, una limitacion importante de
la CIM es que no predice de manera efectiva el rddka clinico de la terapia
antifungica, porque la infeccion es el resultadouda compleja interaccion entre el
patogeno y el hospedero (Anderson, 2005). En laaldad, existen distintos métodos
para medir la CIM, entre los que encontramos losiideodilucion en caldo, difusién en
agar (disco de antifungicos y/o E-test) y algurestst comerciales automatizados (E;j.
Vitek®). El método de referencia gold standardes el método de microdilucién en
caldo. Existen dos estandares disponibles, la namaricana CLSI Glinical and
Laboratory Standards Institut¢CLSI, 2008) y la norma europea EUCASHu(opean
Committee on Antibiotic Susceptibility Tes)ifBUCAST et al, 2003) los cuales fijan

7



los puntos de corte clinicos utilizados patandida spp. (Tabla 1). Ademas,
recientemente se han propuesto nuevos puntos de kamados Puntos de corte
epidemiolégicos o ECVsEpidemiological cut-off valyepara distintas especies de
Candida(Tabla 2). Los ECVs son los puntos de corte estatie para diferenciar entre
Candidaspp. silvestre avild-type (WT) y las no silvestre. Las cepas no silvestrgue

se encuentran sobre el ECV, se han definido preangancomo aquellas cepas que han

adquirido algun tipo de mecanismo de resistendall@p, 2012).

Es importante hacer la distincién entre los pudisorte clinicos y ECVs. Los puntos
de corte clinico se establecen en base a estudida tkspuesta clinica del paciente
(éxito o fracaso) e incorporan la farmacocinéticafaymacodinamia del agente
antifingico. En cambio, los ECVs derivan de estsidie distribucion de las CIMs en
una determinada especie y permiten separar la @éblaon y sin mecanismos de
resistencia, independiente del posible éxito tera@e en su tratamiento. Los puntos de
corte clinicos y epidemioldgicos han sido muy 8tifgara guiar la terapia antifingica
segun la especi€andiday permiten detectar una emergente resistencia digtintos
antifungicos (Pfaller, 2012; Pfallet al, 2012).



Tabla 1. Puntos de corte clinicos pardC. albicans segun normas CLSI (CLSI, 2008) y
EUCAST (EUCAST et al., 2003)

Puntos de corte clinicos CLSI paraC. albicans (ug/mL)

Agente antifiingico S I R
Fluconazol <2 4 >8
Voriconazol <0,12 0,25-0,5 3
Caspofungina _9,25 0,5 >l
Anidulafungina <0,25 0,5 >
Anfotericina B * * *

Puntos de corte clinicos EUCAST par&. albicans (ug/mL)

Agente antifangico S I R
Fluconazol <2 2-4 > 4
Voriconazol <0,12 >0,12
Caspofungina * * *
Anidulafungina _<0,03 > 0,03
Anfotericina B <1 >1

S: Sensible, I: Intermedio y R: Resistente. * Ndnaa establecido puntos de corte.

Tabla 2. Puntos de corte epidemioldgicos (ECVs) estecidos paraCandida spp. (Pfaller,
2012; Pfalleret al., 2012)

Puntos de corte epidemiolégicos par@€andida spp. (ug/mL)

Especie Fluconazol VoriconazolCaspofungina AnidulafunginaAnfotericina B
C. albicans 0,5 0,03 0,125 0,125 2
C. tropicalis 2 0,125 0,125 0,125 2
;):r;lrapsilosis 2 0,125 1 4 2
C. lusitaniae 2 0,06 0,5 2 4
C. glabrata 32 1 0,125 0,25
C. krusei 128 1 0,25 0,125 4




6. Mecanismos de resistencia a antifungicos €@andida spp.

Se han estudiado varios mecanismos de resisteraitifangicos erCandidaspp. Los
principales son mutaciones puntuales y sobreexpreil gerERG11,el cual codifica

la enzima 14-lanosterol desmetilasa y que generaria una rasiatespecifica para
azoles (Morschhauser, 2002; Sanglatcal, 2003; Xuet al, 2000). Otras mutaciones
estudiadas son las presentes en elFg€®1,gen que codifica la enzinga(1,3)-glucano
sintasa, las cualese asociarian a una resistencia a equinocandinasgl@s et al,
1997). No se ha encontrado una mutacién Unica @egidi en cada resistencia, pues
hasta el momento sélo se han identificado sitioeleADN donde la frecuencia de
mutaciones es mayor, sitios llamados puntos cabeatsitioshot spot(Katiyar et al,
2012; Leeet al, 2004; Marichakt al, 1999).

Otros mecanismos estudiados@nalbicanshan sido la sobreexpresion de las bombas
de eflujo CDR1, CDR2 y MDR1 (Akins, 2005; Morschkary 2002; Pfaller, 2012;
White et al, 2002). CDR1 y CDR2(andida Drug Resistangason transportadores del
tipo ABC (ATP-Binding Caset)e que corresponden a bombas de eflujo que usan ATP
para traslocar pequefias moléculas al exterior déllda y que se encuentran reguladas
por el factor de transcripcion TAC1 (Costieal, 2007; Morioet al, 2013; Znaidiet al,
2007). En cambio, la proteina MDRM\{ltiple Drug Resistangees una bomba del tipo
MFS (Major Facilitator Superfamily bomba de eflujo que utiliza un gradiente de
protones (H) para traslocar moléculas. Este transportadonseeatra regulado por el
factor de transcripcibon MRR1 (Moriet al, 2013). Ambos mecanismos podrian estar
involucrados en la resistencia tanto de azoles cdemtros antifungicos, ya que la
sobreexpresion de estas bombas no permitiria len@eagion necesaria del agente a
nivel intracelular para tener el efecto de antifaagleseado (Akins, 2005; Prassidal,
2011; Suret al, 2012).

Actualmente, si bien se han descrito diversos mewenrs de resistencia patandidg
no se sabe con certeza cudl es el aporte realddeureo de ellos a nivel poblacional.
Algunos trabajos describen una naturaleza mulafadt de la resistencia a azoles,
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predominando la sobreexpresion de bombas de eflajosobre las mutaciones en
ERG11 (Park & Perlin, 2005; Pereat al, 2011). En cambio, para la resistencia a
equinocandinas so6lo se han estudiado mutacionelsgemFKS1 (Katiyar et al, 2012).

En general, los estudios de vigilancia @andidaen Chile no incluyen cepas de la
comunidad local. Por esta razén, en nuestro latmoael afio 2012 se analizo la
distribucion de especies y el perfil de suscepdiadd a antifingicos de cepas@andida
aisladas de muestras clinicas, tanto de pacientspithlizados como de consulta
ambulatoria obtenidas en un hospital de Santiagini¢@ Davila). Los resultados
obtenidos muestran que la susceptibilidad en lacis@. albicansa los antifungicos de
mayor uso en nuestro pais ha sufrido cambios érdrafios 2007 y 2011. En el 2011
hubo un aumento en el porcentaje de cepas sobEC¥l para los antifingicos
fluconazol, voriconazol y anidulafungina. Tambiénabservé que mas del 80% de las
cepas se encuentran sobre el ECV para el antifdirggispofungina (Tabla 3). Esto es
muy preocupante considerando que el uso de cagpoéues relativamente nuevo, no
superando los 10 afios de prescripcion en Chiledouaa realizo este estudio (Bidart,
2004).
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Tabla 3. Porcentaje de aislados d€. albicans resistentes y no-WT en el afio 2007 y 2011 en
un hospital de Chile

Fluconazol Voriconazol Caspofungina Anidulafungina Anfotericina B

CLSI Sobre  CLSI Sobre CLSI Sobre CLSI Sobre CLSI Sobre

R ECV R ECV R ECV R ECV R ECV
007 136% 185% 7.4% 247% 136% 100% 12% 12% 0 81
(11) (15) (6) (20) (11) (81) (1) 1)
0 0 0, 0, 0, 0, 0, 0
sopp A8% 233% 32% 275% 185% 831% 106% 26% 0 189
() (44) (6) (52) @5 @) @ (%)

CLSI R: Cepas sobre el punto de corte clinico ¢stato en la norma CLSI. Sobre ECV: Cepas sobre el
punto de corte epidemioldgico (ECV). n: niUmero dpas analizadas *No se han establecido puntos de

corte

De acuerdo al estudio realizado en Clinica Dawk, encontr6 un aumento en la
proporcion de cepas aisladas sobre los ECVs edltiosos afios, lo que por definicion
indicaria un mayor desarrollo de mecanismos dsteggiia a azoles y equinocandinas.
En vista de estos antecedentes, este trabajo alaar@cterizar la existencia de los
diferentes mecanismos de resistencia a los antdasgfluconazol, voriconazol,
caspofungina y anidulafungina en cepas clinicaaléscdeC. albicansy relacionarlos
con el resultado del antifungigrama con el fin déreggar una interpretacion a nivel

bioquimico/molecular a los ensayos de susceptallid
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II. HIPOTESIS

“Las cepas clinicas d€. albicansaisladas de un hospital local que son resistemtes
azoles o0 a equinocandinas, presentan mutacion@srgexpresion transcripcional en los
genes ERG11 (azoles) y FKS1 (equinocandinas) en comparacion a las cepas
susceptibles, ademas de una sobreexpresion deitaisab de eflujo CDR1, CDR2 y

MDR1, siendo éste el mecanismo de resistencia predmte”.

[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Determinar la presencia de mutaciones en los geR&xl1ly FKS1 y la transcripcion
de los geneERG11 FKS], CDR1, CDR2y MDR1en cepas d€. albicansaisladas de
muestras clinicas locales resistentes y sensiblebsa antifungicos fluconazol,

voriconazol, caspofungina y anidulafungina.

2. Objetivos Especificos

1. Detectar la presencia de mutaciones puntualessegdne€ERG11y FKS1en
cepas resistentes y sensiblesCdealbicansy determinar su relacion con la

resistencia a los antifungicos.

2. Evaluar los niveles de transcripcion de los geB&G11y FKS1 en cepas
resistentes y sensibles @e albicansde origen clinico y determinar su relacion

con la resistencia a los antifingicos
3. Evaluar los niveles de transcripcion de las bomibasflujo CDR1, CDR2 y

MDR1 en cepas resistentes y sensiblesCdealbicans de origen clinico y

determinar su relacién con la resistencia a loglegficos
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos y soluciones

Applied Biosystem (Foster City, California, EE.UU.) AmpliTag DNA polymerase
con tampén de PCR 10x, dATP, dCTP, dTTP, dGTP, Md® mM, sistema de
deteccion para g-PCR Fast SYBR Green Master Mix.

Becton Dickinson (Le Pont de Claix, Francia)Agar Sabouraud.

Biomerieux (Marcy I'Etoile, Francia): CHROMagar Candida.

Fermentas (Frederick, Maryland, EE.UU): DNAasal con tampén de reaccién 10x,
estandar de ADN 1 Kb.

