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Introduccion

1. Introduccion

En las dltimas décadas se viene observando un incremento significativo de las
infecciones fungicas humanas (Lass-Florl, 2009). Las terapias inmunosupresoras,
el uso de antineopladsicos y antibiéticos de amplio espectro, asi como los
procedimientos quirurgicos extensos o los trasplantes tanto de érgano sélido como
de médula dsea, son factores conocidos e implicados en este aumento (Holzheimer
& Dralle, 2002). Los avances médico quirurgicos han permitido la supervivencia de
pacientes criticos que de por si son vulnerables a las infecciones fungicas. Las
micosis pueden ser superficiales, afectando a la piel, pelo, ufias y mucosas, o
sistémicas, implicando a drganos internos (Riiping, Vehreschild, & Cornely, 2008).
Dentro de los hongos causantes de infeccion destaca el género Candida que es la
cuarta causa de infeccion nosocomial, tras estafilococos y enterococos
(Wisplinghoff et al., 2004), con una tasa asociada de mortalidad que oscila entre el
30% y el 60% (Aballéa et al,, 2013; Bouza & Muifioz, 2008). El segundo lugar entre
las infecciones flingicas lo ocupan los hongos filamentosos, destacando las

aspergilosis, causadas por hongos del género Aspergillus.

Las micosis invasoras causadas por Candida y Aspergillus son las mas frecuentes en
los pacientes con inmunodeficiencias importantes. Sin embargo, hay un nimero
creciente de especies de hongos que aprovechdndose de estas condiciones
especiales causan infecciones menos comunes, pero muy graves y con una alta tasa
de mortalidad. Destacan los géneros Cryptococcus, Pneumocystis, Fusarium,
Scedosporium, Rhizopus, Mucor o Saprochaete entre otros (M. A. Pfaller & Diekema,

2004).

1.1. El género Candida

De los hongos considerados patégenos humanos, los miembros del género Candida
estan entre los mas frecuentemente aislados. Este género comprende un grupo de
levaduras descrito por primera vez por Berkhout en 1923 (Berkhout, 1923), y se
incluye dentro del Phylum Ascomycota, clase Hemiascomycetes, orden
Saccharomycetales (C. Kurtzman, Fell, & Boekhout, 2011). Aunque Candida incluye
mas de 150 especies, solamente una minoria ha sido relacionada con

enfermedades humanas, de hecho, alrededor del 65% de las especies del género
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Candida son incapaces de crecer a 37°C, condicién indispensable para generar una
infeccion en el ser humano (Schauer & Hanschke, 1999). La mayoria de las
infecciones en humanos son generadas por Candida albicans, Candida parapsilosis,
Candida glabrata, Candida tropicalis y Candida krusei, siendo C. albicans la especie
mas prevalente, aunque en los ultimos afnos la frecuencia de aislamientos de
especies de Candida no-Candida albicans (NCA) ha aumentado de manera
resefiable. De todos modos, es importante resaltar que la prevalencia de cada
especie varia en funcion del area geografica y del tipo de paciente (Foxman,

Muraglia, Dietz, Sobel, & Wagner, 2013; M. A. Pfaller & Diekema, 2007).

1.1.1. Candida albicans

Candida albicans es un hongo que se encuentra ampliamente distribuido en la
naturaleza, y habitualmente esta presente como comensal en las mucosas de la
cavidad oral y tracto gastrointestinal y urogenital de los seres humanos, al igual
que el resto de especies no-albicans. Sin embargo, son patégenos oportunistas, y
bajo ciertas condiciones son capaces de desencadenar una infecciéon, desde una
candidiasis superficial o mucocutanea si afecta a la piel o a las mucosas, hasta una
candidiasis sistémica o invasiva, cuando el hongo se disemina por el torrente
sanguineo invadiendo tejidos y érganos internos (Calderone & Clancy, 2012; Odds,

1988a).

1.1.1.4. Morfologia de Candida albicans

Candida albicans crece en forma de levaduras o blastoconidios, que son células de
aspecto ovoide con un tamafio de 3-9 x 2-8 um, que se multiplican por gemacidn.
Su crecimiento levaduriforme se ve favorecido a temperaturas inferiores a 33°C y
pH A&cido. Otras especies de Candida tienen también la capacidad de formar
pseudohifas o pseudomicelios, formados por cadenas de blastoconidios alargados
no separados. Sin embargo, Unicamente C. albicans y Candida dubliniensis son
capaces de formar verdaderas hifas, por lo que a estas dos especies se les
considera dimorficas. Las hifas son estructuras alargadas y cilindricas separadas
por septos y cuyo crecimiento se ve favorecido por temperaturas superiores a 33°C
y pH cercano a la neutralidad (Mayer, Wilson, & Hube, 2013). La transicion entre
estos dos tipos morfoldgicos esta considerada como un factor crucial en la

patogenicidad del hongo. Ambas morfologias son importantes para la virulencia de
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C. albicans, ya que los mutantes a los que les faltan genes responsables de la

producciéon de una u otra forma, son menos virulentos.

En condiciones adversas pueden aparecer en el apice de las hifas unas células
redondeadas de 6-20 pm de didmetro y pared gruesa denominadas clamidosporas
o clamidioconidios, los cuales son formas de resistencia. Estas células tienen una
actividad metabdlica muy baja y pueden originar una nueva célula o bien

degenerar (Miller & Finnerty, 1979).

1.1.1.2. Genoma de Candida albicans

Candida albicans es un diploide estricto y su genoma estd compuesto por ocho
pares de cromosomas homélogos, cuyo tamano oscila entre 0,95 y 3 Mb. Los
cromosomas estan numerados de 1 a 7, siendo el 1 el mas grande y el 7 el mas
pequefio. El ultimo cromosoma, el cromosoma R, denominado asi porque contiene
el ARN ribosémico (ARNr) suele ser el mas grande, aunque esto depende del
numero de repeticiones de ARNr (Magee, 2007). A pesar de ser un diploide
estricto, se han detectado trisomias en cepas de laboratorio, y en otras se ha

observado que son viables a pesar de tener un genoma no del todo diploide.

La publicacién de la secuencia completa del genoma diploide de C. albicans fue
realizada por el Stanford Genome Center a partir de la cepa de referencia SC5314
(Jones et al.,, 2004). La secuencia del genoma revel6 un sorprendente nivel de
heterozigosidad para un organismo con reproduccién clonal. Se describieron mas
de 62.000 puntos heterozigotos, uno cada 237 pb, incluidos SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) e inserciones de varias kilobases (Braun et al,, 2005). Se
postula que la funcion de la heterozigosidad puede ser la de proveer variacion
genética al hongo, de modo que distintos alelos codifiquen proteinas con distintas
funciones (Uhl, Biery, Craig, & Johnson, 2003). La heterozigosidad no esta
distribuida homogéneamente por todo el genoma, siendo los cromosomas 5 y 6 los
de mayor grado, y los cromosomas 3 y 7 los de menor. Dentro de las regiones
heterozigoticas del cromosoma 5 destaca el locus MTL (Mating Type-Like), que
constituye la mayor region cromosémica conocida con elevada tasa de
heterozigosidad. El elevado grado de heterozigosidad, junto con el hecho de ser un
organismo diploide, sin ciclo sexual bien establecido y con un uso de codones

diferente al de Saccharomyces cerevisiae (el codén CUG es traducido por serina en
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lugar de leucina) ha dificultado los estudios a nivel molecular de C. albicans

(Dégano-Blazquez, 2011)

El genoma de C. albicans tiene una elevada plasticidad, de hecho, aunque el
cariotipo estandar corresponde al de 8 cromosomas, son muy frecuentes los
aislamientos clinicos con cariotipos alternativos. Se sabe que muchos de estos
cariotipos afectan el fenotipo, Legrand y colaboradores (2004) (Legrand et al,,
2004) correlacionaron estos cambios fenotipicos con la resistencia a antifingicos.

Sin embargo, se desconoce el efecto de la mayoria de ellos.

La publicaciéon de la secuencia completa del genoma ha supuesto un avance
importantisimo en la investigacion dirigida al diagnéstico, tratamiento y
caracterizacién de resistencias de las diferentes formas de infeccién que puede
generar este microorganismo, ya que el conocimiento a nivel molecular es un

requisito indispensable para avanzar en esta area.

1.1.1.3. Ciclo sexual de Candida albicans

Candida albicans es un hongo diploide con fase haploide no conocida, a diferencia
de la mayoria de las levaduras. Durante mucho tiempo, este microorganismo fue
considerado asexual, debido a la multiplicaciéon clonal con baja frecuencia de
recombinacién. Sin embargo, este concepto cambi6 con el descubrimiento del locus
de apareamiento MTL (Mating Type Locus), ortélogo del locus MAT de S. cerevisiae
(Hull & Johnson, 1999; Hull, Raisner, & Johnson, 2000). Debido a la propia
naturaleza diploide de C. albicans el locus MTL contiene dos alelos, el MTLa y el
MTLa, y la mayoria de cepas son heterozigdticas para este locus. Slutsky y
colaboradores (1987) describieron como C. albicans lleva a cabo un cambio
fenotipico o switching reversible de blanco (forma levaduriforme normal) a opaco
(célula elongada), que es la forma competente para llevar a cabo el apareamiento
(Slutsky et al., 1987). Este cambio blanco-opaco es controlado por el locus MTL y se
trata de un paso critico en el ciclo sexual de C. albicans (Soll, 2014). Recientemente
se le ha otorgado una nueva funcién al ciclo sexual de C. albicans en relaciéon a la
resistencia a fluconazol, este apareamiento podria suponer la combinacién de
distintos mecanismos de resistencia en una Unica célula, generando asi variantes

con una mejor adaptacién al medio hostil (Morschhauser, 2016).



Introduccion

1.1.1. Especies de Candida no-Candida albicans (NCA)

A pesar de que hay descritas mas de 150 especies de Candida, el 90% de las
candidiasis estan causadas por cinco especies: C. albicans, C. parapsilosis,
C. glabrata, C.tropicalis y C. krusei. Otras especies, como Candida dubliniensis,
Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida norvegensis y Candida rugosa,
pueden causar infecciones de manera esporadica. La frecuencia de las especies de
Candida causantes de infecciones invasoras presenta importantes variaciones

segun la localizacion geografica y el grupo concreto de enfermos.

1.1.1.1. Candida parapsilosis

Originalmente fue nombrada Monilia parapsilosis, y estuvo considerada el
anamorfo de Lodderomyces elongisporus, no obstante, hoy en dia estas dos especies
se encuentran clasificadas en taxones diferentes (S. R. Lockhart, Messer, Pfaller, &
Diekema, 2008). Candida parapsilosis puede crecer como levadura y puede
también formar pseudohifas, sin embargo, al contrario que C. albicans y
C. dubliniensis, no puede formar hifas verdaderas. Es un organismo diploide (Butler
et al.,, 2009). Se puede aislar de piel y uiias, incluyendo las manos del personal
sanitario, ya que forma parte de la microbiota habitual del ser humano. Mas
preocupante resultan los casos de aislamientos de C. parapsilosis de superficies de
una gran variedad de instrumental médico, como pueden ser -catéteres
intravasculares, lineas de nutricidn parenteral o de dispositivos prostéticos, lo que
la hace Unica entre las especies de Candida (Trofa, Gacser, & Nosanchuk, 2008; van
Asbeck, Clemons, & Stevens, 2009). Realmente C. parapsilosis es considerado un
importante patégeno emergente (Trofa et al.,, 2008), y el hecho de ser aislada de
superficies de hospital hace que esté involucrada frecuentemente en infecciones
nosocomiales, destacando las infecciones en UCIs, neonatos y pacientes con

nutricién parenteral (Cano et al., 2005; Levin et al., 1998; van Asbeck et al., 2009).

Candida parapsilosis presenta un menor grado de virulencia que C. albicans,
probablemente debido a su incapacidad de formar hifas verdaderas y al menor
grado de adhesion a células epiteliales que presenta (van Asbeck et al., 2009). Sin
embargo, si es capaz de adherirse facilmente al instrumental médico formando
biopeliculas. La formacion de biopeliculas es un importante factor de virulencia y

ocurre cuando hay un elevado nivel de glucosa en el medio, lo que explicaria el
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aumento en la prevalencia de candidemia por C. parapsilosis en pacientes con

nutricién parenteral (Nosek, Holesova, Kosa, Gacser, & Tomaska, 2009).

Candida parapsilosis fue inicialmente subdividida en tres grupos, denominados
grupo I, grupo II y grupo IIl, predominando de manera clara en las muestras
clinicas el grupo I. Posteriormente, tras varios analisis moleculares, estos tres
grupos fueron clasificados como tres especies; el grupo I se design6 como C.
parapsilosis sensu stricto, el grupo Il como Candida orthopsilosis y el grupo Il como
Candida metapsilosis (Tavanti, Davidson, Gow, Maiden, & 0dds, 2005). Las tres
especies se localizan en el clado CTG de los hemiascomicetos junto con otras
levaduras patégenas de Candida, como C. albicans y C. dubliniensis, entre otras

(Figura 1) (Diezmann, Cox, Schonian, Vilgalys, & Mitchell, 2004).

1.1.1.2. Candida glabrata

Candida glabrata, anteriormente denominada Torulopsis glabrata, crece como
levadura de forma ovalada, y al contrario que muchas de las otras especies
patégenas, no es dimoérfica. Es haploide, y filogenéticamente se encuentra mas
cercana a S. cerevisiae que al resto de especies patdgenas de Candida (C. P.
Kurtzman & Robnett, 1997). En las dos ultimas décadas la frecuencia de
aislamientos de C. glabrata ha ido en aumento (Chakrabarti et al., 2009; Cuenca-
Estrella et al., 2005; Diekema et al.,, 2002; Hachem, Hanna, Kontoyiannis, Jiang, &
Raad, 2008; Leroy et al.,, 2009; Li, Redding, & Dongari-Bagtzoglou, 2007; Moran,
Coleman, & Sullivan, 2012; Odds et al., 2007). Forma parte de la microbiota
humana, y se aisla frecuentemente de la cavidad oral, principalmente en
combinaciéon con C. albicans (Li et al.,, 2007). La colonizaciéon oral por C. glabrata
aumenta con la edad (S. Lockhart et al., 1999), es la segunda especie, por detras de
C. albicans, en pacientes diabéticos (Kadir et al.,, 2002; Moran et al., 2012), y
también esta presente de manera comun en la cavidad oral de pacientes infectados

con VIH (Moran et al,, 2012).

Candida glabrata es un patdégeno emergente, y los estudios realizados en distintas
partes del mundo han corroborado este hecho (M. Pfaller & Diekema, 2004). Este
aumento se ha relacionado con el uso profilactico de fluconazol ya que C. glabrata
presenta una sensibilidad reducida a este antifingico, y es capaz de desarrollar

resistencia cruzada a otros azoles tras una exposiciéon a fluconazol (Khan et al,,
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2008; I. Lee et al., 2009; vanden Bossche, Marichal, Odds, Le Jeune, & Coene, 1992).
Por otro lado, se han detectado mutaciones en los genes CgFKS1 y CgFKSZ2, que han
sido asociadas a sensibilidad reducida a caspofungina (Garcia-Effron, Lee, Park,
Cleary, & Perlin, 2009), y también se han reportado aislamientos clinicos de
C. glabrata resistentes a polienos (Vandeputte et al., 2007; Vandeputte et al., 2008).
Este rapido desarrollo de resistencia a los compuestos antiftingicos se debe a la

naturaleza haploide del genoma de C. glabrata.

Actualmente C. glabrata es considerada un complejo de especies que incluye a
Candida nivariensis y Candida bracarensis, siendo C. glabrata la mas virulenta y
C. nivariensis la mas sensible a equinocandinas y azoles. Hecho que pone de
manifiesto la importancia de una correcta identificacién de estas nuevas especies

cripticas (Dudiuk, Theill, Gamarra, & Garcia-Effron, 2017).

1.1.1.3. Candida tropicalis

Candida tropicalis puede crecer como levadura y puede también formar
pseudohifas. Es un organismo diploide y también pertenece al clado CTG de los
hemiascomicetos, junto con otras especies patdgenas de Candida (Diezmann et al.,
2004). Candida tropicalis forma parte de la microbiota humana y puede causar
candidiasis invasora en pacientes con patologias importantes de base,
especialmente en pacientes con cancer (Kofteridis, Lewis, & Kontoyiannis, 2009;
Leung et al.,, 2002; Richardson & Lass-Florl, 2008), de hecho, esta especie esta
relacionada con la desproporcionada cantidad de infecciones diseminadas en
pacientes oncohematolégicos (Wingard, 1995). Asimismo, estas infecciones
diseminadas en este tipo de paciente estan asociadas a altas tasas de mortalidad
(Viscoli et al., 1999). La fuente de infeccion suele ser enddgena, principalmente del
tracto gastrointestinal, aunque también se han descrito infecciones de origen
nosocomial (Richardson & Lass-Florl, 2008; T. ]. Walsh & Merz, 1986). En pocas
ocasiones se relaciona C. tropicalis con candidiasis orofaringea, aunque cuando

aparece suele ser mas virulenta que C. albicans (T. ]. Walsh & Merz, 1986).

Candida parapsilosis, C. glabrata y C. tropicalis constituyen el grupo de especies
aisladas con mayor frecuencia después de C. albicans, aunque existen diferencias
en cuanto a su distribucion dependiendo del pais (Moran et al., 2012): Candida

parapsilosis es la segunda especie aislada mas frecuentemente en hemocultivo en
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México, Sudamérica y en la regiéon mediterranea. C. glabrata, por el contrario,
aparece en segundo lugar en EEUU, Canada y norte de Europa. Finalmente,
C. tropicalis es la especie prevalente tras C. albicans en Venezuela, Colombia,

Oriente Medio y en el este asiatico (Quindoés, Aguirre et al., 2015).

1.1.1.4. Candida krusei

Candida krusei, anamorfo Issatchenkia orientalis, crece como levadura y puede
formar pseudohifas. A diferencia de las tres especies no-albicans anteriores, son
relativamente raros los casos de aislamientos clinicos de esta especie, y estan
asociados generalmente a pacientes oncohematolégicos (Abbas et al, 2000).
Forma parte de la microbiota, con lo cual el foco de infeccién suele ser enddgeno.
El aislamiento de C. krusei es preocupante, ya que posee una resistencia intrinseca
a fluconazol y a anfotericina B, dos compuestos usados muy comunmente en la
practica clinica (M. A. Pfaller & Diekema, 2004), y también se han reportado casos

de aislamientos con sensibilidad reducida a caspofungina (Kahn et al., 2007).

1.1.1.5. Otras especies de Candida

Candida dubliniensis, C. guilliermondii, C. lusitaniae o C.rugosa son especies que
raramente causan enfermedad en humanos, pero que pueden aparecer y pueden
causar infeccion. Candida dubliniensis es una especie muy cercana a C. albicans, y se
suele aislar principalmente de la cavidad oral de pacientes con VIH (Sullivan &
Coleman, 1997). Candida guilliermondii, C. lusitaniae y C. rugosa son especies que
merecen atencion, ya que a pesar de ser aisladas con una frecuencia realmente
baja, son especies que muestran resistencia a distintos compuestos antifingicos
(Moran et al, 2012; M. A. Pfaller et al., 2006), lo que complica mucho su

tratamiento.
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Figura 1. Arbol filogenético de las especies de Candida y Saccharomyces cuyos genomas han sido secuenciados.
El clado CTG, sefialado en rojo, incluye la mayoria de las especies patégenas de Candida; WGD: Whole Genome
Duplication-Duplicacién completa del genoma (Imagen modificada de (Butler et al.,, 2009)).

1.2. Candidiasis

Las candidiasis son las micosis oportunistas mas frecuentes que padecen los seres
humanos. Se manifiestan de forma habitual como enfermedades leves de las
mucosas oral y genital, de la piel y de las ufias. En raras ocasiones pueden ser
recalcitrantes al tratamiento o volverse recurrentes. Mucho mas infrecuentes son
las candidiasis invasoras, pero con una morbilidad y mortalidad muy altas, debido
sobre todo a que las personas que las padecen sufren enfermedades subyacentes

graves.

1.2.1. Candidiasis oral (CO)

La candidiasis oral (CO) es la infeccién micotica oral mas frecuente. A pesar de
estar asociada tipicamente a la infancia y a la ancianidad, ha pasado a ser una
manifestaciéon comun en otros grupos de pacientes con otras patologias, como los
infectados por VIH o los sometidos a terapias inmunomoduladoras o
antineoplasicas (Aguirre, 2002), de hecho, Hipdcrates ya describi6 este tipo de

patologia oral en personas enfermas y muy débiles (Lynch, 1994).
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1.2.1.1. Manifestaciones clinicas

En cuanto a las manifestaciones clinicas de la candidiasis oral, ésta puede
clasificarse en: candidiasis pseudomembranosa (aguda-crénica), candidiasis
eritematosa (aguda-croénica), candidiasis hiperplasica (leucoplasica), lesiones
asociadas (estomatitis protética, queilitis angular, glositis rémbica, queilitis
exfoliativa) y candidiasis mucocutanea (crénica) (Patil, Rao, Majumdar, & Anil,

2015).

1.2.1.2. Epidemiologia y factores etiopatégenicos

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

C. krusei o C. guilliermondii raramente aparecen (Aguirre, 2002).

La patogénesis de la candidiasis oral es compleja y, a pesar de no conocerse
completamente los mecanismos, se da por hecho que es un proceso multifactorial
que implica diferentes factores tanto del hongo como del hospedador. La
posibilidad de que Candida colonice las superficies orales depende tanto de la
efectividad de los mecanismos defensivos del hospedador, como de la capacidad de

adhesion del hongo y de su poder de crecimiento (Aguirre, 2002).

La mucosa oral protege la cavidad oral contra la invasién candididsica, de modo
que todas aquellas circunstancias que alteren la integridad de la misma favorecen
la adhesion del hongo y la invasién. La saliva constituye un elemento antifingico
de primer orden ya que tiene una labor de barrido mecanico que dificulta la
adhesion del hongo, por tanto, todas las situaciones que reducen la produccion de

saliva favorecen la aparicién de la CO (Anil et al., 2016).

La mayor presencia de CO en las edades extremas de la vida se asocia a una seria
de factores que inciden con mas intensidad o mayor frecuencia en estos periodos
(Meira et al, 2017). La inmadurez del sistema inmunitario, la aparicién de
infecciones que conllevan el uso de antibiéticos de amplio espectro o el estrecho
contacto con la madre y los cuidadores, favorecen el contagio en la infancia. En los

adultos favorece su aparicién la utilizaciéon de antibioticos de amplio espectro, la
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xerostomia (Anil et al, 2016), la utilizacién de corticoides inhalados, el

tabaquismo, o los tratamientos inmunosupresores y antineoplasicos, entre otros.

Por otro lado, muchas son las enfermedades que han sido asociadas a la CO, la
infeccion por VIH, debido a la reduccién de linfocitos T CD4* que se encargan del
control de las levaduras en la mucosa oral (Wu et al,, 2012), el cancer, la diabetes
sin controlar y ciertas inmunodeficiencias como la candidiasis mucocutanea

cronica (Kirkpatrick, 1994).

Finalmente, en lo referente a los factores de patogenicidad asociados al hongo,
destacan la produccién de biopeliculas, la adhesién a la mucosa oral, el dimorfismo

o la secrecion de enzimas hidroliticas (Naglik, Fidel Jr, & Odds, 2008).
1.2.2. Vulvovaginitis candidiasica (VVC)

1.2.2.1. Epidemiologia de la vulvovaginitis candididsica

La presencia de Candida en la vagina, en ausencia de inmunosupresién y sin que
haya dafio en las mucosas, no esta asociada a ninglin signo de enfermedad y se
conoce como colonizacién. Se denomina candidiasis vulvovaginal o vulvovaginitis
candidiasica (VVC) a los signos y sintomas de inflamacién que ocurren en vagina y
vulva en presencia de especies de Candida y en ausencia de ninglin otro agente
etiologico (Achkar & Fries, 2010). La VVC es la segunda causa de infeccion vaginal,
por detras de la vaginosis bacteriana (Ilkit & Guzel, 2011), y se estima que un 75%
de mujeres en edad reproductiva experimentara por lo menos un episodio de VVC,
y que de éstas la mitad experimentara una segunda infeccion (Hurley & De
Louvois, 1979). Por otro lado, se estima que entre un 5% y un 8% de las mujeres
adultas padeceran VVC de manera recurrente (VVCR), que se define como cuatro
episodios o0 mas de VVC por afio (Foxman, Marsh, Gillespie, & Sobel, 1998). No
obstante, estos datos epidemioldgicos, frecuentemente citados en la literatura, son
cuestionados por varios autores (Rathod & Buffler, 2014). El hecho de que no sea
una infeccion de declaracién obligatoria y la disponibilidad de los farmacos
antifingicos tépicos sin receta médica, hace que el diagnéstico correcto no se
realice siempre y que, por lo tanto, los estudios epidemiolégicos estén sesgados (J.

D. Sobel, 2016).
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El prurito vulvar es el sintoma mas frecuente y aparece practicamente en todos los
casos. La leucorrea no siempre esta presente, y habitualmente es poco abundante,
incluso algunas pacientes refieren sensaciéon de sequedad. Otras molestias
vulvovaginales como dolor, irritacién, ardor vulvar, dolor al orinar y dispareunia
son casi constantes (J. D. Sobel, 2007a). Durante la exploracién en la consulta
médica, los signos clinicos mas habituales son el eritema de la mucosa vaginal y
vulvar, el edema vulvar y el exudado vaginal abundante de color blanco-
amarillento, espeso, grumoso, adherente y sin olor caracteristico. El cuadro de
vulvitis eritematosa puede extenderse hacia las regiones perineales e inguinales y
las excoriaciones y fisuras aparecen frecuentemente (Anderson, Klink, & Cohrssen,
2004). A pesar de que todos los signos y sintomas son muy frecuentes en la VVC,
ninguno de ellos es patognomdnico ni especifico, por lo que el diagndstico no debe
basarse exclusivamente en la anamnesis y la exploracion fisica, y debe recurrirse

también al cultivo (Edwards, 2004).

1.2.2.2. Etiologia de la vulvovaginitis candidiasica

Alrededor del 90% de las levaduras que se aislan de la vagina pertenecen a la
especie C. albicans (0dds, 1988b), aunque estudios mas recientes revelan que este
porcentaje es menor, y lo sitian por debajo del 85% (Goncalves et al., 2016). El
resto corresponden al grupo de especies no-C. albicans, entre las cuales destaca
C. glabrata, aunque cualquiera de las especies patogenas de Candida ha sido
relacionada con esta infeccion (Buscemi, Arechavala, & Negroni, 2004; Corsello et
al, 2003; Nyirjesy, Alexander, & Weitz, 2005; Okungbowa, Isikhuemen, & Dede,
2003; Singh, Sobel, Bhargava, Boikov, & Vazquez, 2002).

La clinica de la VVC producida por especies NCA es exactamente igual a la
producida por C. albicans, no obstante, estas especies suelen ser refractarias al
tratamiento -especialmente C. glabrata y C. krusei- y por tanto causar recurrencias.
En este sentido, durante los ultimos afios se han producido dos hechos
probablemente interrelacionados: un aumento en la incidencia de VVC por
especies NCA y una mayor tasa de recurrencias (Barrenetxea, 2002; ]. D. Sobel,
2007a). Este fenémeno se achaca al uso inapropiado y generalizado de los
antimicoticos, que ha dado lugar a una seleccion de especies NCA (Goncalves et al,,

2016), que suelen ser mas resistentes a los antifingicos (J. D. Sobel et al., 1998). De
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hecho, se aislan mas frecuentemente cepas no-C. albicans de pacientes con VVC
recurrente que de pacientes con VVC esporddica (Amouri et al, 2011). Sin
embargo, distintos estudios multicéntricos no han podido confirmar este cambio

epidemiolégico de las especies NCA (J. D. Sobel, 2007a).

1.2.2.3. Patogénesis de la vulvovaginitis candididsica

Candida albicans es un comensal presente en el tracto gastrointestinal desde donde
migra hasta llegar a la vagina. En este punto algunas levaduras, tras adherirse a las
células epiteliales, consiguen colonizar la vagina, que es el primer paso para la
VVC; las causas que la promueven pueden ser genéticas, bioldgicas y/o
conductuales (Figura 2). En mujeres sanas, sin sintomas de infeccion, esta
colonizacién puede persistir durante meses o incluso afos, ya que las levaduras
mantienen una relaciéon simbidtica con el resto de la microbiota. El episodio de
candidiasis se inicia porque hay una ruptura en esta relacién simbidtica, que
conlleva un sobrecrecimiento de la poblacién de Candida o una alteracién en los
mecanismos de defensa del hospedador; estos dltimos se encargan por un lado de
mantener una carga fingica baja, y por otro regulan la inmunidad de la mucosa con
el fin de tolerar la presencia de una baja cantidad de levaduras. Ademas, las causas
que promueven esta transicion de colonizacion asintomatica a candidiasis
sintomatica pueden diferir de aquellas que promueven la infeccion (J. D. Sobel,

2016).
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Figura 2. Factores de riesgo implicados en la colonizacién por Candida, y en la transformacién de la misma en
episodios de vaginitis sintomatica, VVC o VVC recurrente (VVCR) (Modificado de (J. D. Sobel, 2016)).

1.2.2.4. Factores de riesgo asociados a la vulvovaginitis candididsica

Entre la poblaciéon de Candida colonizadora de la vagina y el hospedador existe un
equilibrio que puede verse alterado y hacer que esta colonizacién evolucione a
infeccion. Hay ciertos factores, tanto del hospedador como de su modo de vida, a
los cuales se les ha atribuido el papel de factores de riesgo ya que promueven la

aparicion de la VVC.

1.2.2.4.1. Embarazo

El embarazo ha sido considerado un importante factor de riesgo para el desarrollo
de VVC, y estudios epidemioldgicos realizados durante las tltimas dos décadas en
Europa, Africa e India lo avalan de manera consensuada (Goncalves et al., 2016). Y
no sélo la infeccién, sino que también la colonizacién aumenta la prevalencia de la
candidiasis en mujeres embarazadas (Jabeen & Siddiqi, 2014). Como mecanismos
se han descrito un incremento del nivel de estrogenos que da lugar a un aumento

de contenido de glucégeno en el medio vaginal, una mayor capacidad de adhesién a
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las células epiteliales y una potenciacién de la formacién de micelios (Cararach-Tur

etal., 2013; Kalo & Segal, 1988).

1.2.2.4.2. Antibidticos

La utilizacion de antibidticos puede incrementar tanto la colonizacién como la
infeccion por Candida (J. D. Sobel, 2007a), aunque diversos estudios caso-control
no han resultado definitivos en ese sentido (Barrenetxea, 2002), los antibioticos
eliminarian o disminuirian la microbiota bacteriana de la vagina, compuesta
principalmente por especies de Lactobacillus (Cribby, Taylor, & Reig, 2008), la cual

representa la primera linea de defensa contra Candida (Hamad et al., 2006).

1.2.2.4.3. Diabetes

Se ha observado un aumento de la colonizacion por Candida y de prevalencia de la
VVC y VVCR en mujeres diabéticas, probablemente debido al aumento de los
niveles de glucdgeno disponible (D. Goswami et al., 2006; R. Goswami et al., 2000).
Ademas, se ha observado que las mujeres con diabetes mellitus tipo 2 mal
controlada son mas tendentes a la colonizacién por especies NCA, sobre todo por

C. glabrata (Fidel, Vazquez, & Sobel, 1999; Vermitsky et al., 2008a).

1.2.2.4.4. Inmunosupresién

Todas las infecciones causadas por las especies del género Candida son
dependientes del hospedador, y por lo tanto, la respuesta inmune es crucial en esta
interaccidon patdgeno-hospedador (Richarson & Rautemaa, 2009). Es por ello, que
en condiciones tales como infecciones por VIH, quimioterapia, terapia con
glucocorticoides, trasplante de 6rganos, cancer, diabetes mellitus, tuberculosis o
cualquier enfermedad crénica que implique cierto grado de inmunosupresion,

pueden aumentar las posibilidades de desarrollar VVC (Goncalves et al., 2016).

1.2.2.4.5. Uso de anticonceptivos hormonales

Los estudios epidemiolodgicos llevados a cabo en torno a este factor de riesgo son
contradictorios (Andrioli et al., 2009; Egbe, Onwufor, Omoregie, & Enabulele,
2011). Algunos autores proponen que los efectos de los anticonceptivos
hormonales serian similares a los que ocurren durante el embarazo, y que detras

de este factor de riesgo esta también el aumento del glucégeno y de la
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disponibilidad de una fuente de carbono en la vagina (Reed, 1992). Sin embargo,

otros autores discrepan respecto a esta asociacién (Goncalves et al., 2016).

1.2.2.4.6. Predisposicién genética

Muchas son las mujeres que sufren VVC sin que concurran ninguno de los factores
de riesgo descritos anteriormente, con lo cual, muchos estudios se centran en
intentar elucidar la posible predisposicion genética de estas mujeres a padecer
VVC. En este aspecto, se han observado asociaciones entre varios genes
involucrados en la inmunidad innata y la susceptibilidad a padecer VVC y VVCR,
incluyendo polimorfismos en los genes que codifican MBL-Mannose-Binding Lectin,
dectin-1, IL-4 o NLRP3, algunos de los cuales forma parte del inflamasoma (Gow et

al,, 2007; Rosentul et al., 2009).

1.2.2.5. Vulvovaginitis candididsica recurrente (VVCR)

La vulvovaginitis candidiasica recurrente (VVCR) se define como la presencia de
cuatro episodios o mas de vulvovaginitis candidiasica en un afio (J. D. Sobel et al,,
1998; J. D. Sobel, 2007a), manteniéndose las pacientes totalmente asintomaticas
entre episodio y episodio. Esta definicion es arbitraria ya que ha sido imposible
realizar estudios epidemiolégicos y determinar la frecuencia de VVCR en mujeres
(J. D. Sobel, 2016). Esto se debe principalmente a la disponibilidad y al uso
indebido de los antimicéticos tépicos sin receta. Aunque esta disponibilidad ha
supuesto una mejora en la calidad de la vida de las mujeres, también tiene aspectos
negativos como son un diagnéstico poco fiable, basado en sintomas inespecificos, y
por lo tanto sobreestimado (Ferris et al., 2002). Asimismo, parece que este abuso
en la utilizacion de los antimicoticos tépicos va acompafiado de un aumento en la
incidencia de especies no-C. albicans (Goncalves et al., 2016) y de la frecuencia de
aislamientos vulvovaginales de C. albicans con una sensibilidad reducida a azoles

(Gamarra et al,, 2014).

Se estima que la VVCR afecta aproximadamente a 138 millones de mujeres al afio
en el mundo entero, y que 492 millones la sufriran al menos una vez durante su
vida (J. D. Sobel, 2016). El agente etiolégico es C. albicans en el 90% de los casos,
seguido de C. glabrata, al igual que en los episodios esporadicos de VVC. Del mismo

modo que ocurre en la VV(C, la inmunidad innata y los polimorfismos descritos en
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varios genes del inflamasoma parecen jugar un papel importante en la VVCR

(Rosentul et al., 2009).

Las manifestaciones clinicas de la VVCR son las mismas que las de un episodio
aislado de VVC no complicada (J. D. Sobel, 2003). Sin embargo, la VVCR por su
frecuencia de aparicion y su cronicidad, tiene efectos negativos adicionales, como

pueden ser depresion y ansiedad (Aballéa et al., 2013; Hurley, 1975).

La estrategia terapéutica debe ser distinta de la utilizada en episodios ocasionales.
Debe basarse en la confirmacién del diagnéstico mediante cultivo, la aplicacion de
un tratamiento especifico inicial y de otro de mantenimiento, asi como la actuaciéon
sobre los factores de riesgo. Los farmacos utilizados en la actualidad en nuestro
ambito son azoles, se emplean clotrimazol, sertaconazol o fenticonazol de manera
topica durante 2 semanas, y fluconazol o itraconazol por via oral durante unos 10
dias. El tratamiento de mantenimiento implica los mismos compuestos y se
aumenta el tiempo a 6-12 meses (Cararach-Tur et al, 2013). En el caso de las
especies no-albicans se pautan tratamientos con acido borico y nistatina durante 2

semanas (J. D. Sobel, 2016).

La prevencién de la VVCR, aunque limitada, es claramente necesaria, y las
principales vias de actuacién van dirigidas a mantener o reequilibrar la microbiota
vaginal y reducir el impacto de los factores de riesgo de la VVC. No obstante,
exceptuando la eliminacién del agente causal, lamentablemente no existen

evidencias cientificas de la eficacia de ninguna estrategia preventiva.

1.3. Otras micosis

La frecuencia de las micosis, tanto superficiales como invasoras, se ha
incrementado de manera considerable en las ultimas décadas (M. A. Pfaller &
Diekema, 2004; T. Walsh et al., 2004). Las micosis invasoras conllevan una elevada
tasa de morbi-mortalidad (Gudlaugsson et al, 2003) ya que estan asociadas a
poblaciones de alto riesgo; entre otras, destacan las personas sometidas a
trasplante de érgano so6lido o de médula dsea, pacientes con grandes cirugias, con
SIDA, cancer, terapia inmunosupresora, o personas de avanzada edad, asi como
bebés prematuros (T. Walsh et al., 2004). Candida y Aspergillus son los géneros que

se asocian mas frecuentemente a las micosis invasoras, sin embargo, otras
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levaduras como Saprochaete capitata, Trichosporon o Rhodotorula, hongos
zigomicetos o distintas especies de mohos pertenecientes a los géneros tales como
Fusarium, Acremonium, Scedosporium o Paecilomyces han emergido como agentes
patégenos capaces de causar infecciones sistémicas (M. A. Pfaller & Diekema,
2004). Este hecho ha convertido al campo de la micologia médica en un reto, ya
que cualquier hongo puede causar una infecciéon letal en un paciente
inmunodeprimido, y por lo tanto nunca hay que desestimar su potencial como

agente etiolégico de infeccion.

1.3.1. Saprochaete capitata

Saprochaete capitata (teleomorfo: Magnusiomyces capitatus) (Figura 3)
previamente conocido como Trichosporon capitatum, Geotrichum capitatum,
Dipodascus capitatus o Blastoschizomyces capitatus, es un hongo levaduriforme
perteneciente a la divisién Ascomycota, orden Saccharomycetales, capaz de causar
infecciones sistémicas con una elevada tasa de mortalidad (Garcia-Ruiz et al,,

2013).

Figura 3. Saprochaete capitata (Magnusiomyces capitatus). A) Morfologia macroscépica de S. capitata en
medio agar cromogénico para Candida (CONDA). B) Aspecto microscopico con tincién azul lactofenol. C) Corte
histolégico de bazo obtenido de un paciente infectado con S. capitata, donde se aprecian estructuras
filamentosas (en morado) con forma de “fuego artificial” (Garcia-Ruiz et al.,, 2013).