GE Life Sciences (Buckinghamshire, Inglaterra):Estandar de ADN faga, sistema
enzimético de purificacion de ADN ExoProStar.

Gibco BRL (Paisley, Escocia)Peptona.

Merck (Darmstadt, Alemania): CaspofunginaEDTA, etanol, sacarosa, DMSO.

New England BioLabs (Beverly, Massachusetts, EE.U)J Estandar de ADN de 1Kb.
Pfizer (New York, NY, EE.UU.): Anidulafungina, fluconazol, voriconazol.
Promega(Madison, Wisconsin, EE.UU.):Sistema de transcripcién reversa Impromil|
Reverse Transcription System, estandar de ADN 1 I€btandar de ADN
Lamda/Hindlll, enzima inhibidora de RNasas RNaginJd/pL.

Qiagen(Hilden, Alemania): Sistema comercial de extraccion RNeasy Mini Kit.

Roche (Mannheim, Alemania): Sistema comercial de extraccion High Pure PCR
Template Preparation kit, proteinasa K 20 mg/mL.

Sigma - Aldrich (Stenheim, Alemania): Agarosa, extracto de levadurglucosa,

isopropanol, liticasa, rodamina 6-G, CCCP.
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2. Cepas utilizadas en este trabajo

Para estudiar los mecanismos de resistencia seatdih cepas d€andidaaisladas de
muestras clinicas identificadas corfio albicans mediante el método fenotipico de
CHROMagar Candida. Se realizé pruebas de susdaibiantifangica a fluconazol,
voriconazol, caspofungina y anidulafungina segirmaocamericana CLSI (CLSI, 2008).
Para el estudio de resistencia a azoles se ubitizadf cepas resistentes y 20 cepas
susceptibles (10 cepas Sensible Dosis Dependi8bt®)(y 10 cepas sensibles). Para el
estudio de mecanismo de resistencia a equinocandieaitilizaron 10 cepas resistentes
y 20 cepas susceptibles (10 cepas de resistenerangdia y 10 cepas sensibles). Como
cepa control se utilizé una cepa de referenci€ dalbicansATCC SC5314 la cual es
sensible a todos los antifungicos estudiados, seglioomprob6 en nuestro laboratorio.
Las cepas utilizadas fueron aportadas por la Gilévila y su uso cuenta con la
aprobacion del Comité de ética de la instituciongx@o 1).

3. Programas para analisis

Todos los partidores utilizados en este trabajoofuelisefiados en nuestro laboratorio
usando las secuencias de la c€palbicansATCC SC5314. El disefio de los partidores
para la amplificacion y secuenciacion de los gdeR&11y FKS1 se realizé con el
programaPrimers 3 disponible gratuitamente en http://bioinfo.ut.eefer3-0.4.0/. El
programa utilizado para la depuracion de las sedagnobtenidas a partir de la
secuenciacion fu8eqMan (Madison, Wisconsin, EE.UU.) y para los alineartosrde
las secuencias se utilizé el prograriveega 6.Q descargado gratuitamente desde
http://www.megasoftware.net/. El disefio de losigares para la cuantificacion de los
genes por g-PCR fue realizado con el progrdpnaner Express 3.0.1 (Applied
Biosystem, Foster City, California, EE.UU.). Finante, el andlisis de datos y la

representacion grafica de éstos se realizé6 medehpt@gramasraph Prisma 5.0

15



4. Extraccion de ADN gendmicade C. albicans

La extraccion de ADN genomico se realizo usandisééma comercial High Pure PCR
Template Preparation Kit. Se sembro6 1 coloni&€dalbicansen 5 mL de medio YPD y
se incubd a 37°C durante 16 h con agitacion. Lusgeembro 0,5 mL de este cultivo en
50 mL de medio YPD y se incub6 nuevamente a 37Cagptacion hasta alcanzar la

fase exponencial (Qfg 0,5 a las aproximadamente 4 h de incubacion).

Se transfirid 1 mL de cultivo a un tubo Eppendoseycentrifugé a 3000 gcdurante 10
min. El sedimento obtenido se resuspendié en 280 EDTA 50 mM y 15 uL de
litcasa (20 mg/mL) y se incubdé a 37°C durante 2cdn el fin de romper
enzimaticamente la pared fungica. Luego, se agqfd uL de tampon de unidn
(Binding Buffey y 40 pL de proteinasa K y se incub6 a 70°C derai@ min. Se
agregaron 100 pL de isopropanol y se agrego laigwmiia una columna proporcionada

en el sistema comercial, centrifugando a 80Q@urante 1 min.

Se descartd el liquido y se lavo el material relerén la columna con 500 pL de
tampon de lavado y se centrifugé a 800§ adurante 1 min, luego se repitid el lavado
con 500 pL de tampon de lavado y se centrifugd @088 g durante 1 min.
Posteriormente, se seco la columna centrifugard@@0 xg durante 10 seg. Se inserto
la columna en un tubo de recoleccion de 1,5 mlagsegaron 200 pL de tampon de
elucion y finalmente se centrifugd a 800@ xlurante 1 min recogiéndose una solucion
transparente que contiene el ADN genomico. Las tragesle ADN se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al @,8%V durante 1 h. El ADN se

almaceno a -80°C hasta su posterior uso.

5. Amplificacion del genERG11 por PCR

Se amplifico el gen completo d8RG11(Gene ID: 3641571) mediante PCR con los
partidores CaERG11 1 y CaERG11 2 (Tabla 4, Fig. @ada reaccion de PCR
contenia tampon de PCR 1x, Mgd,5 mM, dNTP 0,2 mM, polimerasa AmpliTaq

16



0,05 U/uL, partidores 0,5 uM y 25 ng de templaddA@N gendmico. Se completé el
volumen a 50 puL con agua bidestilada estéril. Lpldicacion se realiz6 usando un
programa con desnaturacion inicial a 95°C duranter2y 40 ciclos de desnaturacion a
95°C durante 30 seg, apareamiento a 50°C duranse@®@ extension a 72°C durante 1
min. Se realizd una extension final a 72°C dur&mein.

6. Amplificacién del genFKS1 por PCR

Para evaluar la presencia de mutaciones en elF§SI (Gene ID: 3636794), se
amplificaron las regiones HS1 y HS2 en una solaciéa de PCR con los partidores
CaFKS1_ 1y CaFKS1_2 de modo de obtener un ampiied@b48 pb (Tabla 4, Fig. 3b).
De acuerdo a la bibliografia, estas regiones coatieel mayor nUmero de mutaciones
relacionadas con la generacion de resistencia magndinas (Balashoet al., 2006;
Desnos-Ollivieret al.,2008).

Cada reaccion de PCR contiene tampon de PCR 1x|MgE& mM, dNTP 0,2 mM,
polimerasa AmpliTag 0,05 U/uL, partidores 0,5 uM2Y¥ ng de templado de ADN
genomico. Se completd el volumen a 50 pL con agigeshlada estéril. La
amplificacion se realizé usando un programa comatesacion inicial a 95°C durante 2
min y 40 ciclos de desnaturacion a 95°C durantsegf) apareamiento a 55°C durante 30
seg y extension a 72°C durante 1 min. Se compdetédccion con una extension final a
72°C durante 5 min.

Tabla 4. Partidores usados para la amplificacion dios gene€RG11y FKSI1.

Gen Nombre 52> 3 Secuencia Tamano Tm
producto partidores
CaERG11_1 Sentido GAAAGGGAATTCAATCG
ERG11 1745 pb 50°C
CaERG11_2 Antisentido TGTTAATCCAACTAAGTAAC
CaFKS1_ 1  Sentido CTTCATATGGTCAACAACC
FKS1 2548 pb 55°C

CaFKS1_2  Antisentido ATGAAACAGAATTAGCTTTG
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7. Purificacién de productos de PCR y secuenciacién

Los productos de PCR se purificaron usando elmsetenzimatico ExoProStar. Se
mezclaron 40 pL de producto PCR y 16 pL de meenlEmatica ExoProStar y se

incubd en el termociclador a 37°C durante 15 minego a 80°C durante 15 min para

inactivar la enzima. Las muestras se secuencianameequipo ABI 3730xI (Applied

Biosystems, Foster City, California, EE.UU.) erJaidad de Gendmica del Instituto de
Salud Carlos Il (Madrid, Espafa) utilizando losrtgores disefiados en nuestro

laboratorio con el programa Primers 3 (Tabla 5, B Una vez secuenciadas las

muestras, se depuraron las secuencias usandayehma Segmay se alinearon usando

Clustal W con el programa Mega 6.0.

Tabla 5. Partidores utilizados para la secuenciacion de lagenesERG11y FKSL.

Gen Nombre 523 Secuencia
CaERG11_1 Sentido GAAAGGGAATTCAATCG
CaERG11_2 Antisentido TGTTAATCCAACTAAGTAAC
CaERG11_3 Sentido CTTCATATGGTCAACAACC
CaERG11_4 Antisentido ATGAAACAGAATTAGCTTTG

FROL CaERG11_5 Sentido GTTATGAAAACTCAACCAG
CaERG11_6 Antisentido GAGGTAAAGGTAAATTAGGG
CaERG11_7 Sentido TCCAGGTTATGCTCATACTA
CaERG11_8 Antisentido TACCGAAAACTGGAGTAGT
CaFKS1_1 Sentido CATTGCTGTGGCCACTTTAG
CaFKS1 2 Antisentido GGTCAAATCAGTGAAAACCG

RSt CaFKS1_3 Sentido TACTATGGTCATCCAGGTTTCC
CaFKS1_4 Antisentido GATTTCCATTTCCGTGGTAGC
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Figura 3. Esquema de partidores utilizados para lsecuenciacion de los gendsRG11 y
FKS1.

(A) Esquema de partidores utilizados para la secuadniatel genERG11de C. albicans
(GenlD: 3641571)B) Esquema de partidores utilizados para la secuétwidel genFKS1de
C. albicans(GenID: 3636794)

8. Extraccion de ARN deC. albicans

La extraccion de ARN de las cepas se realiz6 usahsistema comercial RNeasy Mini
Kit. Se sembré una colonia en 5 mL de medio YPR insub6 a 37°C durante 16 h. Se
sembré 0,5 mL de este inéculo en 50 mL de medio WP&e incubdé a 37°C con
agitacion constante durante 4 h, periodo en qual&vo alcanza la fase de crecimiento
exponencial y las levaduras presentan la mayovidat metabdlica. Se centrifugaron

20 mL de cultivo a 1000 g durante 10 min, se agregaron 600 pL de perlasdie v
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(0,5 mm) y 600 uL de tampdn de lisis RLT. Se agitdvortex durante 1 min y luego se
enfri6 en hielo durante 1 min. Se repitid6 20 veeste ciclo a fin de asegurar el
rompimiento mecanico de la pared fungica de lagdexas. Se espero la decantacion de
las perlas y se transfirio el sobrenadante a un Egpendorf de 1,5 mL y se centrifugo
a 10000 xg durante 2 min. Se transfirié el sobrenadante sagundo tubo de 1,5 mL y
se agregd 600 pL de etanol 70% y se mezcl6 porsitre Se transfirio la solucién a la
columna suministrada en el sistema comercial yea#itugo a 8000 x durante 15 seg.
Se elimind el liquido y se agregd 700 uL de soludé lavado RW1 y se centrifugd a
8000 xg durante 15 seg. Se agregaron 500 uL de tampdéwvddd RPE y se centrifugd
a 8000 xg durante 2 min. Se descarto el liquido y se cergdifa 10000 )g durante 1
min para secar la columna. Se transfirié la columna tubo de recoleccion de 1,5 mL
y se agrego6 40 uL de agua libre de nucleasaslgssaricentrifugd a 8000 gcdurante 1
min. La solucion translucida obtenida contiene RNAtotal de las levaduras.

Las muestras se analizaron mediante electrofomsigel de agarosa al 1% a 70V
durante 1,5 h para evaluar la integridad del AR&taRuantificar el ARN y evaluar su
pureza (A260/A280) se utilizé el equipo NanodropO@0(Thermo, Wilmington,
Delaware, EE.UU.). El ARN se almacend a -80°C hsstposterior uso.

9. Tratamiento con DNasa |

Para evitar la contaminacién del ARN extraido cddbNAgendémico, las muestras de
ARN se trataron con DNasa |. En un tubo se mezclarpg de ARN, 2 pL de DNasa |
(1 U/ pL) y 1,5 pL de tampodn 1x. Se completd elumoén a 15 pL con agua libre de
nucleasas. Se incubd a 37°C durante 30 min. Leegmregod 1,5 uL de EDTA 25 mM
y se incubd a 65°C durante 10 min para inactivaniema.
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10.PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR)

La reaccion de retrotranscripcion se realizd usasbisistema ImPromll Reverse
Transcription System de acuerdo a las instruccideésabricante. En tubos de 0,2 mL
se mezcléo 7,5 pL (1 pug) de ARN previamente tratado DNAasa | y 1 pL de
partidores Random primers(500 pg/mL). Se calenté a 70°C durante 5 min e
inmediatamente se incubo en hielo para evitar dgadiacion del ARN.

De manera independiente se prepard la mezcla deideaque contiene 2 uL de agua
libre de nucleasas, 4 puL de tampdn de reacciér8 4, de MgC} 25 mM, 1 uL de
dNTP 10mM, 0,5 uL de RNasin y 1 pL de enzima Trap&sa inversa por reaccion.
Se agrego el ARN con los partidores a la mezclaedecion y se incubd a 25°C durante
5 min y luego a 42°C durante 1 h. Finalmente, aetind la enzima con una incubacion
a 70°C durante 15 min.

11. Cuantificacién transcripcional de genes mediante PR cuantitativo (g-PCR)

Los analisis de PCR en tiempo real se llevaronba em un equipo Step One (Applied
Biosystem, Foster City, California, EE.UU.) conssdtema Fast SYBR Green Master
Mix. Para evaluar la expresiéon a nivel transcripaiode los gene&RG11 FKS],
CDR1, CDR% MDR1se utilizé como gen de referendi€T1

La especificidad de los productos de las reaccideeg-PCR fue evaluada mediante el
analisis de las curvas de disociaciéon. Se estinefideencia de cada pareja de partidores
utilizando la pendiente de la regresion lineal & wurva estandar con diluciones
seriadas de ADNc a partir de una concentracionOdegluL. La eficiencia se calculd

utilizando la féormula:

-1
E= (10m - 1)x 100%
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La validacion de cada pareja de partidores sezegiaficandoACt: Ct gen interés
(ciclo umbral del gen de interés) — Ct gen enddgeiclo umbral deACT]) vs Log
[ADNCc] para cada dilucion seriada de ADNc utilizados partidores que presentaron

pendiente < 0,1 fueron considerados validos.

Cada reaccion de cuantificacion por g-PCR contieast SYBR Green Mix 1x,
partidores a una concentracion final de 0,5 uMbl@#®), 2 uL de ADNc, completando
el volumen a 20 pL con agua bidestilada estéribregrama de amplificacion utilizado
fue una desnaturacion inicial a 95°C durante 20ys40 ciclos de desnaturacion a 95°C
durante 2 seg, apareamiento a 55°C durante 30 setegsion a 60°C durante 30 seg
con coleccion de datos. A cada reaccion se le agegespectiva curva de disociacion.
Se evalud la transcripcion de los genes utilizagldonétodo dAACT, usando como gen

endogeno el gen d&CT1y como cepa de referendia albicansATCC SC5314.

Tabla 6. Partidores utilizados para la cuantificaadn transcripcional de los gene€RG11,
FKS1, CDR1, CDR2 y MDRL1.

Gen Nombre 523 Secuencia partidores 52 3’ Tamafo producto  Tm
ERG11-for Sentido TACTGCTGCTGCCAAAGCTA

ERG11 144 pb 55°C
ERG11-rev Antisentido GCAAATTGTTCCCCAATACA
FKS1-for Sentido TGGATTTTTCATTGCTGTGG

FKS1 191 pb 55°C
FKS1-rev Antisentido TGGCAAGGAAAACCAAAAAC
CDR1-for  Sentido GAAAGAGAACCATTACCAGG

CDR1 288 pb 53°C
CDR1-rev  Antisentido AGGAATCGACGGATCAC
CDR2-for  Sentido GAATTTGCCGCTAGATTAAGAA

CDR2 150 pb 54°C
CDR2-rev  Antisentido = ACCACGCACAAAATCGTTAC
MDR1-for  Sentido CAAATTCCCACTGCTTTGGT

MDR1 148pb 56°C
MDR2-rev  Antisentido CGGCTAACCCAACTGGTAAA
ACT1-for Sentido CCAGCTTTCTACGTTTCC

ACT1 209pb 53°C
ACT1-rev  Antisentido CTGTAACCACGTTCAGAC
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12.Ensayo de acumulacién de rodamina 6-G

El ensayo de acumulacion de rodamina 6-G usadstertrabajo fue una adaptacion del
estudio previos descrito en Ahmad al., 2012. Se sembrd una colonia en 5 mL de
medio YPD y se incub6 a 37°C durante 16 h, luegmaspaso 0,5 mL de este inéculo a
50 mL de medio YPD y se incubé a 37°C con agitacénstante durante 4 h. Se
centrifugaron 10 mL de cultivo a 500@pdurante 5 min y se lavé el sedimento obtenido
dos veces con tampon PBS con el fin de lavardagas y eliminar todo resto de medio
YPD. Se resuspendio el sedimento en 5 mL de meRID Y5 uL de solucion madre de
rodamina 6-G 10 mM. Se incub6 a 37°C con agitadifnante 1 h, se centrifugé 1 mL a
9000 xg y se lavo con tampdn PBS dos veces, resuspemdarsgdimento en 700 pL
de tampdén PBS. Se contaron las células en una addeaiNeubauer y se midio la
absorbancia a 527 nm en el equipo Synergy(Blatek, Winooski, Vermont, EE.UU.).
La cuantificacion de rodamina 6-G se realiz6 usamda curva estandar previamente
definida (Anexo 3).

Se realizé un ensayo adicional de acumulacion damma 6-G para aquellas cepas que
mostraron baja acumulacion del reactivo con ebérevaluar si esta baja acumulacién
del reactivo es debido al funcionamiento de bomtmeflujo. Este ensayo se realizd
incubando las levaduras en medio YPD con el inbibde bombas de eflujo CCCP
(carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona) a una coricacion final de 100 pg/mL
durante 4 h. Luego, se siguié con la incubacién R6AG y su medicién siguiendo el
protocolo descrito en esta seccion.

13. Métodos estadisticos
Los resultados se expresaron como promedidsswiacion estandar. Los graficos y el
analisis estadistico de los datos se realizarondasal testt de Student mediante el

software GraphPad Prism 5.0. Se consideré comdfiseymcia estadistica un valor p <
0,5.
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V. RESULTADOS
1. Identificacién de cepas y ensayos de suscibilidad

Con el fin de hacer una seleccion de las cepiCandidautilizadas en este estudios,
realiz6 una identificacion de diversos aisladosnictis de Candide spp. y se
seleccionaromquellas cepas clinicas identificadas ¢ C. albicanssegui el método de
CHROMagar CandidaFig. 4). Se les someti6 a estas cemasin ensayo de
susceptibilidad afluconazo (FLU), voriconazol (VOR) caspofungin (CAS) vy
anidulafungina (ANI)de acuerdo a la norma americana CLSI. Las cepeascsahada:

para este estudio s&icar en las Tablas 7 y 8.

(A) (B)

C. parapsilosis

C. albicans

C. tropicalis

Figura 4. Identificacién de Candida spp. por elmétodo de CHROagar Candid..

(A) Identificacion dediversas especies Candida Verde:C. albicans Blanco opac: C. krusei
Blanco brillante:C. parapsiloss. Azul-lila: C. tropicalis (B) Identificacibnde muestras clinic:
de Candidaaisladasde Clinica DéavilaLas colonias verdes correspondetos aslados deC.
albicansseleccionados para este tral.
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Tabla 7. Caracterizacion de cepas d€. albicans utilizadas para evaluar los mecanismos de

resistencia a azoles

ID  Susc? Origen Servicio CIM FLUP® CIMVOR®
1A R Flujo vaginal Ambulatorio > 64 >16
2A R Flujo vaginal Ambulatorio > 64 >16
3A R Muestra respiratoria Hospitalizado > 64 > 16
4A R Flujo vaginal Ambulatorio 64 16
5A R Flujo vaginal Ambulatorio 64 16
6A R Orina Hospitalizado 64 16
7A R Flujo vaginal Ambulatorio 64 16
8A R Muestra respiratoria ~ Ambulatorio 64 16
9A R Flujo vaginal Ambulatorio 64 16
10A R Flujo vaginal Ambulatorio 64 16
11A SDD  Flujo vaginal Ambulatorio 4 0,25
12A SDD  Muestra respiratoria Ambulatorio 4 0,25
13A SDD  Flujo vaginal Ambulatorio 2 0,25
14A SDD  Flujo vaginal Ambulatorio 4 0,25
15A SDD  Flujo vaginal Ambulatorio 4 0,5
16A SDD Orina Hospitalizado 4 0,5
17A SDD  Orina Hospitalizado 4 0,5
18A SDD  Flujo vaginal Ambulatorio 4 0,25
19A SDD  Flujo vaginal Ambulatorio 4 0,5
20A SDD  Flujo vaginal Ambulatorio 4 0,25
21A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 0,03
22A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,5 0,03
23A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 0,03
24A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,5 0,03
25A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 0,03
26A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 0,125
27A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,5 0,06
28A S Flujo vaginal Ambulatorio 1 0,06
29A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 0,03
30A S Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 0,03

FLU: Fluconazol, VOR: Voriconazol.