Es un hongo ubicuo ampliamente distribuido en la naturaleza, habita en el suelo,
agua, asi como en plantas y productos lacteos. Asimismo, se ha informado en la
literatura sobre aislamientos de S. capitata en lavavajillas (Giimral et al., 2016), un
nicho creado por el ser humano que también puede albergar otras especies
patégenas fungicas oportunistas (Zalar, Novak, De Hoog, & Gunde-Cimerman,

2011). Su distribucion es variable segin la region geografica, siendo mayor la
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presencia en Europa (sobre todo en Espafia, Italia y Francia) que, en América,
probablemente debido a factores climaticos (Chagas-Neto, Chaves, & Colombo,
2008). Ademas de ser un colonizador de piel, bronquios y tracto gastrointestinal
en personas sanas, S.capitata es capaz de causar infecciones oportunistas
diseminadas en pacientes con cancer hematoldgico, especialmente en aquellos con
leucemia aguda (Bouza & Munoz, 2004; Martino et al., 2004). La infeccién fingica
invasora (IFI) causada por S. capitata, conocida como geotricosis, es dificil de
diferenciar de otras IFIs debido a que los sintomas son similares; aparece fiebre, no
hay respuesta al tratamiento con antibiéticos durante los largos periodos de
neutropenia profunda, es comun la aparicién de fungemia, y pueden aparecer con
cierta frecuencia lesiones cutaneas. Ademas, los abscesos de higado y bazo son
indistinguibles de aquellos observados en candidiasis sistémicas o
trichosporonosis (Garcia-Ruiz et al, 2013; Quindos, Garcia-Ruiz, & Sanz, 2009;
Sanz et al,, 1996). Por todo esto, es una infecciéon muy grave, con una elevada tasa
de mortalidad que oscila entre el 50% y el 80% (Garcia-Ruiz et al., 2013; Martino
etal., 2004).

El diagnostico de la geotricosis, tanto de la superficial como de la invasiva, ha de
hacerse en colaboracién con el laboratorio de microbiologia (o micologia), ya que
los sintomas son compartidos con otras infecciones causadas por distintos hongos.
El diagndstico microbiologico se basa en el aislamiento del hongo de muestras
estériles (sangre, liquido cefalorraquideo o tejido), el cual es de rapido crecimiento
en los medios microbiologicos convencionales. La identificacidn fenotipica se basa
en el aspecto de las colonias, la morfologia mediante microscopia y en perfiles
bioquimicos. Aunque se han obtenido buenos resultados en la identificacion de
especies de Candida mediante espectrometria de masas (MALDI-TOF MS-Matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry), el éxito de
esta técnica para otros hongos es bajo (Sendid et al, 2013). En lo referente al
diagndstico no basado en el cultivo, la deteccion del 1,3-B-glucano (BG) en suero
puede ser de gran ayuda (Persat et al., 2008), aunque tiene el inconveniente de ser
una prueba panfingica. Por otro lado, S. capitata produce un antigeno que
reacciona con la prueba de deteccién de galactomanano (GM) de Aspergillus,
aunque se han reportado casos en la literatura en los que aislamientos de S.

capitata dieron resultados negativos para esta prueba (Garcia-Ruiz et al., 2013). No
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existen a dia de hoy ensayos seroldgicos estandarizados para el diagndstico de las

geotricosis invasoras.

En lo referente al diagnostico mediante técnicas moleculares, tampoco existen
pruebas estandarizadas, y son escasas las resefias en la literatura sobre el uso de la
PCR para la deteccion del ADN de muestras clinicas. En este sentido, en este
trabajo se presenta el desarrollo de una PCR util para la rapida identificacion de
S. capitata en sangre y en muestras de tejido en parafina, que ya ha sido publicado

(Arrieta-Aguirre et al., 2017a).

El tratamiento de la geotricosis supone todo un reto, de hecho, la recomendacién
inicial sigue siendo minimizar los factores de riesgo conocidos, como la
inmunosupresion o la neutropenia, en la medida de lo posible. No obstante, cuando
la infeccion ya se ha desarrollado hay que emplear terapia antifungica. Saprochaete
capitata tiene una sensibilidad reducida in vitro a la mayoria de los antifingicos, y
se han reportado casos de infecciones de brecha en pacientes oncohematoldgicos
tratados de forma empirica con caspofungina o micafungina (Chittick, Palavecino,
Delashmitt, Evans, & Peacock, 2009), y en pacientes en profilaxis con fluconazol
(D'Antonio et al,, 1996). De hecho, la mayoria de los médicos consideran S. capitata
una especie intrinsecamente resistente a equinocandinas, con lo cual no esta
recomendado el tratamiento empirico con caspofungina y/o fluconazol en
pacientes neutropénicos localizados en regiones donde se producen aislamientos

de este hongo.
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1.4. Farmacos antifiingicos
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Figura 4. Mecanismos de accién de los farmacos antiftingicos. Cuatro son los mecanismos de accién delos
principales firmacos antifungicos. (1) Los polienos se unen al ergosterol, componente esencial de la
membrana celular flngica, y forma poros. Asimismo, aumentan el nivel de estrés oxidativo dentro de la célula,
dafiando las mitocondrias. (2) Los azoles y las alilaminas actiian inhibiendo la sintesis del ergosterol. Los
azoles inhiben el enzima Ergl1 y las alilaminas el enzima Ergl. De este modo se acumulan metabolitos tdxicos
y se altera la estructura de la membrana, que se vuelve mas permeable y vulnerable. (3) Las equinocandinas
inhiben de manera no competitiva el enzima f3-1,3-glucano sintetasa, lo que supone pérdida de integridad en la
pared celular del hongo. (4) La 5-fluorocitosina penetra en el citosol donde sufre varias alteraciones
enzimaticas para finalmente entrar en el nicleo celular e interrumpir la sintesis de ADN (Modificado de
(Reales-Calderon, Molero, Gil, & Martinez, 2016)).

A diferencia de los antimicrobianos dirigidos a blancos bacterianos, los agentes
antifingicos son escasos debido a que muchas dianas terapéuticas potenciales son

compartidas con las células de mamiferos. Por otro lado, los compuestos
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antifingicos se pueden clasificar de acuerdo a su modo de accion (Figura 4): (1)
unién al ergosterol y ruptura de las membranas celulares flingicas (polienos), (2)
inhibicién de la sintesis del ergosterol (azoles), (3) inhibicién de la sintesis del 1,3-
B-D-glucano (equinocandinas) y (4) alteracion de la sintesis de ARN e interferencia

con la replicacion de ADN (5-fluorocitosina)

1.4.1. Polienos

Los polienos son substancias antibioticas sintetizadas por los actinomicetos del
género Streptomyces y fueron los primeros compuestos antifungicos que se
desarrollaron (Dismukes, 2000). Su mecanismo de accidn se basa en la induccién
de porosidad en la membrana celular mediante la unién al ergosterol de la
membrana, con la consiguiente pérdida de contenido citoplasmatico. Poseen una
actividad fungicida de amplio espectro, siendo los compuestos mas importantes la

nistatina y la anfotericina B (Figura 4).

1.4.1.1. Nistatina

La nistatina (Figura 5A) es el compuesto antifungico poliénico mas empleado de
forma tdpica, de amplio espectro, resulta eficaz tanto contra las levaduras como
contra los hongos filamentosos, incluyendo C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, Cryptococcus neoformans, y algunas especies de
Aspergillus, Histoplasma y Coccidioides (Carrillo-Munoz et al., 1999). Entre los
hongos menos sensibles se encuentran C. guilliermondii, C. lusitaniae, Aspergillus
terreus, Aspergillus lentulus y Trichosporon. Por ultimo, los aislamientos de

Lomentospora prolificans y dermatofitos suelen ser resistentes a la nistatina.

Entre las formulaciones galénicas comercializadas se encuentran la suspension
oral, la pomada dermatoldgica y los comprimidos vaginales. Es el farmaco de
primera eleccion para el tratamiento de las candidiasis orales y también se emplea
como alternativa al tratamiento primario con azoles de la VV(C, especialmente en
las infecciones recurrentes o que estan causadas por especies con sensibilidad

reducida a azoles (Patil et al.,, 2015).

1.4.1.2. Anfotericina B
La anfotericina B (Figura 5B) se ha utilizado durante muchos afios en el

tratamiento de las candidiasis orales, aunque en la actualidad es practicamente
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imposible encontrar preparaciones de uso tépico de este farmaco antifiingico. La
principal via de administracion es intravenosa y debido a su alta nefrotoxicidad se
han desarrollado formulaciones lipidicas como la anfotericina B liposémica y el
complejo lipidico anfotericina B, las cuales reducen de manera significativa estos

efectos adversos (Laniado-Laborin & Cabrales-Vargas, 2009).

La anfotericina B se considera el tratamiento de referencia de las micosis invasoras
y el farmaco de referencia con el que se comparan todos los nuevos antifingicos de
uso sistémico. Entre las indicaciones primarias de la anfotericina B liposémica se
encuentran el tratamiento de las candidiasis, las aspergilosis, las criptococosis, las
fusariosis, las escedosporiaris o las mucormicosis. Ademas, puede ser de utilidad el
uso combinado de anfotericina B con itraconazol, posaconazol o voriconazol en
aquellas infecciones causadas por hongos multirresistentes, como S. capitata

(Garcia-Ruiz et al., 2013).
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Figura 5. Estructura quimica de los polienos nistatina (A) y anfotericina B (B).

1.4.2. 5-Fluorocitosina

La 5-fluorocitosina (Figura 6) es una pirimidina fluorada que penetra en la célula
fingica con ayuda de una permeasa, en el citoplasma es alterada enzimaticamente
por una citosina desaminasa dando como resultado el antimetabolito 5-
fluorouridilico. Este antimetabolito se incorpora al ARN mediante una UMP-
pirofosforilasa e interrumpe la sintesis proteica. La 5-fluorocitosina puede ser
también convertida en 5-fluorodeoxiuridina monofosfato y actuar como un
inhibidor de la timidilato sintasa y, por consiguiente, de la sintesis de ADN y de la
division nuclear. Hoy en dia, su uso se encuentra limitado a la administraciéon en

combinacion con Anfotericina B o itraconazol para el tratamiento de la meningitis
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por Cryptococcus debido principalmente a la facil aparicion de resistencias

(Sanglard, 2016).

Figura 6. Estructura quimica de la 5-fluorocitosina.

1.4.3. Equinocandinas

Las equinocandinas (Figura 7A) son una familia de lipopéptidos semisintéticos que
contienen un hexapéptido ciclico con una cadena lipidica como ntcleo responsable
de su actividad antifingica. Inhiben de manera no competitiva la enzima 1,3-§3-D-
glucano sintasa (Figura 7B), responsable de la formaciéon de 1,3-B-D-glucano
(Denning, 2003), uno de los compuestos mayoritarios de la pared celular del
hongo, lo que provoca una inestabilidad osmoética de la célula e impide su
crecimiento y reproduccion. Las equinocandinas suponen una opcién terapéutica
de primera elecciéon debido a su seguridad, ya que poseen escasos efectos téxicos
debido a que las células eucariotas humanas no contienen el compuesto diana de
las equinocandinas. En este grupo destacan la anidulafungina, la caspofungina y la

micafungina (Sucher, Chahine, & Balcer, 2009)
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Figura 7. (A) Estructura quimica de la anidulafungina (1), caspofungina (2) y micafungina (3). (B) Complejo
transmembrana de las proteinas Fks1p, diana de las equinocandinas, y Fks2p, encargadas de la sintesis del 1,3-
-D-Glucano. Este complejo esta regulado por la proteina Rholp, con el dominio de unién a GTP (modificado
de (Odds, Brown, & Gow, 2003)).

Las equinocandinas son utiles bien como monoterapia o combinadas con otras
clases de compuestos antifingicos para el tratamiento de las micosis sistémicas.
Recientemente se ha probado de manera experimental la nueva equinocandina
CD101 en el tratamiento de la VVC (Boikov, Locke, James, Bartizal, & Sobel, 2017),
aunque a dia de hoy la Unica formulacién disponible es la intravenosa (Chaturvedi

etal.,, 2011).

1.4.3.1. Anidulafungina

La anidulafungina (Figura 7A-1) es una candina obtenida a partir del producto
denominado equinocandina B del hongo Aspergillus nidulans var. echinulatus (S.
Katiyar & Edlind, 2015). La administraciéon con otros antifingicos, como
anfotericina B, itraconazol, posaconazol o voriconazol, puede ser aditiva e incluso
sinérgica frente a Candida, Aspergillus y otros hongos filamentosos. La

anidulafungina estd indicada para el tratamiento de la candidemia en pacientes con
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o sin neutropenia, asi como en el de la candidiasis esofagica (S. C. Chen, Slavin, &

Sorrell, 2011).

1.4.3.2. Caspofungina

La caspofungina (Figura 7A-2), la primera equinocandina aprobada para su uso en
seres humanos, es un derivado de la pneumocandina Bo del hongo Glarea
lozoyensis (S. Katiyar & Edlind, 2015) y se encuentra comercializada para uso
hospitalario estando indicada para el tratamiento de candidiasis invasoras,
candidiasis orofaringeas y esofagicas refractarias a otros tratamientos antifungicos
e infecciones causadas por Aspergillus (Barchiesi, Spreghini, Tomassetti, Giannini,

& Scalise, 2007).

1.4.3.3. Micafungina

La micafungina (Figura 7A-3) es una equinocandina obtenida a partir del
hexpéptido FR901379 del hongo Coleophoma empetri (S. Katiyar & Edlind, 2015).
Esta indicada en el tratamiento de las candidiasis invasoras en todas sus
presentaciones clinicas, en el de la esofagitis candidiasica y en el de aquellas
candidiasis orofaringeas recalcitrantes a otros tratamientos antifungicos (Pappas

etal., 2007).

1.4.4. Azoles

Uno de los tipos de antifingicos mas empleados son los azoles. Los azoles a su vez
se pueden clasificar en imidazoles, que contienen anillos de cinco elementos con
dos atomos de nitrégeno, tales como el clotrimazol de uso tépico o el ketoconazol
de uso oral (Figura 8). Este grupo se empez0 a usar de forma terapéutica a finales
de la década de los 60 (Fromtling, 1988). A otra clase de azoles corresponden los
triazoles que contienen anillos de cinco elementos con tres atomos de nitrégeno,
tales como el fluconazol e itraconazol (Figura 9), o los pertenecientes a una
segunda generacion de triazoles; voriconazol y posaconazol (Figura 10). Destacan
entre los azoles de ultima generacion los compuestos triazolicos isavuconazol,

albaconazol o ravuconazol (Carrillo Mufioz et al., 2015).

Los azoles interfieren con la sintesis del ergosterol, mediante la inhibicion de la 14-
a-desmetilasa del lanosterol, que es un enzima acoplado al citocromo P450, y que

transforma el lanosterol en ergosterol por escision de un grupo metilo del
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lanosterol, produciendo a su vez un intermediario que es sustrato en un paso
sucesivo de su sintesis (Chau, Mendrick, Sabatelli, Loebenberg, & McNicholas,
2004). El gen ERG11 codifica el enzima 14-a-desmetilasa del lanosterol, y se
encuentra localizado en el cromosoma 5, en el mismo brazo del cromosoma que el
locus de apareamiento (MTL) (Morschhduser, 2016). La inhibicién ocurre a través
de la unién del atomo de hierro del grupo hemo, presente en el sitio activo del
enzima, con un atomo de nitrégeno de uno de los anillos del compuesto azdlico.
Esta inhibicion de la sintesis del ergosterol produce una alteracion en la fluidez de
la membrana, aumentando su permeabilidad e inhibiendo el crecimiento celular y
su multiplicacion. Ademas, la acumulacidon de precursores tiene un efecto téxico
directo sobre las células fungicas (Nozawa & Morita, 1986; Vande Bossche,

Willemsens, & Marichal, 1987).

Las aplicaciones de los azoles van desde el tratamiento de las infecciones vaginales
y de la piel en la poblacién general hasta el de las micosis invasoras en pacientes
inmunocomprometidos. En el caso de la vulvovaginitis candidiasica (VVC), los
farmacos antifiungicos empleados mayormente son los imidazoles como el
clotrimazol, que sigue siendo uno de los compuestos tdpicos mas utilizado para el
tratamiento de la VVC (Wachtler, Wilson, & Hube, 2011), con una eficacia que
sobrepasa el 85% (J. D. Sobel et al., 1998). En episodios recurrentes (VVCR) suele

emplearse fluconazol por via oral (Cararach-Tur et al., 2013).

1.4.4.1. Clotrimazol
El clotrimazol (Figura 8A) es un antimicotico de amplio espectro usado
principalmente para el tratamiento de infecciones causadas por C. albicans y otras

infecciones fungicas, el cual estd ampliamente recomendado para el tratamiento de

VVC (Pappas et al., 2004).

El clotrimazol se considera fungistatico mas que fungicida, aunque puede mostrar
actividad fungicida en altas concentraciones. Como todos los azoles inhibe el
citocromo P-450, y esta inhibicién esta considerada su caracteristica principal,
aunque se han descrito otras acciones farmacolégicas que nada tienen que ver con
su potencial antimic6tico; es capaz de inhibir lineas celulares cancerosas in vitro, y
también muestra actividad anti malaria in vitro. Ademas, el clotrimazol se usa en el

tratamiento de tricomoniasis resistentes a metronidazol, y también muestra
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actividad contra algunas bacterias Gram-positivas (Crowley & Gallagher, 2014). En
la Unién Europea el clotrimazol esta disponible sin receta médica y de forma tépica

(Mendling, 2015).
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Figura 8. Estructura quimica de los imidazoles clotrimazol (A) y ketoconazol (B).

1.4.4.2. Ketoconazol

El ketoconazol (Figura 8B) posee una potente actividad antifingica contra Candida,
Cryptococcus y los dermatofitos. También es activo contra Trichosporon y los
hongos causantes de micosis endémicas. Su actividad es menor contra C. glabrata,
mientras que C. krusei, el género Aspergillus, el género Scedosporium y los
mucorales son resistentes al ketoconazol. Aunque puede administrarse por via
oral, el uso mayoritario del ketoconazol es por via tépica, como gel pomada o
crema. Por via topica se emplea para el tratamiento de las candidiasis vaginales y

las micosis mucocutaneas (Quindos et al., 2015).

1.4.4.3. Fluconazol

El fluconazol (Figura 9A) es un triazol fluorado que pertenece al grupo de los
azoles de segunda generacién con un anillo basico que posee tres atomos de
nitrégeno en vez de dos. El fluconazol tiene actividad fungistatica con un amplio
espectro que incluye a la mayoria de cepas de C. albicans, pero es menos activo
contra otras especies del género de Candida, en particular C. glabrata y C. krusei.
Esta ultima especie es resistente a fluconazol de manera intrinseca
(Samaranayake, 1997; T. C. White, Marr, & Bowden, 1998). Posee una excelente
absorcion gastrointestinal, con una vida media prolongada de 27-37 h. El
fluconazol es metabolizado por las isoenzimas del citocromo P-450 en el higado y

se elimina principalmente por via renal (Wingard & Leather, 2004). El fluconazol
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tiene pocos efectos secundarios y es el antifingico mas usado tanto en el
tratamiento de candidiasis (Darouiche, 1998), como en profilaxis antifingica en
pacientes neutropénicos. Es soluble en agua, con lo cual puede administrarse por
via intravenosa. Después de la administracién oral, la absorciéon es casi completa y

no le afecta el pH gastrico (Brammer, Farrow, & Faulkner, 1990).
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Figura 9. Estructura quimica de los triazoles fluconazol (A) e itraconazol (B).

1.4.4.4. Itraconazol

El itraconazol (Figura 9B) es un compuesto antifungico lip6filo de administracién
oral y amplio espectro de actividad. Es una buena alternativa para el tratamiento
de pacientes con Candida resistentes a fluconazol, aunque se ha observado
resistencia cruzada (T. C. White, 1997a). De todos modos, es eficaz en el
tratamiento de la VVC, siendo el farmaco de eleccién, junto con clotrimazol y
ketoconazol, en los casos en los que aparece resistencia a fluconazol. Se emplea
tanto en episodios puntuales como en tratamientos de mantenimiento en casos
recurrentes de VVC en Espafia (Cararach-Tur et al., 2013) y EEUU (J. D. Sobel,
2016).

1.4.4.5. Voriconazol

El voriconazol (Figura 10A) es un triazol de segunda generacion derivado del
fluconazol. Posee un amplio espectro y una mejor actividad in vitro contra especies
fangicas que muestran resistencia al fluconazol, como C. glabrata o C. krusei
(Theuretzbacher, Ihle, & Derendorf, 2006), y con una potente acciéon fungicida
frente a hongos filamentosos como Aspergillus y Fusarium, aunque su accion contra

la levadura es fungistatica.
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El voriconazol tiene una actividad frente a la candidiasis orofaringea similar al
fluconazol (Valgus, 2003). Su empleo se limita a casos de VVC causados por C.
glabrata, ya que posee una mejor actividad que el fluconazol (Danby, Boikov,
Rautemaa-Richardson, & Sobel, 2012a), aunque esta regla no siempre se cumple,
ya que se ha demostrado que la resistencia a fluconazol es un hecho altamente
predictivo de resistencia a voriconazol (Lyon, Karatela, Sunay, Adiri, & Candida

Surveillance Study Investigators, 2010).

F F

Figura 10. Estructura quimica de los triazoles de nueva generacion voriconazol (A) y posaconazol (B).

1.4.4.6. Posaconazol

El posaconazol (Figura 10B) es un triazol lipdfilo que exhibe una actividad
antifingica mas potente y un espectro in vitro e in vivo mas amplio que el
fluconazol contra la mayoria de las especies fungicas incluyendo Candida,
Cryptococcus, Aspergillus, varios zigomicetos y otros hongos filamentosos (Valgus,
2003). Posee actividad fungistatica contra Candida y fungicida contra Aspergillus.
Se emplea del mismo modo que el voriconazol, en casos de VVC causados por C.
glabrata (Danby et al, 2012a), y parece ser un antifingico oral util en el

tratamiento de las infecciones fingicas recalcitrantes (Pappas et al., 2016).

1.5. Resistencia a los farmacos antifingicos

El nimero de farmacos antiftingicos disponibles hoy en dia es limitado, ademas, en
muchas ocasiones la utilizacion de los mismos queda restringida debido a su
toxicidad, a la interaccién con otros farmacos o a la resistencia que puede mostrar
el hongo frente a ellos. En lo referente a la resistencia, éste no es un problema tan
extendido como la resistencia observada frente a antibacterianos, sin embargo, el
aumento de las infecciones fungicas ha ido acompafiado de un aumento en el uso

de los antifingicos, y esto ha supuesto que la aparicién de especies resistentes de
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Candida y de otras especies fungicas con un menor grado de sensibilidad sea un

problema cada vez mayor (Hof, 2008; M. A. Pfaller, 2012).

La resistencia a los farmacos antifungicos se define como la combinacién de la

resistencia clinica y la resistencia microbioldgica (Vale-Silva, 2015). Se considera
que ocurre un fracaso terapéutico en la respuesta clinica cuando un paciente con
una micosis recibe el tratamiento antifingico mas adecuado y no se cura ni mejora.
Si la resistencia es debida a factores clinicos, el microorganismo presentara una
susceptibilidad normal frente al antifiingico in vitro, mientras que la concentracién
necesaria para combatir la infeccion sera mayor que la que se puede conseguir de
forma segura mediante una dosis terapéutica normal. Este tipo de resistencia suele
deberse a las complejas interacciones que se dan en el cuerpo humano entre el

farmaco y el microorganismo diana (Sanglard, 2011a).

Por el contrario, si la resistencia es debida a factores propios del microorganismo,
éste sera capaz de crecer in vitro a mayores concentraciones de farmaco
antifingico que las necesarias para inhibir el crecimiento de cepas sensibles (Vale-
Silva, 2015). Este término implica una comparacion de los resultados obtenidos
con un aislamiento clinico especifico y los obtenidos con el mismo compuesto
antifingico con otros aislamientos clinicos y otras cepas de la misma especie
(Quindés, Canton et al,, 2015). La resistencia microbiolégica se detecta mediante
métodos de susceptibilidad in vitro estandarizados, los cuales producen medidas
cuantitativas o semi-cuantitativas de la concentraciéon minima de antifingico
requerida para inhibir el crecimiento microbiano, valor conocido como

concentracion minima inhibitoria (CMI) (Vale-Silva, 2015).

Algunos hongos patogenos son resistentes a determinados farmacos antifiingicos
de manera intrinseca, lo cual quiere decir que todos los aislamientos de dicha
especie seran resistentes aun antes de haber sido expuestos a ningin antiftingico.
A este tipo de resistencia se le denomina resistencia primaria. Un ejemplo de
resistencia intrinseca o primaria es la que muestran C. krusei frente a fluconazol
(Samaranayake, 1997), S. capitata frente a equinocandinas (Garcia-Ruiz et al,,
2013) o L. prolificans frente a la mayoria de farmacos antifingicos empleados en la

clinica (Pellon et al.,, 2016).

31



Introduccion

La resistencia microbiolégica también puede ser adquirida, y en este caso se
denomina resistencia secundaria. Asi, los aislamientos previamente susceptibles,
tras su exposicion a un farmaco antifiingico, desarrollan mecanismos celulares
especificos de resistencia. Estos mecanismos pueden darse tanto de manera
transitoria como permanente, lo cual implica que el fenotipo resistente puede ser
genéticamente estable o bien puede perderse en ausencia del fArmaco antifingico

(Vale-Silva, 2015).

1.5.1. Técnicas para el estudio de la sensibilidad in vitro a los antifingicos

Para definir la resistencia o la sensibilidad a un farmaco antifingico es necesario
utilizar técnicas estandarizadas, ya que éstas permiten estudiar in vitro el espectro
de acciéon de un farmaco y definir qué concentraciones son consideradas como
puntos de corte clinico (CBP-Clinical Break Points), que son las que marcan la
frontera entre los aislamientos sensibles y los resistentes. Estos puntos se han
definido basdndose en la distribucién de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI), que es la concentracién mds baja de farmaco que inhibe el crecimiento del
hongo. Asimismo, existe otra manera de identificar la resistencia microbiolégica:
los puntos de corte epidemioldgicos (EPV-Epidemiological cutoff Values) que son
las concentraciones mas altas de farmaco antifiingico que separan adecuadamente
los aislamientos que forman la poblacion salvaje de aquellos que presentan algiin
mecanismo de resistencia a dicho farmaco. Los ECV permiten detectar la aparicion
de aislamientos para los cuales la CMI del antifungico es superior a las que se
observan en la poblacion salvaje, y junto con el CBP permite la identificacion de
aislamientos clinicos con mutaciones, distintos a aquellos que conforman la

poblacién salvaje (M. A. Pfaller, 2012).

Para todo ello el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) cre6 un
subcomité para el estudio y estandarizacion de los métodos de determinacidon de la
sensibilidad in vitro a los farmacos antifungicos. Para el estudio de la
susceptibilidad in vitro a los antifingicos en las levaduras del género Candida se
utiliza el método descrito en su documento M27-A3 (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2008). En este documento se incluyen los puntos de corte
interpretativos para el fluconazol, itraconazol, voriconazol, 5-fluorocitosina y las

equinocandinas, lo que permita clasificar a los aislamientos en sensibles,
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resistentes, o sensibles-dependientes de la dosis. Recientemente se han propuesto
modificaciones de los puntos de corte para equinocandinas, fluconazol y
voriconazol para especies de Candida (Clinical and Laboratory Standards Institute,

2012).

Por otro lado, el Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (AFST/EUCAST) también
desarrollé una metodologia estandarizada para estudiar la sensibilidad a los
antifungicos. Estd basada en el documento M27-A con modificaciones que
pretenden conseguir datos mas objetivos sobre los puntos de corte (Arendrup et

al,, 2017; Cuenca-Estrella et al., 2003).

Sin embargo, estos métodos de microdilucién propuestos por el CLSI y EUCAST son
bastante costosos y parecen mas adecuados para laboratorios de referencia debido
a la laboriosidad de esta metodologia que hace mas problematica su adaptacion a
un laboratorio clinico. Por ello, el CLSI ha estandarizado el método de difusién en
disco en agar para levaduras (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009a;
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009b) y hongos filamentosos
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2010), un método mas sencillo y
econdmico. Asimismo, existen otros métodos comerciales que permiten una
lectura mas facil, asi como la automatizacién de los mismos, entre los que destacan
Sensititre YeastOne (Trek Diagnostics Systems, EE.UU.), Vitek-2 y ATB Fungus
(Biomerieux, Francia) como métodos de microdiluciéon, o Etest (Biomerieux,

Francia) y Neo-Sensitabs (Rosco, Dinamarca), como métodos de difusién en agar

(Figura 11).
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Figura 11. Métodos comerciales para el estudio de la sensibilidad a los farmacos antifungicos. A:
SensititreYeastOne; B: Vitek-2; C: ATB Fungus; D: Neo-Sensitabs y E: Etest con tiras de fluconazol (FL) e
itraconazol (IT).
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1.5.2. Mecanismos de resistencia a distintos farmacos antifingicos

Se han descrito resistencias para los cuatro tipos de antifingicos. Los mecanismos
de resistencia a los antifingicos pueden clasificarse en tres grandes grupos: a)
modificacion en la diana de accién, bien por superproduccién, alteracion
estructural o supresion; b) modificacion de la ruta metabodlica implicada en el
mecanismo de accién del antifingico, y c¢) disminucién de la concentracién
intracelular de antifingico, bien porque esté bloqueada la entrada del antifingico

al interior de la célula flingica o porque sea expulsado activamente al exterior.

Sin embargo, en este capitulo se detallaran los mecanismos de resistencia
basandonos en cada grupo de antifingicos, de modo que podran compartir

estrategia, aunque diferiran en la diana, ruta o gen implicado (Figura 12).

1.5.2.1. Mecanismos de resistencia a la 5-fluorocitosina

La 5-fluorocitosina es introducida en la célula fingica por una permeasa, una vez
dentro sufre varias transformaciones metabdlicas, desaminacién y fosforilacién
entre otras, para poder ejercer su funcién téxica. Se han descrito mecanismos de
resistencia asociados a mutaciones en los genes FCA1 y FURI, que codifican los
enzimas citosina desaminasa y uracilo fosforribosil transferasa, respectivamente.
Estas mutaciones implican a nivel de fenotipo un descenso en la captacion del
farmaco y en la acumulacién de antimetabolitos toxicos (Sanglard, 2002). Se han

aislado cepas de C. albicans y C. neoformans resistentes a 5-fluorocitosina.

La resistencia a la 5-fluorocitosina constituye un problema grave y limita de forma
importante su uso terapéutico. Se recomienda, para neutralizar la apariciéon de
resistencias, administrar la 5-fluorocitosina siempre en combinacién con otro

antifingico.
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Figura 12. Mecanismos de resistencia a distintos compuestos antifiingicos. La célula fungica logra la
resistencia a polienos (1) alterando la composicién lipidica (ergosterol) de la membrana, reduciendo asi la
afinidad de los polienos por la membrana celular. (2) La sobreexpresiéon de CDR1 y CDR2 que codifican bombas
de eyeccion tipo ABC (ATP Binding Casette-transportadores dependientes de ATP), y de MDR1 que codifica el
tipo MF, (Major Facilitator-facilitadores principales) supone el mecanismo mas comun de resistencia a azoles
en hongos. (3) La sobreexpresion del gen ERG11 que codifica el enzima 14-a-desmetilasa del lanosterol, o las
mutaciones™ en el dominio de unién a azoles, también confieren resistencia frente a los compuestos azdlicos.
(4) Las mutaciones en ERG3 también confieren resistencia a azoles y de manera secundaria a polienos. (5) Las
mutaciones en los genes FKSI y FKS2, que codifican las subunidades cataliticas del enzima (-1,3-glucano
sintasa, suponen el mecanismo mas comun de resistencia frente a equinocandinas. (6) La pérdida del enzima
de membrana citosina permeasa y las mutaciones en el gen FURI confieren resistencia a distintas especies
fingicas (Modificado de (Reales-Calderén et al.,, 2016)).

1.5.2.2. Mecanismos de resistencia a polienos

La resistencia a la anfotericina B y a otros polienos es muy infrecuente, a pesar de
que han sido farmacos de uso generalizado y continuado durante mas de cuatro
décadas. No obstante, se han descrito resistencias primarias a la anfotericina B, en
algunos aislamientos de C. lipolytica (Belet et al., 2006) y C. lusitaniae (Blinkhorn,
Adelstein, & Spagnuolo, 1989).

Se han aislado distintas especies flingicas con resistencia adquirida a anfotericina

B, que portaban mutaciones con pérdida de funcion en distintos genes de la ruta de
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biosintesis del ergosterol, por ejemplo, ERGZ, ERG3, ERG5 o ERG6. Todas las
alteraciones moleculares responsables de la resistencia a polienos se basan en la
sustitucion del ergosterol de la membrana por otros esteroles con menor afinidad

por los polienos (Vale-Silva, 2015).

Afortunadamente, la repercusion clinica de la resistencia a polienos no es
importante, es excepcional en los pacientes sin inmunodeficiencias y es muy rara

en los enfermos con neutropenia.

1.5.2.3. Mecanismos de resistencia a las equinocandinas

Hoy en dia la resistencia a las equinocandinas es baja a pesar de su amplio uso,
entre un 0,3% y un 1% de todos los aislamientos clinicos de Candida (Quindds et
al,, 2015), sin embargo, se han descrito fracasos terapéuticos por aislamientos de

Candida con valores de CMI mas altos de lo habitual.

El mecanismo principal de resistencia frente a equinocandinas es la modificaciéon
de la diana de accion, la subunidad Fks del enzima (3-1,3-glucano sintetasa, debido
a mutaciones en el gen FKS1, y sus paralogos FKSZ2 y FKS3, que lo codifican (Park et
al,, 2005). Estas mutaciones se encuentran agrupadas en la region Hot Spot 1y, en
menor medida, en la Hot Spot 2 y Hot Spot 3, las cuales comparten una topologia
similar: se localizan en la cara exterior, o adyacente a ella, de la membrana
plasmatica, y ademdas se encuentran cercanas al dominio catalitico del enzima
(Figura 13) (S. Katiyar & Edlind, 2015).

External Hotspot 1 Hotspot 2 .

561 \ 650 G669 1354 /0

.Hotspot3 Cc
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Figura 13. Topologia del enzima Fksl en la membrana en S. cerevisiae. En rojo, los dominios o hélice
transmembrana. En amarillo, en la parte externa de la membrana, los tres Hot Spot. Los nimeros hacen
referencia a la posicién de los aminoacidos en la secuencia de la proteina (Johnson & Edlind, 2012).

Una de las limitaciones principales del uso de las equinocandinas son las
resistencias primarias que se han observado en un nimero importante de especies

fingicas, incluyendo Fusarium, Lomentospora, Saprochaete, los basidiomicetos,
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entre ellos Cryptococcus, o los zigomicetos, entre ellos Rhyzopus oryzae (Denning &
Bromley, 2015; Johnson, Katiyar, & Edlind, 2011; Maligie & Selitrennikoff, 2005).
Por otro lado, C guilliermondii y C. parapsilosis poseen una susceptibilidad
intermedia a las candinas, debido a una sustitucién de varios aminoacidos en la
region Hot Spotl (Dudiuk et al., 2017; Garcia-Effron, Katiyar, Park, Edlind, & Perlin,
2008), aunque el aumento del valor de la CMI no va unido necesariamente a
fracaso terapéutico. Mas preocupante resulta el caso de C. glabrata, especie que ha
desarrollado resistencia secundaria a equinocandinas en muy poco tiempo,
pasando de un 4,9% de aislamientos resistentes a un 12,3% en diez afos

(Alexander et al., 2013).

1.5.2.4. Mecanismos de resistencia a los azoles

La resistencia a los azoles es el mecanismo mas comun y el de mayor importancia
clinica, ya que son los farmacos mas ampliamente utilizados (Rogers & Barker,
2012). Hay descritos principalmente 4 mecanismos: alteraciones en la biosintesis
del ergosterol; mutaciones en el gen ERG11, el gen que codifica el enzima diana de
los azoles; sobreexpresion del gen ERG11 y sobreexpresién de genes que codifican

bombas de expulsion, entre ellos CDR1, CDR2 y MDR1 (Sanglard, 2011a).

1.5.2.4.1. Alteraciones en la sintesis del ergosterol

El primer mecanismo de resistencia a azoles consiste principalmente en
mutaciones en el gen ERG3 (Figura 14), que codifica el enzima A5,6 esterol
desaturasa, cuya inactivacion previene la transformaciéon de esteroles 14«
metilados en metabolitos toxicos (S. Kelly et al.,, 1997). Otra consecuencia de este
mecanismo es la resistencia cruzada a anfotericina B, cuya diana, el ergosterol,

desaparece por el malfuncionamiento del enzima.
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Figura 14. Esquema de la ruta de biosintesis del ergosterol. La diana de los azoles (Ergl1) aparece resaltada
en rojo. Enzimas cuyas mutaciones estan involucradas en la resistencia a los azoles* (Ergll, Erg3). Las
mutaciones en Erg3 son responsables a su vez de la resistencia a polienos (modificado de (Onyewu,
Blankenship, Del Poeta, & Heitman, 2003)).

1.5.2.4.2. Mutaciones en ERG11

Las mutaciones en ERG11 (Figura 14) suponen un importante mecanismo de

resistencia (Favre, Didmon, & Ryder, 1999), ampliamente documentado en la

literatura, en la cual se recogen un gran nimero de polimorfismos nucleotidicos no

sinénimos en alelos de ERG11 originarios de aislamientos de C. albicans resistentes

a azoles. Estos polimorfismos implican fenotipicamente un cambio en la
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conformaciéon del enzima, lo cual afecta a la unién entre los azoles y la 14-a-
desmetilasa del lanosterol. No obstante, estos polimorfismos no parecen influir en
la actividad enzimatica de Ergllp (Rogers & Barker, 2012){{200 Rogers, P.D.
2012}}.

Se han definido tres regiones Hot Spot que son particularmente permisivas a las
sustituciones: del aminoacido 105 al 165, del 266 al 287 y del 405 al 488 (Marichal
et al,, 1999), aunque también se han reportado mutaciones fuera de estas regiones
(Morio, Loge, Besse, Hennequin, & Le Pape, 2010). Se han descrito mas de 140
sustituciones (Arendrup & Patterson, 2017), sin embargo, sélo algunas han sido
comprobadas empiricamente y asociadas directamente a la resistencia (Tabla 1)
(Favre et al,, 1999; Franz et al,, 1998; Kakeya et al., 2000; S. L. Kelly, Lamb, Loeffler,
Einsele, & Kelly, 1999; S. L. Kelly, Lamb, & Kelly, 1999; Lamb et al., 1997; Loeffler et
al, 1997; Marichal et al., 1999; Perea et al., 2001; Sanglard, Ischer, Koymans, &
Bille, 1998; T. C. White, 1997c). Lo que si parece claro es que ERG11 posee un gran
polimorfismo genético y una gran plasticidad estructural. La determinacién de la
influencia sobre la resistencia de cada mutacién es dificil, ya que normalmente
estas mutaciones aparecen en combinacion de dos a cuatro de ellas en el mismo
alelo. Ademas, los aislamientos de C. albicans resistentes suelen presentar mas de
un mecanismo de resistencia, lo cual supone un mayor grado de resistencia
(Rogers & Barker, 2012), y hace que sea mas complicado conocer el papel exacto

de cada uno de los mecanismos.