®Susc.: Susceptibilidad, R: Resistente (CIM FLB; £IM VOR > 1), SDD: Sensible Dosis
Dependiente (CIM FLU = 4; CIM VOR [0,25-0,5]), Seisible (CIM FLU <2; CIM VOR <

0,12).

®Las CIMs indicadas se encuentran en pg/mL.
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Tabla 8. Caracterizacion de cepas d€. albicans utilizadas para evaluar los mecanismos de

resistencia a equinocandinas.

ID  Susc? Origen Servicio CIM ANIP CIM CASP
1E R Flujo vaginal Ambulatorio 0,125 2
2E R Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 2
3E R Muestra respiratoria Hospitalizado 0,03 2

4E R Flujo vaginal Ambulatorio 0,5 2
5E R Flujo vaginal Ambulatorio 0,125 2
6E R Flujo vaginal Ambulatorio 1 1
7E R Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 1
8E R Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 1
9E R Muestra respiratoria Hospitalizado 0,25 1
10E R Flujo vaginal Ambulatorio 0,25 1
11E I Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 1
12E I Flujo vaginal Ambulatorio 0,06 0,5
13E [ Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,5
14E I Muestra respiratoria Hospitalizado 0,03 0,5
15E [ Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,5
16E [ Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,5
17E I Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,5
18E [ Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,5
19E I Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,5
20E [ Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,5
21E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
22E S Orina Hospitalizado 0,03 0,25
23E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
24E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
25E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
26E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
27E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
28E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
29E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25
30E S Flujo vaginal Ambulatorio 0,03 0,25

ANI: Anidulafungina, CAS: Caspofungina.

®Susc.: Susceptibilidad, R: Resistente (CIML) I: Resistencia Intermedia (CIM = 0,5), S:

Sensible CIM <0,25).

®Las CIMs indicadas se encuentran en ug/mL.
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2. Secuenciacion de los gen&RG11 y FKS1

El primer objetivo consistié en la secuenciaciénasegene€£RG11y FKS1 Para ello,

se realiz6 la extraccion de ADN genomico de lasasepeC. albicansseleccionadas
mediante la adaptacién de un sistema comerciah ¢amprobar si la adaptacion de este
sistema comercial resulta adecuada para la extracde acidos nucleicos desde
levaduras, se caracterizo el ADN obtenido mediafgetroforesis en geles de agarosa
para estimar su peso molecular y realizar una gicaaion relativa. Los resultados
obtenidos muestran una extracciéon de ADN gendmécalid peso molecular que migré
como una banda Unica y definida, sin degradaci@neape (Fig. 5a). La cuantificacion
relativa de la extracciones realizadas mostraroicerttraciones mayores a 40 ng/uL en
todas las cepas (Fig. 5b). Se concluye que la adapt de este sistema comercial
realizada en nuestro laboratorio resulta eficigrae la extraccion de ADN des@:
albicans.Con la obtencion de ADN gendémico de alto peso nubdeale todas las cepas

seleccionadas se procedi6 a la amplificacion dgéoe<ERG11y FKS1

(A)

10000 p

Figura 5. Caracterizacion de la extraccion de ADN gnoémico deC. albicans.

(A) Evaluacién de peso molecular. Carril PM: PM 1Klo(&bs). Carriles 1-2: ADN genémico
de muestras 1A y 2AB) Cuantificacion relativa. Carril 1-4: Diluciones g®tron de faga de
50, 10, 2 y 0,4 ngL. Carriles 5-8: ADN gendmico en dilucion 1:4 de estras 1A al 4A,

respectivamente. Electroforesis en gel de agatds&% a 70V durante 1 h.
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Para el andlisis de las secuencias de los ¢eR€d 1y FKS1se realiz6 la amplificacion
de éstos mediante PCR utilizando como templado N Agendmico previamente
aislado, usando los partidores disefiados en nulegtooatorio. Debido al gran tamario
del genFKS1, sélo se amplificd la region HS1 y HS2 comprendiddre la posicion
1719 y 4266 del gen. Los productos obtenidos fuproificados y analizados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0,8%, ercaise amplicones de los tamafios
esperados, correspondientes a 1700 pb para @Redly 2500 pb par&KS1(Fig. 6).

(A) (B) PM 1 2 3 B
3000 p
2500 pb
2000 pb
1500 pb

Figura 6. Amplificacion de los gene€RG11 y FKS1 mediante PCR

(A) Amplificacién del gerERG11 PM: Marcador de peso molecular 1Kb (Promega)yiléarl-

3: Productos de PCR obtenidos desde cepas 1A, 2A.yCarril B: Blanco de PCRB)
Amplificacion de la region HS1 y HS2 del geKS1 Carril PM: Marcador de peso molecular
1Kb (Promega). Carriles 1-3: Productos de PCR dddsndesde cepas 1E, 2E y 3E. Carril B:
Blanco de PCR. Electroforesis en gel de agaro8®8%b a 70V durante 1 h.

Los productos de PCR obtenidos para los geR&S11y FKS1se secuenciaron usando
las estrategias de amplificacion mostradas enda3-iLas secuencias obtenidas fueron
depuradas usando el programa Segman y se realialineamiento con el programa
Mega 6.0, comparandolas con la secuencia correspuada C. albicans ATCC
SC5h314.
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Los resultados mostraron que en el B&G11se encontraron un total de 24 mutaciones
(Fig. 7, Tabla 9), de las cuales 6 generaron sggiit en el aminoacido
correspondiente; sin embargo, ninguna de estaisusishes resultaron exclusivas de las

cepas resistentes a azoles, sino que se distriyugerambos grupos.

Los resultados obtenidos de la secuenciacion deetasnes HS1 y HS2 del géikKS1
mostraron 4 mutaciones en la region HS1 y ningumaléHS2 (Fig. 8, Tabla 10). Dos
mutaciones encontradas generan sustituciones atiiicss, las cuales se encontraron

exclusivamente en dos cepas resistentes a caspaungnidulafungina.

En resumen, se concluye que la secuenciacion d¢eEB&11no mostr6 mutaciones
exclusivas en las cepas resistentes a azoles,ragaqe la secuenciacion del ga€S],
especificamente la region HS1, mostré dos mutasionesindnimas exclusivas de cepas

que presentan resistencia a caspofungina y aniohgadfa.
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1390/1392

G464S
1399/1401
181/183 394-396  427/429 1213/1215  1344/1347 R467K
ABLV YI132F/H  KL43E S495F F449S 141171413
: | i | | 14717
1 E E E i i //’ 1585
T348A | A383C A799C T1310A | C1502G T1523G
D116E | K128T E266D E437] PEOIR M5O08R
C216T T315C T357G CA11T T549C C658T T966C T1203C T1257C T1368A
T996C G1440A
G1012A CC1470T
A1083G
T1110C

Figura 7. Mutaciones sin6nimas y no sinénimas enctradas en el gerERG11.
Esquema del gekERG11de C. albicans(GenID: 3641571). En la parte superior se muesivancodones con las mutaciones y las
sustituciones correspondientes mas frecuenteseneran resistencia a azoles segun la bibliognaéigr¢) (Morioet al.,2010). En la parte

inferior se muestran las mutaciones sinénimas @jgraho sinénimas (rojo) encontradas en este twabaj
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Tabla 9. Mutaciones sinénimas y no sinénimas encoatlas en el gerERG11*".

Id. cepa Susc| C216T T315C T348A A357G A383C C411T T549C C658T A799C T966C T996C G1012AG1020A A1083G T1110C T1203C T1257C T1302C T1310A T1368A G1440A C1470T C1502G T1523G
1A R ol- . . of- . o o
2A R . . . . . . . . . .
3A R . . . . . . . . . .

AA R . . . . . . . . .
5A R . . . . .
6A R
7A R . o o c c e
8A R o-
9A R of- of- of- . . . . . .
10A R o)- . . . o/- . .
11A SDD| -« . . . . . . . . . . .
12A SDD . . . . . .
13 A SDD| o/- . o/- of- . . . . . .
14 A SDD . . . . .
15A SDD of-
16 A SDD| . o/- o/- . . of- .
17A SDD| /- . . . . .
18 A SDD . . . .
19A SDD| . . . . of-
20A SDD . o/- . o/-
21A S o/- . .
22 A S of- . . . -[e .
23A S . . . . . .
24 A S . . . .
25A S
26 A S .
27 A S . o/- o/-
28 A S
29A S o/- .
30A S .

Susc.: Susceptibilidad, R: Resistente, SDD: Sem$dolsis Dependiente, S: Sensible. En celeste sstrandas cepas resistentes a azoles.
e utiliza la simbologia “»” para indicar homocigtzl y “-/" para heterocigosidad.

®Las mutaciones marcadas en negro originan sustitezi aminoacido. 31



1933/1935

S645P/Y/F
1921/1923 1945/1947 4072/4074
F641 P649H W1358R
HS1 ¢/ HS2 |
1 1 i 5691

A1864T | C1928T
M622T | T643K

A1929T C2070T

Figura 8. Mutaciones sin6nimas y no sinébnimas enctradas en el ger-KSL.

Esquema para el gdfKS1 de C. albicans(GenlID: 3636794) En la parte superior se muedwmancodones con las mutaciones y las
sustituciones correspondientes mas frecuentes euneran resistencia a equinocandinas segun la dpiifia (Balashowet al., 2006 y
Desnos-Ollivieret al., 2008). En la parte inferior se muestran las mates sindnimas (verde) y no sinénimas (rojo) emadat en este

trabajo.
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Tabla 10. Mutaciones sinénimas y no sinénimas endoadas en la region HS1 del gefFKS1?®.

Id. cepa Susc.|A1864T C1928A A1929T C2070T
1E
2E
3E
4E
SE
6 E
7E
8 E
9E
10E
11E
12 E
13E
14 E
15E
16 E
17 E
18 E
19E
20E
21 E
22 E
23 E
24 E
25E
26 E
27 E
28 E
29E
30 E

nmwnmwnnununwunwnny - —— — — —————2-0$DVIUOVXILVXOALDO 0D

Susc.: Susceptibilidad, R: Resistente, SDD: Semé$dolsis Dependiente, S: Sensible. En celeste sstrane
las cepas resistentes a equinocandinas.
®Se utiliza la simbologia “»” para indicar homocigtzl y “-/+” para heterocigosidad.

®Las mutaciones marcadas en negro originan sustitesi amino&cido.

33



3. Extraccion ARN y RT-PCR

El segundo objetivo de este trabajo consistio emduav la expresion dlos genes que
codifican las proteinas blar de los antifUngicos estudiados que podrian est:
involucrados erel desarrollo de resistenciaara ello,se realizo la extraccion cARN
mediante un sistem@omercia y se evalué la integridadet ARN total mediante
electroforesis en gelede agaros al 1%. Se observo la presende las bandas cARN
ribosomal 28S y 18§ue indicaintegridad del ARN en todas las muesteasaidas(Fig.
9).

ARNr 28¢

ARN 18¢
564 pb

Figura 9. Caracterizacidn de la xtraccién de ARN total deC. albicans.

PM: Marcador de peso molecular Lbda/Hindlll. Carril 1-10: ARN deC. albican:, muestras
extraidas desde cepas 1A a lrrespectivamenteElectroforesis en gel de agarosa al a 70V
durante 1,5 h.

En general, todas las miies presentarc una razon A260/A280 32, lo que indica
ausencia de proteindsa raz6rA260/A230 presento valores entre 2 y 2g2que indicela
ausencia de contamimt@s como salescarbohidratos. Las condeaciones de ARN fuera
> 0,16 pg/uL, por lo tantel ARN obtenido presencalidad y cantidad suficientes para

reacciones de sintesis ABNc posteriores (Anexo 3).
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Las muestras fueron tratadas con DNasa | para reimel posible ADN gendmico
remanente y luego se realizé la retrotranscripaiénla muestras de ARN segun el

protocolo descrito en la seccion IV.7.

4. Estandarizacion de g-PCR

Con el fin de estandarizar la metodologia de cfieation de los genes mediante g-PCR,
se establecio la especificidad de cada pareja delgas. Para ello, se analizaron las
curvas de disociaciéon donde se observé un Unioco gecfluorescencia para cada pareja,
correspondiente a un solo producto de PCR conemadratura de fusion (Tm) definida
(Fig. 10). Luego, se optimizaron las reacciones)-d®CR, concentracion de partidores y
temperatura de apareamiento, hasta obtener efiageratre 90 y 110%. Finalmente, los
ensayos de interés fueron validados para ser usamo®l gen de referencia enddégeno
ACT1de acuerdo a las especificaciones del proveedprXE).

De acuerdo a los resultados obtenidos de la estaadan, cada uno los ensayos de

cuantificacion, disefiados en este trabajo, resulifidos para el andlisis de las muestras de

interés.
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Figura 10. Especificidad de los partidores utilizados para cugtificar la transcripcion de los
genesERG11, FKS1, CDR1, CDR2, MDR1y ACT1.

En la figura se muestran las curvas de disociag&tos productos de PCR con su respectivo Tm

para cada parejas de partidores usados en lafaanifin de los geng®\) ERG11] (B) FKS], (C)
CDR1,(D) CDR2 (E) MDR1y (F) ACT1
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Figura 11. Validacion de los ensayos de cuantificacién transigcional de los gene€RG11,
FKS1, CDR1, CDR2 y MDR1.

En la figura se muestran las curvas de validaciériod ensayos disefiados para la evaluar la
transcripcion de los gend®) ERG11 (B) FKS], (C) CDRY1 (D) CDR2y (E) MDR1 *La
pendiente < 0,1 considera el experimento como ealid
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5. Cuantificacion transcripcional de los gene&RG11 y FKS1 por g-PCR

Una vez validadas las condiciones de g-PCR panatifioar la expresion relativa (RQ) de
los genes de interés, se evalud la expresion deEB&11,el gen que codifica la proteina
blanco de los azoles. Se determiné que s6lo urlasdeepas resistente (7A) presento un
nivel de transcripcibn mayor respecto a las cepaseptibles (> 6 veces respecto del
control) (Fig. 12a). En general, el geRG11en las cepas resistentes a azoles presento un
promedio de expresion de 1,80#6 veces respecto a la cepa de referencia ATG&htras

gue en las cepas susceptibles la expresion refagvde 1,4 4,2 veces (Fig. 12b). Por lo
tanto, no se encontr6 una diferencia estadisticemeignificativa en la cantidad de
transcritos deERG11entre los grupos resistente y susceptible a flamoiny voriconazol
(p:0,6985), lo que sugiere que el desarrollo dedsstencia a azoles no estaria relacionado

directamente con un aumento transcripcional degeste
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Figura 12. Expresion relativa del gerERG11 en cepas de€. albicans resistentes y susceptibles
a azoles.

(A) Expresion relativa (RQ) dERG11en cepas resistentes (barras azules) y suscepfiideras
celestes) a azoles. Cepa de referencia ATCC SC@&ida blanca) (n=3)B) Comparacion de
medias mediante el grafico de distribucion de laresion relativa dERG11en el grupo de cepas

resistente y susceptible a azoles. ns: no hayediféé estadisticamente significativa.
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También se evalud la transcripcion relativa del g€81que codifica la proteina blanco de
los antifungicos de la familia de las equinocanslirtde determiné que en todas las cepas
analizadas la expresion relativa del ¢gd6S1fue <1,2 veces respecto a la cepa control
ATCC SCbh314 (Fig. 13a). Se realiz6 un analisis ggnéde las cepas por grupo,
encontrandose que la expresion relativa promediel g@rupo de cepas resistentes fue de
0,6 +0,2 y en el grupo susceptible fue de 0,43,68 veces respecto al control (Fig. 13b).
De acuerdo a estos resultados, no se encontroifenantgia estadisticamente significativa
en la expresion a nivel transcripcional del geKS1 entre los grupos resistente y
susceptible a equinocandinas (p:0,1513). Se coadjue el desarrollo de la resistencia a

estos antifingicos no estaria relacionado con oreato en la expresion de este gen.

(A)
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Figura 13. Expresion relativa del gerFKSL1 en cepas de&€. albicans resistentes y susceptibles a
equinocandinas.

(A) Expresion relativa (RQ) dEKS1 en cepas resistentes (barras azules) y suscep(lideras
celestes) a equinocandinas. Cepa de referencia ABOG314 (barra blanca) (n=3)B)
Comparacion de medias mediante el grafico de kligtibn de la expresion relativa BE&S1en el

grupo de cepas resistente y susceptible a equidivean ns: no hay diferencia estadisticamente
significativa.
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6. Cuantificacion transcripcional de bombas de eflujgor g-PCR

El tercer objetivo de este trabajo consistid erduarda expresion de las principales bombas
de eflujo que podrian estar relacionadas con erd#k de resistencia a los azoles y a las
equinocandinas. Para ello, se cuantifico la exprede los genes que codifican las bombas
CDR1, CDR2 y MDRL1 en cepas resistentes y susceptibl

Primero, se evalud la expresion de estas bombasepas resistentes y susceptibles a
azoles. En la cuantificacion del g€ibR1se determin6 que en 2 de 10 cepas resistentes a
azoles (3A y 8A) hubo una mayor transcripcion de gen con respecto a la cepa control
ATCC SC5314 y a las cepas susceptibles a azolgs {&a). El analisis de la distribucion

de la expresion relativa de este gen mostro quasetepas resistentes la expresion relativa
promedio fue de 2,0 1,0 veces, mientras que en las cepas suscepfildete 0,4 +0,1
veces, siendo mayor la expresion en el grupo deascemsistente de manera
estadisticamente significativa (p: 0,0294) (Figh)14

En el estudio del geBDR2se determind que en 2 de 10 cepas resistentesumudnamento
en la expresion transcripcional del gen (6A y 8An crespecto al grupo de cepas
susceptibles (Fig. 15a). En las cepas resisteatesdresion relativa promedio fue de 20 +
10 veces, mientras que en el grupo susceptibleléué +2 veces con respecto a la cepa
control. Se observé una diferencia estadisticanmsgteficativa en la transcripcion del gen
CDR2en ambos grupos (p: 0,0376) (Fig. 15b).

Finalmente, en el estudio del g&fDR1 se determind que, al igual que las bombas
anteriores, 2 de 10 cepas resistentes presentasomayyor expresion de la bomba respecto
al grupo de cepas susceptibles (6A y 9A) (Fig. 1ba)transcripcion relativa promedio en
el grupo de cepas resistentes a azoles fue de Q,8 weces respecto al control, mientras
que en el grupo de cepas susceptibles fue de 0, weces, encontrandose una expresion
mayor en el grupo resistente de manera estadigigansignificativa (p: 0,0269) (Fig.
16b).
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RQ genCDR1

De manera general, el andlisis de la expresiorva trianscripcional d€DR1, CDR2y
MDR1 mostré que en el grupo de cepas resistentes asazobo una mayor transcripcion
de estas bombas con respecto a la cepa control grupb de cepas susceptibles al
antifungico. Por lo tanto, se relaciona de mane&a directa al desarrollo de la resistencia

que los otros mecanismos de resistencia evaluadotagiones y transcripcion del gen
ERG1).
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Figura 14. Expresion relativa del gerCDR1 en cepas de&€. albicans resistentes y susceptibles a
azoles.

(A) Expresién relativa (RQ) del ge@DR1 en cepas resistentes (barras azules) y susceptibles
(barras celestes) a azoles. Cepa de referencia ATE314 (barra blanca) (n=8R) Comparacion

de medias mediante el gréfico de distribucion dexfaesion relativa d€DR1en el grupo de cepas
resistente y susceptible a azoles. * p < 0,05.
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Figura 15. Expresion relativa del gerCDR2 en cepas de&. albicans resistentes y susceptibles a azoles.
(A) Expresion relativa (RQ) del g&€DR2en cepas resistentes (barras azules) y suscettibleas celestes)
a azoles. Cepa de referencia ATCC SC5314 (barrecdign=3).(B) Comparacion de medias mediante el

grafico de distribucién de la expresion relativa@2R2 en el grupo de cepas resistente y susceptible a
azoles. * p < 0,05.
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Figura 16. Expresion relativa del gerMDR1 en cepas dé&. albicans resistentes y susceptibles a azoles.
(A) Expresion relativa (RQ) del geMDR1 en cepas resistentes (barras azules) y suscep(lidesas
celestes) a azoles. Cepa de referencia ATCC SC@&drda blanca) (n=3)(B) Comparacion de medias

mediante el grafico de distribucién de la expregiélativa deMDR1 en el grupo de cepas resistente y
susceptible a azoles. * p < 0,05.
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Los resultados obtenidos muestran que la transénipge los genes que codifican las
bombas de eflujo CDR1, CDR2 y MDR1 se relacionalaaesistencia a azoles.

Previamente, en la bibliografia se ha descrito lguganscripcion de las bombas del tipo
CDR se encuentra modulada por el factor de trgmsén TACL y que la presencia de
ciertas mutaciones puntuales en este gen seriaedpensable de una sobreexpresion de
estas bombas (Moriet al.,2013). En base a estos antecedentes, se planbéfesVo de
evaluar si una mayor expresion transcripcionaladeblombas del tipo CDR se relaciona
con la presencia de mutaciones BAC1 en las cepas resistente a azoles. Para ello, se
realizd la secuenciacién del g&éAC1de acuerdo al trabajo de Mo al., 2013 con la

metodologia descrita en el Anexo 5.

Se determind que todas las cepas resistentes fmesemmutaciones en el gemAC],
principalmente en la region codificante del C-terafii sin embargo, no se encontrd
ninguna mutacion exclusiva en las cepas con magosdripcion de CDR1 o CDR2 (Tabla
11). Con estos datos no es posible asociar alganlasdmutaciones encontradas a una

mayor expresion de estas bombas.