Recientemente se ha publicado la estructura cristalografica de la proteina Ergl1
completa de S. cerevisiae, 1o cual ha supuesto un gran avance en la comprension del
proceso de union entre la enzima y el azol (Monk et al., 2014). Los datos de esta
publicaciéon han permitido elucidar cémo distintas mutaciones localizadas en

distintas posiciones confieren distinto grado de resistencia.
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Tabla 1. Mutaciones en ERG11 identificadas en aislamientos clinicos de C. albicans e implicadas en la resistencia a
fluconazol.

Evidencia de la contribucion a la resistencia
MUTACION? A B C D Referencia

A114S + (M. Xiang et al., 2013)
F126L + (Perea etal., 2001)
G129A + + (Sanglard et al., 1998)
Y132F + (Perea etal., 2001; M.
Xiang et al., 2013)
Y132H + + + (Kakeya et al., 2000; S.
L. Kelly et al., 1999;
Sanglard et al., 1998)
K143R + (M. Xiang et al., 2013)
K143Q + (M. Xiang et al., 2013)
T229A + + (Perea et al.,, 2001)
Y257H + (M. Xiangetal.,, 2013)
}
G307S + + (Perea et al.,, 2001)
I1315A + (Lamb et al., 1997)
S405F + + (Sanglard et al.,, 1998)
G448S + (M. Xiang et al., 2013)
F449S + (Perea et al.,, 2001)
G464S + + + + (Franz et al.,, 1998; S.

L. Kelly et al., 1999;
Perea etal,, 2001;
Sanglard et al., 1998)

R467K + + + + (Lamb, Kelly, White, &
Kelly, 2000; Sanglard
etal.,, 1998; T. C.
White, 1997¢)

1471T + (Kakeya et al., 2000)

Inomenclatura: aminodacido original-posicién-aminodacido resultante de la mutacién. A: mutaciones detectadas en
una cepa resistente a fluconazol, pero no en otra cepa emparejada sensible y aislada del mismo paciente. B:
ensayos de actividad enzimatica realizados con extractos celulares, se necesitaba mayor concentracién de
fluconazol para inhibir el enzima portador de mutaciones que para inhibir el enzima sin mutaciones. C: la
expresion heterdloga en S. cerevisiae de los alelos portadores de mutaciones demostré aumento de la resistencia
comparandolo con los alelos sin mutaciones. D: andlisis bioquimicos mostraron una menor afinidad del enzima
mutado por el fluconazol que el enzima wild-type.

1.5.2.4.3. Sobreexpresién de ERG11

La sobreexpresiéon del gen ERG11 puede deberse a dos causas: a la amplificacion del
gen ERGI11, es decir, que haya mas de una copia del gen en el genoma del
microorganismo, o por una mayor expresion del gen. La primera puede ocurrir por
una duplicacién del cromosoma 5, o por la formacién de un isocromosoma del brazo

largo del mismo (Selmecki, Forche, & Berman, 2006). En el brazo largo del cromosoma
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5 se localiza el gen ERG11, asi como el gen TACI1, otro gen implicado en la resistencia
de Candida a azoles (A. T. Coste, Karababa, Ischer, Bille, & Sanglard, 2004), cuyo
mecanismo se detalla mas adelante. Se ha relacionado directamente la formacién del
isocromosoma del brazo largo del cromosoma 5 con la amplificacién de los genes
ERG11 y TAC1 y la consiguiente resistencia a los azoles (Selmecki, Gerami-Nejad,

Paulson, Forche, & Berman, 2008).

La expresion del gen ERG11 esta regulada por Upc2 (Uptake control 2) (Flowers et al.,
2012), un factor de transcripcidn que se une a elementos reguladores del promotor de
ERG11 llamados SRE (sterol regulatory element)(Sanglard, 2011b). En C. albicans este
factor de transcripcion esta codificado por el gen UPC2 que pertenece a la familia de
proteinas con motivos “grupos de zinc” (zinc cluster proteins) (Vik & Rine, 2001), una
familia de proteinas exclusiva del reino Fungi, predominantemente de ascomicetos, y
que posee el motivo altamente conservado Zn(Il)2-Ciss. Estos factores de
transcripciéon pertenecen a su vez a la gran familia de proteinas eucariotas con
capacidad de unién a zinc, denominadas proteinas con “dedos de zinc”, y que se
encargan en especial de funciones reguladoras (Figura 15) (MacPherson, Larochelle, &

Turcotte, 2006).
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Figura 15. Representacién esquemadtica del factor de transcripciéon Upc2 perteneciente a la familia de proteinas
con motivos de zinc Zn(II)2-Cise, y regulador de la expresion del gen ERG11, entre otros. Las lineas continuas
representan la localizacién de las mutaciones GOF-gain of function descritas en Upc2, los numeros hacen referencia
a la posicién de los aminoacidos alterados en la secuencia proteica (Modificado de (Yang et al., 2015)).

Upc2 estd implicado en la regulacién de los niveles de ergosterol, ya que controla la
expresion de genes de la ruta de biosintesis de ergosterol, como ERG11 y parece ser
que la de otros genes ERG (Vik & Rine, 2001), de genes implicados en la absorcién de
esteroles y, ademas, activa la transcripcion en condiciones de ausencia de ergosterol,

tal como ocurre en presencia de azoles (Silver, Oliver, & White, 2004).

Este factor de transcripcién confiere resistencia a azoles aumentando la expresiéon de
ERG11. En condiciones normales, cuando hay una cantidad suficiente de ergosterol,
éste se une a Upc2 (al extremo carboxilo terminal) y se reprime su transcripcion.
Cuando hay un agotamiento de ergosterol, Upc2 abandona su posicion en el citosol y

migra al nucleo, donde se une al promotor de ERG11, activando la transcripcion de la
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ruta de biosintesis del ergosterol y obteniendo asi la resistencia (Figura 16) (Yang et
al,, 2015).

Membrana plasmatica
Ergosterol

vy o0 ’

Lj ; = <— Activation loop

Upc2 inactivo Nivel de <« LBD

Localizacion en el ergosterol |||
citosol L’ é s

Upc2 activado

Co-activador gg : Activacién de la sintesis

(desconocido) de ergosterol

Figura 16. Esquema de la regulaciéon de la transcripcién mediante Upc2. En condiciones de abundancia de
ergosterol, Upc2 se une al ergosterol y mantiene su localizacion en el citosol, probablemente debido a que la sefial
NLS-Nuclear Localization Signal se encuentra escondida, o a la unién a otra proteina citosélica que mantiene la
posicidn del factor de transcripcién. Cuando hay un agotamiento de ergosterol, el dominio de unién al ligando
(LBD-Ligand Binding Domain), que esta vacio, cambia de conformacién y migra al nucleo, donde se activa la
transcripcion de genes involucrados en la ruta sintesis de ergosterol y de la absorcién de esteroles (Modificado de
(Yang et al,, 2015)).

Por otro lado, se han descrito mutaciones en UPCZ a partir de aislamientos clinicos de
C. albicans resistentes. Concretamente, las mutaciones presentes en el dominio del
extremo carboxilo, sitio de unién al ligando-LBD, resultan en una activacion
constitutiva del factor de transcripcidén, lo cual conlleva una sobrerregulacién de la
ruta de sintesis del ergosterol y de la absorcién de esteroles, lo que a su vez resulta en
una menor susceptibilidad a los azoles. Estas son mutaciones de un tinico nucleétido
que dan lugar a un cambio de aminoacido y que se definen como mutaciones con
efecto de ganancia de funcién, o por sus siglas en inglés GOF-gain of function. Los

alelos portadores de estas funciones se denominan alelos hiperactivos, y hasta la fecha
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se han descrito siete mutaciones GOF en Upc2: W478C (nomenclatura: aminoacido
original-posicién-aminoacido resultante de la mutacion), Y642F, A646V y G648S
(Flowers et al,, 2012); A643T (Heilmann, Schneider, Barker, Rogers, & Morschhauser,
2010); A643V (Hoot, Smith, Brown, & White, 2011) y G648D (Dunkel et al., 2008a).

Esta activacién constitutiva de alelos hiperactivos causada por las mutaciones GOF,
impone una carga metabdlica por lo que, en condiciones no selectivas, es decir, en
ausencia de antifingico representa una desventaja. Mas adelante se detallan los
mecanismos evolutivos de las células fungicas para hacer frente a la pérdida de

aptitud biolodgica o fitness.

1.5.2.4.4. Sobreexpresién de genes codificantes de bombas de eyeccién

El mecanismo mas habitual de resistencia a los azoles es la activacién de un sistema
de bombeo mediante el cual se expulsa el antifingico al exterior de la célula fingica.
Es el mecanismo de resistencia mas habitual en C. albicans, llegandose a detectar en
un 80% de las cepas resistentes a fluconazol, aunque la mayoria de aislamientos
clinicos resistentes presentan generalmente una combinacion de dos o mas
mecanismos (Vale-Silva, 2015). La sobreexpresion de bombas de eyeccion es uno de
los mecanismos mas preocupantes ya que dichas bombas pueden transportar
activamente al exterior de la célula diferentes tipos de farmacos no relacionados
estructuralmente y con distintos modos de accién, fendmeno conocido como

resistencia multiple (MDR, multidrug resistance)(Morschhauser, 2010).
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Figura 17. Disposicién de los dominios de las bombas de eyeccién, transportadores dependientes de ATP
(izquierda) y facilitadores principales (derecha) (modificado de (Cannon et al., 2009)).

En los hongos existen dos tipos de bombas de eyeccion que se encuentran localizadas

en la membrana plasmatica (Figura 17), los transportadores dependientes de ATP

(ABC-ATP Binding Cassette), que utilizan este compuesto como fuente de energia para

llevar a cabo el transporte, y los transportadores MF. Los primeros estan codificados
por los genes CDR1 (Candida Drug Resistance 1) (Prasad, De Wergifosse, Goffeau, &
Balzi, 1995; Yang et al,, 2015) y CDR2 (Sanglard, Ischer, Monod, & Bille, 1997). El
segundo tipo de bombas de expulsiéon, que corresponde a la superfamilia de
facilitadores principales (MF-Major Facilitators), utiliza como fuente energética el
gradiente de protones a través de la membrana plasmatica. Los facilitadores
principales estan codificados por el gen MDR1 (Multidrug Resistance 1, anteriormente
conocido como BEN-Benomyl Resistance) (Fling et al., 1991). Ambos tipos transportan
al exterior celular antifingicos y otras sustancias tdxicas (xenobidticos) asi como
metabolitos endégenos (Morschhauser, 2010). Los transportadores Cdrl y Cdr2
tienen como sustrato varios azoles, mientras que los transportadores Mdrl son

especificos de fluconazol (Vale-Silva, 2015).

La resistencia a azoles basada en las bombas de eyeccién es debida al aumento en la

expulsion de antifungicos (Figura 18), evitando asi la acumulaciéon de los mismos
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dentro de la célula fungica. Esto se debe a la sobreexpresion de los genes CDR1, CDR2
y MDR1, y varios son los trabajos en los cuales se han aislado cepas resistentes a
azoles que sobreexpresaban dichos genes (Karababa, Coste, Rognon, Bille, & Sanglard,
2004; Kusch et al,, 2004; Prasad & Kapoor, 2004; T. C. White, Holleman, Dy, Mirels, &
Stevens, 2002a).

SENSIBLE RESISTENTE

Azoles MF Azoles MF
| — L e
B3 MDR Rs ~ * o 4 MDR

e v I Y udk; & N

o ¢ A # = & ¢ P, # 9 N7
o °°ee°, ' e > o'a,,?o/ 3 .
Prrye’ FO0200 p
—_ —  — NP —p Ergosterol - - = — —p Ergosterol

Figura 18. Esquema del mecanismo de resistencia basado en la sobreexpresiéon de bombas de expulsidn. Las
bombas de expulsion del tipo ABC aparecen en verde y los facilitadores principales MF en morado. En la célula
sensible el azol penetra en la célula e inhibe la sintesis del ergosterol. En la célula resistente, aumenta el nimero de
bombas de expulsion debido a la sobreexpresion de los genes CDR1, CDR2 y MDR1, de este modo se consigue
aumentar la expulsidn del antifiingico, evitando que se una a su diana y obteniendo asi la resistencia a distintos
azoles (modificado de (T. C. White et al.,, 1998)).

La sobreexpresion de las bombas de expulsién puede ser transitoria, es decir, en
presencia de azoles la expresion aumenta y cuando desaparece la presién del azol,
vuelve a niveles normales. Sin embargo, en ciertas ocasiones esta sobreexpresion
ocurre de manera constitutiva y se mantiene en ausencia de antifingico. Esto es
debido, al igual que en el caso de Upc2, a las mutaciones GOF en los factores de
transcripcion con motivos Zn(Il)z2-Cise, Tacl (Transcriptional Activator of CDR 1) y
Mrrl (Multidrug Resistance Regulator 1), los cuales regulan la expresion de
CDR1/CDR2 y MDRI, respectivamente (A. Coste et al., 2006; A. Coste et al., 2007; A. T.
Coste et al., 2004; A. T. Coste, Crittin, Bauser, Rohde, & Sanglard, 2009; Dunkel, Blaf3,
Rogers, & Morschhduser, 2008b; Morschhauser et al., 2007; Schubert, Rogers, &
Morschhauser, 2008; Znaidi et al., 2007).
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Figura 19. Esquema de los factores de transcripcion con motivos Zn(II)2-Cise, Tacl y Mrr1 en C. albicans, donde se
sefialan las posiciones de aminoacidos donde se han registrado mutaciones GOF. Las lineas continuas representan
mutaciones detectadas en aislamientos clinicos resistentes, en rojo aparecen las deleciones, las lineas discontinuas
representan mutaciones que se obtuvieron en el laboratorio mediante mutagénesis dirigida. DBD: DNA Binding
Domain; MHR: Middle Homology Region; AD: Activation Domain; A: delecién (Sanglard, 2011b).

Los alelos portadores de estas mutaciones GOF se denominan alelos hiperactivos. En
el caso del gen TACI de C. albicans, localizado en el cromosoma 5 a 14 kb del locus de
apareamiento (MTL) (A. T. Coste et al, 2004), se han identificado 39 alelos
hiperactivos (Sanglard, 2011b), que poseen 16 mutaciones GOF en 12 posiciones
distintas dentro del gen, incluyendo dos deleciones en las posiciones 677 y de la 962 a
la 969 (Figura 19). La mayoria de ellas se localizan en el extremo carboxilo terminal, el
probable dominio de activacion de Tacl, pero aun se desconoce como afectan a la
actividad transcripcional de Tacl. En cuanto a Mrrl, se han identificado 14
mutaciones GOF en 13 posiciones del gen MRR1 de C. albicans, que abarcan toda la

region codificante (Figura 19).

Por otra parte, hay descritos otros factores de transcripcidon reguladores de los genes
implicados en la resistencia a azoles; NDT80 (C. G. Chen, Yang, Shih, Su, & Lo, 2004),
REP1 (C. Chen et al., 2009) o MCM1 (Riggle & Kumamoto, 2006), los cuales regulan
CDR1, y CAP1 (Znaidi et al., 2009), o FCR1 (Shen et al., 2007) que regula MDR1. Cabria
pensar que si todos ellos fueran portadores de mutaciones GOF se lograria un mayor

grado de resistencia frente a azoles. Sin embargo, en aislamientos clinicos de
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C. albicans Unicamente se han observado los siguientes factores de transcripcion

hiperactivos: Upc2, Tacl y Mrr1 (Sanglard, 2011b) (Tabla 2).

Tabla 2. Factores de transcripcion de C. albicans portadores de mutaciones GOF implicadas en resistencia a azoles

y genes que regulan.

Factor de

transcripcion Gen Funcion del gen Referencia

Upc2 ERG11 14-a-desmetilasa del lanosterol (biosintesis del (Flowers et al,

ergosterol) 2012)

Tacl CDR1 Bomba de eyeccion ABC (A. Coste et al,

Tacl CDR2 Bomba de eyeccién ABC 2006; A. Coste et al,,
2007; A. T. Coste et
al,, 2004; A. T. Coste
et al, 2009; Znaidi
etal, 2007)

Mrr1l MDR1I  Bomba de eyecciéon MF (Dunkel et al,

2008b;
Morschhiuser et al.,
2007; Schubert et

al.,, 2008)

ABC: ATP Binding Cassette-casete de unién a ATP; MF: Major Facilitator-facilitadores principales

1.5.2.5. Alteraciones genémicas asociadas al desarrollo de la resistencia

Dado que C. albicans es un organismo diploide, se ha especulado con la presencia de
estas mutaciones en homozigosis o heterozigosis, varios autores defienden la
hipétesis de que las mutaciones GOF han de estar en ambos alelos para obtener un
fenotipo resistente (A. Coste et al., 2007; A. T. Coste et al., 2004; Dunkel et al., 2008b).
Esto se debe a que se ha observado en aislamientos clinicos resistentes una elevada
tasa de homozigosidad para estos loci, como resultado de acontecimientos de pérdida
de heterozigosidad (LOH, en inglés Loss of Heterozygosity). No obstante, estos alelos
hiperactivos parecen poseer un efecto acumulativo, ya que se ha observado que cepas
portadoras de mutaciones en homozigosis muestran mayor resistencia que las

mismas cepas, pero con mutaciones en heterozigosis (Sasse et al.,, 2012).

Los analisis gendmicos realizados con aislamientos clinicos resistentes han revelado
que esta pérdida de heterozigosidad puede ocurrir a pequefia escala o bien implicar a
todo el cromosoma (A. Coste et al., 2006; A. Coste et al.,, 2007; Dunkel et al., 2008b)

(Figura 20). Puede suceder a nivel local, implicando inicamente al gen que confiere
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resistencia (Fig. 20A), por recombinacion mitotica (Fig. 20B) o bien puede haber una
pérdida y posterior duplicacion del cromosoma (Fig. 20C) (Morschhéuser, 2016).
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Figura 20. Alteraciones genémicas en el cromosoma 5 de C. albicans que dan lugar a una pérdida de
heterozigosidad (LOH). En este ejemplo la cepa parental (arriba, organismo heterozigoto) ha adquirido una
mutacioén en TACI (TAC1* en amarillo) en uno de los cromosomas (diferenciados por los colores rojo y azul). La
pérdida de heterozigosidad puede ocurrir (A)por una conversion genética, que implica sé6lo al gen TAC1, (B) por
recombinaciéon mitética, en este caso entre el gen TACI y el centrémero (6valo) o (C) por una duplicacién del
cromosoma 5 completo. En los dos ultimos casos la cepa se vuelve homozigota para el brazo izquierdo del
cromosoma 5 (B), que incluye ademés de TACI los genes ERG11 y MTL o para el cromosoma completo (C)
(Modificado de (Morschhauser, 2016)).

Asimismo, la pérdida de heterozigosidad para los genes implicados en la resistencia
afecta en muchas ocasiones a genes que se localizan cerca de éstos, de este modo
cepas que se han convertido en homozigotas para alelos hiperactivos de TAC1 suelen
ser homozigotas para el gen ERG11, localizado en el mismo brazo del cromosoma, o

para el locus de apareamiento (MTL), el cual se localiza a 14 Kb (A. Coste et al., 2006;
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A. Coste et al,, 2007). Esta es la razon por la que habitualmente la homozigosidad en
MTL ha aparecido ligada a eventos de resistencia a azoles (Rustad, Stevens, Pfaller, &

White, 2002).

Otro mecanismo de resistencia a azoles implica la amplificacion de la region
cromosomica donde se localiza el alelo hiperactivo, o bien del cromosoma completo,
dando lugar a aneuploidias parciales (isocromosomas) o totales (trisomias),
respectivamente (Selmecki et al, 2006) (Figura 21). De hecho, el fluconazol puede
causar por si mismo defectos en la segregacion de cromosomas, favoreciendo de este

modo la posibilidad de desarrollar resistencia (Harrison et al., 2014).
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Figura 21. Duplicacion total y parcial del cromosoma 5 de C. albicans. En este caso la cepa parental (arriba) tras
adquirir el alelo hiperactivo de TACI* (en amarillo), aumenta su niumero de copias, junto con las del gen ERG11
mediante A) la duplicacién del cromosoma portador del alelo hiperactivo, lo que da lugar a una trisomia del
cromosoma 5, o bien mediante (B) la formacién de un isocromosoma del brazo izquierdo del cromosoma 5
(Modificado de (Morschhduser, 2016)).
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Al igual que ocurre con la pérdida de heterozigosidad, estas duplicaciones
cromosomicas aumentan no sélo el numero de copias del alelo hiperactivo, si no de
genes que se localizan cércanos a éste. Tal es el caso del brazo izquierdo del
cromosoma 5, al duplicarse el alelo hiperactivo de TAC1, también aumenta el nimero
de copias del gen ERG11. El aumento de copias de ambos genes, ERGI11 y TACI,
conlleva un aumento de la expresién de ambos y por lo tanto un incremento de la

resistencia (A. Coste etal., 2007; Selmecki et al., 2008).

Finalmente, tal y como se detalla en este capitulo observamos como bajo la presion
selectiva que ejerce el farmaco las células fungicas son capaces de salir hacia delante y
superar la presencia de un agente que inhibe su crecimiento de distintas maneras. De
hecho, se han observado subpoblaciones portadoras de distintos mecanismos de
resistencia en episodios de candidiasis orofaringea en enfermos de SIDA (Martinez et
al, 2002). Estos mecanismos se obtienen de manera gradual, y cada uno de los
individuos o células que conforman la poblacién, puede desarrollar uno u otro, o
varios en el caso de cepas altamente resistentes. Sin embargo, la pérdida de
heterozigosidad en el cromosoma 5 podria implicar un escenario alternativo. Esta
pérdida de heterozigosidad conlleva importantes consecuencias fenotipicas, ya que,
junto con los genes implicados en la resistencia, ERG11 y el alelo hiperactivo de TACI,
se consigue la homozigosidad del locus de apareamiento MTL. Esto implica que la
célula fungica pasa del fenotipo blanco (heterozigoto MTLa/MTLa) al opaco
(homozigoto MTLa/MTLa o MTLa/MTLa), es decir se convierte en competente para el
apareamiento (Ramirez-Zavala, Reufi, Park, Ohlsen, & Morschhduser, 2008){{540
Ramirez-Zavala, Bernardo 2008}}. Por tanto, las células que han adquirido
mecanismos genéticos de resistencia han obtenido a su vez la capacidad para
aparearse, e intercambiar asi sus mecanismos de resistencia a través de la
recombinacion sexual, lo que podria explicar la aparicion de cepas altamente

resistentes portadoras de multiples mecanismos de resistencia (Morschhauser, 2016).

1.6. Diagnostico molecular
El diagnéstico rapido y certero de las infecciones fungicas oportunistas, sobre todo en

las sistémicas, es vital en el campo de la micologia médica, ya que los sintomas suelen
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ser inespecificos, las técnicas basadas en el cultivo no poseen valores altos de
sensibilidad (de hecho, la técnica gold standard para las infecciones fungicas invasora
es el hemocultivo, cuya sensibilidad ronda el 50%) y los pacientes suelen presentar un

mal estado general causado por su enfermedad de base.

La deteccién de acidos nucleicos de los hongos se presenta como una técnica con gran
potencial, sobre todo las técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que permite la amplificacion de cantidades muy pequefias de ADN. La
deteccién por ejemplo de los genes ribosomales, 18S o 28S, o de las regiones no
codificantes, ITS1 e ITS2 facilitan la identificacion precisa de distintas especies
fangicas, incluyendo especies de Candida (Perlin, 2009). Estas dianas de amplificacion
estan presentes en el genoma de Candida en cientos o miles de copias, lo cual permite
la deteccion de esta especie incluso en muestras clinicas con baja carga microbiana
(<10 unidades formadoras de colonia). Por otro lado, la técnica de PCR a tiempo real
junto con las sondas marcadas con fluoréforos permiten registrar la cinética de la

reaccion en tiempo real y obtener un resultado rapido y certero.

Del mismo modo, esta tecnologia basada en sondas marcadas con fluoréforos resulta
ideal para el diagnostico de los mecanismos de resistencia a farmacos antifingicos. La
base genética que subyace tras estos mecanismos, entre otros, las mutaciones
genéticas en los genes ERG11, UPC2, TAC1 y MRR1 para el caso de resistencia a azoles,
o en los genes FKS en el caso de resistencia a equinocandinas (detalladas en capitulos
anteriores), o la sobreexpresion de algunos de ellos puede ser facilmente detectable
con esta tecnologia o con otras tecnologias de biologia molecular basadas en la PCR,
como puede ser la secuenciacién (Wiederhold, Grabinski, Garcia-Effron, Perlin, & Lee,
2008), el andlisis de curvas de melting (Loeffler et al., 2000) o la tecnologia de
microarrays de ADN (Yan et al,, 2008).

Por lo tanto, el diagndstico molecular permite detectar las resistencias primarias, es
decir permite la rapida deteccién de especies intrinsecamente resistentes a los
antifungicos (como pueden ser C. glabrata y C. krusei frente a fluconazol, S. capitata

frente a equinocandinas o L. prolificans frente a la mayoria de farmacos antifingicos
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(Garcia-Ruiz et al., 2013; Pellon et al, 2016; M. A. Pfaller & Diekema, 2004;
Samaranayake, 1997)), que estan apareciendo en los ultimos afios, debido sobre todo
al uso generalizado de estos antifungicos que ha forzado este cambio epidemiolégico.
Y por otro lado, también es una herramienta adecuada para el diagnoéstico de las
resistencias secundarias, ya que las alteraciones genémicas o cromos6micas asociadas
a fenotipos resistentes estan bien caracterizadas (A. Coste et al., 2006; A. T. Coste et

al,, 2004) y son varias las técnicas que permiten su identificaciéon (Perlin, 2009).
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Objetivos

2. Objetivos

En las ultimas décadas ha habido un incremento de las infecciones fliingicas en
humanos debido a los avances médico quirturgicos que han permitido la supervivencia
de pacientes vulnerables. Los géneros Candida y Aspergillus ocupan el primer y
segundo lugar, respectivamente, como causa de fungemia nosocomial. Candida
albicans es la especie prevalente y, en combinacién con Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis y Candida krusei representa el 90% de las micosis
invasoras. Ademas, hay un ndmero creciente de especies fungicas que, aprovechando
las condiciones de inmunosupresion de los pacientes, causan infecciones menos
comunes, pero con una alta tasa de mortalidad, destacando los géneros Cryptococcus,
Pneumocystis, Fusarium, Scedosporium, Rhizopus, Mucor o Saprochaete entre otros. El
aumento de estas especies menos comunes ha ido acompafiado de un aumento de
aislamientos con sensibilidad reducida a los farmacos antifingicos, capaces de
producir infecciones de brecha. El inicio temprano del tratamiento adecuado es
fundamental para la supervivencia de estos pacientes, sin embargo, las técnicas de
diagnostico empleadas suelen ser laboriosas y lentas en proporcionar resultados. La
biologia molecular ofrece herramientas sencillas y rapidas para la identificacion del
patégeno fungico y para la evaluacién de la sensibilidad del microorganismo a los

compuestos antifungicos.
Por todo ello, en este trabajo de tesis se plantearon los siguientes objetivos:

1. El desarrollo de un ensayo de PCR a tiempo real multiplex (qPCR) que
permitiera la identificacion simultanea de las principales especies de Candida.

2. La validacién del ensayo de qPCR multiplex mediante el empleo de muestras
orales y vulvovaginales.

3. La identificacion de las mutaciones en los genes ERG11, TAC1 y UPC2
relacionadas con la resistencia a azoles en los aislamientos con sensibilidad
reducida a azoles.

4. El desarrollo de un ensayo de PCR que permitiera la identificacién especifica de

Saprochaete capitata en muestras clinicas.
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5. La caracterizacion del gen FKS de Saprochaete capitata con el fin de establecer

su implicacion en la sensibilidad reducida a equinocandinas de esta especie.
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3. Materiales y métodos

3.1. Microorganismos y condiciones de cultivo

3.1.1. Cepas utilizadas

Materiales y métodos

Para realizar este trabajo se utilizaron 26 cepas del género Candida (Tabla 1), 7

especies de levaduras de otros géneros, 3 especies de hongos filamentosos y 8

especies bacterianas (Tabla 2)

Tabla 1. Cepas del género Candida utilizadas en este trabajo

ESPECIE CEPA ESPECIE CEPA
Candida albicans NCPF 3153 Candida parapsilosis NCPF 3104
Candida albicans NCPF 3156 Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida albicans ATCC 64124 Candida orthopsilosis ~ ATCC 96136
Candida albicans ATCC 64550 Candida orthopsilosis ~ ATCC 96141
Candida albicans ATCC MYA 2876* Candida metapsilosis ATCC 96143
Candida dubliniensis NCPF 3949 Candida metapsilosis ATCC 96144
Candida dubliniensis NCPF 3108 Candida metapsilosis UPV 13-078
Candida dubliniensis CECT 11473 Candida glabrata NCPF 3203
Candida dubliniensis UPV 00-130 Candida nivariensis CBS 9989
Candida dubliniensis UPV 05-198 Candida bracarensis NCYC 3133
Candida dubliniensis UPV 05-199 Candida guilliermondii NCPF 3099
Candida dubliniensis UPV 05-200 Candida tropicalis NCPF 3111
Candida africana ATCC MYA 2669  Candida krusei ATCC 6258

*Cepa de C albicans SC5314. ATCC: American Type Culture Collection; CBS: Centraalbureau voor
Schimmelcultures; CECT: Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo; NCPF: National Collection of Pathogenic Fungi;
NCYC: National Collection of Yeast Cultures; UPV: Coleccién de la UPV/EHU.

Tabla 2. Otras cepas de levaduras, hongos y bacterias utilizadas en este trabajo

ESPECIE CEPA ESPECIE CEPA
Saccharomyces cerevisiae  ATCC 1678  Streptococcus viridans CECT 804
Candida lipolytica UPV 12-097  Streptococcus pyogenes CECT 985
Saprochaete capitata IHEM 5665  Streptococcus pneumoniae CECT 993
Saprochaete capitata IHEM 5666  Escherichia coli CECT 434
Saprochaete capitata IHEM 6803  Escherichia coli INVaF*
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Rhodotorula mucilaginosa UPV 03-307  Klebsiella pneumoniae CECT 144
Cryptococcus neoformans  ATCC90113 Pseudomonas aeruginosa  CECT 108
Aspergillus fumigatus Af-293 Proteus mirabilis CECT 4168
Lomentospora prolificans  ATCC 64913 Gardnerella vaginalis ATCC 14018
Staphylococcus aureus CECT 435

ATCC: American Type Culture Collection; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures; CECT: Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo; IHEM: Belgian Co-ordinated Collections of Micro-Organisms; UPV: Colecciéon de la UPV/EHU.

*Invitrogen™.

3.1.2. Medios de cultivo

AGAR CROMOGENICO PARA CANDIDA (Conda)

Glucosa

Peptona
Cloranfenicol
Mezcla cromégena
Agar

Agua destilada hasta

20g
10g
05g
04g
15¢g
11

Disolver completamente y llevar a ebullicién durante 1 minuto.

AGAR CROMOGENICO PARA CANDIDA CON FLUCONAZOL

Glucosa

Peptona
Cloranfenicol
Mezcla cromégena
Agar

Agua destilada hasta

20g
10g
05g
04g
15¢g
11

Disolver completamente y llevar a ebullicién durante 1 minuto. Enfriar hasta 45 °C

para después afadir el fluconazol.

AGAR GLUCOSADO DE SABOURAUD (Becton Dickinson)

D(+)-glucosa
Peptona

Agar

Agua destilada hasta

40g
10g
15¢g
11

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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AGAR MUELLER-HINTON (Oxoid)

Caseina hidrolizada 175¢g
Infusion de carne 300g
Almidon 15¢g
Agar 15¢g
Agua destilada hasta 11

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

CALDO DE SABOURAUD (Becton Dickinson)

D(+)-glucosa 40¢g
Peptona 10g
Agua destilada hasta 11

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

RPMI 1640 (Sigma)

Es un medio sintético con glucosa al 2% y sin bicarbonato sddico. Para su uso, disolver
25 g de RPMI en 900 ml de agua destilada, tamponar con acido morfolino propano
sulféonico (MOPS) 0,164 M (Sigma), ajustar a pH 7 + 0,1, completar hasta 1 1y

esterilizar por filtracion.
RPMI AGAR

Se prepara RPMI 2X disolviendo 25 g de RPMI en 500 ml de agua destilada, tamponar
con MOPS 0.164 M, ajustar a pH 7 + 0,1, se esteriliza por filtracién y se introduce en un
bafio a 45°C. Por otro lado, se disuelven 15 g de agar en 500 ml de agua destilada, se
esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos y se enfria hasta 45°C para

después mezclarlo con el RPMI 2X.

3.1.3. Condiciones de cultivo

Las levaduras se incubaron a 35 # 1°C durante 18 horas en agar glucosado de
Sabouraud, o bien en caldo glucosado de Sabouraud a 140 rpm durante 18 horas. Para
la conservacion de las cepas tras ese periodo de crecimiento las placas se sellaron con

Parafilm®, se mantuvieron a 4°C, y se realizaron resiembras mensuales en las mismas
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condiciones. Para la conservacion a largo plazo de nuestra coleccién de levaduras, se

utilizaron crioviales (Microbank™) que se preservaron a -80°C.

Las especies bacterianas que utilizamos para este trabajo se crecieron en agar
Mueller-Hinton a 37°C durante 18 horas para la obtencién de células y su posterior

extraccion de ADN.
3.2. Pacientes y muestras clinicas

3.2.1. Muestras orales

Se estudiaron 291 muestras orales procedentes de la Clinica del Dr. J. L. Maza entre
abril de 2010 y mayo de 2012. Todos los participantes del estudio fueron informados
por su odontélogo de la finalidad del trabajo y firmaron el correspondiente
consentimiento informado. La mucosa oral se muestre6 con torunda estéril (con
medio de transporte Stuart; Deltalab, Espafia) y se envi6 al laboratorio para su estudio

microbiolégico.

3.2.2. Muestras vulvovaginales

Asimismo, se estudiaron 128 muestras de exudado vaginal de pacientes con sospecha
de vulvovaginitis candidiasica (VVC) atendidas en la consulta de matronas del Centro
de Salud de Bombero-Etxaniz de Bilbao entre febrero de 2013 y julio de 2015. Las
muestras se tomaron por raspado de la mucosa vaginal con torunda estéril. A todas las
participantes se les tomaron dos muestras vulvovaginales para su estudio
microbiolégico: una de las muestras se proces6 con fines diagndsticos en el
laboratorio de referencia del Centro de Salud y la otra muestra se procesé en el
laboratorio de Micologia Médica del Departamento de Inmunologia, Microbiologia y

Parasitologia de la Facultad de Medicina y Enfermeria de la UPV/EHU.

Todas las participantes en el estudio fueron informadas de la finalidad de este trabajo
de investigacion, y firmaron la correspondiente hoja de consentimiento informado
previo a la obtencion de la muestra microbiologica para participar en este estudio
(Figura 1). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién Clinica

(CEIC) de Basurto, por el Comité de Etica para las Investigaciones relacionadas con
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Seres Humanos (CEISH) de la Universidad del Pais Vasco UPV/EHU y por el Comité de
Etica para la Investigacién con Agentes Biolégicos y Organismos modificados

genéticamente (CEIAB) de la UPV/EHU.

ullf
. reri—
sakidetza h
Servico vasoo de salkud i L e

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULD DEL ESTUDID: Aislamiento y caracterizacidn de especies fingicas implicadas en patologia
hurnana [englobado en el Grupo de Estudio de la Infeccidn Fongica Invasoral

Yo .

mayor deedad, con DN

Declaro qus:

* He leido la hoja de informadcion gue se me ha entregado.
* He podido hacer preguntas sobre el estudio.

* He recibido suficiente informacion sobre al ectudio.

* He hablado con la matrona:

& Cormprenda que mi participacion e valuntaria.
* Cormprendo que puedo rétirarmme del astudio:
1. Cuando quiera
2. Sin tener qué dar explicacionss.
3. Sin gue asto suponga repredalias de ningan tipa.
= Participo librermente en el estudio y doy mi consentimiento para el acceso y wtilizacidn de mis datos

en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

EnBibaos ..de . —. ... —de201..

|
GRUPO DE INVESTIGACION: Grupa de Estudio de b Infecodn Fungica [nvasom (GEIFI).
Linea de Investigacidn: Aslamiento vy caracherzacdn de especies fingicas implicadas en patologia herana.
Finandiackdn: Grupos de ivestigacdn del Sktema Universitanio Vasco (Ref. IT?E8-13). Goblerno Vasoo.
Inwvestigadora Principal: Dra. M® Dolores Moragues Tosantos |
Investigadora: Inés Ammeta Aguirre (T 94 S0156585 E-mail: ines.ametaifehwes )

Duraciin del estudior octubne 2014 - didemore 3015,
Aprobado por el Comié Eeico de Investigacide Clinica de Basurio [CEIC-Basurbo).

Wersion 4 del 28 de octubre de 014,

Figura 1. Hoja de consentimiento informado de las participantes en este estudio.
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3.3. Obtencion e identificacion de aislamientos de muestras clinicas

3.3.1. Muestras orales

Para la obtencién de los aislamientos orales se inocularon placas de agar cromogénico
para Candida pasando el hisopo uniformemente por toda la superficie en tres
direcciones. Este medio cromégeno esta disefiado para el aislamiento e identificacion
de algunas de las especies del género Candida. Las placas se incubaron a 35 + 1°C
durante 48 horas y se procedi6 al recuento de unidades formadoras de colonia (UFC)
por placa. Por medio del color que presentaron las colonias desarrolladas al
reaccionar los sustratos cromoégenos con enzimas secretadas por las distintas especies

se puede determinar si se trata de un cultivo puro o mixto (Figura 2).

Se transfirié una colonia de cada color por placa a agar de Sabouraud para su
posterior identificacion y caracterizaciéon. Paralelamente, una colonia de cada
aislamiento y color fue transferida a un tubo con agua destilada estéril para su

conservacion a temperatura ambiente.

Las torundas se guardaron a 4°C para su posterior extraccion de ADN, que se detalla

en los apartados 3.3.4.1y 3.3.4.2.