Tabla 11. Mutaciones no sindnimas encontradas enfelctor de transcripcion TACL.

Id. cepa Susc® 1CDR1° 1CDR2 Sustitucion aminoacidic&
1A R N772K, D776N, S941D
2A R N396S, K766N, N772K, D776N, E829Q, S941D
3A R + N396S, N772K, D776N, E829Q, S941D
4A R N396S, N772K, D776N, E829Q, S941D
5A R N396S, N772K, D766N, E829Q, S941D/S
6A R + N772K, D776N
TA R D766N, E829Q/E, S941D
8A R + + N772K, E829Q
9A R N396S, D766N, E829Q/E, N899S, S941D
10A R D772K, E829Q, S941D

®Susc.: Susceptibilidad: R: Resistente, |: Interme8i Sensible.
®Sobreexpresion considerada sobre la linea de leasybr expresién del grupo susceptible.

°Si ambos alelos difieren en secuencia se usa t# ipaicar la heterocigosidad.
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Para finalizar este objetivo, se cuantifico la $&ipcion relativa de los genes CDR1,
CDR2 y MDRL1 en cepas resistentes y susceptiblegum@candinas. En el estudio de la
cuantificacion de la transcripcion del géDR1 se determind una baja expresion relativa
del gen en las cepas resistentes, siendo infextudo que a la cepa control y que las cepas
susceptibles. En las cepas resistentes la exprpsadmedio fue de 0,2 8,1 veces y en el
grupo susceptible fue de 0,40t1 respecto al control ATCC, por lo que no seoatré
diferencia estadisticamente significativa entre @srdgrupos (p:0,1612) (Fig. 17).

La cuantificacion de la transcripcién del geEDR2 mostrd que la expresion del gen fue
muy similar en ambos grupos. Se determind que gnu@lo cepas resistentes la expresion
relativa promedio fue de 11 4 veces, mientras que el grupo susceptible fué3de 3
veces, no encontrandose diferencia estadisticansgteficativa entre ambos grupos
analizados (p:0,3497) (Fig. 18).

Finalmente, en la cuantificacion transcripciondl gen MDR1 se determind que sélo una
de las 10 cepas resistentes presentd una mayescrieion de esta bomba respecto del
grupo susceptible (2E); sin embargo, se encontedl@expresion transcripcional relativa
promedio todas las cepas fue muy similar a la cgpdérol ATCC SC5314. En las cepas
resistentes fue de 1,30t5 veces y en el grupo de cepas susceptibledefg7 +0,2 veces,
por lo que no se encontro diferencia estadisticéansignificativa entre los grupos
(p:0,0983) (Fig. 19).

El analisis general de la expresion a nivel trdpsmnal de las bombas CDR1, CDR2 y
MDR1 en el grupo de cepas resistente a equinocandimo mostré diferencias
significativas con respecto al grupo de cepas stigbes. Por o tanto, se concluye que este

mecanismo no se relacionaria de manera directiaagesistencia a estos antifungicos.
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Figura 17. Expresion relativa del genCDR1 en cepas deC. albicans resistentes y susceptibles a
equinocandinas.

(A) Expresion relativa (RQ) del g&@DR1en cepas resistentes (barras azules) y suscetidleas celestes)
a equinocandinas. Cepa de referencia ATCC SC534a#a(lblanca) (n=3)(B) Comparacion de medias
mediante el gréfico de distribucién de la expresiélativa deCDR1 en el grupo de cepas resistente y

susceptible a equinocandinas. ns: no hay diferastédisticamente significativa.
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Figura 18. Expresion relativa del genCDR2 en cepas deC. albicans resistentes y susceptibles a
equinocandinas.

(A) Expresion relativa (RQ) del g&@DR2en cepas resistentes (barras azules) y susceptibleas celestes)
a equinocandinas. Cepa de referencia ATCC SCbh3ada(tblanca) (n=3)(B) Comparacion de medias
mediante el grafico de distribucion de la expresiélativa deCDR2 en el grupo de cepas resistente y

susceptible a equinocandinas. ns: no hay diferestéadisticamente significativa.
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Figura 19. Expresion relativa del gerMDR1 en cepas deC. albicans resistentes y susceptibles

a equinocandinas.

(A) Expresion relativa (RQ) del geMDR1 en cepas resistentes (barras azules) y susceptibles
(barras celestes) a equinocandinas. Cepa de rei@rdfCC SC5314 (barra blanca) (n=38R)
Comparacion de medias mediante el grafico de bligtion de la expresién relativa #DR1 en el
grupo de cepas resistente y susceptible a equidivean ns: no hay diferencia estadisticamente
significativa.

7. Ensayos de acumulacion de rodamina 6-G

Con el fin de complementar el estudio de bombasfldg y su relacion con el desarrollo
de resistencia a los antifungicos, se evalu¢ lzitumalidad de las tres bombas de eflujo
mediante un ensayo de acumulacion de rodamina B83G). La R6-G es un sustrato
fluorescente que ha sido usado para demostratilédad de bombas de eflujo en cepas de
C. albicansresistentes a azoles. En este trabajo se midiérlaentracion intracelular de
R6-G en levaduras resistentes y susceptibles ankifsingicos estudiados como se describe

en la seccion IV.12.
Primero, se realizo el ensayo en las cepas re@sgesusceptible a azoles y se observo que

en 4 de las 10 cepas resistentes hubo una bajaubmiém del reactivo respecto a la cepa

control y las cepas susceptibles a azoles. Espas @drresponden a 2A, 3A, 5A y 6A (Fig.
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20a). El andlisis general mostrd que, si bien lamadacion de rodamina 6-G es levemente
menor en las cepas resistentes que en las susesptib hay diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos de cepas (p:0,2(/8g. 20b).
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Figura 20. Acumulacion de R6-Gen cepas de&C. albicans resistentes y susceptibles a azoles.

(A) Se indican las cepas resistentes (barras rojag$geptibles (barras rosadas) a azoles. Cepa de
referencia ATCC SC5314 (barra blanca) (n£B). Comparacion de medias mediante el grafico de
distribucion de la concentracion intracelular de-&®R6ns: no hay diferencia estadisticamente

significativa.

Las cepas resistentes a azoles que mostraron hiajaukacion de R6-G fueron utilizadas
para realizar un ensayo complementario en prese&tianhibidor de bombas de eflujo
CCCP. Este ensayo adicional consistido en inculsmcégpas 2A, 3A, 5A y 6A en medio
YPD con CCCP 100 pg/mL durante 4 h con el fin deibin las bombas de eflujo

presentes. Luego, se incubd con el sustrato fluerés y se midié la acumulacién de R6-G
en las cepas. El resultado de este ensayo mostr@uamento significativo en la

acumulacion de R6-G en presencia del inhibidoratelias, a diferencia del ensayo control

en ausencia de éste (p:0,0299) (Fig. 21)
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Figura 21. Acumulacion de R6-G en presencia del inbidor de bombas de eflujo CCCP

(A) Acumulacioén intracelular de R6-G en las cepas 24, 5A y 6A incubadas durante 4 h en

medio YPD (barras celestes) y en medio YPD mas CTIDRUM (barras azules) (n=3).* p < 0,05.

(B) Fotografia de levaduras con R6-G iluminadas canpéa UV. Las 4 filas superiores

representan la acumulacion de R6-G de las levadaagadas en medio YPD. Las 4 filas

inferiores representan la acumulacion de R6-G dddeaduras incubadas en medio YPD con el
inhibidor CCCP.

De acuerdo a los resultados mostrados, 4 de lasd#s resistentes a azoles presentan una
menor acumulacién del sustrato fluorescente R6-G cemparacion a las cepas
susceptibles; sin embargo, cuando estas cepas@dradas con el inhibidor de bombas de
eflujo CCCP se observa un aumento de la concedird®6-G intracelular, por lo que se
infiere que la inicial baja concentracion del reacte debe a la accion de bombas de eflujo

presentes en la cepas resistente a azoles.

Finalmente, se realiz6 el ensayo de acumulaciérR@e&5 en las cepas resistentes y
susceptibles a equinocandinas. En este ensayo s&vObque las cepas resistentes a
equinocandinas presentan niveles de acumulaciORGI& similares o superiores a las
cepas susceptibles al antifungico (Fig. 22a). Nolsservo diferencia estadisticamente

significativa entre el grupo resistente y suscégdila las equinocandinas (p:1,845) (Fig.

48



[R6-G] (mmoles/1 células)

54

22b). Por lo tanto, podemos decir que no se obsamaddiferencia en la acumulacion del

reactivo entre las cepas resistentes y susceptbéegiinocandinas, lo que sugiere que no

existe participacion de las bombas de eflujo eedestencia a equinocandinas.
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Figura 22. Acumulaciéon de R6-Gen cepas deC. albicans resistentes y susceptibles a

equinocandinas.

(A) Se indican las cepas resistentes (barras rojgs$geptibles (barras rosadas) a equinocandinas.

Cepa de referencia ATCC SC5314 (barra blanca) (rB3)Comparacion de medias mediante el

grafico de distribuciéon de la concentracion intlalee de R6-G. ns: no hay diferencia

estadisticamente significativa.

En base a los resultados obtenidos en este trabajeconcluye que el mecanismo de

resistencia mas frecuente en las cepas clinicaS. ddbicansresistente a azoles fue el

aumento en la expresion/funcionamiento de las berdbaeflujo, predominando por sobre

las mutaciones dBRG11 Por otra parte, el mecanismo de resistencia amecgandinas

mas frecuente fue la presencia de mutaciones gandfKS1,no encontrandose relacion

directa con los otros mecanismos de resistendjia@andinas descritos (Tabla 12).
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Tabla 12. Mecanismos de resistencia a azoles y auggpcandinas en cepas de€. albicans

encontradas en este trabajo.

Mecanismos de resistencia a azoles €nalbicans

Id. cepa CIMa CIMa MutaciénERG1? T Expresion genés L Acumulacion
FLU® VOR ERG11 CDR1 CDR2 MDR1 R6-G'
1A > 64 >16 D116E; K128T/K
2A > 64 > 16 D116E +
3A > 64 >16 D116E + +
4A 64 16 D116E
5A 64 16 K128T +
6A 64 16 + + +
TA 64 16 E266D +
D116E; K128T;
8A 64 16 VA37INV + +
9A 64 16 +
10A 64 16
Mecanismos de resistencia a equinocandinas €nalbicans
d. cepa CIMa CIM s 1 Expresion genés ¢ Acumulacion
ANI?  CAS' FKS1 CDR1 CDR2 MDR1 R6-G'

1E 0,125 2

2E 0,25 2 +

3E 0,03 2

4E 0,5 2

5E 0,125 2

6E 1 1

TE 0,03 1

8E 0,03 1

9E 0,25 1 T643K/T

10E 0,25 1 M622L

%CIM expresada en pg/mL.

®Si ambos alelos difieren en secuencia se usa I'4 ipdicar la heterocigosidad.