3.3.2. Muestras vulvovaginales

PBS (PHOSPHATE BUFFERED SALINE)

NaH2PO4 (Panreac, Espaiia) 0,386 g
Na2HPO4 (Panreac, Espaiia) 1,02¢g
NaCl (Panreac, Espafia) 85¢g
Agua destilada hasta 11

Ajustar el pH a 7,2 y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

En el caso de las muestras vulvovaginales las muestras fueron recogidas del Centro de
Salud de Bombero-Etxaniz, almacenadas a 4°C y procesadas en nuestro laboratorio en
un plazo inferior a 48h. En este caso, el contenido microbiologico del hisopo se

resuspendio en 400 pl de PBS estéril; para ello se cort6 la punta del hisopo, se
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introdujo en el PBS y se vortexe6 con el fin de recuperar todas las células. El volumen
se dividi6 en dos alicuotas, una de las cuales se guardé a -20°C para su posterior
extraccion de ADN, y la otra parte se sembro en agar cromogénico para Candida para
la obtencién de aislamientos de Candida del mismo modo que se realizé para las

muestras orales.

C. guilliermondii

C. parapsilosis

Figura 2. Aspecto de un cultivo mixto de una muestra en agar cromogénico para Candida (Conda). Las diferentes
colonias fueron identificadas posteriormente como C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis y C. guilliermondii.

3.3.3. Identificacion de los aislamientos obtenidos de las muestras clinicas

3.3.3.1. Identificacion mediante PCR convencional

La identificacién de los aislamientos con colonias de color verde en agar cromogénico
para Candida se realiz6 mediante PCR siguiendo el protocolo descrito por Romeo y
Criseo (Romeo & Criseo, 2008), el cual permite identificar 3 especies de Candida
segun el tamafo de los amplicones del gen HWP1 obtenidos con los cebadores Cr-f y
Cr-r (Tabla 3): 941 pb para Candida albicans, 569 pb para Candida dubliniensis 'y 700

pb para Candida africana.

Tabla 3. Cebadores empleados para la amplificacion del gen HWP1.
CEBADORES GEN SECUENCIA 5’23’

CR-f HWP1  GCT ACC ACT TCA GAATCATCATC
CR-r HWP1  GCA CCT TCA GTC GTA GAG ACG

La reaccion de PCR se llevo a cabo en el termociclador GeneAmp® PCR System 9700

(Applied Biosystems, Reino Unido) en un volumen final de 20 pl conteniendo 10 pl de
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una mezcla master de Biomix DNA Polymerase (Bioline, Londres, Reino Unido) que
incluye el tampon de reaccion, dNTPs, cloruro de magnesio y la Taq ADN polimerasa,
0,8 pl de los cebadores Cr-f y Cr-r (25 pM), 2 pl de muestra (una colonia resuspendida
en 200 pl de PBS con perlitas de vidrio estériles (Sigma, EEUU) y vortexeada) y agua

destilada estéril hasta completar 20 pl de mezcla de reaccién.

Las condiciones de la PCR consistieron en: fase de desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 45 s,
anillamiento a 58°C durante 40 s y extensiéon a 72°C durante 55 s, finalizando tras los

ciclos con una fase terminal de extension a 72°C durante 10 min.

3.3.3.1.1. Separaciéon y visualizacion de los fragmentos amplificados mediante
electroforesis en geles de agarosa
Tampdn de electrodos TAE (50X):

Trizma base (Sigma, EEUU) 242 g
Acido acético glacial (Sigma, EEUU) 57,1 ml
EDTA (Sigma, EEUU) 0.5 M (pH 8.0) 100 ml
Agua destilada hasta 11

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos y diluir a la concentraciéon de

trabajo (1X) con agua destilada.

Tampdn de carga (5X)

Tris-HCIl pH 7.4 10 mM
Glicerol (Panreac, Espafa) 50% (v/v)
Azul de bromofenol (BDH Chemicals, Reino Unido) 0.3% (p/v)

Diluir el tampdn con la muestra amplificada por PCR hasta la concentracion de trabajo

(1X).

Los fragmentos amplificados por PCR se separaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1%-2% (peso/volumen), dependiendo del tamafio esperado del
amplificado, suplementados con GelRed™ (Biotium, EEUU) en una camara de

electroforesis horizontal Sub-cell GT (Bio-Rad Laboratories, Californial EEUU). En
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cada calle se afiadieron 5 pl de muestra mezclada con tampdén de carga. La
electroforesis se realizé a 70V durante 50 minutos y las bandas se visualizaron con el

transiluminador ChemiDoc (Bio-rad).

3.3.3.2. Identificacion mediante test de asimilacion de carbohidratos

La identificaciéon de los aislamientos con colonias de colores distintos al verde se
realiz6 mediante el test comercializado API ID 32C® (bioMérieux, Francia) de
asimilacion de fuentes de carbono que contiene los siguientes sustratos
deshidratados: sorbitol, D-xilosa, ribosa, glicerol, ramnosa, palatinosa, eritritol,
melibiosa, glucuronato, melezitosa, gluconato, levulinato, glucosa, sorbosa,
glucosamina, esculina, galactosa, actidiona, sacarosa, N-acetil-glucosamina, DL-lactato,
L-arabinosa, celobiosa, rafinosa, maltosa, trehalosa, 2-ceto-gluconato, a-metil-D-

glucésido, manitol, lactosa e inositol.

La preparacion del inéculo y la lectura de las galerias con el lector ATB 1550

(bioMérieux, Francia) se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.

Figura 3. Galeria API ID32C para la identificaciéon de especies de levaduras (Candida spp., Rhodotorula spp.,
Saccharomyces spp., Trichosporon spp.).

3.3.3.3. Identificacion mediante secuenciacion de la region ribosomica

La identificacion final de las especies de Candida cuyas pruebas no eran concluyentes
se llevé a cabo mediante secuenciacion de la region de ADN ribosémica (ADNr)
utilizando los cebadores ITS1 e ITS4 (Tabla 4) segun el protocolo descrito por White y
colaboradores (T.]. White, Bruns, Lee, & Taylor, 1990).

Tabla 4. Cebadores empleados para la secuenciacion de la region del ADN ribosémico fungico.
CEBADORES GEN SECUENCIA 5’23’

ITS-1 ADNr TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
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ITS-4 ADNr TCCTCC GCT TAT TGA TAT GC

Se preparo la mezcla de PCR de la misma forma que la descrita en el apartado 3.3.3.1,
sustituyendo los cebadores por la pareja ITS1-ITS4 aqui indicada y se amplificé el
ADN en las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 s, anillamiento de los cebadores a 56°C
durante 30 s y extensién a 72°C durante 1 minuto, seguidos por una extension final a

72°C durante 7 min.

3.3.3.3.1. Purificacién de los productos de PCR

Para la purificacion de productos de PCR se utilizo el kit comercial QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Alemania), siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Este kit permite purificar moléculas de ADN de 0,1 kb a 10 kb, eliminando

cebadores, nucleotidos, ADN polimerasa y sales procedentes de la PCR.

3.3.3.3.2. Secuenciacién de los productos de PCR

La secuenciacion del ADN amplificado se llevd a cabo en el Servicio de Secuenciacion y
Genotipado de SGiker de la Universidad del Pais Vasco UPV/EHU. El anadlisis de las
secuencias obtenidas se llevé a cabo con los programas Chromas 2.5.1 (Technelysium)
y BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.1 (Hall, 1999). Posteriormente, fueron
chequeadas mediante el algoritmo bioinformatico BLAST-Basic Local Alignment
Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) perteneciente al Centro Nacional
de Informaciéon Biotecnoldgica (NCBI de sus siglas en inglés National Center for
Biotechnology Information). Esta herramienta esta disefiada para buscar homologias

entre secuencias de nucleétidos o proteinas.

3.3.3.3.3. Clonacién de los productos de PCR en el vector pCR™ (Kit TA
CLONING™)

Los productos de PCR se clonaron en el vector pCR™ 2.1 del kit TA Cloning

(Invitrogen, EEUU), y se introdujeron en células competentes de Escherichia coli
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Invitrogen™ One Shot™ INVaF’ (Invitrogen, EEUU), siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

3.3.4. Extraccion de ADN a partir de hisopos
Se siguieron distintos protocolos: uno manual y otro automatizado, este ultimo

implicaba el uso del equipo MagNA Pure Compact System (Roche, Alemania).

3.3.4.1. Extraccion manual de ADN

Tampédn de sorbitol

Sorbitol (Calbiochem, Alemania) 1,2M
CaCl (Panreac, Espafia) 10 Mm
Tris pH 7 0,1M

Tampén TRIS/EDTA (T/E)

Tris pH 7 10 mM

EDTA 1 mM
Este protocolo se siguié para los hisopos procedentes de muestras orales. Las puntas
de los hisopos se introdujeron en 400 pl de tampoén de sorbitol y se agitaron para
soltar las células fungicas. Para romper la pared celular se anadieron 50U de Liticasa
(Sigma, EEUU) y se incub6 30 minutos a 30°C. Tras este paso se anadieron 40 pl de
Proteinasa K (20 mg/ml) (Roche, Alemania) y se incub6 10 min a 65°C. Para eliminar
las proteinas y recuperar los 4&cidos nucleicos se afiadieron 750 pl de
Cloroformo:Isoamilalcohol (24:1) (Sigma, EEUU). Se recuperd la fase acuosa, donde se
encuentra el ADN, el cual se precipitd con etanol (Panreac, Alemania) al 70% y acetato

sddico (Sigma, EEUU) 0,3 M para después resuspenderlo en 50 pl de tampén T/E.

3.3.4.2. Extraccion automatizada de ADN

La extraccion automatica de ADN se realizé partiendo de dos tipos de muestra: a)
hisopos procedentes de muestras tanto orales como vulvovaginales y b) cultivos
puros de levaduras. En ambos casos la extracciéon se realiz6 usando el sistema de
extraccidon automatica de acidos nucleicos MagNA Pure Compact System, basado en la

tecnologia MGP- Magnetic Glass Particle (Particulas Magnéticas de Cristal) (Fig.4), y el
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kit MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche, Alemania). La tecnologia
MGP se basa en la union de las particulas MGPs y los acidos nucleicos, los cuales son
inmovilizados en la superficie de las mismas. Las proteinas, desechos celulares e
inhibidores de la PCR son eliminados mediante sucesivos lavados. Por tltimo, los

acidos nucleicos purificados son eluidos y separados de las MGPs.
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Figura 4. Esquema del proceso de aislamiento de ADN basado en la tecnologia MGP-Magnetic Glass Particles del
equipo MagNA Pure Compact de Roche.

En el caso de las muestras procedentes del raspado mediante torunda, y congeladas a
-20°C, se realizé un protocolo de lisis celular previo al uso del equipo MagNA Pure
Compact, recomendado por Roche. Las muestras se descongelaron y se afiadieron 90
mg de perlitas de vidrio, se agité durante 5 minutos, se recogio el sobrenadante, y se
afladieron a este lisado 360 pl de MagNA Pure Bacterial Lysis Buffer (Roche,
Alemania) y 40 pl de proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se incub6 1 hora a 65°Cy a
continuacién 10 minutos a 95°C. De este modo la muestra ya estaba lista para iniciar

su procesamiento.
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3.3.4.3. Medida de concentracion y pureza de ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido, como producto de la extraccion de ADN
genomico, o producto de PCR, se determinaron midiendo las absorbancias a 230, 260
y 280 nm con el espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, EEUU).
El valor de los cocientes A260/280 y A260/230 entre 1,6 y 2 indica un alto grado de

pureza.

3.4. PCR a tiempo real (qPCR) para la identificacion de especies de
Candida

3.4.1. Estudio de la region ITS para el disefio de PCR especificas

De acuerdo con lo descrito por otros autores, la region del ADN ribosémico (ADNr)
resulta ser un marcador universal para la identificacion de hongos. Las regiones ITS1
e ITS2 (Internal Transcribed Spacers), que flanquean el gen 5.8S, estdn recomendadas
para discriminar tanto especies de Candida (Zhang et al., 2016) como de otros géneros
fiangicos (Khot, Ko, & Fredricks, 2009). Dado que uno de los objetivos de este trabajo
era la identificaciéon de especies mediante PCR a tiempo real (QPCR) conviene que los
amplificados tengan una longitud de entre 50 y 150 pb con el fin de obtener la mayor

eficacia posible en la reacciéon de amplificacién.

Por todo ello se selecciono6 la region ITS1 como diana para identificar seis especies de
elevado interés clinico dentro del género Candida: C. albicans, cuya region ITS1 tiene
una longitud de ~139 pb, Candida parapsilosis, con una longitud de ~149 pb, Candida
tropicalis, con una longitud de ~149 pb, Candida krusei con una longitud de ~103 pb,
Candida guilliermondii con una longitud de ~169 pb y Candida glabrata con una

longitud de ~403 pb.

3.4.2. Diseiio de cebadores
Se realizé una busqueda de la region ITS1 y de sus secuencias flanqueantes, 18S y
5.8S, de las seis especies de Candida en la base de datos Nucleotide de NCBI. Se realiz6

un alineamiento utilizando el algoritmo de MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by
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Log-Expectation) (Edgar, 2004) y, con ayuda del programa Primer Express (Applied
Biosystems), se disefi6 una pareja de cebadores que amplificaba las seis especies:

Diamol-F y Diamol-R.

Ademas, se disefié un cebador especifico para C. glabrata, DiamolRglab, que se localiza
dentro de la region ITS1, con el fin de conseguir un amplificado del tamafio 6ptimo

para la qPCR para esta especie.

3.4.3. Diseiio de sondas especificas
Dentro del fragmento amplificado se disefiaron 11 sondas de hidrolisis (o Tagman)

diferentes para la identificacion especifica de las 6 especies de Candida.

Las sondas utilizadas en este trabajo fueron marcadas con distintos fluoréforos en el
extremo 5’, de manera que posteriormente fuera posible combinarlas en una misma
reaccion multiple, las sondas para la deteccion de C. albicans, C. glabrata y C. krusei se
marcaron con el fluoréforo FAM y las sondas para la deteccién de C. parapsilosis,

C. guilliermondii y C. tropicalis se marcaron con HEX.

3.4.4. Control Interno (CI)

Se disef6 un control interno (CI) de amplificacién para la deteccién de los casos falsos
negativos (FN) que pudieran ocurrir debido a la inhibicién de la gPCR.
Adicionalmente, se disefié otra sonda de hidrolisis para que hibridase con el CI. Dado
el namero de canales de fluorescencia que posee el termociclador de qPCR 7300
(Applied Biosystem, EEUU) empleado en este trabajo y, con el fin de poder combinarlo
con las sondas disefiadas para la deteccién de especies de Candida, la sonda para la

deteccion del CI se marcé con el fluor6foro ROX en su extremo 5'.

3.4.5. Reaccion de qPCR multiplex

La qPCR multiplex fue disefada para la deteccién por un lado de las especies
C. albicans y C. parapsilosis, por otro lado C. glabrata y C. guilliermondii y finalmente
C. tropicalis y C. krusei. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo por triplicado
en el termociclador 7300 de Applied Biosystem, en un volumen final de 25 pl

conteniendo 10 pl de Premix Ex Taq™ (Takara, Japén), 0,65 uM de cada cebador, 0,3
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UM de cada una de las sondas y 2 pl de ADN molde (10 ng/ul). Las condiciones de
amplificacion fueron: un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 10
segundos, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 5 segundos para la desnaturalizacién y
60°C durante 31 segundos para el anillamiento de los cebadores y la extensién, con

una lectura de la fluorescencia emitida en cada ciclo de extension.

En cada programa de amplificacion se incluyeron controles positivos a los que se les
introdujo ADN extraido de las cepas utilizadas como estandar para la optimizacion del

método y controles negativos sin ADN molde (NTC: Non Template Control).

Todos los protocolos de qPCR empleados en este estudio siguieron las
recomendaciones dadas por MiQE (Bustin et al., 2009) y por Khot y Fredricks (Khot &
Fredricks, 2009). Brevemente, la extraccién de ADN, las mezclas de PCR, el desarrollo
de la reaccion y el andlisis de los productos amplificados se llevaron a cabo en
diferentes locales y se utilizo6 material de plastico desechable, estéril, libre de ARN,
ADN, ARNasas, ADNasas, y puntas con filtro. La reaccién de PCR se desarroll6 siempre
en el mismo sentido de flujo en localizaciones diferenciadas. En una cabina de flujo
laminar de bioseguridad se afiadian todos los reactivos excepto el ADN, y en otra
cabina de flujo laminar, localizada en otra habitacidn, se afiadia el ADN. La reaccion de
gPCR se realizaba en una tercera estancia separada. En caso de que fuese necesario
abrir los productos de qPCR para migrarlos en el gel de agarosa, se realizaba en otro
laboratorio y el dia que se abrian los tubos con los amplificados de qPCR no se
realizaba ningin ensayo mas de PCR, con el fin de evitar contaminacién con

amplificados anteriores (carryover contamination).

Todos los ensayos y reacciones se realizaron por triplicado.

3.5. Sensibilidad in vitro a compuestos antifingicos

3.5.1. Método M27-A3 segun CLSI
La sensibilidad de los aislamientos a fluconazol (Sigma, EEUU) tanto de las cepas de

Candida de la coleccién de la UPV/EHU, como de los aislamientos clinicos, se realiz6
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siguiendo el método estandarizado de microdilucién en caldo RPMI propuesto por el
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) en su documento M27-A3 (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2008), comprendiendo un rango de

concentraciones de 0,12-64 pg/ml.

Dado que la metodologia para estudiar la actividad antifingica del clotrimazol no esta
estandarizada, seguimos el protocolo propuesto por Pelletier y colaboradores que se
basa en el documento M27-A3 del CLSI con algunas modificaciones(Pelletier et al.,
2000). Se prepar6 una solucion stock inicial de clotrimazol (Sigma, EEUU) 10000
ug/ml en DMSO (Sigma, EEUU). El stock inicial se diluy6 hasta 1600 pg/ml con agua
destilada estéril (16% de DMSO). A partir de esta solucidn se realizan las diluciones
seriadas en agua destilada, quedando cada una de las concentraciones de antifingico
con una cantidad diferente de DMSO. El control de crecimiento se realizé usando la
cantidad maxima de DMSO para descartar la inhibicién de crecimiento fingico por
este reactivo. Las diluciones seriadas de clotrimazol comprendian las concentraciones
0,03-16 pg/ml. El punto de corte para establecer si un aislamiento es sensible o
resistente se estableci6 en 0,5 ug/ml (Gamarra et al., 2014; Pelletier et al., 2000). Una
vez preparadas las microplacas se sellaron con parafilm y se guardaron a -80°C

durante un maximo de 6 meses envueltas en papel de aluminio.
Los ensayos se realizaron por duplicado.

3.5.2. Método SENSITITRE YEASTONE10®

En aquellos aislamientos que mostraron una sensibilidad reducida a fluconazol y/o
clotrimazol, se realizé la determinacién complementaria de su sensibilidad a otros
antifingicos mediante el método comercial Sensititre YeastOne10® (Trek Diagnostic
System, Reino Unido). Es un método de diluciéon colorimétrico que contiene un
indicador de crecimiento basado en la oxidacién del colorante azul de Alamar, el cual
facilita la lectura de los puntos finales por un cambio de color. Cada placa contiene
diluciones seriadas de nueve antifingicos deshidratados: anidulafungina (0,015-8
ng/ml), micafungina (0,008-8 pg/ml), caspofungina (0,008-8 ug/ml), 5-fluorocitosina
(0,06-64 pg/ml), posaconazol (0,008-8 pg/ml), voriconazol (0,008-8 pg/ml),
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itraconazol (0,015-16 pg/ml), fluconazol (0,12-256 pg/ml) y anfotericina-B (0,12-8

ug/ml). Este ensayo se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.6. Caracterizacion de los genes ERG11, TAC1 y UPC2 en aislamientos de
Candida albicans
Dado que en la literatura se ha descrito la relacién entre la capacidad de resistencia a
los compuestos antifingicos con la presencia de mutaciones puntuales en
determinados genes, en este trabajo se han estudiado las secuencias de los factores de
transcripcién TAC1 y UPCZ2 y del gen ERG11, diana de los azoles, en cepas de C. albicans
con sensibilidad reducida a azoles, obtenidas a partir de muestras vulvovaginales de
este estudio, asi como de otros aislamientos clinicos procedentes de la coleccion de la
UPV/EHU y de otros centros. Los aislamientos fueron cedidos amablemente por los
Dr. Ferran Sanchez Reus del Hospital de la Santa Creu i San Pau de Barcelona, la Dra.
Emilia Cantén del Hospital Universitari i Politecnic la Fe de Valencia y la Dra. Maria
Soledad Cuétara del Hospital Universitario Severo-Ochoa de Madrid (Tabla 5).
Asimismo, también se analizaron los polimorfismos de varios aislamientos
vulvovaginales sensibles y de la cepa C. albicans de referencia SC5314, sensible a los

antifingicos estudiados (Tabla 6).

Se les realizé un ensayo de sensibilidad in vitro a fluconazol y clotrimazol tanto a
nuestros aislamientos clinicos como a las cepas procedentes de distintas colecciones,
tal y como se detalla en los apartados 3.5.1. y 3.5.2. Algunas de las cepas
anteriormente catalogadas como resistentes mostraron un patrén sensible en

nuestros ensayos. Estas fueron catalogadas como sensibles revertientes (Tabla 7).

Tabla 5. Aislamientos clinicos de C. albicans con sensibilidad reducida a azoles.

ORIGEN/TIPO de

IDENTIFICACION MUESTRAS PROCEDENCIA COMENTARIOSS

BE-113 Vulvovaginal Este estudio Paciente con historial de VVCR

BE-114 Vulvovaginal Este estudio Paciente con historial de VVCR.
Participé en ensayo clinico de
vacunacion

15-154 Hemocultivo$ Dr. Sanchez Reus Resistente a FLC, ITC, VRC*

15-156 Humor vitreo$ Dr. Sanchez Reus Resistente a FLC, ITC, VRC*
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15-159 Herida$ Dr. Sdnchez Reus Resistente a FLC, ITC, VCR, POS*

15-176 Desconocido$ Dra. Cantén Resistente a azoles*.
Sobreexpresion de CDR1, CDRZ,
ERG11, MDR1

16-091 Exudado vaginal$ Dra. Cuétara Resistente a azoles*. Paciente con
historial de VVCR

16-123 Vaginal$ Dra. Cuétara Resistente a azoles*. Paciente con

historial de VVCR

16-092 Esputo$ Dra. Cuétara Resistente a FLC, ITC, VRC, KTZ*
16-132 Faringeo$ Dra. Cuétara Resistente a FLC, ITC, VRC, KTZ*
16-138 Broncoaspirado$ Dra. Cuétara Resistente a FLC, ITC, VRC, KTZ*

C. albicans Oral ATCC Cepa de referencia. Resistente a
ATCC 64124 FLC, ITC, VRC*

C. albicans Piel ATCC Cepa de referencia. Resistente a
ATCC 64550 FLC*

§: datos de los aislamientos de C. albicans proporcionados por otros autores. *patrones de sensibilidad a
compuestos antifingicos establecidos por otros autores. ATCC: American Type Culture Collection. FLC Fluconazol,
ITC Itraconazol, KTZ ketoconazol, POS Posaconazol y VRC Voriconazol. VVCR: Vulvovaginitis Candidiasica
Recurrente.

Tabla 6. Aislamientos de C. albicans sensibles a azoles.

ORIGEN/TIPO
IDENTIFICACION de MUESTRA PROCEDENCIA COMENTARIOS
BE-AZ vulvovaginal Este estudio Sensible a azoles. Paciente con
historial de VVCR
BE-32 vulvovaginal Este estudio Sensible a azoles
BE-48 Vulvovaginal Este estudio Sensible a azoles
BE-47 Vulvovaginal Este estudio Sensible a azoles
C. albicans SC5314 - ATCC Cepa de referencia. Genoma
ATCC MYA 2876 secuenciado. Sensible a todos los

compuestos antifiingicos

ATCC: American Type Culture Collection. VVCR: Vulvovaginitis Candidiasica Recurrente.
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Tabla 7. Aislamientos clinicos de C. albicans catalogados como sensibles revertientes.

ORIGEN/TIPO
IDENTIFICACION de MUESTRAS PROCEDENCIA COMENTARIOSS
06-100 Celulitis Coleccién Resistente*
necrotizante§ =~ UPV/EHU
06-114 Orals Coleccién Resistente a VRC, POS*
UPV/EHU
06-116 Proétesisé Coleccion Resistente a VRC, POS*
UPV/EHU
08-105 Orals. Liquen Coleccion Resistente a VRC, POS, MCZ*.
plano oral UPV/EHU
10-166 Desconocido Coleccién Resistente a FLZ, ITC*
UPV/EHU
10-169 Desconocido Colecciéon Resistente a FLZ, ITC*
UPV/EHU
10-171 Desconocido Coleccion Resistente a ITC*
UPV/EHU
10-280 Orals Coleccion Resistente a FLZ, ITC, POS. Sensible
UPV/EHU dosis dependiente a VRC*
15-153 Orina Dr. Sdnchez Reus Resistente a FLZ, ITC, VRC*
nefrostomia$
15-160 Desconocido$ Dr. SAnchez Reus Resistente a FLZ, ITC, VRC, POS*

§: datos de los aislamientos de otras colecciones proporcionados por otros autores. * patrones de sensibilidad a
compuestos antifiingicos establecidos por otros autores. FLC Fluconazol, ITC Itraconazol, MCZ Miconazol, POS
Posaconazol y VRC Voriconazol.

3.6.1. Diseiio de cebadores

Se procedid a la busqueda y posterior alineamiento de las secuencias de los genes
TAC1, UPC2 y ERG11, tal y como se detalla en el apartado 3.4.2. Para el disefio de
cebadores se evitaron regiones polimdrficas, y se eligieron las mas conservadas para
asegurar el correcto anillamiento de los cebadores con su molde diana de ADN. Se
tuvieron en cuenta ademas los criterios descritos por Sambrook y Russel (Sambrok &
Russel, 2001): los cebadores debian tener una longitud de 18-25 bases, el contenido
de guanina y citosina no debia de exceder el 60%, habia que evitar que en las 5
ultimas bases del extremo 3’ hubiera tres o mas guaninas o citosinas y debian tener,

preferiblemente, una temperatura de fusiéon (Tm) entre 52-58°C.

Asimismo, se utilizo el programa Oligo Analyzer 3.1 de IDT-Integrated DNA

Technologies  (https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer) para
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comprobar que los cebadores disefiados no formaban horquillas, bucles,

homodimeros ni heterodimeros.

3.6.2. Obtencion de ADN a partir de cultivos de levaduras

Tampoén de extraccion con liticasa

Tris pH 8 50 mM
Na-EDTA (Sigma, EEUU) 25 mM
NaCl 75 mM
Liticasa 15U

Para llevar a cabo la extraccién de ADN se crecieron las cepas en agar glucosado de
Sabouraud durante la noche a 37°C. Para romper las células, se resuspendieron 4-5
colonias del cultivo puro crecido en agar Sabouraud en 400 pl de PBS estéril, se
afladieron 90 mg de perlitas de vidrio estériles y se agitaron en el vortex durante 5
minutos. Se recogié el sobrenadante, se afiadieron 300 pl del tampdn de extraccion
con liticasa y se incubé a 37°C durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadieron 4 pl
de ARNasa (100 mg/ml) (Qiagen, Alemania) y se incub6 a 30°C durante 20 minutos.
Finalmente, se afiadieron 100 ul de SDS al 10% (Bio-rad, EEUU) y 40 pl de proteinasa
K (20 mg/ml). Tras incubar a 55°C durante 20 min, se continu6 a partir del paso 4 del
kit de extraccion DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

La concentracién y pureza del ADN extraido se determiné de la manera que se detalla

en el apartado 3.3.4.3

3.6.3. Amplificacion del gen ERG11

Hay descritas mas de 140 sustituciones de aminodacidos en Ergll distribuidas por
toda la proteina (Morio et al., 2010), desde el aminoacido 33 (Cernicka & Subik, 2006),
hasta el 523 (Sanglard & Bille, 2002). Para poder detectarlas todas se disefiaron

cebadores que pudiesen amplificar practicamente toda la region codificante del gen.

Para ello, se dividi6 el gen en dos regiones solapadas: la parte del extremo 5’ a la que
llamamos extremo N terminal y la parte del extremo 3’, a la cual llamamos extremo C

terminal. Con el fin de obtener el amplificado de mayor tamafo y con la mejor calidad
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de secuencia posible y debido a la alta tasa de polimorfismos del cromosoma 5
(Magee, 2007), donde se localiza ERGI11, se disefiaron y probaron distintas

combinaciones de cebadores.

Asimismo, se emplearon dos polimerasas distintas: a) PrimeSTAR® Max DNA
Polymerase (Takara, Jap6n); es una enzima de alta fidelidad, con un bajo error de
copia (9 errores por 230.129 bases) (Tabla 8), y b) Platinun™ Superfi™ DNA
Polymerase (Invitrogen, EEUU); también de alta fidelidad y con correccion de copia, lo
cual nos aseguraba que las mutaciones detectadas en los amplicones eran debidas a
sustituciones de nucleétidos y no a errores del enzima a la hora de copiar el fragmento
diana (Tabla 9). Las reacciones se realizaron en el termociclador GeneAmp® PCR

System 9700.

Tabla 8. Mezcla de reaccién de PCR con la polimerasa PrimeSTAR Max DNA Polymerase (Takara).

Reactivos [final]
PrimeSTAR Max Premix (2X) 1X
Cebador directo* 0,5 uM
Cebador reverso* 0,5 uM
ADN gendémico 10 ng

H-0 hasta 25 pl

*para ambos extremos de ERG11

La amplificaciéon se realiz6 siguiendo las recomendaciones del fabricante del enzima
PrimeSTAR Max DNA Polymerase: 30 ciclos de desnaturalizacién a 98°C durante 15
segundos, anillamiento a 30°C durante 10 segundos y extensiéon a 72°C durante 5

segundos.

Tabla 9. Mezcla de reaccién de PCR con la polimerasa Platinum SuperFI DNA Polymerase (Invitrogen).

Reactivos Concentracion final
SuperFI Buffer (5X) 1X

Cebador directo* 0,5 uM

Cebador reverso* 0,5 uM

dNTP mix 0.2 mM

MgCl, 1.5-3 mM

Platinum SuperFI DNA Polymerase 1U

ADN gendmico 10 ng

H20 hasta 25 pl

*para ambos extremos de ERG11
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Las recomendaciones del fabricante del enzima Platinum SuperFi DNA Polymerase
fueron: un primer paso de desnaturalizacién inicial a 98°C durante 30 segundos, 30
ciclos de desnaturalizaciéon a 98°C durante 10 segundos, anillamiento a 53°C durante
10 segundos y extension a 72°C durante 30 segundos, y un paso final de 72°C durante

5 minutos.

3.6.4. Amplificacion del gen TAC1 (Transcription ACtivator 1)

La estrategia para caracterizar TAC1 fue distinta; no se planteé la amplificacion de
toda la secuencia codificante (CDS) debido a su longitud (2946 pb). Se seleccionaron
dos regiones del gen no-solapadas, codificantes para el segmento desde el aminoacido
225 hasta el 461 y la otra desde el aminoacido 673 hasta el ltimo aminoacido, el 980.
Se eligieron estas zonas por ser las zonas donde se localizan las mutaciones con efecto
de ganancia de funcién, o GOF por sus siglas en inglés, descritas en la literatura (A.

Coste et al.,, 2006; A. T. Coste et al., 2004; A. T. Coste et al., 2009; Znaidi et al., 2007)

TAC1 se localiza en el mismo cromosoma que ERG11, asi que teniendo en cuenta la
alta tasa de variabilidad del cromosoma 5, y con el fin de obtener el amplificado de
mayor tamafio y con la mejor calidad de secuencia posible, se disefiaron y probaron
distintas combinaciones de cebadores. Asimismo, se emplearon dos polimerasas
distintas, las reacciones de PCR se prepararon del mismo modo que el descrito en las
tablas 8 y 9, sustituyendo los cebadores por alguna de las combinaciones disefiadas

para TAC1, y siguiendo los protocolos descritos en el apartado 3.6.3.

Los cebadores empleados para amplificar el segmento que incluye al aminoacido 980
se localizan fuera del CDS, y fueron disefiados a partir de una Unica secuencia, el
contig Ctg19-10170 (nimero de acceso en Nucleotide: NW_139520), correspondiente
a un fragmento del cromosoma 5, obtenido de la secuenciacion del genoma completo

de la cepa de C. albicans SC5314 (Jones et al.,, 2004).

3.6.5. Amplificacion del gel UPC2 (Uptake Control 2)
Este factor de transcripcién estd codificado por el gen UPCZ de 2139 pb. Las
mutaciones GOF descritas en €l se localizan entre los aminoacidos 642 y 648 (Dunkel

et al., 2008a; Flowers et al,, 2012; Heilmann et al., 2010; Hoot et al.,, 2011). En este
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caso se sintetizo una Unica pareja de cebadores para amplificar la region codificante

para el segmento desde el aminoacido 642 hasta el 648.

Las reacciones de PCR se prepararon del mismo modo que el descrito en las tablas 8 y
9, sustituyendo los cebadores por la pareja disefiada para UPCZ, y siguiendo los

protocolos descritos en el apartado 3.6.3

3.7. Microevolucion y resistencia a azoles en poblaciones experimentales
de Candida albicans

Para poder estudiar el comportamiento y/o ocurrencia de microevoluciéon en
presencia de fluconazol, con el fin de forzar la aparicién de mecanismos de resistencia
basados en las mutaciones GOF, se seleccionaron dos cepas de C. albicans sensibles a
azoles: 1) el aislamiento clinico BE-47, sensible a azoles y procedente de una paciente
sin antecedentes de VVC y 2) la cepa de referencia SC5314, una cepa ampliamente
estudiada, cuyo genoma estd secuenciado, y que se utiliza como control tanto de
caracterizaciéon de genes como de sensibilidad a antifingicos (Tabla 10).

Tabla 10. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) de las cepas BE-47 y SC5314 a distintos azoles.
AISLAMIENTOS (CMI 24h-48h)

ANTIFUNGICOS BE-47 SC5314
FLC* 0,5-0,5 0,12-0,5
VRC* 0,008-0,008 <0,008-0,008
ITC* 0,03-0,06 0,03-0,06
POS* 0,015-0,03 0,008-0,06
CLTS 0,03-0,06 0,03-0,12

Los valores de CMI aparecen expresados en pg/ml. *datos obtenidos mediante Sensititre YeastOne®. § resultados
obtenidos mediante el protocolo M27-A3 del CLSIL. CLT clotrimazol, FLC fluconazol, ITC itraconazol, POS
posaconazol y VRC voriconazol.

Basandonos en los ensayos realizados por Cowen y colaboradores (Cowen et al,
2000) ambas cepas fueron cultivadas de forma secuencial en medio RPMI con
fluconazol en concentraciones crecientes en un rango desde 0,25 a 64 pg/ml
(poblaciones experimentales), y paralelamente en medio RPMI sin antifingico
(poblaciones control). El indculo inicial de 106 células se tomé de una tnica colonia
aislada de un cultivo en agar glucosado de Sabouraud. De esta forma asegurabamos

que partiamos de un unico clon, y que las posibles mutaciones detectadas serian
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debidas a la presion ejercida por el antifingico y no a una poblacidon heterogénea de

partida.

Las células se cultivaron en medio RPMI a 37°C, con agitacién a 140 rpm. En una
primera parte del experimento las poblaciones experimentales se mantuvieron
durante 5 dias en medio RPMI con fluconazol 0,25 pg/ml, para que las células se
habituaran a la presencia del antifungico. Una vez superada esta fase inicial se
procedid a la exposicion de las células a concentraciones crecientes de antifungico con

el esquema mostrado en la figura 5.

Si se observaba crecimiento de la poblacion experimental tras 24 horas en presencia
de fluconazol, se consideraba que la poblacién habia superado esta concentracién de

antifingico y se procedia a:

1. Medir la densidad optica a 595 nm (ODs9s) para realizar un pase de 106
células a medio RPMI nuevo con doble concentracion de fluconazol.

2. Plaquear en agar cromogénico para Candida con fluconazol, a la
concentracion recientemente superada, con el fin de seleccionar clones que
hubiesen desarrollado mecanismos de resistencia a esa concentracién de
antifungico, y asi poder secuenciar los genes TAC1, UPC2 y ERG11 en busca
de las mutaciones GOF.

3. Guardar a -80°C, en glicerol al 50%, 1 ml de la poblacién experimental y 1
ml de la poblacién control, con el fin de analizar los mismos polimorfismos

genéticos en toda la poblacién.

En caso de no observarse crecimiento a las 24 horas, y para evitar la inactivacion del
farmaco antifingico, se hacia un pase a medio RPMI fresco suplementado con la

misma concentracion de fluconazol, hasta que hubiese crecimiento.

Para finalizar el ensayo, las poblaciones experimentales se mantuvieron durante 5
dias a una concentracion de fluconazol 64 pg/ml. Y a continuacién se mantuvieron 5
dias en medio RPMI sin antifiingico, para tratar de elucidar si los mecanismos
desarrollados por las células fingicas para superar la presion del antifiingico se

mantenian en ausencia de fluconazol.
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Figura 5. Esquema del ensayo de micro-evolucidn realizado en este trabajo.

Finalmente, junto con cada una de las poblaciones experimentales se guardé a -80°C
otra alicuota de la poblacidén control sin antifingico para comparar las secuencias
genOmicas en ambas poblaciones y descartar asi las mutaciones no debidas a la

presion ejercida por el fluconazol.

3.7.1. Analisis de las secuencias de los clones y de las poblaciones seleccionadas
Se seleccionaron para la determinaciéon de la sensibilidad a compuestos azélicos y el
analisis de las mutaciones GOF en los genes TAC1, UPC2 y ERG11 los aislamientos que

aparecen detallados en la tabla 11.

Tabla 11. Aislamientos seleccionados para el analisis de las mutaciones GOF.

AISLAMIENTOS DESCRIPCION, se realizé el analisis

BE-47_t0 t_0: antes de la exposicién a fluconazol

BE-47_t23_CONTROL t_23: tras cultivar en RPMI sin antifingico 23
dias.

BE-47_t23_64 (poblacion) t_23: tras cultivar en RPMI a concentraciones
crecientes de fluconazol durante 23 dias.

BE-47_t23_64 (clon) t 23: tras cultivar en RPMI a concentraciones

crecientes de fluconazol durante 23 dias,
plaquear en SAB sin antifingico y seleccionar
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una de las colonias

SC5314_t0 t_0: antes de la exposicién a fluconazol

SC5314 _t23_CONTROL t_23: tras cultivar en RPMI sin antifingico 23
dias

SC5314_t23_64 (poblacion) t_23: tras cultivar en RPMI con concentraciones
crecientes de fluconazol durante 23 dias.

SC5314_t23_64 (clon) t_23: tras cultivar en RPMI con concentraciones

crecientes de fluconazol durante 23 dias,
plaquear en SAB sin antifingico y seleccionar
una de las colonias

El ADN de los aislamientos seleccionados se purificé tal y como se detalla en el
apartado 3.6.2. La determinacion de la CMI se llev6 a cabo mediante CLSI y Sensititre
YeastOnel0®, tal y como se detalla en los apartados 3.5.1 y 3.5.2. Para la deteccion de
mutaciones GOF en los genes ERG11, TAC1 y UPC2 se amplificaron las regiones
descritas en los apartados 3.6.3, 3.6.4 y 3.6.5 (respectivamente). Los amplicones se
enviaron al Servicio de Secuenciacién y Genotipado de SGiker de la Universidad del
Pais Vasco UPV/EHU, las secuencias obtenidas se analizaron tal y como se detalla en el
apartado 3.3.3.3.2, y se compararon con las secuencias de referencia X13296 (ERG11),

DQ393587(TAC1) y EU583451(UPC2).

3.8. Identificacion molecular de Saprochaete capitata en muestras de

sangre y muestras clinicas incluidas en parafina

3.8.1. Extraccion de ADN a partir de muestras de sangre inoculadas
artificialmente con células de Saprochaete capitata

Se inocul6 sangre humana de un donante anénimo con 106 UFC/ml de S. capitata, y se
realizaron diluciones seriadas hasta 10 UFC/ml. Los eritrocitos y leucocitos se lisaron
siguiendo las recomendaciones de Einsele y colaboradores (Einsele et al., 1997).
Después, para la obtencién de esferoblastos, las muestras se incubaron 20 min a 30°C
en tampon de lisis con 15U de liticasa (apartado 3.6.2 de materiales y métodos). Se
continu6 a partir del paso 4 del kit de extracciéon DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen)

siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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3.8.2. Extraccion de ADN a partir de muestras clinicas incluidas en parafina

Las muestras de tejido incluidas en parafina se desparafinizaron siguiendo las
recomendaciones de Bialek y colaboradores (Bialek et al., 2005), con algunas
modificaciones: las muestras se sumergieron en xileno a 45°C durante 15 min (dos
veces), y se realizaron varios lavados en etanol al 100%, 90% y 70%. El tejido
desparafinado se dejé secar y se resuspendié en MagNA Pure Bacterial Lysis Buffer
con proteinasa K (20 mg/ml). Se afiadieron perlitas de vidrio estériles, se vortexed y
tras centrifugar se recogié el sobrenadante. La muestra ya estaba lista para iniciar su
procesamiento mediante el sistema de extracciéon automatica de acidos nucleicos de

Roche, MagNA Pure Compact System.

3.8.3. Diseiio de cebadores y amplificacion mediante PCR

Se eligio la region del ADNr como diana de amplificaciéon por ser considerada un
marcador universal para la identificacion de hongos. Se disefi6 una pareja de
cebadores Scap200-ScapR, especificos para Saprochaete capitata, con ayuda del
programa OligoAnalyzer 3.1 de IDT para comprobar que los cebadores disefiados no

formaban horquillas, bucles, homodimeros ni heterodimeros.

La reaccién de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 20 pl conteniendo
10 pl de una mezcla master de Biomix DNA Polymerase (Bioline, Londres, Reino
Unido) que incluye el tampén de reaccion, dNTPs, cloruro de magnesio y la Taq ADN
polimerasa, 0,625 pM de cada uno de los cebadores, 10 ng de ADN molde y agua

estéril destilada hasta completar el volumen final.

Las condiciones de la PCR consistieron en: fase de desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 10 min, seguida de 45 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 30 s,
anillamiento a 60°C durante 30 s y extensioén a 72°C durante 30 s, finalizando los ciclos
con una fase terminal de extension a 72°C durante 7 min. La reaccién de PCR se llevo a
cabo en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, Reino
Unido). Posteriormente, se realizé una electroforesis de los productos de PCR en un
gel de agarosa al 2% (peso/vol), tal y como se detalla en el apartado 3.3.3.1.1 de

materiales y métodos.
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Con el fin de corroborar la amplificacion especifica del segmento comprendido entre
la subunidad 18S y la region espaciadora ITS1 de S. capitata, se purificaron y se
secuenciaron los productos de PCR tal y como se detalla en los apartados 3.3.3.3.1 y

3.3.3.3.2 de este capitulo.
3.9. Secuenciacion del Hot Spot 1 del gen FKS en Saprochaete capitata

3.9.1. Estudio de sensibilidad in vitro a los compuestos antifingicos

La determinacion de la sensibilidad de 12 aislamientos de S. capitata (Tabla 12) a
distintos compuestos antifingicos se realiz6 mediante el método comercial Sensititre
YeastOnel0® siguiendo las instrucciones del fabricante, tal y como se detalla en el

apartado de materiales y métodos.

Tabla 12. Aislamientos de S. capitata.

Origen/Tipo de

Identificacion muestra Procedencia Patologia del paciente
17719 Hemocultivo Coleccién UPV/EHU Leucemia mieloide aguda
47451 Catéter central Coleccién UPV/EHU Leucemia mieloide aguda
69180 Catéter central Coleccion UPV/EHU Leucemia linfoide aguda
74605 Hemocultivo Coleccién UPV/EHU Linfoma de Burkitt
99190 Necropsia pulmén  Colecciéon UPV/EHU Leucemia mieloide aguda
600 Bronco aspirado Dra. Cuétara -

648 Bronco aspirado Dra. Cuétara Paciente VIH y TBC

696 Herida quirdrgica  Dra. Cuétara Peritonitis

1123 Bronco aspirado Dra. Cuétara Sepsis

IHEM 5665 Sangre BCCM/IHEM Geotricosis (leucemia)
IHEM 5666 Sangre BCCM/IHEM Geotricosis (leucemia)
IHEM 6803 LBA BCCM/IHEM -

VIH: Virus inmunodeficiencia humana, LBA: Lavado bronco alveolar. BCCM/IHEM: Belgian Co-ordinated
Collections of Micro-Organisms.

3.9.2. Extraccion de ADN
La extraccion de ADN de los cultivos fungicos se realizé siguiendo las
recomendaciones de Turin y colaboradores(Turin, Riva, Galbiati, & Cainelli, 2000), tal

y como se detalla en el apartado 3.6.2 de materiales y métodos.

3.9.3. Disefio de cebadores degenerados
Al no existir informacién sobre el gen FKS de Saprochaete capitata en GenBank se

disefiaron unos cebadores degenerados para la amplificaciéon de la region Hot Spot 1
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(HS1) de este gen basandonos en las secuencias para la misma region de 12 especies
fangicas, incluyendo a S. cerevisiae (AY395693), C. glabrata (HM366440), C. albicans
(D88815), C. dubliniensis (GQ342611), C. tropicalis (EU676168), C. parapsilosis
(EU221325, C. orthopsilosis (EU350513), Meyerozyma guilliermondii (HQ288127),
Issatchenkia orientalis (EF426563), Yarrowia lipolytica (AF198090), Emericella
nidulans (U51272) y A. fumigatus (XM746025).

Para la reaccién de PCR se utilizé el enzima Platinun™ Superfi™ DNA Polymerase,
una polimerasa de alta fidelidad y con correccién de copia, y los cebadores
degenerados FKS_HS1_Fdeg y FKS_HS1_Rdeg. Las reacciones se realizaron en un
termociclador GeneAmp® PCR System 9700, con las siguientes condiciones: un paso
inicial de desnaturalizacion a 98°C durante 30 s, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 98°C durante 10 s, anillamiento a 51°C durante 10 s y extension a

72°C durante 30 s, y un paso de extension final a 72°C durante 5 min.

Los amplicones obtenidos se purificaron y se secuenciaron tal y como se detalla en los

apartados 3.3.3.3.1 y 3.3.3.3.2 de este capitulo.
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4. RESULTADOS

4.1 Aislamientos en muestras orales

Se estudiaron 291 muestras orales procedentes de 260 pacientes que acudieron a una
clinica privada en Bilbao durante 26 meses (abril 2010-mayo 2012). La mediana de
edad de la poblacién fue de 47 afios, con un rango de edad comprendido entre 12 y 92
afios. Ciento cincuenta y siete pacientes (53,95%) eran mujeres, con una mediana
igual a la de toda la poblacién, un rango de edad de entre 12 y 86 afios. Por otro lado,
134 pacientes (46,05%) fueron hombres, con una mediana igual a la de toda la

poblacién y un rango de entre 14 y 92 afios.

De las 291 muestras analizadas, 161 (55,3%) fueron negativas para especies flngicas
al no apreciarse crecimiento alguno en los medios de cultivo inoculados. El grupo con
crecimiento positivo estaba constituido por 130 muestras (44,67%), y se realizaron
161 aislamientos flngicos pertenecientes a los géneros Candida, Saccharomyces y
Aspergillus. Candida albicans fue la especie prevalente, con 112 aislamientos
(69,57%), seguida de Candida glabrata (11,18%) y Candida parapsilosis (9,94%). El
10% restante de los aislamientos pertenecian a las especies fungicas que se detallan

en la siguiente tabla (Tabla 1).

No se encontraron diferencias significativas en el nimero de cepas aisladas con
respecto al género. Candida albicans fue la especie aislada con mayor frecuencia en
ambos grupos, con 56 aislamientos cada uno, seguida de C. glabrata en el grupo de las

mujeres, y de C. parapsilosis en el grupo de los hombres.

En cuanto a la edad, se obtuvieron aislamientos en todos los grupos, siendo el grupo
de mayor edad el que presentaba un mayor nimero de ellos en proporcién al niimero
de pacientes, 29 aislamientos de 17 pacientes. En la mayoria de los grupos la
distribucién de las especies fue similar a la de la poblacién, siendo C. albicans la
especie aislada con mayor frecuencia en todos ellos. Destacar que, en el grupo de
mayor edad, las especies de Candida no-Candida albicans (NCA) suponian el 51,72%

de todos los aislamientos, con 15 aislamientos frente a 14 aislamientos de C. albicans.
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Tabla 1. Aislamientos flingicos en base a la edad y el género de los pacientes.

PACIENTES

TOTAL 291
Mujeres 157
Hombres 134

EDAD

<20 14
21-30 44
31-40 40
41-50 65
51-60 51
61-70 21
71-80 17
>80 17
ND 22

DISTRIBUCION ESPECIES (%)

N (%)
161

87 (54,03)
74 (45,97)

5

16
18
32
17
14
13
29
17

Especies de Candida NCA

C. albicans C.glabrata  C. parapsilosis C. guilliermondii C. dubliniensis C. tropicalis  C.rugosa S cerevisiae A. fumigatus
112 (69,59) 18(11,18) 16 (9,93) 8 (4,96) 2(1,24) 2 (1,24) 1(0,62) 1(0,62) 1(0,62)
56 (64,36) 13 (14,94) 9 (10,35) 5 (5,75%) 2(2,3) 2(2,3) - - -

56 (75,68) 5(6,76) 7 (9,46) 3 (4,05) - - 1(1,35) 1(1,35) 1(1,35)
4 (80) - 1(20) - - - - - -

13 (81,25) 1(6,25) 1 (6,25) - - - - 1(6,25)
17 (94,44) 1(5,56) - - - - - - -

18 (56,25) 7 (21,87) 5(15,63) 2 (6,25) - - - - -

12 (70,59) - 2 (11,76) 3 (17,65) - - - - -

10 (71,43) 1(7,14) 2 (14,29) 1(7,14) - - - - -

9 (69,23) 2 (15,39) 1(7,69) - 1(7,69) - - - -

14 (48,28) 7 (24,14) 2 (6,89) 1 (3,45) 1 (3,45) 2 (6,89) 1(3,45) 1(3,45) -

15 - 2 - - - - - -

Iporcentaje calculado con respecto al total de aislamientos (N), tercera columna. NCA: Especies de Candida No-C. albicans. ND: No Datos.
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Se observé colonizacién mixta en las muestras de 26 pacientes (Tabla 2), con una
mediana y media de edad de 70 y 65,19 afios, respectivamente, y un rango de 24 a 88
afios. De las 26 muestras, en 22 habia colonizaciéon por 2 especies distintas, en 3
muestras 3 especies distintas y una ultima muestra en la cual se identificaron 4

especies de Candida. La asociacion de especies mas comun fue la de C. albicans con

C. glabrata.
Tabla 2. Frecuencia de los aislamientos mixtos.

ESPECIES N (%)
C. albicans-C. glabrata 11 (42,31)
C. albicans-C. parapsilosis 6(23,08)
C. albicans-C. guilliermondii 3(11,54)
C. albicans-S. cerevisiae 1(3,85)
C. parapsilosis-C. guilliermondii 1(3,85)
C. albicans-C. glabrata-C. dubliniensis 1(3,85)
C. albicans-C. glabrata-C. tropicalis 1(3,85)
C. albicans-C. parapsilosis-C. rugosa 1(3,85)

C. albicans-C. glabrata-C. tropicalis-C. dubliniensis 1 (3,85)

De las 26 muestras mixtas, en 25 C. albicans era una de las especies aisladas,
C. parapsilosis-C. guilliermondii supuso la Unica excepcion. Cabe mencionar que la
muestra con colonizacion mixta con las especies C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis y
la muestra con 4 especies distintas, se obtuvieron de una misma paciente
perteneciente al grupo de mayor edad. Ambas muestras se tomaron con un afio de
diferencia, observandose crecimiento con un namero elevado de unidades formadoras

de colonia (UFC) en ambas ocasiones.

4.2 Aislamientos de muestras vulvovaginales

Durante el periodo del estudio, a lo largo de 30 meses (febrero 2013-julio 2015), se
analizaron 128 muestras de exudado vaginal procedentes de 114 mujeres que
acudieron a la consulta de matronas del Centro de Salud de Bombero-Etxaniz de
Bilbao con signos de vulvovaginitis candidiasica (VVC). La mediana de edad de la
poblacion estudiada fue de 32 afios, con un rango entre 17-57 afios. Ochenta y cuatro
de ellas (65,63%) dieron positivo en el cultivo de Candida y fueron diagnosticadas de

vulvovaginitis candidiasica aguda (VVC) o recurrente (VVCR). Las mujeres con cultivo
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positivo presentaron una mediana de edad menor que la de la poblacién total, 30 afios

con un rango entre 17-51 afios.

4.2.1. Analisis de factores de riesgo de VVC/VVCR
En lo referente a los factores de riesgo relacionados con el desarrollo de VVC o VVCR,

los datos aparecen recogidos en la tabla 3.

Tabla 3. Factores de riesgo de la vulvovaginitis candidiasica aguda (VVC) y recurrente (VVCR).

Factores predisponentes = Mujeres (N) No-VVC (%) VVC (%) VALORP  VVCR (%)!

Embarazo 54 8 (14,82) 46 (85,18) 10,0001 3(6,52)
Anticonceptivos 17 6 (35,3) 11 (64,7) 0,87 2(18,18)
hormonales?

Tratamiento con 25 8(32) 17 (68) 0,85 4 (23,53)
antibidticosP

Pareja con candidiasis 4 1(25) 3(75) 0,7 0
Procesos alérgicos¢ 20 7 (35) 13 (65) 0,88 4 (30,77)
Diabetes 3 2 (66,66) 1(33,33) - 0

Otrosd 9 6 (66,67) 3 (33,33) 0,078 0
Tratamiento previo con 17 4 (23,53) 13(76,47) 0,006 3(23,08)
azoles

aprales/vaginales; Ptratamiento en el dltimo mes; cRinitis alérgica, asma, sinusitis; dhipotiroidismo, quimioterapia,
chagas, virus papiloma humano, fibromialgia. 1porcentaje calculado con respecto al total de mujeres con VVC,
cuarta columna.

Cincuenta y cuatro de las mujeres que acudieron a la consulta de las matronas estaban
embarazadas, y de ellas en 46 casos (85,18%) se obtuvo una muestra positiva para
Candida. El embarazo estd considerado como un importante factor de riesgo
(Goncalves et al., 2016), y resulté estar estadisticamente ligado al desarrollo de VVC (p

0,0001).

Por el contrario, no se observd asociaciéon estadisticamente significativa con otros
factores de riesgo descritos en la literatura. El 64,7% de las mujeres que hacia uso de
los anticonceptivos hormonales, el 68% de las que habian tomado antibi6tico durante
el mes anterior a la toma de la muestra y el 65% de las mujeres con alguna alteracion
alérgica dio positivo en el cultivo de Candida, sin embargo, no se observd una

asociacion estadisticamente significativa con ninguno de estos factores de riesgo.
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4.2.2. Identificacion de los aislamientos vulvovaginales mediante -cultivo.
Distribucion de especies de Candida

En este estudio se realizaron un total de 85 aislamientos (Tabla 4), 1a mayoria de ellos,
80 (94,11%), fueron identificados como C. albicans. En lo referente a especies NCA se
obtuvieron 2 aislamientos de C. parapsilosis (2,35%), 2 aislamientos de C. glabrata
(2,35%), uno de las cuales se obtuvo en un cultivo mixto junto con C. albicans, y un

Unico aislamiento de C. tropicalis (1,2%).

Tabla 4. Distribucion de los aislamientos de Candida en muestras vulvovaginales en relacién con el embarazo y
grupos de edad.

DISTRIBUCION ESPECIES (%)*
Especies NCA

PACIENTES N N (%) C. albicans  C. glabrata C. parapsilosis  C. tropicalis
TOTAL 128 | 85 80 (94,11) 2 (2,35) 2 (2,35) 1(1,19)
Embarazadas 54 46 (54,12) 44 (95,65) 1(2,175) - 1(2,175)
No- 74 39 (45,88) 36(92,3) 1(2,57) 2 (513) -
embarazadas
EDAD
<20 7 3 3 (100) - - -
21-30 48 37 35(94,6) - 1(2,7) 1(2,7)
31-40 51 34 31(91,18) 2(5,88) 1(2,94) -
41-51 13 7 7 (100) - - -
>51 4 1 1(100) - - -
NIPorcentaje calculadb en pase al total de3qislafilientos, tercera columna. NCA: Especies de Candida No-

C. albicans. ND: No Datos

Candida albicans fue la especie prevalente tanto en mujeres embarazadas (95,65%)
como no-embarazadas (92,1%). Con respecto a la edad, tampoco se observé un
cambio en la frecuencia de distribucion de las especies, siendo C. albicans la especie
prevalente en los distintos grupos de edad. Cabe destacar que el 83,53% de los
aislamientos (71) se obtuvieron de mujeres en un rango de edad comprendido entre

los 21 y 40 afios, que era el grupo mas numeroso, con 99 mujeres.

4.2.2.1. Identificacion de los aislamientos vulvovaginales en el laboratorio de
referencia

Los resultados obtenidos en este trabajo se pudieron comparar con los obtenidos en el
laboratorio de referencia del Centro de Salud (Tabla 5). La concordancia entre ambos

centros fue del 83,6%, sin embargo, en 13 ocasiones los resultados no fueron
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concordantes, y en 8 ocasiones no se pudo conseguir el resultado del laboratorio de

referencia.

Cabe destacar el caso de la paciente BE-24, cuyo aislamiento se identific6 como
C. tropicalis en el laboratorio de la UPV/EHU, y C. albicans en el laboratorio de
referencia. No obstante, en el historial de la paciente constaban aislamientos previos
de C. tropicalis y de C.glabrata en los dos meses anteriores a la participacion en

nuestro estudio.

Tabla 5. Aislamientos con resultados discrepantes entre el laboratorio de la UPV/EHU y el laboratorio de

referencia.
UPV/EHU Lab. referencia
Aislamiento Especie UFC Especie
BE-017 C. albicans 182 Neg
BE-022 C. albicans 9 Neg
BE-047 C. albicans 5 Neg
BE-118 C. albicans 1 Neg
BE-025 Neg - C. albicans
BE-026 Neg - C. albicans
BE-028 Neg - C. albicans
BE-040 Neg - C. albicans
BE-047 Neg - C. albicans
BE-077 Neg - C. albicans
BE-091 Neg - C. albicans
BE-102 Neg - C. albicans
BE-024 C. tropicalis 104 C. albicans

UFC: recuento de Unidades Formadoras de Colonia.

4.3. Identificacion de especies de Candida mediante PCR a tiempo real
(qPCR)

De acuerdo con lo descrito por otros autores, la region de ADN que codifica el
complejo del ARN ribosémico (ARNr) resulta ser una regién de referencia universal

para la identificacién de distintas especies de hongos (Khot et al., 2009; Zhang et al,,

2016).

4.3.1. Estudio de la region del ARN ribosomico (ARNr) para el diseiio de qPCR
especificas. Disefio de cebadores

La region del ADNr contiene secuencias conservadas comunes a todos los hongos, que
suponen una zona adecuada para el disefio de cebadores comunes a distintas especies,

y regiones espaciadoras internas (ITS1 e ITS2) altamente variables, que suponen a su
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vez una opcion ideal para el disefio de sondas especificas de especie (Figura 1). La
pareja de cebadores disefiada en este estudio, DiamolF y DiamolR (Tabla 6), se
localiza en los genes 18S y 5.8S, respectivamente, y dentro del producto de
amplificaciéon generado se encuentra la zona de divergencia ITS1 utilizada para el
posterior disefio de sondas de hidrélisis especificas para cada una de las 6 especies de

Candida mas frecuentes en las muestras estudiadas.

DiamolF DiamolR

ITS1 ITS2

Zona de hibridacién de sondas

Figura 1. Representaciéon esquemadtica del ARN ribosdmico (ARNr) fingico. Las flechas verdes indican la zona de
hibridacién de la pareja de cebadores DiamolF y DiamolR en los genes 18S y 5.8S, respectivamente.

Tabla 6. Cebadores empleados para la qPCR.

CEBADORES GEN SECUENCIA 5'>3’ Tm (C°)
Diamol-F 18S TAG GTG AAC CTG CGG AAG GA 58.1
Diamol-R 5.8S TCG CTG CGT TCT TCATCG AT 56.9

Por otro lado, con el fin de conseguir la mayor eficacia posible en la reaccién de
amplificacion el tamafio 6ptimo de los amplicones de la PCR a tiempo real debe oscilar
entre 50 y 150 pb. La zona elegida se ajustaba a esta premisa ya que la region ITS1 de
C. albicans tiene una longitud de ~139 pb, la de C. parapsilosis una longitud de ~149
pb, la de C. guilliermondii una longitud de ~169 pb, la de C. tropicalis una longitud de
~149 pb y la de C. krusei una longitud de ~103 pb. Sin embargo, la region ITS1 de
C. glabrata tiene una longitud de ~403 pb, por lo que con el fin de generar un
amplicon del tamafio recomendado se disefié un cebador especifico, DiamolRglab,
dentro de la region ITS1. En la figura 2 se muestran las secuencias alineadas de la
regiéon 18S-ITS1-5.8S de estas especies, indicando la localizaciéon de los cebadores

seleccionados.
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10 20 30 40 50 60 10 80 S0 100
1 1 1 1 [ [ ! [ [ [ ' [ ' [ [ [ ' [ [ '
C. glabrata TAGGTGAACCTECGGAAGBA CATTAAAGARATTTAAT TGATTTETCTGAGCTCOGAGAGAGACATCT CTGEEGAGGACCAGTGTAGACACT CAGBAGEC
P. guilliermondii |TAGGTGAACCTGCGGAAGGANCATTACAGTA
P. kudriavzevii TAGGTGAACCTECGGAAGBA CATTAC
C. parapsilosis TAGGTGAACCTECGGAAGGAL CATTACAGAA
C. tropicalis TAGGTGAACCTECGGAAGBA CATTACTGA
C. albicans TAGGTGAACCTECEGAAGBAN CATTACTGA
110 120 130 140 150 160 170 180 1%0 200
! ' ! ' ! ' ! ' ' ' ' ' ' ' ! ' ' ' ' '
C. glabrata TCCTARAATATTTTCTCTBCTGTGAATGCCAT TTCTCCTECCTGCECT TAABTGCOCIGT TGETGEETGTTCTECAGT 366666AGGGAGCCEACARAGA
P. guilliermondii TTCTTTTECCAGCECT TAACTGCECGE
P. kudriavzevii TGTGATTTAGTAC
C. parapsilosis TGAAAAGTGCTTAACTGCATTT
C. tropicalis TTTGCTTAATTGCAC
C. albicans TTTGCTTAATTGCAC
210 220 230 240 250 260 270 280 2% 300
C. glabrata CCTGBBAGTGTECETGGATCTCTCTATT CCARAGBAGGTETTT TATCACACGACTCGACACTTTCTAATTACTACACACAGTGGAGTT TACT TTACTACT
P. guilliermondii CGAAAAACCTTACACACAGTGTCTTTTTGATACAGA
P. kudriavzevii TACAC
C. parapsilosis TTTCTTACACATGTGTTTTTCTTTTTTTGAA
C. tropicalis CACAT -~ GTGTTTTTTATTGAACA
C. albicans CACAT ~GTGTTTTTCTTTGAAAC
310 320 330 340 350 360 370 380 3% 400
PR TP DRI [P DY [P TP IR TP TP TP [P P [P [P [P PP ISP SAPP IAPY |
C. glabrata ATTCTTTIGTTCETTG G6GGAACECTCTCTTTCGE66GEGAGTTCTCCCAGTGGATGCAAACACARACARATATTTTT TTARACTAATTC
P. guilliermondii  ACTCTTGCTTTGGTTTGGCCTAGAGATAGG TTGGGCCAGAGGT TTAACARAACACAATTTAATT ATTT
P. kudriavzevii TECETGABCEE AACGARAACAACAAC ACCTAAAATGTGGAATATAGCATAT
C. parapsilosis AACTTTGCTTTGGTAGGCCTTCTATATGGE GCCTGCCAGAGAT ~ TAAACTCAACCABATTTT ATTT
C. tropicalis AR TTTCTTTGETGG CGBGAGCAATCC TACCGCCAGAGGTTATAACTAA ACCABACTTTTT ATTT
C. albicans AAACTTGCTTTGECEG TEBGCCCAGCC TECCGCCAGAGGTCTAAACTTACAACCAATTTTTT ATCA
410 420 430 440 450 460 470 480 490
s lecceloceeleceelececleeeeleeeeloeeeleeeeleeealeeeeleeeeleeeclon..l 1 L 1 1
C. glabrata AGTCAACACAAGATTTCTTTTAGTAGAAAACAACTTCARAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCTCE [ATCGATGARGAACGCAGCEA
P. guilliermondii  TTACAGTTAGTCAAATTTTGAATT ~AATC TTCARAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTCE |ATCGATGAAGAACGCAGCEA)
P. kudriavzevii AGTCGACAAGAGAAATCTACGAAA ~AACA AACARAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCE |ATCGATGARGAGCGCAGCEA
C. parapsilosis AA- TGTCAACCGATTATTT BAATA GTCARAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTCE |ATCGATGAAGAACGCAGCEA)
C. tropicalis AC AGTCAAACTTGATTTATTATTACAATA GTCARAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTCE |ATCGATGAAGAACGCAGCEA)
C. albicans ACTTGTCACACCAGAT TATTACT ~AATA GTCARAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTCE |ATCGATGAAGAACGCAGCEA)

Figura 2. Alineamiento multiple de las secuencias 18S-ITS1-5.8S obtenido mediante el programa MUSCLE para las
especies: C. glabrata, Pichia guilliermondii (C. guilliermondii), Pichia kudriavzevii (C. krusei), C. parapsilosis,
C. tropicalis y C. albicans. Zonas en las que se sitian los cebadores DiamolF, y DiamolR (recuadros azules),
DiamolRglab (recuadro verde) y zona de divergencia entre secuencias utilizada para el disefio de las sondas de
hidrolisis especificas para la discriminacion entre las 6 especies de Candida (recuadro rosa).
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Para comprobar el correcto funcionamiento de la pareja de cebadores DiamolF y
DiamolR, se realizé una PCR utilizando 20 ng de ADN de cada una de las 6 especies de
Candida. En la figura 3 se muestran los productos de amplificacién del tamaifio

esperado para cada una de las especies.

—
600 pb---
400 pb --- -
200 pb --- —

) B e L o T T

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1,8% de amplificaciones realizadas con la pareja de cebadores
DiamolF-DiamolR utilizando ADN extraido a partir de: 1, C. albicans NCPF 3153; 2, C. glabrata NCPF 3203; 3,
C. parapsilosis NCPF 3104; 4, C. guilliermondii NCPF 3099; 5, C. tropicalis NCPF 3111; 6, C. krusei ATCC 6258; NTC:
non-template control (control negativo); M: Marcador de tamafio molecular HyperLadder I (Bioline); pb: pares de
bases.

Para confirmar si se trataba de la diana seleccionada, los productos de secuenciacion
obtenidos con la pareja de cebadores DiamolF-DiamolR se clonaron en el vector TA
Cloning™ (Invitrogen, EEUU)). La secuencia de todos los fragmentos mostr6 en todos
los casos coincidencia con las secuencias esperadas segin la base de datos de

Nucleotide de NCBI.

4.3.2. Diseiio de sondas para la deteccion de especies de Candida

Dentro de la region de discrepancia entre las diferentes especies estudiadas
amplificada por la pareja de cebadores DiamolF-DiamolR, se disefiaron 11 sondas de
hidrélisis para detectar y discriminar especificamente C. albicans (Calb y Calb2),
C. glabrata (Cgla), C. parapsilosis (Cpar2 y Cpar3), C. guilliermondii (Cgui3 y Cgui4),
C. tropicalis (Ctro y Ctro2) y C. krusei (Ckru y Ckru2) (Tabla 7), utilizando el programa
Primer Express. Se comprobd, por un lado, que todas las secuencias depositadas en la
base de datos de Nucleotide para una misma especie contuvieran la secuencia de la

sonda correspondiente y, por otro lado, mediante el algoritmo bioinformatico BLAST,
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se comprobd la especificidad de las secuencias de las sondas. De este modo, se obtuvo
un resultado positivo de homologia unicamente con la especie correspondiente.
Finalmente, las sondas disefiadas se marcaron con distintos fluoréforos para

posibilitar su deteccién conjunta en una reaccién de gPCR multiplex.

Tabla 7. Sondas de hidrélisis.

DIANA SONDA  ESPECIFICIDAD  SECUENCIA 5’3’y FLUOROFOROS
Calb C. albicans FAM-CGG TGG GCC CAG CCT GCC-BHQ1
Calb2 C. albicans FAM-ATC AA[+C] TTG TCA CA[+C] [+C]AG A-ZNA4-BHQ1
Cpar2 C. parapsilosis JOE-AGG CC[+]C CAT A[+T]A GAA GG[+C] CTA-BHQ1
Cpar3 C. parapsilosis HEX-TGG CAG GCC CCA TAT AGA AGG CCT AC-BHQ1
Cgla C. glabrata FAM-ATT TCT CCT GCC TGC GCT TAA GTG CG-BHQ1
s Cgui3 C. guilliermondii JOE-AA[+C] CTA [+T]CT [+C]TA [+G]GC [+C]AA A
Cgui4 C. guilliermondii HEX-CAG CGC TTA ACT GCG CGG CGA-BHQ1
Ctro C. tropicalis HEX-CGG TAG GAT TGC TCC CGC CA-BHQ1
Ctro2 C. tropicalis HEX-CGG TAG GAT TGC TCC CGC CAC C-BHQ1
Ckru C. krusei FAM-TTT AGG TGT TGT TGT TTT CGT TCC GCT C-BHQ1
Ckru2 C. krusei FAM-CTA CAC TGC GTG AGC GGA ACG AAA AC-BHQ1

4.3.3. Desarrollo de un protocolo de qPCR para la deteccion de especies de
Candida

El rendimiento de la qPCR se evalu6 utilizando ADN extraido a partir de las cepas de
referencia de las distintas especies de Candida y sus correspondientes sondas. En la
figura 4 se muestran los resultados con las 6 sondas seleccionadas por su mejor

rendimiento: Calb, Cpar3, Cgla, Cgui4, Ctro2 y Ckru?2.
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Delta RN
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Ciclos Ciclos

Figura 4. Representacion logaritmica de la fluorescencia detectada frente al nimero de ciclos. A) Sonda Calb y ADN
de C. albicans NCPF 3153, B) Sonda Cgla y ADN de C. glabrata NCPF 3203, C) Sonda Cpar3 y ADN de C. parapsilosis
NCPF 3104, D) Sonda Cgui4 y ADN de C. guilliermondii NCPF 3099, E) Sonda Ctro2 y ADN de C. tropicalis NCPF
3099, F) Sonda Ckru2 y ADN de C. krusei. Se utilizaron 3 cantidades de ADN molde, 20 ng, 2 ng y 0,2 ng, en cada
reaccion y agua como control negativo.

4.3.3.1. Especificidad de las reacciones de qPCR

Para comprobar la especificidad del método desarrollado, se ensayé cada una de las
sondas de forma independiente en una reaccion de qPCR simple, utilizando con cada
sonda el ADN de su especie correspondiente mas ADN de las 5 especies restantes. De
esta manera, la especie C. albicans mostré resultado positivo con la sonda Calb con
valores del ciclo umbral (Ct) medios de 14,26 para 20 ng de ADN molde, no

detectandose fluorescencia en las 5 especies de Candida restantes. En la tabla 8 se
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puede observar que el resultado fue similar para las otras 5 especies de Candida y sus

respectivas sondas, y con valores Ct en el mismo rango.

Tabla 8. Valor medio del ciclo umbral de deteccién (Ct) y desviacién estandar (DE) con las sondas Calb, Cgla,
Cpar3, Cgui4, Ctro2, y Ckru2 aplicadas a muestras con 20 ng de ADN de las 6 especies de Candida.

SONDA (Ct + DE)

ESPECIE Calb Cgla Cpar3 Cgui4 Ctro2 Ckru2

C. albicans 14,26

NCPF 3153 0,056 -

C. glabrata 13,34 +
NCPF 3203 - 0,056 - - - -

C. parapsilosis 14,4 +

NCPF 3104 - - 0,106 - - -

C. guilliermondii 14,33 £

NCPF 3099 - - - 0,891 - -

C. tropicalis 14,31 +

NCPF 3111 - - - - 0,993 -

C. krusei 13,64 +
ATCC 6258 - - - - - 0,007

ATCC: American Type Culture Collection; NCPF: National Collection of Pathogenic Fungi.. (-) No deteccion.

También se ensay6 la especificidad de la qPCR disefiada en este trabajo con una
coleccion de microorganismos presentes en la microbiota humana, y con ADN humano
(Promega, EEUU) (Tabla 9). El resultado fue negativo para todas las especies con la
excepcion de la sonda Cgla, para la cual se obtuvo un resultado positivo con la muestra

de S. cerevisiae, aunque con un valor Ct mas elevado (Ct 18,73 10 ng de ADN).
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Tabla 9. Valores del ciclo umbral de deteccidn (Ct) con las sondas Calb, Cgla, Cpar3, Cgui4, Ctro2 y Ckru2 aplicadas
a muestras de 20 ng de ADN obtenidos de una coleccién de microorganismos y a 10 ng de ADN humano.

SONDAS (Ct)

Calb Cgla Cpar3 Cgui4 Ctro2 Ckru2

ESPECIE CEPAS OTRAS LEVADURAS
Saccharomyces cerevisiae CECT 1678 - 18,73 - - - -
Saprochaete capitata IHEM 5666 - - - - : -
Candida lipolytica UPV 12-097 - - = - - )
Rhodotorula mucilaginosa CECT 11016 - - - - - -
OTROS HONGOS
Aspergillus fumigatus Af-293 - - - - - -
Lomentospora prolificans ATCC 64913 - - - = - -
Cryptococcus neoformans ATCC90113 - - - - - R
BACTERIAS
Staphylococcus aureus CECT 435 - - - - - -
Streptococcus pyogenes CECT 985 - - - - - -
Streptococcus viridans CECT 804 - - - - , -
Streptococcus pneumoniae CECT 993 - - - - - ;
Escherichia coli CECT 434 - - - - i -
Klebsiella pneumoniae CECT 144 - - - = - -
Pseudomonas aeruginosa CECT 108 - - - - - -
Proteus mirabilis CECT 4168 - - - - - B,
Gardnerella vaginalis ATCC 14018 - - - - - -
ADN HUMANO

Human Genomic DNA G304A - - - - , -
(Promega)

ATCC: American Type Culture Collection; CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo; IHEM: Belgian Co-ordinated
Collections of Micro-Organisms; NCPF: National Collection of Pathogenic Fungi; UPV: University of the Basque
Country (UPV/EHU). (-) No deteccidn.

Finalmente, se comprobd6 la especificidad de las sondas Calb, Cgla y Cpar3 con los
complejos de especies cripticas de C. albicans, C. glabrata y C. parapsilosis. La sonda
Cpar3, disefiada para la deteccién de la especie C. parapsilosis, dio resultados
negativos cuando se probo6 con las especies cripticas Candida orthopsilosis y Candida

metapsilosis (Tabla 10).
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Tabla 10. Valor medio del ciclo de umbral de deteccién (Ct) y desviacion estdndar (DE) para las especies cripticas
de C. albicans, C. glabrata y C. parapsilosis con sus sondas respectivas Calb, Cgla y Cpar3.

SONDAS (Ct + DE)

ESPECIE Calb Cgla Cpar3 Calb2 Cgla2

C. albicans NCPF 14,66+ 0,021 - - 14,21 £ 0,007 -
3153

C. dubliniensis 17,28 £ 0,024 - - - -
NCPF 3949

C. africana 15,49 £ 0,25 - - 15,61 +0,31 -
ATCC MYA 2669

C. glabrata - 13,36 £ 0,0022 - - 12,92 £ 0,004
NCPF 3203

C. nivariensis - 14,85 + 0,042 - - 18,23 + 7,05
CBS 9989

C. bracarensis - 18,78 £ 0,2 - - 18,35 + 1,28
NCYC 3133

C. parapsilosis - - 15,27 £ 0,27 - -
NCPF 3104

C. orthopsilosis - - - . -
ATCC 96141

C. metapsilosis - - - - ,
ATCC96144

ATCC: American Type Culture Collection; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures; NCPF: National Collection of
Pathogenic Fungi; NCYC: National Collection of Yeast Cultures. Se utiliz6 una cantidad de 20 ng de ADN gen6mico
como molde en cada reaccién.

Por el contrario, se observaron reacciones cruzadas con las sondas Calb y Cgla cuando
se probaron con las especies cripticas de C. albicans (Candida dubliniensis y Candida
africana), y de C glabrata (Candida nivariensis y Candida bracarensis),
respectivamente. Ambas sondas dieron sefial con todas las especies, aunque los
valores de Ct obtenidos para las especies cripticas para la misma cantidad de ADN

molde eran siempre superiores a los observados para C. albicansy C. glabrata

Se disefiaron nuevas sondas para la deteccion especifica de C. albicans y C. glabrata,
Calb2 y Cgla2, respectivamente, y se comprobé nuevamente la especificidad de ambas
con los complejos de especies cripticas. Cgla2 emitié sefial con todas las especies del
complejo de C. glabrata, en este también con valores de Ct mas elevados para la
misma cantidad de ADN. Por otro lado, Calb2 dio resultados negativos con distintas

cepas de C. dubliniensis, aunque si emitié sefal con C. africana.