‘Aumento deexpresion es definido sobre la linea de base demexypresion del grupo susceptible.

Disminucién de la acumulacién de R6-G bajo la libagae de menor acumulacién de R6-G del

grupo susceptible.
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VI. DISCUSION

En este trabajo se planted el objetivo generaladacterizar los principales mecanismos de
resistencia a azoles y equinocandinas presentespas clinicas chilenas @ albicans
una levadura comensal oportunista responsablesiets% de la infecciones fungicas por
levaduras en Chile (Silvet al, 2002). En estudios previos se identificaron digsr
mecanismos de resistencia a estos antifungicosrslmargo, hasta la realizacion de este
trabajo no se habia realizado ningun estudio ohitgre identificara estos mecanismos de
resistencia 0 que estableciera la frecuencia des é&st cepas d€. albicansaisladas de
instituciones de salud nacionales. Por este mo#/qresente trabajo nos permite, de
manera preliminar, comprender el fendmeno de latezgia a azoles y equinocandinas en

nuestro pais a nivel molecular.

El primer objetivo especifico consistio en la sexigcion de los genes que codifican las
proteinas blanco de los azoles y equinocandina§1BERy FKS1, respectivamente. La
secuenciacion del geBRG11 identificO mutaciones no sinbnimas en todas Ilgsase
estudiadas. Las sustituciones encontradas en s cesistentes fueron D116E, K128T,
E266D y V437I; sin embargo, estas mutaciones negear ser responsables de la
resistencia en estas cepas debido a su presemingetacepas resistentes como susceptibles
a los antifungicos testeados. Trabajos anteriorescriben estas mutaciones como
polimorfismos comunes de este gen y que no tendelacion directa con la resistencia
azoles (Morioet al, 2010). También se analizaron las mutacionestesea sindnimas,
encontrandose 18 mutaciones silentes a lo larggetel Estas mutaciones se encontraron
distribuidas tanto en las cepas resistentes cont@sasepas susceptibles, descartandose una

posible relacion con la resistencia.

La secuenciacion del gefKS1permitié identificar mutaciones sélo en la regio81H las
cuales generan dos sustituciones: M622L y T643K.b&snse encontraron en cepas
resistentes a equinocandinas con CIMs de 0,25g/rhlua caspofungina y anidulafungina,

respectivamente. Estas mutaciones no habian ssoitds previamente como responsables
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de la resistencia. En la literatura se han desclit® mutaciones adyacentes, L644F y
S645P/Y, las cuales han sido relacionadas de marpmimental a una mayor resistencia
a las equinocandinas. Es posible que las mutacienesntradas en este trabajo estén
involucradas en la resistencia de estas cepasalabigie generan cambios aminoacidicos
en la misma regién en que se han descrito las stisttuciones en la literatura (Balashov
et al, 2006; Desnos-Ollivieet al, 2008).

Debido a que estas mutaciones no se encuentrantaesn la literatura, se propone a
futuro evaluar si efectivamente aumentan la resisae usando técnicas como expresion en
el modelo heter6logo deSaccharomyces cerevisia® mediante modelamiento
bioinformético de la proteina, lo que permitira leea si las sustituciones M622L y/o
T643K generan cambios conformacionales en la pratdista Ultima técnica no se pudo
realizar en este trabajo debido a que no existemodelo estructural bioinformatico
disponible para la proteina FKS1 y el modelamieatioinitio no fue posibledebido al
tamafno y complejidad de FKS1, la cual tiene un faor@de 1897 aminoacidos y mas de 8

regiones transmembranales (Mibal, 1997)

El segundo objetivo consistio en evaluar la expresi nivel de la transcripcion de los
genesERG11ly FKS1len las cepas resistente y susceptibles a los agitfis estudiados.
La cuantificacion de los transcritos del g&lRG11en las cepas resistentes y susceptibles a
azoles mediante g-PCR mostré que, si bien en upa oesistente hubo un aumento
considerable de la expresion en comparacion adamsl cepas, en general la expresion de
ERG11no presenta diferencias significativas entre &gsas resistentes y las susceptibles.
Estos resultados sugieren que la sobreexpresioERI811 no seria el mecanismo
responsable de la resistencia a azoles en las cepEizadas. Estos resultados son
consistentes con algunas publicaciones que menciquna la sobreexpresion BRG11no
estaria claramente asociado a la generacion dearsia, tanto e@. albicans(Chauet al,
2004; Pereat al, 2011) como en otras especies@ndidaintrinsecamente resistente a

azoles, como por ejempla &rusei(Tavakoliet al, 2010).
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Es importante destacar que algunos autores hantdaese fendmeno de sobrerregulacion
in vitro del genERG11 mostrando que la exposicion previa @andida a fluconazol
genera una sobreexpresion del geRG11ly que este fenotipo resulta reversible. La
sobrerregulacion de este gen podria ser un mecangamresistencia adaptativo que
produciria, no sélo un aumento 8RG11 sino también de otros 5 genes de la via de
sintesis de ergosterol, como sbBrg9, Ergl, Erg7, Erg25 Erg3 (Henry et al, 2000;
Ribeiro & Paula, 2007). Este efecto también selds@vado mediante la exposicion a otros
antifungicos que inhiben esta via como ketoconatrabonazol, clotrimazol, miconazol y
terbinafina (Henryet al, 2000; Liu et al, 2005) Lamentablemente, este fendbmeno de
resistencia adaptativa no se analizé en este tralejido a que la extraccion de ARN se

realizo a partir de cultivos crecidos en medio YétDausencia de antifungicos.

Con respecto a la expresion del ge€S1y la generacion de resistencia a equinocandinas,
encontramos que la expresion relativa del gen fde2<veces respecto a la cepa control
C. albicansATCC SC5314 en todas las cepas estudiadas (r@sistg sensibles). No existe
mucha bibliografia respecto a la expresion FiS1 asociado a resistencia. Lo Unico
mencionado en la literatura es un aumento en leeskm deFKS1enC. albicanscuando
forma biopeliculas expuestas a caspofungina o emdota B (Nettet al, 2010; Watamoto

et al, 2011). Este fendmeno de modulacion del gen punepactar en la susceptibilidad de
la biopelicula tanto a azoles como equinocandisiasembargo, es un fendmeno que solo
podria ser observado en biopeliculas y no en agltplanctonicos como los utilizados en
este trabajo, por lo que los resultados obtenidtaian de acuerdo a los observados en la

literatura.

El tercer objetivo especifico de esta tesis cadsest evaluar la transcripcion de los genes
gue codifican las bombas de eflujo mayormente dasan la literatura y relacionarlas con
la resistencia a azoles y/o equinocandinas. Prisevalud la expresion de CDR1, CDR2
y MDR1 en las cepas resistentes y susceptiblevl@sazSe determiné que la expresion
relativa de estas tres bombas de eflujo es sigtif@mente mayor en el grupo de cepas

resistentes que en el grupo de cepas susceptitdes.se corrobord con los ensayos de
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funcionalidad con R6-G, siendo la cuantificacion ldetranscripcion de estos genes los
mejores candidatos para detectar resistencia @sazohivel molecular. Los ensayos con
R6-G mostraron una baja acumulacion del reactivd ele 10 cepas resistentes a azoles;
sin embargo, no todas estas cepas coinciden callamde mayor expresion de bombas,
incluso dos de estas cepas no presentaron sobeseéxpni de CDR1, CDR2 o MDR1. La

baja acumulacion de R6-G en estas cepas podriarsdeh otro tipo de bombas de eflujo
no analizada en este trabajo, como por ejemplo Fudd bomba del tipo MFS que se ha

descrito que podria tener participacion en la resca a azoles (Calabreseal, 2000).

Es interesante mencionar sobre la inhibicion de Hammde eflujo mediante el reactivo
CCCP que este compuesto es un agente que desdeafghtransporte de Hpor lo que
inhibe de manera directa la bombas de eflujo ¢&l MFS que son dependientes de la
traslocacion de H pero ademas también inhibe las bombas del tip€ A que al
desacoplar la traslocacion dé eh la mitocondria, disminuye también la producoiten
ATP necesaria para el funcionamiento de las bontipms CDR. Considerando estos
antecedentes y que el mecanismo predominanteresigiencia a azoles son las bombas de
eflujo, algunos autores han puesto especial inteméal estudio de inhibidores de bombas
de eflujo de origen natural y de baja toxicidadapar humano, con el fin de evaluar su
accion antifangica y/o posibles efectos sinérgicoa los antifUngicos convencionales
como alternativas en el tratamiento de infeccigmesducidas por cepas resistentes (Ahmad
et al, 2012)

Como experimento complementario, se analiz6 laeseta del factor de transcripcion
TAC1, responsable de la modulacion de las bomhaipdeCDR con el fin de evaluar si la
presencia de mutaciones en este gen se relacionka coayor expresion relativa de estas
bombas. Se encontré que todas las cepas resisfragEntaron mutaciones €AC1 Es

de interés indicar que no se encontrO0 ninguna deslsstituciones descritas en la
bibliografia que generan una sobreexpresion de éstabas (Costet al, 2006; Costeet
al., 2007; Morioet al, 2013), por lo tanto, no se pudo establecer ulziém entre las

mutaciones encontradas en este gen y una mayassdprde CDR1 o CDR2. De manera

54



similar al estudio del factor de transcripcibAC1], resultaria interesante a futuro analizar el
factor de transcripcion MRR1 para establecer sigeientran mutaciones que se relacionen
de manera directa con el aumento en la expresidasdeombas del tipo MFS (bomba de

efluyjo MDR1). Seria importante evaluar la utilidéel estos factores de transcripcion como

posibles marcadores de la resistencia a azoles.

Nuestros resultados relacionan la resistencia &®zamn una mayor expresion a nivel
transcripcional de los genes que codifican bomlasftujo, lo cual es coherente con
estudios previos que han descrito que uno de losammmos principales en cepas
resistentes a fluconazol son las bombas de efti@(et al, 2004; Park & Perlin, 2005;
Pereaet al, 2011; Whiteet al, 2002). La mayoria de los trabajos descritos sporden a
estudios con cepas aisladas de pacientes hospitadiz inmunosuprimidos, lo que difiere
de nuestro trabajo en que las cepas analizadasepeov en un 80% a muestras
ambulatorias de flujo vaginal. Por lo tanto, podemoferir que los mecanismos de
resistencia desarrollados en las cepas no seae#acn con el origen de la cepa aislada ni

la patologia del paciente hospedero.