4.3.3.2. Determinacioén del limite de deteccion de la qPCR
Para determinar la eficiencia, limite de deteccion de ADN y reproducibilidad de la

gPCR disenada para la discriminacién de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
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C. guilliermondii, C. tropicalis y C. krusei, se realizaron tres ensayos independientes
usando ADN extraido de las cepas C. albicans NCPF 3153, C. glabrata NCPF 3203,
C. parapsilosis NCPF 3104, C. guilliermondii NCPF 3099, C. tropicalis NCPF 3111 y
C. krusei ATCC 6258. Cada recta de regresion se obtuvo utilizando 7 concentraciones
cubriendo un rango desde 20 fg hasta 20 ng de ADN gendémico, con tres réplicas cada
uno de ellos. Los resultados mostraron un limite de deteccién de 20 fg de ADN

gendmico para las seis sondas ensayadas (Figura 5).
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Figura 5. Resultados de la prueba de qPCR con distintas cantidades de ADN gendémico (rango de 20 fg a 20 ng) de
las distintas especies de Candida, con sus sondas correspondientes. Panel izquierdo: representacion logaritmica de
la fluorescencia detectada frente al nimero de ciclos. Panel derecho: representacion del ciclo umbral de deteccién
(Ct) frente al logaritmo de la concentracidn inicial de ADN gendmico. Se muestra la recta de regresion, el
coeficiente de regresiéon (R2), la pendiente (Slope) y los valores medios de Ct + DE obtenidos de 3 réplicas
independientes.

4.3.3.3. Desarrollo de un protocolo de qPCR multiplex para la deteccion
simultdnea de especies de Candida

Una vez comprobada la especificidad y el limite de deteccién de las sondas Calb, Cgla,
Cpar3, Cgui4, Ctro2 y Ckru2 por separado, se procedi6 al desarrollo de una qPCR
multiplex, en la cual se pudieran detectar distintas especies de Candida en una Unica
reaccion. Debido a que el equipo de PCR a tiempo real empleado en este trabajo posee
Unicamente 3 canales para la deteccion de fluoréforos, las sondas tuvieron que
combinarse de dos en dos y se dejo el ultimo canal libre para la referencia pasiva
(ROX) Tras comprobar in silico con el programa Oligo Analyzer de IDT la formacién de
heterodimeros se decidié realizar las combinaciones de sondas del siguiente modo:
Calb-Cpar3, para la deteccién conjunta de las especies C. albicans y C. parapsilosis;
Cgla-Cgui4, para la deteccidon conjunta de las especies C. glabrata y C. guilliermondii; y
finalmente Ctro2-Ckru2, para la deteccidn conjunta de las especies C. tropicalis y

C. krusei.

En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos para la qPCR multiplex con las tres
combinaciones de sondas. Cada una de las sondas disefiadas fue capaz de detectar
especificamente su diana, sin mostrar reacciéon cruzada. Ademas, se observo que en
las condiciones de qPCR multiplex ensayadas el Ct de cada una de las especies no
aumentaba con respecto al Ct obtenido en las reacciones individuales descritas

anteriormente.
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Figura 6. Resultados de la qPCR multiplex con las siguientes combinaciones de sondas; A: Calb (en verde) y Cpar3
(en azul) para la deteccién conjunta de C. albicans y C. parapsilosis, respectivamente; B: Cgla (en fucsia) y Cgui4 (en
amarillo) para la deteccion conjunta de C. glabrata y C. guilliermondii, respectivamente y C: Ctro2 (en azul oscuro) y
Ckru2 (en rosa) para la deteccién conjunta de C. tropicalis y C. krusei, respectivamente.
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4.3.3.4. Diserio del control interno de amplificacion para el ensayo de qPCR

Como control interno (CI) de la qPCR multiplex se disefi6 una secuencia de ADN
aleatoria, de una longitud de 127 nucledtidos, con un extremo 5’ compuesto por los
nucleétidos del cebador Diamol-F, y un extremo 3’ compuesto por los nucleétidos
correspondientes a la secuencia reversa complementaria del cebador Diamol-R (Tabla
11). Asimismo, se disefié una sonda para la deteccién especifica del CI, Diamol-ICP, la
cual se marcé con el fluoréforo ROX con el fin de poderlo combinar, en una misma
reaccion de PCR, con cualquiera de las combinaciones Calb-Cpar3, Cgla-Cgui4 o Ctro2-

Ckru2, marcadas con los fluoréforos FAM y HEX.

Tabla 11. Secuencias del Control Interno (CI) de amplificacién y de la sonda de hidrélisis que hibrida con el CI.

NOMBRE SECUENCIA 5’23’

TAG GTG AAC CTG CGG AAG GAT CGA AAC GTG CGA CGC

CONTROL .. . . TCC GAG CAT GAT CAC TAT GTC CTA ATC CCA TAT ATT

INTERNO lamof-ampi ATT CAC TGT GTA CTA GCC CTT CTT GGT TCT CGC ATC
GAT G

SONDA Diamol-ICP ROX-AAC GTG CGA CGT TCC GAG CA-BHQ2

Se determiné el limite de deteccién del CI de la misma forma que se realizé con las
sondas disefiadas para discriminar las especies de Candida. Se obtuvo una recta de
regresion a partir de 6 cantidades de CI, cubriendo un rango desde 0,1 fmoles hasta 10
pmoles. Los resultados mostraron un limite de detecciéon de 10 fmoles (figura 7).
Finalmente se seleccion6 una cantidad de 1 pmol de CI para ser afiadida en cada

ensayo de qPCR multiplex, pudiendo detectarse tras 33 ciclos de amplificacion.
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Figura 7. Resultados de qPCR utilizando diluciones seriadas del Control Interno (CI), desde 0,1 fmoles hasta 10
pmoles, y la sonda Diamol-ICP marcada con ROX para el calculo del limite de deteccién del CI.

Una vez determinada la cantidad de CI para ser afiadida en cada ensayo de qPCR, se
procedid a incorporarla en cada una de las tres combinaciones de sondas detalladas
en el apartado anterior de resultados, con 1 pmol de Cl y 0,3 uM de sonda Diamol-ICP
marcada con ROX. En estas condiciones, sin embargo, no conseguimos detectar el CI
cuando éste era combinado con las parejas de sondas disefiadas para la deteccion de
especies de Candida. Asimismo, dado que la sonda Diamol-ICP estaba marcada con
ROX, no se pudo emplear este fluor6foro como referencia pasiva de la reaccioén, y ello
impedia determinar el Ct de las otras sondas (datos no mostrados). Por lo tanto, se
decidié emplear el ROX de la Taq polimerasa como referencia pasiva, excluyendo el CI
y la sonda Diamol-ICP de las reacciones de qPCR, eliminando asi la posibilidad de
detectar la posible inhibicién de la PCR por parte de los componentes de la muestra y

los falsos negativos en todos los pocillos de la qPCR.

4.3.4. Aplicacion de la qPCR multiplex a muestras vulvovaginales humanas

Una vez puesta a punto la técnica de qPCR, se procedié a su aplicacién con las 128
muestras de origen vulvovaginal estudiadas en el apartado 4.2. E1 ADN molde para las
reacciones de qPCR se obtuvo siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3.4.2 de
materiales y métodos. Para comprobar la reproducibilidad de la qPCR multiplex

disefiada en este trabajo se realizaron 3 ensayos independientes, sin embargo, en este
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caso, no se pudieron usar réplicas debido al volumen limitado de muestra
vulvovaginal del que se disponia, de este modo se emple6 una Unica muestra en cada

uno de los 3 ensayos.

Junto con las muestras BE de origen vulvovaginal se realizaron controles de
extraccion de ADN, a estos controles también se les aplico la qPCR con el fin de
controlar posibles contaminaciones y detectar de esta forma los falsos positivos de

esta técnica molecular.
Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 12.

En 122 (95,3%) de las 128 muestras analizadas la qPCR fue positiva para C. albicans.
Del mismo modo, en 3 muestras (2,34%) la qPCR fue positiva para C. glabrata, en 2
muestras (1,56%) para C. parapsilosis, otras 2 muestras (1,56%) para C. guilliermondii,
3 muestras (2,34%) para C. tropicalis y finalmente 4 muestras (3,12%) para C. krusei.
Se establecio, para las 6 especies, un punto de corte para el Ct de 30 ciclos, de modo
que las muestras con resultados de Ct superiores a este valor se consideraron
negativas. Esta determinacidon se tomdé en base al elevado porcentaje de muestras,
96,09%, que resultaron positivas para C. albicans en la qPCR, probablemente debido a
que el origen anatomico de las muestras es un nicho no-estéril. Los resultados
obtenidos mediante qPCR se compararon con aquellos obtenidos mediante cultivo,
tanto en nuestro laboratorio como en el de referencia (Tabla 12), ya que hubo alguna
discrepancia entre ambos laboratorios tal y como se ha reportado en la tabla 5 de
resultados. Asimismo, se obtuvieron valores de Ct iguales o superiores a 30 para
algunos de los controles negativos de extraccion. Por ultimo, cabe destacar que no
hubo contaminacidén en las reacciones de PCR, ya que no se detecté sefial con ninguna
de las sondas, en ninguno de los controles negativos de PCR (NTC-Non template

Control) (datos no mostrados).
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Tabla 12. Resultados obtenidos mediante qPCR multiplex aplicada a muestras vulvovaginales. Comparacién con
los resultados obtenidos por cultivo.

qPCR (Ct £ DE)? CULTIVO*
MUESTRAS Calb Cgla Cpar3 Cgui4 Ctro2 Ckru2 ESPECIE UFC
BE-01 20,15 (1,05) - - - - - C. albicans 4000
BE-02 30,33 (0,001) - - - - - Neg -
BE-03 19,07 (0,28) - - - - - C. albicans 4000
BE-04 27,21 (0,49) 25,3(0,66) - 32,2(6,64) - - Neg -
BE-05 22,71 (0,237) - - - - - C. albicans 80
BE-06 26,58 (0,34) - - 34,6 (15,7) - 30,5 (0,1) Neg -
BE-07 21,33 (0,36) - - - - - C. albicans 2400
BE-08 17,07 (0,242) - - - - - C. albicans 2400
BE-09 30,36 (0,57) - 35,7(1,43) - - - Neg -
BE-10 18,21 (0,85) - - - - - C. albicans 10000
BE-11 32,92 (3,08) - - - - - Neg -
BE-12 20,98 (0,27) - - - - - C. albicans 600
BE-13 20,86 (0,48) - - - - - C. albicans 10000
BE-14 23,4 (1,025) - - - - 32,7 (0,05) C. albicans 300
BE-15 35,06 (11,58) - - - - - Neg -
BE-16 23,37 (0,36) - - - - - C. albicans 10000
BE-17 27,07 (0,27) - - - - - C. albicans 182
BE-18 19,8 (0,28) - - - - - C. albicans 780
BE-19 20,06 (0,57) - - - - - C. albicans 1356
BE-20 19,04 (0,71) - - - - - C. albicans 2280
BE-21 20,44 (0,27) - - - - - C. albicans 9200
BE-22 29,04 (1,76) - - - - - C. albicans 9
BE-23 19,92 (0,08) - - - - - C. albicans 10000
BE-24 20,85 (0,34) - - - 23,7(0,03) - C. tropicalis 10000
BE-25 20,95 (0,72) - - - - - C. albicans 2
BE-26 27,5 (0,82) - - - - - C. albicans 08
BE-27 21,63 (0,05) - - - - - C. albicans 238
BE-28 21,33 (0,22) - - - - - C. albicans 0§
BE-29 23,86 (0,28) - - - - - C. albicans 1574
BE-30 32,8(0,14) - - - - - Neg =
BE-31 31,52 (0,15) - - - - - Neg -
BE-32 24,86 (0,14) - - - - - C. albicans 5
BE-33 19,33 (0,17) - - - - - C. albicans 10000
BE-34 30,17 (0,99) - - - - - Neg =
BE-35 32,93 (0,01) - - - - - Neg -
BE-36 20,87 (0,1) - - - - - C. albicans 10000
BE-37 33,06 (0,65) - - - - - Neg -
BE-38 33,94 (0,51) - - - - - Neg -
BE-39 35,36 (14,25) - - - - - Neg -
BE-40 22,17 (0,03) - - - - - C. albicans 0§
BE-41 19,71 (0,3) - - - - - C. albicans 10000
BE-42 17,57 (0,34) - - - - - C. albicans 10000
BE-43 18,14 (0,36) - - - - - C. albicans 10000
BE-44 25,5 (0,33) - - - - - C. albicans 300
BE-45 22,14 (0,18) - - - - - C. albicans 10000
BE-46 23,73 (0,33) - - - - - C. albicans 85
BE-47 29,99 (0,95) - - - - - C. albicans 5
BE-48 17,77 (0,02) - - - - - C. albicans 10000
BE-49 25,23 (0,04) - - - - - C. albicans 500
BE-50 21,18 (0,06) - - - - - C. albicans 10000
BE-51 27,25 (0,19) - - - - - C. albicans 443
BE-52 24,06 (0,66) - - - - - C. albicans 2400
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gqPCR (Ct = DE)2 CULTIVO*
MUESTRAS Calb Cgla Cpar3 Cgui4 Ctro2 Ckru2 ESPECIE UFC
BE-53 22,11 (0,27) - - - - - C. albicans 800
BE-54 30,44 (2,48) - - - - - Neg -
BE-55 33,58 (6,23) - - - - - Neg -
BE-56 28,57 (0,007) - - - - - C. albicans 238
BE-57 32,55 (0,95) - - - - - Neg -
BE-58 28,05 (0,41) - - - - - C. albicans 257
BE-59 18,58 (0,4) - - - - - C. albicans 10000
BE-60 - - - - - - Neg -
BE-61 32,81 (2,02) - - - - - Neg -
BE-62 29,39 (0,45) - - - - - C. albicans 130
BE-63 26,75 (0,21) - - - - - C. albicans 78
BE-64 25,81 (0,05) - - - - - C. albicans 338
BE-65 32,7 (0,64) - - - - 35,06 (1,27) Neg -
BE-66 23,04 (0,19) - - - - - C. albicans 170
BE-67 - - - - - - C. albicans 08
BE-68 34,97 (0,19) - - - - - Neg =
BE-69 28,45 (0,31) - - - - - C. parapsilosis 2
BE-70 22,96 (0,16) - - - - - C. albicans 150
BE-71 22,21(0,15) - - - - - C. albicans 3500
BE-72 - - - - - - Neg -
BE-73 34,44 (2,33) - - - - - Neg -
BE-74 31,2 (0,42) - - - - - Neg -
BE-75 31,9 (1,11) - - - 34,8 (2,77) - Neg -
BE-76 35,1 (9,02) - - - - - Neg -
BE-77 32,15(0,12) - - - - - C. albicans 08
BE-78 35,32 (2,8) - - - 358(2,03) - Neg -
BE-79 22,15 (0,02) - - - - - C. albicans 2400
BE-80 20,1 (0,04) - - - - - C. albicans 4800
BE-81 35,22 (3,25) - - - - - Neg -
BE-82 - - - - - - Neg -
BE-83 35(7,39) - - - - - C. parapsilosis 1
BE-84 - - - - - - Neg -
BE-85 30,76 (0,1) - - - - - C. albicans 130
BE-86 34,88 (7,73) - - - - - Neg =
BE-87 30,1 (0,19) - - - - - C. albicans 1
BE-88 20,28 (0,05) - - - - - C. albicans 8000
BE-89 33,91 (6,05) - - - - - Neg -
BE-90 19,07 (0,08) - - - - - C. albicans 3000
BE-91 31,83 (0,17) - - - - - C. albicans 08§
BE-92 33,51 (9,67) - - - - - Neg -
BE-93 27,44 (0,19) - - - - - C. albicans 10
BE-94 20,05 (0,02) - - - - - C. albicans 5000
BE-95 23,09 (0,33) - - - - - C. albicans 1360
BE-96 18,81 (0,05) - - - - - C. albicans 1600
BE-97 20,83 (0,36) - - - - - C. albicans 8000
BE-98 15,27 (0,04) - - - - - C. albicans 10000
BE-99 28,71 (0,03) - - - - - Neg -
BE-100 31,05 (0,97) - - - - 32,57 (0,09) Neg =
BE-101 33,71 (5,06) - - - - - Neg -
BE-102 30,47 (0,3) - - - - - C. albicans 08
BE-103 20,4 (0,02) - - - - - C. albicans 5000
BE-104 26,63 (0,11) - - - - - C. albicans 400
BE-105 24,44 (0,13) - - - - - C. albicans 3000
BE-106 30,13 (0,03) - - - - - Neg -
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qPCR (Ct + DE)2 CULTIVO*
MUESTRAS Calb Cgla Cpar3 Cgui4 Ctro2 Ckru2 ESPECIE UFC
BE-107 28,36 (0,31) - - - - - C. albicans 34
BE-108 20,17 (0,02) - - - - - C. albicans 8000
BE-109 24,08 (0,38) - - - - - C. albicans 25
BE-110 36,25 (0,47) - 34,2 (1,04) - - - Neg -
BE-111 21,41 (0,07) 18,8(0,72) - - - - C. albicans/ 5000/

C. glabrata 5000

BE-112 29,12 (0,11) - - - - - C. albicans 250
BE-113 20,6 (0,2) - - - - - C. albicans 8000
BE-114 19,16 (0,03) - - - - - C. albicans 8000
BE-115 20,93 (0,06) - - - - - C. albicans 10000
BE-116 36,17 (3,28) - - - - - Neg -
BE-117 - - - - - - Neg -
BE-118 31,9 (1,21) - - - - - C. albicans 1
BE-119 22 (0,31) - - - - - C. albicans ND
BE-120 25,16 (0,17) - - - - - C. albicans 2800
BE-121 36,34 (4,64) - - - - - Neg -
BE-122 32,8 (1,61) - - - - - Neg -
BE-123 33,44 (3,1) 28,8(1,15) - - - - C. glabrata 1200
BE-124 33,77 (0,31) - - - - - Neg -
BE-125 33,17 (1,83) - - - - - C. albicans 10
BE-126 16,2 (0,24) - - - - - C. albicans 1200
BE-127 23,34 (0,07) - - - - - C. albicans 212
BE-128 32,95 (0,75) - - - - - Neg -

aResultados obtenidos mediante qPCR con las sondas Calb, Cgla, Cpar3, Cgui4, Ctro2 y Ckru2. Valores medios del
ciclo de umbral de deteccion (Ct) y la desviaciéon estandar (DE) de las tres repeticiones. (-) No deteccidn.
*Resultados combinados de la UPV/EHU y del laboratorio de referencia. UFC: Unidades Formadoras de Colonias. §
resultado positivo en el laboratorio de referencia, aunque sin especificar UFCs. Los valores de Ct positivos aparecen
en azul y los valores de Ct negativos estan resaltados en rojo.

Basandonos en este nuevo punto de corte se construy6 una tabla de contingencia de
2x2 (Tabla 13) para la sonda Calb, con el fin de determinar la sensibilidad,
especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de la qPCR

multiplex disefiada en este estudio como prueba diagndstica.

Tabla 13. Tabla de contingencia de 2 x 2 para la qPCR multiplex con la sonda Calb, empleando como punto de corte
un valor de Ct de 30 ciclos.

Cultivo positivo Cultivo negativo Total

PCR positiva 73 5 78
PCR negativa 7 43 50
Total 80 48 | 128

En base a la tabla 14 se determin6 que la sensibilidad de la qPCR multiplex con la
sonda Calb disefiada para detectar C. albicans era de 91,25%, la especificidad de
89,6%, el valor predictivo positivo de 93,59% y el valor predictivo negativo de 86%.
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No se calcularon los valores como prueba diagndstica para el resto de las sondas,
debido al escaso numero de muestras positivas para las otras 5 especies de Candida.
La sonda Cgla fue capaz de detectar las dos muestras positivas para C. glabrata y se
obtuvo un falso positivo con ella. Se detecté la inica muestra de C. tropicalis con la
sonda Ctro2, pero la sonda Cpar3 no fue capaz de detectar las dos muestras positivas
para C. parapsilosis, ademas no se obtuvo ningtin resultado falso positivo con ninguna
de ellas. Por ultimo, no se obtuvo ningdn aislamiento de C. guilliermondii ni de
C. krusei de origen vulvovaginal, y no se detecté ninguna reacciéon positiva con las
sondas Cgui4 y Ckru2, por lo que no se obtuvieron resultados falsos positivos para

ninguna de estas dos sondas.
4.4. Sensibilidad a antifungicos

4.4.1. Aislamientos vulvovaginales
En total se obtuvieron 79 aislamientos de Candida en muestras vulvovaginales, sin

embargo, dos de ellas perdieron viabilidad y no se consiguié revivirlas.

4.4.1.1. CLSIM27-A3

El estudio de sensibilidad a antifiungicos mediante la técnica de microdilucion en caldo
basado en el protocolo M27-A3 del CLSI para fluconazol y clotrimazol, revel6 que
ambos antifungicos eran muy activos in vitro frente a los 72 aislamientos de

C. albicans como se recoge en la tabla 14.

Tabla 14. Sensibilidad in vitro a clotrimazol y fluconazol de 72 aislamientos vulvovaginales de C. albicans de este
estudio. Valores de Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) expresados en pg/ml.

24h 48h
MG CMIso CMIso Rango MG CMIso CMloo Rango
CLOTRIMAZOL 0,042 0,03 0,06 0,03-0,25 0,1 0,12 0,25 0,03-0,5
FLUCONAZOL 0,17 0,12 0,25 0,12-4 0,33 0,25 1 0,12-8

MG: Media Geométrica (ug/ml).
Tal y como se observa en la tabla, la media geométrica de la Concentracion Minima

Inhibitoria (CMI) del clotrimazol a las 24h, 0,042 pg/ml, fue menor que la del
fluconazol, 0,17 pg/ml. Cabe destacar que 45 de los 72 aislamientos (62,5%) de
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C. albicans mostraron una CMI de clotrimazol de 0,03 pg/ml, mientras que 53

aislamientos (73,6%) presentaron una CMI de fluconazol de 0,12 pg/ml.

De acuerdo con los puntos de corte establecidos por el CLSI en su documento M27-54,
la gran mayoria de los aislamientos de C. albicans, 70 (97,2%), se clasificaron como
sensibles para fluconazol (CMIso <2 pg/ml), los otros 2 aislamientos (BE-113 y BE-
114) (2,8%) fueron clasificados como sensibles dosis dependiente (SDD) (CMI 4
ug/ml). En cuanto al clotrimazol, basandonos en los puntos de corte propuestos por
Pelletier y colaboradores (Pelletier et al, 2000), todos los aislamientos se
consideraron sensibles al presentar valores de CMI inferiores a 0,5 pg/ml. Los dos
aislamientos clasificados como SDD para el fluconazol, BE-113 y BE-114, presentaron
una CMI de 0,25 pg/ml para clotrimazol, un valor notablemente superior al resto de
los aislamientos, hasta 8 veces superior para la mayoria de los casos, y se

consideraron aislamientos con sensibilidad intermedia a clotrimazol.

Por otro lado, los 5 aislamientos de especies no-C. albicans mostraron unos valores de
CMI considerablemente mayores a los observados en los aislamientos de C. albicans
(Tabla 15). Aunque, todos ellos fueron clasificados como sensibles para ambos
antifingicos a las 24h, a las 48h el aislamiento de C. tropicalis y los dos aislamientos de

C. glabrata mostraron resistencia a ambos azoles.

Tabla 15. Sensibilidad in vitro a clotrimazol y fluconazol de los 5 aislamientos vulvovaginales de especies no-
C. albicans de este estudio. Valores de Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) expresados en pg/ml.

CLOTRIMAZOL CMIt FLUCONAZOL CMI
AISLAMIENTO ESPECIE 24h 48h 24h 48h
BE-24 C. tropicalis 0,12 2 0,5 64
BE-69 C. parapsilosis 0,06 0,25 0,12 0.5
BE-83 C. parapsilosis 0,03 0,5 0,12 1
BE-111m C. glabrata 0,25 1 4 8
BE-123 C. glabrata 0,12 0,5 2 4

1Se emplearon los puntos de corte de C. albicans definidos por Pelletier y colaboradores (Pelletier et al.,, 2000) para
clotrimazol. Los valores de CMI considerados resistentes aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.

4.4.1.2. Sensititre Yeast One®
A los dos aislamientos vulvovaginales de C. albicans que mostraron valores de CMI

superiores al resto de los aislamientos, BE-113 y BE-114, se les realiz6 un ensayo con
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el método comercial de dilucion en caldo Sensititre YeastOne®, para evaluar la

sensibilidad a otros antifingicos, y en particular a otros azoles (Tabla 16).

Tabla 16. Sensibilidad in vitro a los antifiingicos de los aislamientos vulvovaginales de C. albicans BE-113 y BE-
114, mediante el método Sensititre YeastOne®. Valores de CMI expresados en pg/ml.

BE-113 BE-114

ANTIFUNGICOS CMI24h CMI48h CMI24h CMI48h

CSF 0,25 0,25 0,06 0,06
MFG 0,015 0,03 0,015 0,015
AFG 0,015 0,06 0,015 0,015
AMB 0,015 0,25 0,5 1
5FC 0,5 2 0,06 0,12
VRC 0,5 8 0,015 8
POS 8 8 0,015 8
ITC 16 16 0,03 16
FLC 4 256 0,25 256

CSF caspofungina, MFG micafungina, AFG anidulafungina, AMB anfotericina B, 5FC 5-fluorocitosina, VRC
voriconazol, POS posaconazol, ITC itraconazol, FLC fluconazol. Los valores de CMI considerados
resistentes aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.

Tanto las equinocandinas como la 5-fluorocitosina fueron muy activas in vitro contra
estos dos aislamientos de C. albicans. En el caso de los azoles, el aislamiento BE-113
mostro resistencia a todos ellos a las 24h, mientras que en el aislamiento BE-114 la
resistencia a todos los azoles s6lo se mostr6 a las 48h. Estas dos cepas comparten
algunas caracteristicas, por un lado, ambas fueron aisladas de pacientes con signos
claros de VVC, y el numero de UFCs fue elevado en ambos casos (>8000). La cepa BE-
114 ademas, fue aislada de una paciente con un largo historial de VVCR, dos meses
después de participar en un ensayo clinico de una vacuna experimental frente a la

candidiasis superficial.

Ambos aislamientos fueron seleccionados para la caracterizacién de los genes ERG11,
TAC1 y UPC2 con el fin de determinar la posible presencia de mutaciones puntuales

relacionadas con la resistencia a azoles.
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4.4.2. Cepas de la coleccion de la UPV/EHU

Se seleccionaron 25 cepas de C.albicans de distintos origenes, clasificadas como
resistentes a azoles, y custodiadas en la coleccién del Departamento de Inmunologia,
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina y Enfermeria de la UPV/EHU.
Las caracteristicas de estos aislamientos se detallan en las tablas 5, 6 y 7 del apartado

3.6 de materiales y métodos.

Por otro lado, se analizaron 2 cepas de C. albicans de referencia, ATCC 64124 y
ATCC 64550, resistente a azoles y equinocandinas la primera, y a fluconazol, la
segunda. Asimismo, se analiz6 la cepa de referencia SC5314, considerada como la cepa

sensible de referencia, cuyo genoma esta secuenciado.

4.4.2.1. CLSIM27-A3

En primer lugar, se verifico si las cepas catalogadas como resistentes a ciertos azoles,
mantenian dicha resistencia tras su almacenamiento, para lo cual se realiz6 el método
de microdilucién en caldo M27-A3 del CLSI. Se probaron los dos mismo azoles que
para los aislamientos vulvovaginales, clotrimazol y fluconazol, por duplicado. Los

resultados obtenidos para las 46 cepas de C. albicans se recogen en la tabla 17.

Segun los puntos de corte establecidos para cada antifungico, 34 aislamientos (74%)
se clasificaron como sensibles para ambos azoles, aunque 8 de ellos mostraron
resistencia a las 48h, cuatro a ambos azoles, tres inicamente a fluconazol y un ultimo
aislamiento s6lo a clotrimazol. Siete aislamientos (15,21%) se clasificaron como
resistentes (1 de ellos sensible dosis-dependiente) a fluconazol, 6 (26%) como

resistentes a ambos y ninguno como resistente inicamente a clotrimazol.

Tabla 17. Sensibilidad in vitro a clotrimazol y fluconazol de aislamientos de C. albicans catalogados como
resistentes a azoles de la coleccién de la UPV/EHU. Valores de CMI expresados en pg/ml.

CLOTRIMAZOL FLUCONAZOL CLOTRIMAZOL  FLUCONAZOL
CMI CMI CMI CMI

CEPAS 24h 48h 24h 48h CEPAS  24h  48h  24h 48h
06-114 | [0,12-0,25] [1-2] [2-64] 64 16-086 0,12 0,25 1 2
06-116 0,03 0,06 [0,12-0,25] 05 16-087 0,03 003 012 0,25
06-100 0,03 [0,06-0,5] 0,15 0,5 16-088 = 0,03 003 0,12 0,25
10-166 0,03 0,03 0,12 0,12 16-089 0,03 0,06 4 4
10-168 | [0,03-0,25] 0,25 [0,12-0,25] 64 16-090 = 0,03 003 0,12 0,12
10-169 0,03 0,06 [0,12-0,25] 0,25 16-091 0,03 0,06 64 64
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10-170 0,06 0,5 [0,12-4] 64 16-092 | 0,5 1 64 64
10-171 0,06 [0,03-0,12] [0,12-0,5]  0,12-1] 16-093 0,03 006 0,25 1
10-280 0,06 0,12 0,12-0,5 [05-1] | 16-094 @ 003 003 025 0,25
10-295 0,03 [0,06-0,5] [0,12-0,25]  [0,25-1] 16-095 = 0,03 003 0,12 0,12
10-294 0,03 0,03 0,12 0,12 16-096 = 003 003 0,12 0,12
08-105 = [0,03-0,06] 0,12 0,25 0,5 16-097 003 003 012 0,25
08-187 0,03 0,03 0,25 0,25 16-098 = 0,03 0,03 1 2
09-297 0,03 0,06 [0,12-0,25] 0,5 16-122 0,03 006 [2-4] [16-32]
10-221 | [0,12-0,25] [0,12-0,25]  [0,12-0,25] 64 16-123 = 0,03 0,06 8 16
15-154  [0,12-0,5] [0,25-1] [1-64] 64 16-124 0,03 003 025 0,5
15-155 0,03 [0,03-0,06] [0,12-0,25] [0,25-0,5] A 16-131 = 0,03 0,06 0,25 2
15-156 = [0,03-0,5]  [0,06-0,5]  [0,25-64]  [0,5-64] 16-132 012 025 05 64
15-157 [0,5-2] [0,5-2] 16 64 16-133 0,12 0,5 0,5 64
15-159 0,03 0,03 2 64 16-134 = 0,25 1 64 64
15-161 0,03 [0,03-0,12] [0,12-0,25] [0,25-0,5] A 16-135 @ 0,03 0,12 1 32
15-176 [2-4] [2-4] [16-32] 64 16-136 0,03 003 025 0,25
15-178 0,03 0,03 0,12 0,12 16-138 1 1 64 64
15-179 0,03 0,03 [0,12-0,25]  [0,12-0,25]

Los valores de CMI corresponden a la Media Geométrica, exceptuando los localizados entre corchetes que
corresponden al rango de valores observados.

Los valores de CMI considerados resistentes aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.

4.4.2.2. Sensititre YeastOne®

Se realiz6 un ensayo de microdilucién en caldo mediante el método comercial

Sensititre YeastOne® a aquellas cepas que mostraron un perfil resistente mediante el

método de microdilucion en caldo M27-A3 del CLSI, con el fin de evaluar la

sensibilidad a otros antifiingicos, y en particular a otros azoles. Se seleccionaron

ademas cepas que habian dado resultados contradictorios en distintas repeticiones.

Los resultados aparecen recogidos en la tabla 18.
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Tabla 18. Sensibilidad in vitro a los antifiingicos de los aislamientos de C. albicans catalogados como resistentes en la Coleccion de la UPV/EHU, mediante el método

comercial Sensititre YeastOne. Valores de CMI expresados en pg/ml.

AISLAMIENTOS 06-114 CMI 06-100 CMI 10-168 CMI 10-170 CMI 10-171 CMI 10-295 CMI 10-221 CMI 15-154 CMI

ANTIFUNGICOS 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h

CSF 0,015 0,03 003 003 0015 0,015 0,015 0,03 0,015 003 003 003 0,015 003 0,03
MFG 0,008 0,008 0,008 0,015 0,008 0,008 0,008 0,015 0,008 0,015 0,008 0,008 0,008 0,008 0,008
AFG 0,03 003 0015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,03 003 0,015
AMB 025 0,5 012 025 025 05 012 025 012 025 025 05 025 0,5 0,25
5FC 0,06 006 006 006 006 006 006 012 006 006 006 006 006 006 0,06
VRC 0,008 0,015 0,008 0,015 0,008 0,015 0,008 0,008 0,008 0,008 0008 003 0008 0,015 0,5
POS 0,015 0,015 0,03 003 0,015 0,015 0,008 0,015 0,015 003 0015 0,03 0015 003 8
ITC 0,03 006 003 006 003 006 003 003 003 006 003 006 003 006 16
FLC 025 05 0,5 1 0,25 0,5 012 025 012 0,5 0,12 0,5 0,25 05 32

48h
0,06
0,015
0,015
0,5
0,06
8

8

16
256

CSF Caspofungina, MFG Micafungina, AFG Anidulafungina, AMB Anfotericina B, 5FC 5-Fluorocitosina, VRC Voriconazol, POS Posaconazol, ITC Itraconazol, FLC Fluconazol.

Los valores de CMI considerados resistentes aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.

Tabla 18. (Continuacién) Sensibilidad in vitro a los antifingicos.

AISLAMIENTOS 15-156 CMI 15-157 CMI 15-159 CMI 15-176 CMI 16-091 CMI 16-122 CMI 16-123 CMI 16-132 CMI

ANTIFUNGICOS 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h

CSF 0,03 003 0015 006 006 012 003 006 0015 006 012 025 0,12 012 0,03
MFG 0,015 0,015 0,008 0,015 0,008 0,008 0,015 0,015 0,008 0,015 0,015 0,03 0015 003 0,015
AFG 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
AMB 012 025 012 05 0,12 0,5 025 0,5 0,25 0,5 0,12 0,5 0,5 1 0,25
5FC 0,06 012 006 012 006 006 006 025 012 05 0,06 0,5 012 025 2
VRC 0,008 8 0,008 0,015 006 1 1 1 0,5 1 0,5 1 1 2 0,015
POS 0,015 8 0,015 0,03 8 8 0,5 0,5 0,03 006 006 012 006 0,12 0,015
ITC 0,03 16 0,03 006 16 16 0,5 0,5 012 012 0,25 0,5 0,25 0,5 0,06
FLC 025 256 05 0,5 2 8 64 64 8 8 0,12 0,5 8 16 0,5

48h
0,06
0,015
0,015
0,5
64
0,06
8

16
256

CSF Caspofungina, MFG Micafungina, AFG Anidulafungina, AMB Anfotericina B, 5FC 5-Fluorocitosina, VRC Voriconazol, POS Posaconazol, ITC Itraconazol, FLC Fluconazol.

Los valores de CMI considerados resistentes aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.
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Tabla 18. (Continuacién) Sensibilidad in vitro a los antifiingicos.
AISLAMIENTOS 16-133 CMI 16-134 CMI 16-135 CMI 16-138 CMI

ANTIFUNGICOS 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

CSF 0,015 0,015 0,015 0,015 0,06 012 0,06 0,12
MFG 0,015 0,015 0,008 0,008 0,015 0,015 0,015 0,03
AFG 0,015 0,015 0,015 0,015 0,06 006 0015 0,015
AMB 0,25 05 0,25 05 0,25 0,5 0,5 1

5FC 0,06 006 006 006 006 006 006 012
VRC 0,008 0,015 0,008 0,03 0,015 003 8 8
POS 0,015 0,03 0,015 0,03 003 8 8 8

ITC 0,03 006 003 16 0,5 16 16 16
FLC 0,25 05 0,5 2 0,5 2 256 256

CSF Caspofungina, MFG Micafungina, AFG Anidulafungina, AMB Anfotericina B, 5FC 5-Fluorocitosina, VRC
Voriconazol, POS Posaconazol, ITC Itraconazol, FLC Fluconazol. Los valores de CMI considerados resistentes
aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.

Cabe destacar que unicamente 6 de los 20 aislamientos analizados mostraron un
patron resistente para alguno de los azoles a las 24 horas, mientras que 11 lo hicieron
a las 48 horas, a pesar de que todos ellos habian sido catalogados anteriormente como

resistentes a alguno de los compuestos azolicos.

De acuerdo con los puntos de corte establecidos, de los 6 aislamientos catalogados
como resistentes a azoles, uno de ellos (16-091) fue clasificado como sensible dosis-
dependiente a voriconazol y resistente a fluconazol; otro aislamiento (16-138) mostro
resistencia a los 4 azoles; otros 2 aislamientos (15-176 y 15-154) mostraron
resistencia a tres azoles, aunque no a los mismos; y los otros 2 aislamientos mostraron
resistencia a dos azoles, a posaconazol e itraconazol (15-159) y a voriconazol y
fluconazol (16-123). Los aislamientos 16-091 y 16-123 se consideraron de especial

interés ya que se obtuvieron de la misma paciente, aunque en distintas fechas.

Las cepas que mostraron resistencia frente a alguno de los compuestos azélicos

fueron seleccionadas para la caracterizacion de los genes ERG11, TAC1 y UPC2.
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4.5. Analisis mediante secuenciacion de mutaciones GOF de genes
implicados en la resistencia a azoles

Los aislamientos clinicos que mostraron resistencia a azoles mediante los métodos de
microdilucion en caldo CLSI M27-A3 y Sensititre YeastOne10®, fueron seleccionados
para el andlisis de los genes ERG11, TAC1 y UPC2, para los cuales se han descrito
mutaciones con efecto de ganancia de funcion (GOF-Gain Of Function) relacionadas

con la resistencia a azoles.

La extraccion de ADN y la amplificacion de los tres genes se realizaron tal y como se

detalla en los apartados 3.6.2., 3.6.3., 3.6.4. y 3.6.5. de materiales y métodos.
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4.5.1. Diseiio de cebadores

4.5.1.1. Cebadores para la amplificacion del gen ERG11

Se han descrito mas de 140 sustituciones de aminoacidos en Ergl1 relacionadas con la
resistencia a azoles, distribuidas por toda la proteina (Morio et al, 2010) desde el
aminoacido 33 (Cernicka & Subik, 2006), hasta el 523 (Sanglard & Bille, 2002). Se
disefiaron cebadores que pudiesen amplificar practicamente en su totalidad la region
codificante del gen ERG11. Para ello, se dividio el gen dos regiones solapadas: la parte
del extremo 5’ correspondiente a la region N terminal de la proteina codificada, y la

parte del extremo 3’, correspondiente a la region C terminal (Figura 8).