Finalmente, con respecto a la transcripcion dgérses que codifican bombas de eflujo en
cepas resistentes a equinocandinas, no se eneamr@nto en la transcripcion, ni aumento
de la funcionalidad de las bombas analizadas,qué no se puede atribuir la resistencia
al antifangico a este mecanismo de resistencia. dstadios previos difieren sobre la
participacion de las bombas de eflujo en la restséea equinocandinas; sin embargo, en el
afio 2006se describid que la sobreexpresion de bombas CORR2 y MDR1 deC.
albicansen un modelo de expresion heterélogaSdeerevisiaso genera cambios en la
susceptibilidad a caspofungina y micafungina, peroa fluconazol, voriconazol e
itraconazol (Niimiet al, 2006). Este trabajo muestra que no existiriaretecion directa
entre la expresion de las bombas de eflujo y liatexia a equinocandinas, como si la hay

para resistencia a azoles.
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Cabe discutir en el caso particular de caspofunginéflngico utilizado para definir la
resistencia a equinocandinas en este trabajo,slerigeion de un fendmeno asociado a su
resistencia denominado “efecto paradojico”. Eseetefse presenta en cultivos expuestos a
altas concentraciones del antifingico, pero qupanece estar relacionado con el §&51

ni a bombas de eflujo, sino mas bien a un mecandsmesistencia adaptativo relacionado
a reordenamientos en la pared fangica y que serfi@@duencia minima en aislados clinicos
(Ruedaet al, 2014; Stevenst al, 2005). Ademas algunos autores mencionan que aebid
una alta variabilidad en los resultados de CIMaspofungina, no seria el antifangico mas
adecuado para definir una posible resistencia adasocandinas, por lo que recomiendan
otros antifungicos de la familia como micafungiRéa(leret al, 2014)

En resumen, los resultados encontrados en nueabraja son coherentes con los trabajos
previamente descritos por otros grupos de invediges, aunque este trabajo es un estudio
preliminar de los mecanismos de resistencia eratogren cepas en Chile. A futuro seria
interesante realizar un estudio con las técnictablesidas en el presente, pero con un
mayor namero de cepas y obtenidas a nivel nacomahanera multicéntrica para evaluar

de manera mas representativa la realidad naciamdbsi mecanismos de resistencia a

antifingicos erC. albicans
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VII. CONCLUSION

o En base a los resultados obtenidos, se concluydagresistencia a azoles en las
cepas estudiadas se relaciondé con mayor frecuarleidobreexpresion de bombas
de eflujo, no predominando ningun tipo de bombaftigo en particular.

0 La resistencia a equinocandinas en las cepas adaglise relacion6 con mayor
frecuencia a la presencia de mutaciones puntualet genFKS1 principalmente
en la region HS1.

o Este estudio preliminar aporta interesante inforGraacerca de los mecanismos de
resistencia en un grupo de cepas chilenas; sinrgml@quiere ser validado con un

mayor numero de cepas Gealbicansprovenientes de distintos hospitales del pais.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Carta deaprobacion del Comité de Etica de la Clinica Davila.

En la evaluacion participaron los siguientes miembros:

Dr. Sergio Castillo (Presidente)
Dra. Sofia Oviedo

Dr. Jyh Kae Nien

Dr. Manuel Yarez

Abog. Claudia Huerta

E.U. ,Cecilia Benavente

Sin otro particular, le saluda atentamente,

Dr. Sergio Castillo
Presidente
Comité Etico-Cientifico
Clinica Davila
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Anexo 2. Medios de cultivo y soluciones

« Medio YPD (1 L)
0 10 g de extracto de levadura
o 20 g peptona
0o 20gglucosa
0

Diluir en 1 L de agua destilada.

* Medio agar Sabouraud (1 L)
0 65 g de extracto de levadura

o Diluir en 1 L de agua destilada

e Tampon PBS (1)
o 8,0 gde NaCl
0,2 g de KCI
1,44 g de NgHPO,
0,24 g de KHPO,
Agregar 800 mL de agua destilada
Ajustar pH a 7,4 con HCI

O O O O o o

Aforar a 1L con agua destilada

* Solucién madre Rodamina 6-G 10 mM (2 mL)
o 0,0096 g de Rodamina 6-G
0 Diluir en 2 mL de DMSO.

» Solucién madre CCCP 73 mM (1 mL)
o 0,015gde CCCP
0 Diluiren 1 mL de DMSO
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Anexo 3. Caracterizacion de ARN extraido d€. albicans.

ID Susc’® [ARN]® A260/A280 A260/A230 ID SusE. [ARN]® A260/A280 A260/A230
1A R 0,250 2,20 2,21 1E R 1,014 2,19 2,16
2A° R 0,690 2,20 2,09 2E R 0,290 2,15 2,00
3 R 0,767 2,20 2,17 3E R 0,361 2,11 2,00
4A R 0,207 2,13 2,23 JE R 0,328 2,19 2,00
5A R 0,244 2,15 2,18 5E R 1,255 2,18 2,08
6A R 0,340 2,10 2,16 6E R 0,164 2,16 2,08
7A R 0,190 2,11 2,21 7E. R 1,687 2,19 2,10
8A R 0,179 2,13 2,09 8E R 1461 2,16 2,21
9A R 1,089 2,20 2,00 9E R 1,609 2,18 2,00
10A R 0,716 2,20 2,11 10E R 1,509 2,00 2,10
11A SDD 0,369 2,15 2,14 11E | 0,675 2,20 2,17
12A SDD 0,325 2,18 2,21 12E | 0,250 2,20 2,21
13A SDD 1,197 2,17 2,16 138 | 1,278 2,19 2,00
14A SDD 0,633 2,20 2,20 14E | 0,767 2,20 2,20
15A SDD 0,486 2,15 2,25 15E | 0,207 2,13 2,14
16A SDD 0,482 2,16 2,21 16E | 0,969 2,17 2,20
17A SDD 0,426 2,16 2,15 17E | 0,632 2,20 2,11
18A SDD 0,678 2,18 2,23 18E | 1,746 2,18 2,01
19A SDD 0,509 2,05 2,18 19E | 0,347 2,14 2,01
20A SDD 0,568 2,09 2,02 20E | 0,405 2,20 2,31
21A S 0,564 2,19 2,13 21E S 0,890 2,01 2,09
22A S 0,672 2,18 2,26 22E S 1,197 2,14 2,20
23A S 0,994 2,17 2,02 23E S 0,678 2,00 2,00
24A S 0,717 2,17 2,08 2E S 0,486 2,16 2,02
25A S 0,720 2,19 2,00 25E S 1,181 2,15 2,12
26A S 0,600 2,20 2,15 26E S 0,338 2,16 2,12
27A S 0,730 2,20 2,20 27E S 1,123 2,17 2,20
28A S 0,752 2,19 2,21 28E S 0,600 2,20 2,26
206 S 0,969 2,17 2,10 20E S 1,059 2,15 2,00
30A S 0,486 2,16 2,00 30E S 1,059 2,16 2,00

®Susc.: Susceptibilidad, R: Resistente, SDD: Semslbsis Dependiente, I: Intermedia, S:
Sensible.

®Las concentraciones indicadas se encuentrarggri_.

67



Anexo 4. Curva estandar de Rodamina 6-G

(A) Espectro de absorbancia de R6-G 10 uM (né&)Curva estandar de rodamina 6-G a

absorbancia de 527 nm.

A) Espectro de absorcion de Rodamina 6-G
0.51
0.4~
< 0-3] s 4
) s H
0.2 4y, s
' O
0.17 . .u. .
0.0 T T 1
300 400 500 700
A nm.
B)
[Rodamina 6-G](uM) UA® UA®
15,6 0,3555 0,3615
7,8 0,1695 0,1775
3,9 0,0775 0,0795
19 0,0285 0,0345
0,98 0,0135 0,0135
0,49 0,0065 0,0055
0,24 0,0025 0,0025
0,12 0,0005 0,0015
0,06 0,0015 0,0005

2UA: Unidades de absorbancia.
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Anexo 5. Secuenciacion del gePAC1

Como trabajo complementario, se secuencio ellggbl con el fin evaluar si la presencia
de mutaciones en el gen que codifica este factbradscripcion se relaciona con la mayor
expresion de bombas del tipo CDR en las cepds. adbicansresistente a azoles. El gen
TAC1 (GenlD: DQ837375) se secuencio utilizando losigares y la estrategia descritos
previamente en Moriet al, 2013 (Tabla A5.1, Fig. A5.1) de manera similda aescrita

en la seccion IV.5-7.

Primero, se realizé una amplificacibn completa geh mediante PCR. Cada reaccion
contenia tampon de PCR 1x, Mg@l,5 mM, dNTP 0,2 mM, polimerasa AmpliTaq 0,05
U/uL y partidores (CaTAC1 1 y CaTAC1 2) 0,5 uM, 8§ de templado de ADN
genomico y se completd el volumen a 50 pL con dndestilada estéril. La amplificacion
se realizé usando un programa con desnaturacibialia 95°C durante 2 min y 40 ciclos
de desnaturacion a 95°C durante 30 seg, apareaméelmD°C durante 30 seg y una
extension a 72°C durante 1 min. Finalmente, unansxbn final a 72°C durante 5 min. El
producto de PCR se analiz6 mediante electroformsigeles de agarosa al 0,8% 70 V
durante 1 h.

La amplificacion del geMAClgenerd una banda Unica y definida del tamafio adpate
2300 pb (Fig. A5.2). Los productos de PCR se paitin usando el sistema enzimatico
ExoProStar y se secuenciaron en la Unidad de Geaddal Instituto de Salud Carlos I
(Madrid, Espafa). Los resultados encontrados esetauenciacion del gemAC1 se

describen en la seccion Resultados V.6.
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Tabla A5.1. Partidores utilizados para la amplifica&ion y secuenciacion del gehACL.

Gen Nombre 5=2>3 Secuencia

CaTAC1_1 Sentido TGTTGGTACTCATTCAATT
CaTAC1_8 Antisentido ACATCAACAATGCTTCTAC
CaTAC1_3 Sentido CAGAATTCGTTGGAGAATA
CaTAC1 6 Antisentido TGTCTCGCCTAATTGACGT

TACL CaTAC1_5 Sentido GCCTTGTTACAATCAAGAA
CaTAC1 4 Antisentido AGTGTTCCTGCTACCACAA
CaTAC1 7 Sentido TCCAAAACCATGCGGAAT
CaTAC1_2 Antisentido CATCGCTTTCACCAATTACAA

—>

666/684

CaTacl_1

2946

1282100 1948/1966
1210/1228 CaTacl 8
CaTacl_3 ) CaTacl_6 @
— 1744/1762 2571/2589
CaTacl_5 ) CaTacl_4 <
2507/2524 2921/2942
CaTacl_7 CaTacl_2

Figura A5.1. Esquema de partidores para la secuenciacion de IgenesTACL.

Esquema de secuenciacion para el §acC1 de C. albicans(GenlD: DQ837375). Los partidos

fueron disefiados previamente en el trabajo de Mxrab, 2013.
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PM 1 2 3 4 5 B

2500 pb
2000 pb

Figura A5.2. Amplificacion del genTAC1 mediante PCR
Carril PM: Marcador de peso molecular 1Kb (Prome@arril B: Blanco de PCR. Carriles 1-5:
Productos obtenidos de cepas 1A al 5A, respectintamg&lectroforesis en gel de agarosa al 0,8% a

70V durante 1 h.
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