1 794 1587

E=== ERG11-FL-F1 (2-25) ERG11-FL-R2 (1385-1407) $mmm==
E====) ERF11-FL-F2 (83-107) ) ERG11-FL-R3 (1495-1517) {mmmmm
===} ERF11-FL-F4 (27-54) ERG11-M-F3 (639-659) ¢—=
=—- ERF11-FL-F5 (45-66) ERG11-FL-R4 (1533-1554)
== ERF11-FL-F6 (70-100) E===) ERG11-M-F7 (619-644) ERG11-Fl-R4deg
ERG11-M-R1 (726-746) {mmm=
ERG11-M-R5 (800-823) ¢mmmmm

==

ERG11-M-R6 (905-927)

ERG11-M-R6deg

L J

T
Extremo N terminal

Extremo C terminal

Figura 8. Esquema de las zonas de hibridacion de los cebadores disefiados para la secuenciacidn de los fragmentos
de interés del gen ERG11. Entre paréntesis, la posicion donde hibrida cada uno de los cebadores con respecto al
codoén de inicio. Las regiones amplificadas aparecen resaltadas en verde y en rojo, y la regiéon de solapamiento en
naranja.

Con el fin de obtener amplificados de mayor tamafno y con la mejor calidad de
secuencia posible, y debido a la alta tasa de polimorfismos de este cromosoma (Magee,
2007), se disefiaron y probaron distintas combinaciones de cebadores (Tabla 19 y

Tabla 20).
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Tabla 19. Cebadores disefiados para la amplificacion del extremo 5’ del gen ERG11.

Localizacion
Cebadores Secuencia 5’'>3’ respecto al ATG Tm (°C)
ERG11 FL_F1  TGG CTA TTG TTG AAA CTG TCA TTG 2-25 54
ERG11 FL_F2 GGG TTC CAT TTG TTT ACA ACT TAG T 83-107 53,7
ERG11 FL_ F4 TGGCAT TAATTATTT TTT GTC CCT TAG T 27-54 53,9
ERG11_FL_F5 GTC CCT TAG TGT TACACA ACA G 46-66 53,1
ERG11 FL F6  AGT ATA TTA TTA GGG GTT CCATTT GTT TAC A 70-100 54,6
ERG11_ M R1  GCA GCA TCA CGT CTC CAA TAA 746-726 55,3
ERG11_M_R5  CACGAT TTG GAT CAA TAT CAC CAC 823-800 54,1
ERG11_M_R6 TTG ACC ACC CAT AAG AAT ACC AA 927-905 53,9
Tabla 20. Cebadores disefiados para la amplificacion del extremo 3’ del gen ERG11.
Localizacién respecto al
Cebadores Secuencia 5’'>3’ ATG Tm (°C)
ERG11 M _F3 TGA CCG TTC ATT TGC TCA ACT A 639-660 55,3
ERG11_M_F7 GAT GAA ATG AGA AGA ATT TTT GAC 619-644 54,1
CG
ERG11 FL_R2 TCT ATG TCT ACC ACC ACC AAA TG 1407-1385 53,9
ERG11 _FLL R3 CTATAATCAGGGTCAGGCACTTT 1517-1495 54,5
ERG11 FLL R4 GATTTCTGC TGG TTC AGT AGG T 1554-1533 53,2

4.5.1.2. Cebadores para la amplificacion del gen TAC1

La estrategia para caracterizar este gen fue distinta; no se plante6 la amplificaciéon de

toda la secuencia codificante (cds) debido a su longitud (2946 pb). Se amplificaron por

tanto dos regiones no-solapantes (Figura 9.B): una desde el aminoacido 225 hasta el

461 y la otra desde el aminoacido 673 hasta el 980, por ser las regiones donde se

localizaban las mutaciones con efecto de ganancia de funcién o GOF descritas en la
literatura (Figura 10A)(A. Coste et al,, 2006; A. T. Coste et al.,, 2004; A. T. Coste et al,,
2009; Znaidi et al., 2007).

Del mismo modo que con ERG11, con el fin de obtener el amplificado de mayor

tamafio y con la mejor calidad de secuencia posible y teniendo en cuenta la alta tasa de

variabilidad del cromosoma 5 (Magee, 2007), se disefiaron y probaron distintas

combinaciones de cebadores (Tabla 21 y Tabla 22).
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Figura 9. A) Esquema de las mutaciones GOF del factor de transcripciéon Tacl. Las posiciones de las mutaciones
aparecen seflaladas mediante barras. Las lineas discontinuas sefialan mutaciones obtenidas por mutagénesis
dirigida. Las lineas continuas sefialan mutaciones detectadas en aislamientos clinicos. Los nimeros se refieren a las
posiciones de aminoacidos. DBD: DNA Binding Domain-Dominio de Unién al ADN; MHR: Middle Homology Region-
Regién Homologa Central; AD: Activation Domain-Dominio de Activaciéon (Imagen de Sanglard et al, 2011). B)
Esquema de las zonas de hibridacién de los cebadores disefiados para la secuenciaciéon de los fragmentos de
interés del gen TACI. Entre paréntesis, la posicion donde hibrida cada uno de los cebadores con respecto al codén
de inicio. Estos nimeros entre paréntesis hacen referencia a posiciones de nucleétidos. Las regiones analizadas
aparecen en rojo.

127



Resultados

Tabla 21. Cebadores disefiados para la amplificacion del fragmento de TACI entre los aminoacidos 225y 461.

Localizacion

Cebadores Secuencia 5'>3’ respecto al ATG Tm (°C)
Tacl_Fw_225  ACG CTA AGG ATG CCA ATG AA 617-636 54,6
Tacl_Fw2_225 GAT AGT GAA GAA CAACAAACTTCAC 568-592 52,4
Tacl Fw3_ 225 TGA TAG TGA AGA ACAACAAACTTCACATA 567-595 54,9
Tacl_Fw4 225 CTATCG CCCACT CCT TCA GAA 526-546 52,4
Tacl_Fw5_225 CTATCG CCCACT CCT TCA GAAG 526-547 57
Tacl_Fw6_225 GAGAAATTG GGA TGAATT TGTTGGT 648-672 54,3
Tacl Fw7 225 GACACA AGC AAT AAG AAA TAA CCA TTC CAAC 471-501 57
Tacl_Fw8_225 AGCAAT AAGAAATAACCATTCCAAC 477-501 52,1
Zinc2-1123@  GAT GCC AAC GAA TTATTG A 625-643 48
Tac1l_Rv_225  TTGATT ACT GGA GGT TTA CCG 1517-1497 52,1
Tacl1_Rv2_225 AACAGT ATG GAC CAC TAT CACC 1598-1577 54
Tacl_Rv3_225 TGG TAG TGA CAT CGT TGG TAT TG 1537-1515 54,7
Tacl Rv4 225 GTA ATA AGT CTT CAT CAC TAT TGG TAG T 1558-1531 52,6

(a): Coste, 2009.

Tabla 22. Cebadores disefiados para la amplificaciéon del fragmento de TACI entre los aminoacidos 673 y 980.

Cebadores Secuencia 5'>3’ Localizacion respectoal Tm (°C)
ATG

Tacl Fw_673 CGA GACACG ATT CTT GCT ATG A 1960-1981 54,5
Tacl Fw2_673 ATGAAATTGACT TTT TTC TCG CAT 1978-2001 52
Tacl_Fw3_673 ACCTCAGTT CAA GCAAGT ACT G 1924-1945 54,8
Tacl_Fw4_673 GTATTT AGC AGA TGA GGC CAA AC 1874-1897 54
Tacl_Fw5_673 ATG TTT GAG TTG GCA ATG TAT TTA GCA 1858-1884 55,8
Tacl_Rv 980 ACATTATACATCGCT TTCACCA Fuera CDS: 2989-2968 52,1
Tac1_Rv2_980 CCTTTGATA GGA AAA AAT ATA TGA AAC Fuera CDS: 3037-3011 49,3
Tac1_Rv4_980 TTCACAACAATT TTA CTC TCA AGA CAT Fuera CDS: 3069-3043 53,5

CDS: Coding Sequence-region codificante.

Los cebadores Tacl_Rv_980, Tacl_Rv2_980 y Tacl_Rv4_980 se localizan fuera de la
region codificante del gen (CDS), y se disefiaron a partir de una Unica secuencia, la
correspondiente al “contig” Ctgl19-10170 (numero de acceso en Nucleotide:
NW_139520), que se obtuvo como resultado en la secuenciacion del genoma completo
de la cepa de C. albicans SC5314 (Jones et al., 2004). Este “contig” corresponde a un
fragmento de 100.418 pb del cromosoma 5 de C. albicans, donde esta localizado el gen

TACI.
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4.5.1.3. Cebadores para la amplificaciéon del gen UPC2

Las mutaciones GOF descritas en el factor de transcripcién Upc2 se localizan entre los
aminodacidos 643 y 648 (Dunkel et al., 2008a; Heilmann et al., 2010; Hoot et al., 2011)
(Figura 11A); con posterioridad se identific6 otra mutacion GOF en el aminoacido 642
(Flowers et al., 2012). Se disenn6 una Unica pareja de cebadores con la cual se obtuvo
un amplificado de 268 pb que contenia la regiéon comprendida entre los aminoacidos

642y 648 (Figura 10.B).

643 648

A) Upc2
40 80 712
DBD

g

Upc2-Fw (1806-1824 =>
P ( ) 4=m Upc2-Rv (2074-2094)

Figura 10. A) Esquema de las mutaciones GOF del factor de transcripcion Upc2. Las posiciones de aminoacidos en
las cuales se han descrito mutaciones aparecen sefialadas con barras. DBD: DNA Binding Domain-Dominio de Unién
al ADN (Imagen modificada de (Sanglard, 2011b)). B) Esquema de las zonas de hibridacién de los cebadores
disefiados para la secuenciacién del fragmento de interés del gen UPC2. Entre paréntesis, la posiciéon donde hibrida
cada uno de los cebadores con respecto al codén de inicio. Estos nimeros entre paréntesis hacen referencia a
posiciones de nucleétidos. La region analizada aparece en rojo.

En este caso se disefié una Unica pareja de cebadores, la cual se muestra en la tabla 23.

Tabla 23. Cebadores disefiados para la amplificacion del fragmento entre los aminoacidos 643 y 648 de UPC2.

Cebadores Secuencia 5’'>3’ Localizacion respecto ATG Tm (°C)
Upc2_Fw GGC CAT GCG GAT AAT GAG A 1806-1824 54,9
Upc2_Rv CCA AGC GTC CTT ACC AGT AAT 2094-2074 54,6

4.5.2. Analisis de las secuencias de las cepas resistentes a azoles
Mediante la amplificacion por PCR de las regiones seleccionadas para los genes
ERG11, TAC1 y UPC2 se obtuvieron amplicones que mostraron correspondencia con el

tamafio esperado (Figura 11): region 225-471 de TAC1 ~875 pb (panel izquierdo, A),

129



Resultados

regiéon 673-980 de TACI ~1000 pb (panel izquierdo, B), extremo 5’ de ERG11 ~660 pb
(panel central, A), extremo 3’ de ERG11 ~915 pb (panel central, B) y extremo 3’ de
UPC2 ~288 pb (panel derecho, A):

HLI HLI T4 HLI
- - - -
2 —
E — HLIV
1000 pb— A wmm A G e ;
SOI(J]pb— - [ S T = =
600 pb—I o o g £ — A = _ ao0pb
= = == == —300pb
o
=
=

—200pb

Figura 11. Productos de PCR con los cebadores disefiados para amplificar el extremo 5’ de ERG11 (panel izquierdo,
A), el extremo 3’ de ERG11 (panel izquierdo, B), la region 225-461 de TAC1 (panel central, A), la regidén 673-980 de
TAC1 (panel central, B) y el extremo 3’ de UPC2 (panel derecho). NTC: Non-template control, HL I: marcador de
tamafio molecular Hyperladder I y HL IV: marcador de tamafio molecular Hyperladder IV.

Mediante el analisis de las secuencias de los amplicones usando el algoritmo de BLAST
de NCBI se verific6 que se estaba amplificando de manera especifica el fragmento de
ADN deseado, y se procedié a su andlisis en busca de mutaciones que pudieran

conferir resistencia a antifungicos.

Se analizaron las secuencias de un total 26 aislamientos clinicos de C. albicans,
clasificados en funcion de su CMI a azoles (Tabla 24): doce eran resistentes a uno o
varios azoles, 11 eran sensibles a todos los azoles y los 3 restantes se clasificaron
como indeterminados, ya que se obtuvieron resultados no concordantes entre
repeticiones de ensayos, o bien entre las distintas pruebas de sensibilidad a
antifungicos realizadas. Ademas, se analizaron 3 cepas de referencia, ATCC 64550 y

ATCC 64124 resistentes a azoles y la cepa sensible de referencia SC5314.

Tabla 24. Sensibilidad in vitro a los azoles mediante los métodos Sensititre YeastOne® y el protocolo M27-A3 del
CLSI de los 26 aislamientos clinicos de C. albicans cuyas secuencias fueron analizadas. Valores de CMI expresados
en ug/ml. Datos obtenidos a las 24h.

Sensititre YeastOne® (CMI) CLSIM27-A3 (CMI) §
Clasificacion* | CEPAS | VRC POS ITC FLC CLT FLC
BE-113 | 0,5 8 16 4 0,25 4
R BE-114 | 0,015 0,015 0,03 0,25 0,25 4
15-154 | 0,5* 8 16 32 [0,12-0,5] [1-64]
15-156 | 0,008 0,015 0,03 0,25 [0,03-0,5] [0,25-64]
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15-157 [ 0,008 0,015 0,03 05 1 16
15-159 | 0,06 8 16 2 0,03 2
15-176 | 1 0,5 05 64 [2-4] [16-32]
16-091 | 0,5 003 012 8 0,03 64
16-092 | - - - - 0,5 64
16-123 |1 006 025 8 0,03 8
16-132 | 0,015 0,015 0,06 0,5 0,12 0,5
16-138 | 8 8 16 256 |1 64
06-100 | 0,008 0,03 0,03 0,5 0,03 0,15

I 06-114 | 0,008 0,015 0,03 025 |[0,12-0,25] [2-64]
10-171 | 0,008 0,015 0,03 012 |0,06 0,24
06-116 | - - - - 0,03 [0,12-0,25]
08-105 | - - - - [0,03-0,06] 0,25
10-166 | - - - - 0,03 0,12
10-169 | - - - - 0,03 [0,12-0,25]
10-280 | - - - - 0,06 [0,12-0,5]

S 15-153 | - - - - 0,03 2
15-160 | - - - - 0,03 0,25
BE-AZ | - - - - 0,03 0,12
BE-32 |- - - - 0,03 0,12
BE-47 | 0,015 0,008 0,03 0,5 0,03 0,12
BE-48 | - - - - 0,03 0,25
ATCC |05 0,5 0,25 32 2 16

R
64550

R ATCC |8 1 16 256 |- -
64124

S SC5314 | 0,008 0,008 0,03 025 |0,03 0,12

§Los valores de CMI corresponden a la Media Geométrica, exceptuando los localizados entre corchetes que
corresponden al rango de valores observados.

Los valores de CMI considerados resistentes aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.

¥ Cepas catalogadas como: R: resistentes; I: indeterminadas y S: sensibles.

4.5.2.1. Andlisis de las secuencias de ERG11

El analisis de las secuencias del gen FRG11 revel6 un gran nimero de polimorfismos,
sin embargo, no todos los cambios de base nucleotidica generaban sustitucién en el
aminodacido correspondiente (Figura 12). Se identificaron un total de 20 sustituciones
no-sinénimas, de las que 7 se han descrito que confieren resistencia a azoles: A114S,
Y132H, K143R, Y257H, G450E, R467K y Q474K (en negrita), mientras que 8 no
estaban relacionadas con la resistencia (en negro). Asimismo, se identificaron 5

cambios no descritos hasta hora: S42L, D225N, P236H, F319L y Q479R (en rojo).
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K143R R467K 529
A114S Y132H| V1591 P236H y257H G450E| Q474K ‘
1 S42L F72L |D116E K128T D153E D225N EZ66D F319L V4371 Q479R V4881

Figura 12. Esquema de las mutaciones no-sinénimas detectadas en el gen ERG11 de C. albicans, en azul aparecen
las posiciones de aminoacidos. En negrita resaltadas en amarillo aparecen las mutaciones relacionadas en la
literatura con la resistencia a azoles. En rojo aparecen las mutaciones identificadas por primera vez en este trabajo
y en negro las mutaciones no relacionadas con la resistencia.

En la tabla 25 se detallan todas las mutaciones de Ergl1p detectadas en este trabajo,
en las cepas catalogadas como resistentes, sensibles o de resistencia intermedia frente

a los azoles.

Tabla 25. Mutaciones encontradas en Ergllp en cepas de C. albicans clasificadas en funcién de su sensibilidad

frente a los azoles.

Mutaciones

CEPAS
Resistente
S42L
F72L
D116E
K128T
Y132H
K143R
D153E
V1591
D225N
P236H
Y257H
E266D
F319L
V3471
G450E
R467K
Q474K
Q479R
V4881

BE-113  C*-F*-
I-P-V*

.l A114S

BE-114  C*-F*

15-154 C-F-P-

I-v*
15-156 C-F
15-157 C-F
15-159 I-P
15-176 C-F-
I*-P-V
16-091 F-v* -
16-092 C-F

16-123 F-I*-V

16-132

16-138 C-F-P
V-1

ATCC C-F-
I*-P-
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s .- -

ATCC F-P-
64124 Vv

- - ~

06-114 -

10-171 -

06-116 -

08-105 -

10-166 -

10-169 -

10-280 -

15-153 -

15-160 -

- -

BE-032 -

- 1

BE-048 -

SC5314 -

C: clotrimazol; F: fluconazol, P: posaconazol; V: voriconazol; I: itraconazol. Azul oscuro: mutacién ya descrita en
homozigosis; azul claro: mutacién ya descrita en heterozigosis; rojo claro: mutacién nueva en heterozigosis. Las
mutaciones resaltadas en negrita y resaltadas en amarillo estin descritas y asociadas a resistencia, las
resaltadas en rojo han sido descritas por primera vez en este trabajo.

En el grupo de cepas resistentes destacan los aislamientos BE-113, 15-176, 16-091 y
16-123, y las cepas de referencia ATCC 64550 y ATCC 64124, por ser portadoras en
homozigosis de mutaciones que se han descrito que confieren resistencia a azoles. La
cepa 15-159 también es portadora de una mutacién asociada a resistencia, aunque la
presenta inicamente en uno de los alelos. Las cepas 15-156, 15-157, 16-092, 16-132 y
16-138, resistentes todas ellas a varios compuestos azélicos, no mostraron ninguna de
las sustituciones relacionadas con resistencia. Cabe destacar que no se detect6 ni una
sola de las mutaciones relacionadas con la resistencia en las cepas sensibles
analizadas. Por otro lado, no todas las cepas presentaron sustituciones no sinénimas,

tal es el caso de BE-114, 15-154, ambas resistentes, y de 08-105, sensible a azoles.

Algunas de las sustituciones no descritas en la literatura, S42L, D225N y P236H, se
detectaron en los tres grupos de cepas. Otras, F319L y Q479L, por el contrario,
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Unicamente se detectaron en el grupo de cepas resistentes, lo que sugiere una posible

participacion en la resistencia a los azoles.

4.5.2.2. Andlisis de las secuencias de TAC1

En el caso del gen TACI, el factor de transcripcidon regulador de los genes CDR y
localizado en el mismo cromosoma que ERG11, también se detectd una elevada tasa de
variabilidad, identificAandose una gran cantidad de polimorfismos, aunque so6lo 20 de
ellos generaron cambio de aminoacido en el factor de transcripcion Tacl (Figura 13).
De estos cambios, tres ya se han descrito que confieren resistencia a azoles (la
delecion A962-969, A736V y N977D), once no estaban relacionados con la resistencia,
y 6 se han descrito por primera vez en este trabajo: E265K, S758F, N823K, C858Y,
I895T, S935L.

A736V N977D

|
| : 461 673 H839Y RB869QNE896S S935L A962-969

N772K N823K |(2858Y| l.‘i‘)}]ﬁ[, 5941pP
$758F |D776N |E829Q 1895T

V207A
R206H E265K A337V N396S

~_980

Figura 13. Esquema de la localizacién de las mutaciones no sinénimas detectadas en el gen TAC1 de C. albicans. En
azul aparecen las posiciones de aminoacidos, y el analisis de las secuencias se llevé a cabo entre las posiciones 225-
461y 673-980 (las regiones aparecen resaltados con puntos rojos). En negrita y resaltadas en amarillo aparecen
las mutaciones relacionadas en la literatura con la resistencia a azoles. En rojo aparecen las mutaciones
identificadas por primera vez en este trabajo y en negro las mutaciones no relacionadas con la resistencia.

En la tabla 26 se detallan todas las mutaciones de Taclp detectadas en este trabajo, en
las cepas catalogadas como resistentes, sensibles o de resistencia intermedia frente a

azoles.
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Tabla 26. Mutaciones encontradas en Taclp en cepas de C. albicans clasificadas en funcién de su sensibilidad.

Mutaciones

8 v 2
%) jan) o> v o2 X Z o = o= O v A A a
< g © l<\: n K Y VO ® N VW M & O ®m & E © 1 «= 9 K~
o 2 S o © m 9 ;Mm I N N & & M ;1 OV @& @ ,m F &
5] 2L ~ N N ™ e} ~ ~ D~ D~ © e =] -] s} ® @ o o)} © =)
© ] o> W <X 2 &€ »n Z Az 1K I O MK = Z2 w»nn o on o Z

- g

15-154  C-F-P-
I- v*
15-156 C-F
15-157 C-F -
15-159  I-P -
15-176  C-F-
*-P-V
16-091  F-v*
HE =
16-123  F-I*-V
16-132
16-138  C-F-P
V-1
ATCC C-F-
I*-p-
64550 |,
ATCC F-P-
64124 V!

10-171

06-116 -

08-105 -

10-166 -

10-169 -

10-280 -
15-153 -
15-160 -
BE-AZ -
L]

BE-032 -

BE-047 -

BE-048 -

C: clotrimazol; F: fluconazol; P: posaconazol; V: voriconazol; I: itraconazol. Azul oscuro: mutacién ya descrita
en homozigosis; azul claro: mutacién ya descrita en heterozigosis; rojo oscuro: mutacién nueva en

S§C5314 -

homozigosis; rojo claro: mutacién nueva en heterozigosis. Las mutaciones en negrita y resaltadas en
amarillo estin descritas y asociadas a resistencia a azoles, las resaltadas en rojo han sido descritas por
primera vez en este trabajo.

Entre las cepas resistentes destacan el aislamiento 15-176 y la cepa de referencia

ATCC 64124, por ser ambas portadoras de mutaciones, en heterozigosis, asociadas
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a resistencia, la primera con el intercambio de alanina por valina en la posicion
736 (A736V) y la deleciéon entre los aminoacidos 962 y 969 (A962-969), y la
segunda con el intercambio de asparagina por acido aspartico en la posicién 977

(N977D).

Se detectaron varias sustituciones no descritas en la literatura, entre ellas destacan
S758F por encontrarse en homozigosis en una cepa resistente, y H839Y que se
detecté en la cepa resistente de referencia ATCC 64124, aunque Unicamente en

uno de los alelos.

Las sustituciones N396S, N772K, D776N, E829Q, N896S, S935L, esta ultima
identificada por primera vez en este trabajo, y S941P se detectaron en la mayoria
de los aislamientos, tanto en sensibles como en resistentes, por lo que su presencia

no se asocia a resistencia a azoles.

4.5.2.3. Andlisis de las secuencias de UPC2

En la region carboxilo terminal del gen UPCZ analizada en este trabajo no se
detectaron sustituciones sinénimas; Uunicamente se hallaron 2 sustituciones no-
sindnimas ya descritas en la literatura y relacionadas con la resistencia a azoles:
A643V y G648S, ambas en heterozigosis, en 3 de los aislamientos resistentes

(Tabla 27).

Tabla 27. Mutaciones encontradas en Upc2p en cepas de C. albicans clasificadas como resistentes a azoles.

CEPAS Resistente A643V G648S
BE-113 C*-F*-]-pP-V*
BE-114 C*-F*
15-154 C-F-P-I- V*
15-156 C-F

15-157 C-F

15-159 I-P

15-176 C-F- I*-P-V
16-091 F-v*
16-092 C-F

16-123 F-1*-V
16-132

16-138 C-F-PV-I

ATCC 64550 C-F-I*-P-V*

ATCC 64124 F-P-V-I
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C: clotrimazol; F: fluconazol; P: posaconazol, V: voriconazol; I: itraconazol. Azul claro: mutacién ya descrita en
heterozigosis. Las mutaciones en negrita y resaltadas en amarillo ya se han descrito y estan asociadas a
resistencia a azoles.

Cabe destacar, tras el analisis conjunto de las mutaciones detectadas en los tres
genes estudiados, que las 6 cepas de C. albicans resistentes a azoles que
presentaban mutaciones ya descritas y asociadas en la literatura con la resistencia
a azoles son portadoras de mas de una sustitucion, bien en el mismo gen, en otro

distinto o incluso en todos ellos (Tabla 28).

Tabla 28. Sustituciones de aminoacidos en Ergll1p y en los factores de transcripcién Taclp y Upc2p en cepas
de C. albicans resistentes a azoles.

CEPAS Ergllp Taclp Upc2
BE-113 A114S Y257H - -
15-159 K143Rh

15-176 R467K A736Vh  A962-969h A643V
16-091 Y132H G450E - G648S
16-123 Y132H G450E - G648S
ATCC 64550 Q474K - -
ATCC 64124 Y132H G450E N977Dh -

h: sustitucion hallada en heterozigosis. A: delecion.

4.5.3. Analisis de los factores de transcripcion Taclp y Upc2p y de Ergllp en
las poblaciones experimentales BE-47 y SC5314 sometidas a la presion del
fluconazol

Previo al andlisis de las secuencias, se determiné la sensibilidad a los azoles de las
poblaciones antes de la exposicion al antifingico (t0) y tras el mantenimiento

durante 23 dias a concentraciones crecientes de fluconazol hasta 64 pg/ml (t23)

(Figura 14).
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BE-47_t23_64 (clon)
SC5314_t23_64 (clon)

3
t=0 \ |t=|t=28

CMI azoles -

Obtenci6n de clones -
Analisis secuencias - }

/ Fluconazol 0,25 pg/ml = 64 pg/ml Sin

=0 _CMI‘a—ZQ]ES _ fluconazol
- Analisis secuencias
v
I | BE-47_t0 (clon) CMI azoles -| BE-47_t23_64 (poblacion)
SC5314_t0 (clon) Analisis secuencias -| §C5314_t23_64 (poblacién)

- AN

Sin fluconazol
CMI azoles -} BE-47_t23_control (poblacion)

Andlisis secuencias -| SC5314_t23_control (poblacién)

Figura 14. Esquema del ensayo de las poblaciones experimentales de las cepas de C. albicans BE-47 y SC5314
y tiempos en los cuales se analizaron la sensibilidad a azoles y las secuencias de los genes ERG11, TAC1 y UPC2
(en rojo). (1) t=0: se parti6 de un unico clon (BE-47_t0 o SC5314_t0), se determiné la CMI y se analizaron las
secuencias. El indculo inicial se emple6 para su propagacién en presencia de fluconazol (A) y sin antifingico
(control) (B). (2A) Se inicié la propagaciéon durante 23 dias de ambas poblaciones en presencia de
concentraciones crecientes de fluconazol, desde 0,25 hasta 64 pg/ml, cada vez que una poblacién superaba la
concentracién de antifiingico se inoculaba en medio nuevo con el doble de antifiingico. Tras 23 dias se
analizaron clones (3A) y poblaciones (4A). Después se mantuvieron durante 5 dias mas en medio sin
antifiingico (5A) (datos no mostrados). Por otro lado, se analizaron las poblaciones control tras 23 (3B) y 28
dias (4B) creciendo en medio sin antiftingico.

Transcurridos los 23 dias pudimos observar que los valores de CMI para los
diferentes azoles se incrementaron entre 4 y 16 veces en el caso de la poblacién
SC5314, mientras que para BE-47 los valores de CMI llegaron a multiplicarse hasta
256 veces para posaconazol e incluso 512 veces en el caso de itraconazol,

alcanzando una CMI de 16 pg/ml en este ultimo caso (Tabla 29).

Tabla 29. CMI de las poblaciones BE-47 y SC5314 frente a distintos azoles, antes y después de la exposicion a
fluconazol. Lecturas a las 24h y a las 48h. Valores de CMI expresados en pg/ml.

BE-47_t0 BE-47_t23_64 SC5314_t0 SC5314_t23_64
24h 48h 24h(a) 48h(a) |24h 48h 24h(@ 48h(a)
CLT 003 006 [003(1) 025w [003 012 [025@ 1@
PSC 0,015 0,03 [0064) 8(256) 0,015 0,03 |0,2516 0,5 (16)

AF
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VRC 0,008 0,008 |0,06(8) 0,12(i6) | 0,008 0,015 [0,06@®)  0,25*(16)
ITC 003 006 [012@4 16(12) |003 006 |025@ 059
FLC 05 0,5 1(2) 2 (4) 025 0,5 2 (8) 4 (8)

AF: antifungico. CLT: clotrimazol, PSC: posaconazol, VRC: voriconazol, ITC: itraconazol, FLC: fluconazol. (a)
Factor de multiplicaciéon de CMI en t23 con respecto al t0 correspondiente. Los valores de CMI catalogados
como resistentes aparecen resaltados en rojo, y los SDD en negrita.

El andlisis de las secuencias de las poblaciones experimentales BE-47 y SC5314
mostrd resultados dispares (Tabla 30). En el caso de BE-47, a pesar de haber
aumentado los valores de CMI para todos los compuestos azolicos, no se detecto
ninguna de las sustituciones de aminoacidos relacionadas en la literatura con la
resistencia. Las 4 muestras analizadas, con y sin exposicion a fluconazol,
mostraron los mismos polimorfismos genéticos, ninguno de los cuales esta

descrito como relacionado con la resistencia.

La poblacion SC5314, por el contrario, mostré polimorfismos diferentes en la
poblacién control y en la expuesta a fluconazol. En este ultimo caso, tanto la
poblacién como el clon seleccionado presentaron la mutaciéon con GOF N977D en
Taclp, ademas en homozigosis, lo cual implica que durante la exposicién al
farmaco la poblacion SC5314 fij6 dicha mutacion y que ademas sufrié una pérdida
de la heterozigosidad. Comparando SC5314_t23_64 (poblacion) y SC5314_t23_64
(clon) se puede deducir que la pérdida de heterozigosidad involucr6 ademas a
otras regiones del cromosoma 5, ya que también se observd pérdida de

heterozigosidad en Erg11p para el clon SC5314_t23_64.

Tabla 30. Sustituciones de aminoacidos en ERG11p y en los factores de transcripciéon Taclp y Upc2 en las
poblaciones experimentales, en comparaciéon con las secuencias de referencia X132296, DQ393587 y
EU583451.

Ergllp Taclp Upc2p

M e | v M Z o = & R

O [ee) Ne) N O > n — ~

— ~N N ~ ~ N e < >

— — o™ [ D~ oo} [=)) o)) [«))
Poblaciones Resistente a A x|z = A By ©w Z -
BE-47_t0 : T T
BE-47_t23_CONTROL - | ; :
BE-47_t23_64 (poblacién) I-P | | - -
BE-47_t23_64 (clon) | - ;
SC5314_t0 - - N
SC5314_t23_CONTROL - . -

SC5314_t23_64 (poblacién)  P-F*-V*-I* - - - - - -

SC5314_t23_64 (clon) e

F: fluconazol; I: itraconazol; P: posaconazol; V: voriconazol. * Sensible dosis-dependiente. Azul oscuro:
mutacidn ya descrita en homozigosis; azul claro: mutacidn ya descrita en heterozigosis; rojo claro: mutaciéon
nueva en heterozigosis. Las mutaciones en negrita y resaltadas en amarillo estan descritas y asociadas a
resistencia a azoles, las resaltadas en rojo han sido descritas por primera vez en este trabajo.
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nvasive fungal infections (IFls) caused by Candida and Aspergillus species are the

most prevalent fungal infections in hospitals; however, those caused by rare fungal
species have become increasingly common in recent years. Saprochaete capitata
(anamorph; Magnusiomyces capitatus teleomorph), formerly known as Trichosporon
capitatum, Geotrichum capitatum, Blastoschizomyces capitatus, and Dipodascus
capitatum (1), has emerged as a cause of IFl, especially in patients with hematological
malignancies (2, 3). Invasive infections by S. capitata can be confused with Candida
infections and may result in high attributed mortality rates due to its low susceptibility to
fluconazole and echinocandins, antifungals commonly used in the clinical set for the
treatment of candidiasis and aspergillosis (3). The objective of this study was to design a
specific PCR assay for the rapid identification of S. capitata from paraffinized tissue
samples that would provide useful results with blood samples as well.

Nine clinical isolates of S. capitata were assayed: five strains, including Scap 74605,
Scap 69180, Scap 47451, Scap 17719, and Scap 99190, previously identified as G.
capitatum (3), and four strains—600, 648, 696, and 1123—from Hospital Universitario
Severo Ochoa, Leganés-Madrid. Three more clinical strains of M. capitatus—IHEM 5665,
IHEM 5666, and IHEM 6803 (BCCM/IHEM Biomedical Fungi and Yeasts Collection,
Brussels, Belgium)—were included as positive controls, while Candida albicans NCPF
3153 (National Collection of Pathogenic Fungi, Bristol, United Kingdom), Candida
dubliniensis NCPF 3949, Candida glabrata NCPF 3203, Candida parapsilosis NCPF 3104,
Candida guilliermondii NCPF 3099, Candida tropicalis NCPF 3111, Candida krusei ATCC
6258 (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA), Saccharomyces cerevisiae
CECT 1678 (Coleccidon Espafiola de Cultivos Tipo, Burjassot-Valencia, Spain),
Lomentospora prolificans ATCC 64913, and Aspergillus fumigatus AF-293 (NCPF 7367)
were included as negative controls.

141


https://doi.org/10.1128/JCM.00876-17
https://doi.org/10.1128/JCM.00876-17
https://doi.org/10.1128/JCM.00876-17
https://doi.org/10.1128/JCM.00876-17
https://doi.org/10.1128/ASMCopyrightv1
https://doi.org/10.1128/ASMCopyrightv1

Resultados

Fungal cultures were grown overnight at 37°C and 150 rpm, collected by
centrifugation at 10,000 rpm for 10 min, and ground in liquid nitrogen. DNA was
extracted using an ATP genomic DNA minikit (Plants) (ATP biotech Inc., Taiwan)
according to the manufacturer’s instructions.

DNA from formalin-fixed paraffinized liver and gut tissue samples was extracted in
duplicate following the protocols described by Bialek et al. (4) with some modifications.
Briefly, tissue slices from paraffin blocks were dewaxed in xylene at 45°C for 15 min (two
rounds), followed by graded (100%, 90%, and 70%) ethanol washes. Deparaffinized
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FIG 1 Products of PCR amplification of DNA samples by the use of Scap-200 and Scap-R primers. Lanes 1
to 9, S. capitata clinical isolates Scap 74605, 69180, 47451, 17719, and 99190 and S. capitata clinical
isolates 600, 648, 696, and 1123; lanes 10 to 12, S. capitata strains IHEM 5665, IHEM 5666, and IHEM
6803; lane 13, C. albicans NCPF 3153; lane 14, C. glabrata NCPF 3203; lane 15, C. parapsilosis NCPF 3104;
lane 16, C. guilliermondii NCPF 3099; lane 17, C. tropicalis NCPF 3111; lane 18, C. krusei ATCC 6258; lane
19, C. dubliniensis NCPF 3949; lane 20, A. fumigatus NCPF 7367; lane 21, L. prolificans ATCC 64913; lane
22, S. cerevisiae CECT 1678; lane M, 100-bp HyperLadder (Bioline).

tissue was left to dry and was then suspended in bacterial lysis buffer (Roche, Germany)
and proteinase K (Roche, Germany) and incubated overnight at 45°C. Glass beads were
added, and the samples were subjected to vortex mixing for 5 min and then centrifuged
at 13,200 rpm for 1 min. Supernatants were transferred into new tubes, complemented
with fresh bacterial lysis buffer and proteinase K, and incubated for 1 h at 65°C. A volume
of 400 | of the supernatant was transferred into a cartridge of a MagNA Pure compact
nucleic acid isolation kit for automated DNA extraction with a MagNA Pure compact
instrument (Roche Diagnostics). Tissue samples from proven nontarget fungi and
noninfected tissue were used as negative controls.

A human blood sample (containing EDTA) from an anonymous donor was spiked with
S. capitata cells (10 CFU/ml) and then serially diluted 10-fold with blood to 10 CFU/ml.
For a more accurate enumeration, a 100-I aliquot from each dilution was inoculated on
Sabouraud dextrose agar and incubated at 37°C for 24 h. Erythrocytes and white cells of
blood samples were lysed following the recommendations of Einsele and colleagues (5).
Samples were then incubated at 30°C for 20 min with lyticase (15 U) in lysis buffer (50
mM Tris [pH 8], 15 mM Na-EDTA, 75 mM NaCl) to obtain spheroplasts. The same
protocol was followed for a positive control containing S. capitata (106 CFU per ml of
phosphate-buffered saline [PBS]) and the negative blood and buffer controls. DNA was
extracted in duplicate using an ATP genomic DNA minikit (Plants) and was quantified
using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc., USA).
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Primers Scap-200 (5=-CCG ATT GAA TGG CTT AGT GAG-3=) and Scap-R (5=-TGT AAA
TTC AAC CAA ATG TTC CA-3=) were designed after analyzing thel18S ITS1 to 5.85 ITS2
region sequences of B. capitatus, D. capitatus, G. capitatum, and M. capitatus registered
in the GenBank database.

The reaction mixture for PCR assays comprised 0.1 to 10 ng of DNA template, 1
BioMix (Bioline, London, United Kingdom), and a 0.625 M concentration of each primer
in a total volume of 20 I|. The PCR conditions were as follows: denaturation for 10 min at
95°C followed by 45 cycles at 95°C for 30 s, 60°C for 30 s, and 72°C for 30 s and a final
elongation period at 72°C for 7 min. PCR products were resolved in 2%
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FIG 2 Products of PCR amplification of DNA samples by the use of Scap-200 and Scap-R primers. (A) Lanes:
1, deparaffinized tissue of a patient infected with Mucor sp.; 2, deparaffinized lung tissue of a noninfected
patient; 3, deparaffinized liver tissue of a patient infected with Scap 99190; 4, paraffin DNA extraction
protocol, negative control; 5, S. capitata IHEM 5666, PCR positive control; 6, non-DNA template, PCR
negative control; M, 100-bp HyperLadder (Bioline). (B) Lanes: 1, S. capitata Scap 99190 (106 CFU/ml in PBS
following blood extraction protocol), positive control; 2 to 7, DNA extracted from spiked human blood
with Scap 99190 (106, 105, 104, 103, 102, and 10 CFU/ml); 8, nonspiked blood, negative control.

agarose gels in Tris-borate-EDTA buffer at 70 V for 90 min and were stained with Gel-Red
(Biotium, USA).

The resulting amplicons were purified with a NucleoSpin Gel and PCR Cleanup kit
(Macherey-Nagel, Germany) and sequenced at the SGlker DNA Sequencing and
Genotyping Unit of the University of the Basque Country (UPV/EHU).

A 195-bp section of the 18S and ITS1 region was amplified from DNA extracts of S.
capitata clinical isolates (Fig. 1, lanes 1 to 9). Similar amplicons were obtained for the
three reference IHEM strains (Fig. 1, lanes 10 to 12). The specificity of this primer pair
was confirmed by the unsuccessful amplification of DNA extracts from a variety of fungal
species that are usually involved in human invasive fungal diseases such as Candida spp.,
A. fumigatus, or even L. prolificans and S. cerevisiae (Fig. 1, lanes 13 to 22).

PCR analysis of a deparaffinized liver tissue sample from a patient infected with Scap
99190 (Fig. 2A, lane 3) yielded an amplicon of the expected size that showed 100%
identity with GenBank D. capitatus sequences. The application of primers Scap-200 and
Scap-R was also useful to detect S. capitata in Scap 99190 spiked human blood samples
ranging from 10 to 10° CFU/ml (Fig. 2B, lanes 2 to 7). This finding can complement those
of studies addressing the rapid identification of clinical relevant yeasts and filamentous
fungi in paraffin-embedded tissues and blood samples by PCR-based molecular
techniques (5-10).

In conclusion, PCR performed with the designed primers Scap-200 and Scap-R
amplified a 195-bp nucleotide sequence that matched those of fungal species currently
known as S. capitata. These primers appear to be specific for S. capitata, since no
amplification was detected with other species responsible for most invasive fungal
diseases in humans. The designed protocol could be applied to diagnose S. capitata
infections from paraffin-embedded tissues and blood samples.

Interestingly, the described PCR assay may help to obtain an earlier and accurate
identification of S. capitata infection that would permit reorientation of the commonly
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used preemptive or empirical antifungal treatments, including those using fluconazole
and/or echinocandins, which are usually not effective against this fungal species.

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to J. Guarro and J. Cano (University Rovira i Virgili, Reus, Spain) for

their advice about dewaxing protocols for formalin-fixed paraffin-embedded tissues. We
are grateful for technical and human support provided by the SGlker DNA Sequencing
and Genotyping Unit of UPV/EHU and European funding (ERDF and ESF).

This work was supported by Universidad del Pais Vasco UPV/EHU (UFI11/25) and

Consejeria de Educacion, Universidades e Investigacion of Gobierno Vasco—Eusko
Jaurlaritza (GIC12/184_IT-788-13 and GIC15/103_IT-913-16).

We declare that we have no competing interests.
No writing assistance was utilized in the production of the manuscript.

REFERENCES

1.

10.

de Hoog GS, Chaturvedi V, Denning DW, Dyer PS, Frisvad JC, Geiser D,Graser Y, Guarro J, Haase G, Kwon-
Chung KJ, Meis JF, Meyer W, Pitt JI, Samson RA, Taylor JW, Tintelnot K, Vitale RG, Walsh TJ, Lackner M;
ISHAM Working Group on Nomenclature of Medical Fungi. 2015. Name changes in medically important
fungi and their implications for clinical practice. J Clin  Microbiol 53:1056-1062.
https://doi.org/10.1128/JCM.02016-14.

. Duran Graeff L, Seidel D, Vehreschild MJ, Hamprecht A, Kindo A, Racil Z, Demeter J, De Hoog S, Aurbach

U, Ziegler M, Wisplinghoff H, Cornely OA, FungiScope Group. 2017. Invasive infections due to
Saprochaete and Geotrichum species: Report of 23 cases from the FungiScope Registry. Mycoses 60:273—
279. https://doi.org/10.1111/myc.12595.

. Garcia-Ruiz JC, Ldpez-Soria L, Olazabal I, Amutio E, Arrieta-Aguirre |, Velasco-Benito V, Pontén J,

Moragues MD. 2013. Invasive infections caused by Saprochaete capitata in patients with haematological
malignancies: report of five cases and review of the antifungal therapy. Rev Iberoam Micol 30:248-255.
https://doi.org/10.1016/j.riam.2013.02 .004.

. Bialek R, Konrad F, Kern J, Aepinus C, Cecenas L, Gonzalez GM, JustNubling G, Willinger B, Presterl| E,

Lass-Florl C, Rickerts V. 2005. PCR based identification and discrimination of agents of mucormycosis and
aspergillosis  in paraffin ~ wax embedded tissue. ) Clin Pathol 58:1180-1184.
https://doi.org/10.1136/jcp.2004.024703.

. Einsele H, Hebart H, Roller G, Loffler J, Rothenhofer I, Muller CA, Bowden RA, van Burik J, Engelhard D,

Kanz L, Schumacher U. 1997. Detection and identification of fungal pathogens in blood by using
molecular probes.

J Clin Microbiol 35:1353-1360.

Canteros CE, Alejandro Vélez H, Toranzo Al, Sudrez-Alvarez R, AngelaTobdn O, Maria del Pilar Jimenez A,
Angela Restrepo M. 2015. Molecular identification of Coccidioides immitis in formalin-fixed,
paraffinembedded (FFPE) tissues from a Colombian patient. Med Mycol 53: 520-527.
https://doi.org/10.1093/mmy/myv019.

Mufioz-Cadavid C, Rudd S, Zaki SR, Patel M, Moser SA, Brandt ME, Gémez BL. 2010. Improving
molecular detection of fungal DNA in formalin-fixed paraffin-embedded tissues: comparison of five
tissue DNA extraction methods using panfungal PCR. J Clin Microbiol 48:2147-2153. https://
doi.org/10.1128/JCM.00459-10.

Rickerts V, Khot PD, Myerson D, Ko DL, Lambrecht E, Fredricks DN. 2011. Comparison of quantitative
real time PCR with sequencing and ribosomal RNA-FISH for the identification of fungi in formalin fixed,
paraffinembedded tissue specimens. BMC Infect Dis 11:202. https://doi.org/10 .1186/1471-2334-11-
202.

Salehi E, Hedayati MT, Zoll J, Rafati H, Ghasemi M, Doroudinia A, Abastabar M, Tolooe A, Snelders E, van
der Lee HA, Rijs AJ, Verweij PE, Seyedmousavi S, Melcher WJ. 2016. Discrimination of aspergillosis,
mucormycosis, fusariosis, and scedosporiosis in formalin-fixed paraffinembedded tissue specimens by
use of multiple real-time quantitative PCR assays. J Clin Microbiol 54:2798-2803.
https://doi.org/10.1128/JCM .01185-16.

Simner PJ, Buckwalter SP, Uhl JR, Wengenack NL, Pritt BS. 2013. Detection and identification of yeasts
from formalin-fixed, paraffin-embedded tissue by use of PCR-electrospray ionization mass
spectrometry. J Clin Microbiol 51:3731-3734. https://doi.org/10.1128/JCM.01967-13.

144


https://doi.org/10.1128/JCM.02016-14
https://doi.org/10.1128/JCM.02016-14
https://doi.org/10.1111/myc.12595
https://doi.org/10.1111/myc.12595
https://doi.org/10.1016/j.riam.2013.02.004
https://doi.org/10.1016/j.riam.2013.02.004
https://doi.org/10.1016/j.riam.2013.02.004
https://doi.org/10.1136/jcp.2004.024703
https://doi.org/10.1136/jcp.2004.024703
https://doi.org/10.1093/mmy/myv019
https://doi.org/10.1093/mmy/myv019
https://doi.org/10.1128/JCM.00459-10
https://doi.org/10.1128/JCM.00459-10
https://doi.org/10.1128/JCM.00459-10
https://doi.org/10.1128/JCM.00459-10
https://doi.org/10.1186/1471-2334-11-202
https://doi.org/10.1186/1471-2334-11-202
https://doi.org/10.1186/1471-2334-11-202
https://doi.org/10.1186/1471-2334-11-202
https://doi.org/10.1128/JCM.01185-16
https://doi.org/10.1128/JCM.01185-16
https://doi.org/10.1128/JCM.01185-16
https://doi.org/10.1128/JCM.01967-13
https://doi.org/10.1128/JCM.01967-13

SOCIETY FOR

Jf svevc  Antimicrobial Agents
L microsiolocy| aNA Chemotherapy®

Resultados

MECHANISMS OF RESISTANCE

L)

i
|
|
1
| Check for
| updates

Sequencing of FKS Hot Spot 1 from Saprochaete capitata
To Search for a Relationship to Reduced Echinocandin

Susceptibility

Inés Arrieta-Aguirre,? Pilar Menéndez-Manjon,> Maria Soledad Cuétara,cliiigo Fernandez de

Larrinoa,dJuan Carlos Garcia-Ruiz,*f Maria Dolores Moragues?f

aDepartment of Nursing, Faculty of Medicine and Nursing, University of the Basque Country
UPV/EHU, Leioa,
Bizkaia, Spain "Department of Immunology, Microbiology and Parasitology, Faculty of
Medicine and Nursing, University of
the Basque Country UPV/EHU, Leioa, Bizkaia, Spain
<Microbiology Department, Hospital Severo Ochoa, Leganés, Madrid, Spain
dDepartment of Applied Chemistry, Faculty of Chemistry, University of the Basque Country
UPV/EHU,

Donostia, Gipuzkoa, Spain eHematology Department, Cruces University Hospital,
Barakaldo, Bizkaia, Spain ‘BioCruces Health Research Institute, Barakaldo, Bizkaia, Spain

ABSTRACT Saprochaete capitata, formerly known as Geotrichum capitatum,
is an emerging fungal pathogen with low susceptibility to echinocandins.
Here, we report the nucleotide sequence of the S. capitata hot spot 1 region
of the FKS gene (FKS HS1), which codifies for the catalytic subunit of -1,3-p-
glucan synthase, the target of echinocandins. For that purpose, we first
designed degenerated oligonucleotide primers derived from conserved
flanking regions of the FKS1 HS1 segment of 12 different fungal species.
Interestingly, analysis of the translated FKS HS1 sequences of 12
isolates of S. capitata revealed that all of them exhibited the same F-

to-L substitution in a position that is highly related to reduced
echinocandin susceptibility.
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aprochaete capitata (teleomorph: Magnusiomyces capitatus), formerly known as
Trichosporon capitatum, Geotrichum capitatum, Dipodascus capitatus, and
Blastoschizomyces capitatus (1), is an emerging opportunistic pathogen, and fatal fungal
infections have often been reported in patients with hematological malignancies (2, 3).
Patterns of susceptibility to the common antifungal drugs are variable, and clinical
breakpoints are not available (4). Antifungal treatment remains empirical, and
echinocandins appear to have no role in S. capitata infection management (5). Furthermore,
empirical treatment with echinocandins may be a predisposing factor for this yeast infection
(6). Echinocandins inhibit fungal cell wall biosynthesis through inhibition of the catalytic
subunits of -1,3-p-glucan synthase, Fksp (7), which are encoded by FKS genes. Other yeasts,
such as Cryptococcus neoformans, Trichosporon, and Rhodotorula; molds, such as Fusarium
solani and Lomentospora prolificans; and Zygomycetes show intrinsic resistance to
echinocandins (8). Reduced susceptibility of some Candida species to echinocandins has
been associated with point mutations in two highly conserved regions of paralogous FKS
genes known as hot spots 1 (HS1) and 2 (HS2) (9), although the highest frequency of
resistance mutations was found within HS1 (10). Naturally occurring amino acid
substitutions of FKS HS1 and HS2 were reported for different fungal species related to
reduced echinocandin susceptibility of Candida parapsilosis complex (11) and Candida
guilliermondii (12) or even to intrinsic resistance of F. solani and L. prolificans (13).
Antimicrobial Agents and Chemotherapy
Our objective was to obtain the sequence of the FKS HS1 homologous region of S.

capitata to check whether it is related to the innate reduced susceptibility to echinocandins
of this fungal species.

Five clinical strains of S. capitata were isolated from patients suffering hematological
malignancies at Cruces University Hospital, where four of the patients had received
caspofungin alone or in combination with other antifungal drugs (4). Four more strains were
isolated by one of the investigators (M.S.C., Severo-Ochoa Hospital). Three reference strains
of clinical origin were also included (IHEM 5665, IHEM 5666, and IHEM 6803; BCCM/IHEM
Biomedical Fungi and Yeasts Collection, Brussels, Belgium).

No information on the S. capitata FKS gene sequence was found in the GenBank
database. Therefore, for amplification of the HS1 region of the S. capitata FKS gene, new
degenerated primers were designed based on the GenBank deposited FKS1 sequences of 12
different fungal species (Fig. 1A), including Saccharomyces cerevisiae (AY395693) (14),
Candida glabrata (HM366440) (15), Candida albicans (D88815) (16), Candida dubliniensis
(GQ342611) (17), Candida tropicalis (EU676168) (18), Candida parapsilosis (EU221325) (11),
Candida orthopsilosis (EU350513) (11), Meyerozyma guilliermondii (HQ822127) (19),
Issatchenkia orientalis (EF426563) (20), Yarrowia lipolytica (AF198090) (21), Emericella
nidulans (U51272) (22), and Aspergillus fumigatus (XM_746025) (23). The sequences of the
designed primers were FKS_HS1_Fdeg 5=-GAY ADR WDK HTR TCN TAY BKN NTD TGG-3= and
FKS_HS1_Rdeg 5=-GTA CCA NAD RTA RST RTC SAR RAA G-3=. Based on DNA sequences
yielded with the degenerated primers, we designed specific internal primers for the S.
capitata FKS HS1 region: FKS_HS1 Fsapr 5=-GTG TGG GTT TGT GTC TTT ACT G-3=, and
FKS_HS1_Rsapr 5=-ACC AAG TCA ATA GCG TAC ATC ATA CC-3=.

DNA was purified before PCR, following the recommendations of Turin and colleagues
(24), with modifications. Four or five fungal colonies were suspended in 400 | of sterile
phosphate-buffered saline, and 90 mg of acid-washed glass beads (Sigma) was added. The
mixture was subjected to vortex mixing for 5 min, and the supernatant was transferred to a
new tube, followed by incubation with 15 U of Iyticase (Sigma) for 20 min at 30°C, 4 U of
RNase for 20 min at 37°C, and 100 | of 10% SDS and 200 g of proteinase K (Roche) for 20 min
at 55°C. After an additional centrifugation step, the DNA was purified using a DNeasy plant
minikit (Qiagen).

The Platinum SuperFi DNA polymerase (Invitrogen) and one of the two primer pairs
described previously (FKS_HS1_Fsapr and FKS_HS1 Rsapr or FKS_HS1 Fdeg and FKS_
HS1_Rdeg) were used for the FKS HS1 amplification reaction. PCR was performed as follows:
initial denaturation step at 98°C for 30 s; followed by 30 cycles consisting of denaturation at
98°C for 10 s, annealing at 51°C for 10 s, and extension at 72°C for 30 s; ending with a final
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elongation at 72°C for 5 min. Amplicons were purified using a QIAquick PCR purification kit
(Qiagen, Germany) and sequenced at the SGlker DNA Sequencing and Genotyping Unit of the
University of the Basque Country (UPV/EHU).

The MIC values of caspofungin, micafungin, and anidulafungin against S. capitata isolates
were determined using the Sensititre YeastOne panel (Trek Diagnostic Systems, East
Grinstead, United Kingdom).

DNA amplification with the FKS_HS1_Fdeg and FKS_HS1_Rdeg primers resulted in a 243-
bp DNA fragment that was submitted to GenBank (accession no. KY783948). In comparison
with the GenBank nucleotide database using BLAST (http://blast.ncbi.nlm .nih.gov/Blast.cgi),
the sequence matched the -1,3-p-glucan synthase gene of different fungal species (C.
orthopsilosis, C. parapsilosis, M. guilliermondii, C. tropicalis, Lodderomyces elongisporus,
Candida metapsilosis, I. orientalis, or S. cerevisiae), with identity values ranging from 69% to
76%. Analysis of the S. capitata FKS sequences showed a polymorphic region, although most
of the base substitutions were synonymous. The region located between nucleotides 46 and
72 (Fig. 1B) was identified as FKS HS1 by comparison with other fungal species, and it was
highly conserved among all the isolates. Of note, the first base of this segment for all of the
studied isolates of S. capitata was cytosine (Fig. 1B and C, blue shading), whereas
echinocandin-susceptible fungi usually present with thymine. This naturally occurring T-to-C
change resulted in S. capitata and Reduced Echinocandin Susceptibility.
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1949~ GATAGATGGATGTCCTATTTAGTTTGG-1975 8. cerevisiae 2164-CTTCTTGGATACCTACTTATGGTAC-2188
1807- GACAGATGGTTGTCTTACCTGGTTTGG-1833 C. glabrata 2022-CTTCTTGGATACCTATCTGTGGTAC-2046
2562- GATATGTGGATGTCTTATTTGTTATGG-2588 C. albicans 2777-CTTTTTGGATACTTATATGTGGTAC-2801
1855~ GATATGTGGATGTCATATTTGTTATGG-1881 C. dubliniensis 2070-CTTTTTGGATACTTATATGTGGTAC-2054
160- GATATGTGGATGTCCTACTTGTTGTGG-186 C. tropicalis 375-CTTCTTGGATACTTATATGTGGTAC-3559
2903- GACATGTGGATGTCGTATTTGTTGTGG-2929 C. parapsilosis 3118-CTTTTTGGATACCTACTTGTGGTAC-3142
49- GACATGTGGATGTCTTACTTGTTGTGG-T75 C. orthopsilosis 264-CTTCTTGGATACTTACTTGTGGTAC-288
1828-GACATGTGGTTATCTTATTTAATGTGG-1854 M. guilliermondii 2043-CTTTTTGGATACCTACATGTGGTAC-2067
2013- GATAGATATCTATCTTATCTGGTTTGG-2039 I. orientalis 2228-CTTTTTGGATACTTATATGTGGTAC-2252
2606~ GACAAGATTATGTCTTATCTTCTGTGG-2632 Y. lipolytica 2833-CTTCCTCGATACCTACCTCTGGTAC-2857
2668~ GATATGTGGATGTCATATGGACTTTGG-2694 E. nidulans 2886-CTTCCTCGACAGTTATCTCTGGTAC-2910
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FIG 1 FKS HS1 genome region. (A) Multiple-sequence alignment showing the FKS1 HS1 genome region of several fungal species that served
to design the degenerated primers FKS_HS1_Fdeg and FKS_HS1_Rdeg shown in the red boxes. Code letters for mixed bases are Y, C/T; D,
A/G/T; R, A/G; W, A/T; K, G/T; H, A/C/T; N, A/C/G/T; B, C/G/T; S, C/G; and M, A/C. (B) Green shading, DNA sequence alignments of the FKS
HS1 region of 12 S. capitata clinical isolates obtained with the primers FKS_HS1_Fsapr and FKS_HS1_Rsapr. Blue shading, naturally
occurring T-to-C change. (C) Sequencing chromatogram of FKS HS1 of S. capitata IHEM 6803 strain. Blue shading, naturally occurring T-to-C

substitution.

an F-to-L amino acid substitution in a highly conserved position of

Fkslp (Fig. 2, blue shading). This F-to-L substitution was previously

associated with echinocandin resistance in C. albicans (25) and C.

tropicalis (18). Other mutations in the same position have been

related to reduced echinocandin susceptibility of S. cerevisiae (14), C.
albicans (26),
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v (25)
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L (25)
¥s (26)
C. dubliniensis 637 - - -F|@:-T - - - - - |- - 651 (17)
C. fropicalis 72 - - - F|l@:T - - - = < |- : 86 (18)
Ls (18)
C. parapsilosis 648 - - - F|IBS - T " A - 662 (11)
C. orthopsilosis 35 - - - F|A: T A+ - 49 (1
I orientalis 651 - + - |/ I = =TI = = «f: - G665 (20)
c (20)
M. guilliermondii 628 - - - F MA - 648 (12.19)
Y lipolytica 688 - I - 702 (21
E. nidulans 666 - - F T - - I K - 680 (22)
A. fumigatus 671 - F o Gy - F K - G685 (23)
F. solani 679 v - Ty - I - F - 693 (13)
L. prolificans 316 v - A|EE - T F - 632 (13)
S. capitata 12 i - SV - 26 This study

FIG 2 Green shading, Fks1p HS1 region sequence alignment of 14 different fungal
species compared with that of S. capitata. Dots, identity to S. cerevisiae sequence.
The mutations associated with reduced echinocandin susceptibility are underlined,
and most are located in the first position (blue shading).

C. glabrata (19), and C. krusei isolates (20) (Fig. 2). Furthermore, the naturally occurring F-to-L
substitution may be comparable to F684Y of F. solani and F320Y of L. prolificans, two
intrinsically echinocandin-resistant species (13). In addition, a naturally occurring L-to-V
substitution was found in the sixth position of the S. capitata HS1 (Fig. 2); however, changes in
this amino acid position still have an unknown impact in other fungal species (27).

Different amino acid alterations of Fksp have been described. In most cases, they confer
cross-resistance to all three echinocandins; however, some amino acid substitutions cause
more moderate MIC alterations and not always for all three compounds (27). All of the studied
S. capitata isolates showed high MIC values for echinocandins ranging from1 to 2 g/ml for
anidulafungin, 2 to 8 g/ml for micafungin, and 8 g/ml for caspofungin. Because clinical
breakpoint values for echinocandins are not available for this species, it was impossible to
classify them as susceptible or resistant. Nevertheless, S. capitata is generally considered to be
intrinsically resistant to echinocandins (4).

In this study, we report for the first time the partial sequence of the FKS gene of 12 S.

capitata isolates comprising the HS1 region (GenBank accession nos. KY783948, MG356975,
MG356976, MG356977, MG356978, MG356979, MG356980, MG356981,
MG356982, MG356983, MG356984, MG356985, MG356986, MG356987, MG356988,
MG356989, MG356990, and MG356991). A naturally occurring T-to-C change was detected in
all of the examined isolates of S. capitata leading to an F-to-L amino acid substitution in the
first position of HS1. Since reduced echinocandin susceptibility of other fungal species has
been related to mutations in the Fkslp HS1 region, mostly in the first position, further studies
are warranted to confirm this relationship for S. capitata.

Accession number(s). The reported FKS HS1 sequences for S. capitata isolates have been

submitted to GenBank under accession numbers KY783948, MG356975,
S. capitata and Reduced Echinocandin Susceptibility
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5. Discusion
HISTORIA: técnicas de diagndstico y PCR

En las dltimas décadas se viene observando un incremento significativo de las
infecciones fungicas humanas, debido principalmente a los avances médico
quirurgicos, que han permitido la supervivencia de pacientes de por si vulnerables
a este tipo de infecciones (Lass-Florl, 2009; Sanguinetti, Posteraro, & Lass-Florl],
2015). Dentro de los hongos causantes de estas infecciones destaca el género
Candida, que ocupa el cuarto lugar entre los microorganismos aislados en
hemocultivo, y presenta una tasa de mortalidad asociada que oscila entre el 30% y
el 60% (Bouza & Muifioz, 2008). El diagndstico de una infeccién sistémica por
Candida es dificil debido a la inespecificidad de los sintomas y a las técnicas de
diagnostico empleadas (que son laboriosas y lentas en proporcionar resultados)
entre las que se encuentran el hemocultivo, que sigue siendo la técnica referencia
pese a su baja sensibilidad, las técnicas serologicas o el examen de cortes
histolégicos (Posch, Heimdorfer, Wilflingseder, & Lass-Florl, 2017). El principal
inconveniente del hemocultivo radica en su relativamente baja sensibilidad y en el
tiempo necesario para la identificaciéon del agente etiolégico por lo que el
tratamiento antifingico especifico suele iniciarse con retraso, lo que conlleva un

aumento de la tasa de mortalidad (Morrell, Fraser, & Kollef, 2005).

Con el fin de superar esta problematica, los laboratorios de micologia se han
centrado en el desarrollo de nuevas técnicas, entre las cuales destacan la
espectrometria de masas, conocida como MALDI-TOF MS (matrix assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry), o la PCR. El MALDI-TOF
permite la identificacion del microorganismo mediante el analisis proteico del
microorganismo, es una técnica precisa que permite llegar a la identificacién muy
rapidamente sin apenas manipulaciéon de la muestra. Sin embargo, debido a su
elevado coste (el aparato tiene un precio de entre 180.000 € - 250.000 €) no esta
disponible en todos los laboratorios clinicos (Buchan & Ledeboer, 2013). Por otro
lado, la PCR es una técnica con unos excelentes valores de sensibilidad,
especificidad y también con una elevada rapidez y fiabilidad proporcionando

resultados (Avni, Leibovici, & Paul, 2011; Ellepola & Morrison, 2005; McCarthy &
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Walsh, 2016). La PCR es una técnica capaz de detectar cantidades muy bajas de
ADN, hacia mucho tiempo que se empleaba para el diagndstico de enfermedades
viricas y bacterianas, pero fueron Buchman y colaboradores los primeros en
demostrar que se podia detectar ADN de C. albicans directamente de muestras
clinicas mediante PCR (Buchman, Rossier, Merz, & Charache, 1990). Desde
entonces muchas han sido las resefias que han ido apareciendo en la bibliografia
cientifica en torno a esta técnica, protocolos disefiados para la detecciéon de
distintas especies fungicas, desde las mas comunes, Candida (Carvalho et al., 2007;
Fricke et al, 2010) y Aspergillus (P. L. White et al., 2010), hasta las menos
frecuentes (Arrieta-Aguirre et al, 2017b; Hata, Buckwalter, Pritt, Roberts, &
Wengenack, 2008; Hue, Huerre, Rouffault, & de Bievre, 1999; Wedde, Miiller,
Tintelnot, De Hoog, & Stahl, 1998), o protocolos de PCR panfungicos (Bezdicek et
al, 2016; Lau et al.,, 2007; Vollmer, Stormer, Kleesiek, & Dreier, 2008). Se han
descrito ensayos de PCR capaces detectar ADN fungico directamente de sangre
(Maaroufi et al., 2003), de muestras embebidas en parafina (Mufioz-Cadavid et al.,
2010), de muestras orales (RW.ERROR - Unable to find reference:680) o
vulvovaginales (Tardif & Schlaberg, 2017; Trama, Mordechai, & Adelson, 2005).
Existen distintos métodos enfocados a la mejora de la extraccion del ADN flingico
(Metwally et al., 2008), asi como distintos sistemas comercializados de PCR (Posch
et al., 2017). A pesar de ello la deteccién de acidos nucleicos mediante PCR ain no
se encuentra aceptada como criterio microbiolégico para el diagndstico de
infecciones fiingicas debido a la falta de estandarizacion y validacion de protocolo,

y es usada como técnica complementaria a los métodos tradicionales

En este estudio se ha desarrollado un ensayo de qPCR multiplex, util para la
deteccién e identificacién de las 6 especies mas frecuentes del género Candida.
Como modelo para nuestro estudio y con el fin de poder validar el ensayo de qPCR
disefiado con muestras clinicas, se emplearon muestras de mucosa oral y
vulvovaginal. De este modo, se pudo trabajar con especimenes que contenian
material genético humano o de otros microorganismos presentes en ambos nichos
que podian amplificarse de manera inespecifica junto con el ADN diana, o
compuestos propios de las muestras clinicas que pudieran inhibir la qPCR debido a
la interacciéon con la Taq polimerasa (Winn et al., 2008). La realizacion de este

trabajo con muestras orales y vulvovaginales nos ha permitido ademas conocer la
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distribucién de las especies de Candida en ambos nichos debido a que se ha

trabajado con un nimero aceptable de muestras
Epidemiologia COy VVC

En lo referente a las muestras orales, los 291 pacientes accedieron a que se les
tomase una muestra de su mucosa oral independientemente de que presentasen o
no candidiasis oral (CO). E1 44,33% de esta poblacidén estaba colonizada por alguna
de las especies de Candida, siendo Candida albicans la especie mayoritaria,
representado mas del 69% de los aislamientos orales. Estos datos concuerdan con
los observados en la literatura ya que numerosos estudios apuntan que la
presencia de Candida en la cavidad oral oscila entre un 20% y un 70% (Aguirre,
2002), siendo C. albicans la especie aislada hasta en un 93% de los casos. Tras ella,
Candida glabrata junto con Candida tropicalis son las especies que ocupan el
segundo lugar y suelen suponer el 5%-8% de los aislamientos orales (Vazquez &
Sobel, 2002), y en este sentido los resultados obtenidos en este trabajo también
muestran a C. glabrata como la segunda especie aislada con mayor frecuencia,

sumando el 11,18% de los aislamientos.

En cuanto a caracteristicas epidemiolégicas, se pudieron recabar resefias
relacionadas con el género y la edad, otro tipo de datos —patologias de base o si
eran portadores de protesis dentales- se notificaron en escasas ocasiones. Con
respecto a la edad, se observé una mayor proporciéon de colonizacién oral por
Candida en los pacientes de mayor edad. Este no es un hecho excepcional, ya que
en el caso de la candidiasis oral, la edad avanzada es un factor de riesgo, bien por el
estado inmunolégico del paciente, por la presencia de diabetes o por el uso de
protesis dentales (Vazquez & Sobel, 2002). Este aumento de la colonizacion se vio
acompafiado en los pacientes mayores de 80 afios de un cambio en la distribuciéon
de las especies, llegando a representar las especies de Candida no-Candida albicans
(NCA) mas del 50% de los aislamientos, cambio ya observado por diversos autores
en personas de edad avanzada (de Resende, de Sousa, Lourimar Viana Nascimento
Franco, de Oliveira, Rita Cassia Botelho Weikert, Koga-Ito, & Lyon, 2006; Grimoud
et al., 2005; Kleinegger, Lockhart, Vargas, & Soll, 1996).
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Por otro lado, se obtuvieron 128 muestras vulvovaginales de mujeres que
acudieron a la consulta de las matronas. En este grupo muestral se obtuvo un
cultivo positivo de Candida para el 60,9% de la poblacién y, al igual que ocurrié
con las muestras orales, C. albicans fue la especie prevalente seguida de C. glabrata
y, en este caso, Candida parapsilosis. Esta distribucién por especies concuerda con
lo descrito por distintos autores, que sefialan C. albicans seguida por C. glabrata
como los principales agentes etiologicos de la vulvovaginitis candidiasica (VVC)
(Goncalves et al., 2016; ]. D. Sobel, 2007b), y eso a pesar de no ser una enfermedad
bien caracterizada epidemiologicamente (Ilkit & Guzel, 2011). Se estima que la
incidencia de las especies NCA esta aumentando en las distintas formas de
candidiasis (Martins et al.,, 2010; Sanguinetti et al., 2015; Silva et al., 2012), en este
sentido la VVC es una infeccion muchas veces autodiagnosticada por las propias
mujeres, y este hecho junto con la disponibilidad sin receta médica de
antimicoticos de uso topico, conlleva un tratamiento inadecuado con dosis
inferiores a las recomendadas y con periodos de tratamiento mdas breves o mas
largos a los indicados por los clinicos. Esto implicaria una seleccién positiva hacia
otras especies de Candida con una menor sensibilidad a compuestos azoélicos -
C. glabrata, C. tropicalis o Candida krusei-, sin embargo, ningdn estudio ha podido
constatar este cambio epidemiolégico en este tipo de candidiasis (Marchaim,
Lemanek, Bheemreddy, Kaye, & Sobel, 2012). Tampoco en este estudio se pudo
constatar un incremento de las especies NCA con respecto a los estudios
consultados (J. D. Sobel, 2016; J. D. Sobel, 2007b), y C. albicans sumé el 93,67% de

todos los aislamientos vulvovaginales.

Ciertamente, no existen estudios epidemioldgicos fiables sobre la VVC y la
vulvovaginitis candidiasica recurrente (VVCR) (Rathod & Buffler, 2014; ]. D. Sobel,
2016), debido principalmente a la disponibilidad sin receta de los antifingicos
topicos y a la falta de diagnoéstico por parte de los clinicos que ello conlleva (J. D.
Sobel, 2016). Sin embargo, hay descritos algunos factores de riesgo parala VVCy la
VVCR, destacando entre ellos el embarazo, la diabetes mal controlada, las
inmunodeficiencias, los antibidticos o los anticonceptivos hormonales (Patel et al.,
2004). Existe también la hipdtesis de que una respuesta inmunoldgica excesiva sea
la base de alguno de los casos recurrentes, ya que muchas de las mujeres con VVCR

padecen atopia o rinitis alérgica (Cararach-Tur et al., 2013).

158



Discusion

Por todo ello, se realiz6é una encuesta a todas las mujeres que participaron en este
estudio, con el fin de verificar la relacién entre los episodios de candidiasis, tanto
ocasionales como recurrentes, con alguno de los factores de riesgo descritos en la
literatura. Se observé, como ya ha sido demostrado en publicaciones anteriores
que el embarazo supone un factor de riesgo para el desarrollo de VVC (Goncalves
et al, 2016). Este hecho puede deberse al incremento del nivel de estrégenos
durante el embarazo, lo que justificaria otro de los factores de riesgo, el uso de
anticonceptivos hormonales, aunque en este trabajo no pudo establecerse dicha
relaciéon de manera significativa. Asimismo, otros de los factores analizados,
diabetes, rinitis alérgica o el empleo de antibidticos, tampoco pudieron ser
asociados a esta infeccion vulvovaginal (P>0,05). El analisis de una muestra de
mayor tamafio seria determinante para poder establecer o rechazar una asociacion

estadisticamente significativa entre estos factores de riesgo y la VVC o la VVCR.

Aun asi, muchas mujeres que padecen VVCR no presentan ninguno de estos
factores de riesgo. Se han detectado polimorfismos en determinados genes y
alteraciones de la inmunidad innata que podrian jugar un papel importante en el
origen de la VVC y de la VVCR (Rosentul et al, 2009). El analisis de los
polimorfismos de estos genes en mujeres asintomaticas y mujeres con distintos
episodios de VVC podria ser interesante de cara al futuro para poder dilucidar las

causas de la recurrencia en estas infecciones.
PCR a tiempo real para el diagnéstico

Como se ha mencionado anteriormente, el diagnostico de una infeccién por
Candida es complejo debido a la inespecificidad de los sintomas y a que el cultivo,
la técnica convencional para la identificacion de hongos, requiere la presencia de
microorganismos viables en muestras biologicas. Ademas, se precisan varios dias
para que éste sea positivo y la posterior identificacion de los hongos aislados
mediante diversas técnicas (Ellepola & Morrison, 2005). En el caso de las micosis
invasoras es imprescindible un diagnostico rapido y preciso, tanto por la gravedad
de la infeccibn como por el mal estado general del paciente. La técnica de
referencia en este tipo de infecciones sigue siendo el hemocultivo, el cual posee
una baja sensibilidad, cercana al 50%. Por otro lado, se estima que C. albicans,

C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis y C. krusei causan mas del 90% de las
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candidiasis invasoras en humanos, con la lista de especies causantes de infecciones
en aumento (M. A. Pfaller & Diekema, 2007), por ello resulta primordial la
identificacién del agente etiolégico, sobre todo teniendo en cuenta que las distintas
especies muestran distintos grados de sensibilidad frente a fArmacos antifingicos.
El diagndstico de la CO y de la VVC se realiza principalmente mediante el cultivo (J.
Sobel & Akins, 2015), en estas infecciones de la mucosa también esta sucediendo
presumiblemente un cambio epidemiolégico, con hasta un 30% de los casos de
VVC causados por especies NCA (Vermitsky et al.,, 2008b). Sin embargo, poco se
sabe de la VVC causada por especies NCA, en parte porque son poco frecuentes los
casos, pero también porque en la practica clinica hasta hace poco no era necesario
el cultivo para el diagnostico de la VVC (Kennedy & Sobel, 2010). Y ciertamente, a
pesar de que la mera presencia del hongo no sea suficiente para confirmar una
candidiasis ya que Candida spp. son colonizadores habituales de las mucosas
(Revankar & Sobel, 2012), los aislamientos de origen vulvovaginal obtenidos de
mujeres con sintomas de infeccién deberian no sélo ser identificados, si no que se
deberia evaluar su potencial patogénico y su susceptibilidad frente a los

antimicoticos antes de decidir el tratamiento adecuado.

Por lo tanto, uno de los objetivos de este estudio fue el desarrollo de una técnica
rapida y fiable para la deteccidn e identificacion de distintas especies del género
Candida. Tras consultar publicaciones previas (De Marco et al, 2007; Khot &
Fredricks, 2009; Trama et al., 2005; P. L. White et al., 2004), se opt6 por un ensayo
de PCR a tiempo real, o qPCR, con sondas marcadas con distintos fluoréforos como
la técnica idonea para lograr nuestro objetivo. Mediante esta qPCR se pretendia
detectar, diferenciar y cuantificar de manera conjunta las especies C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, Candida guilliermondii, y C. tropicalis, al ser las de mayor
interés clinico. Asimismo, se incluy6 C. krusei dada su importancia debido a su
resistencia intrinseca a los compuestos azdlicos, aunque no se obtuvo ningun

aislamiento de estas especies en las muestras estudiadas.

El ensayo de qPCR con sondas desarrollado en este estudio se basa en el marcaje
de las mismas con distintos fluoréforos y en la actividad exonucleasa 5’ = 3’ de la
Taq polimerasa (Holland, Abramson, Watson, & Gelfand, 1991). Asimismo, se

seleccion6é la regiéon del ADN ribosomico (ADNr), que incluye los genes
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conservados 18S, 5.8S y 28S, y las regiones altamente variables ITS1 e ITS2, como
diana de nuestro ensayo de qPCR. Siguiendo las recomendaciones de Khot y
Fredricks (Applied Biosystems, 2001; Khot & Fredricks, 2009) se disefié una tUnica
pareja de cebadores, Diamol-F y R, que hibridan en las regiones 18S y 5.8S de
cualquiera de las 6 especies de Candida, y que generan ademdas unos amplicones
del tamafio 6ptimo en lo que a eficiencia de qPCR se refiere (50-150 pb) (Applied
Biosystems, 2001).

El producto de amplificacion generado por los cebadores Diamol-F y R contenia la
region hipervariable ITS1, donde se disefiaron las 6 sondas Tagman de hidrolisis,
especificas para la detecciéon y discriminacién de las 6 especies de mayor
relevancia clinica. Tres sondas se marcaron con el fluoréforo FAM y las otras 3 con
HEX, de este modo se podian incluir dos sondas, cada una marcada con un
fluoréforo distinto, en un mismo tubo de PCR permitiendo asi la deteccién
simultdnea de dos especies, desarrollando por lo tanto un ensayo de gPCR

multiplex.

Con el fin de detectar un posible efecto inhibidor debido a la presencia de
compuestos no controlados en las muestras clinicas, y siguiendo las
recomendaciones de distintos autores (Bustin et al., 2009; Khot & Fredricks, 2009),
se disefi6 un control interno (CI) de amplificacién y una sonda marcada con un
fluoréforo distinto, ROX, para la deteccion especifica del CI para incluirlos en cada
reaccion de gPCR. Este control consistia una secuencia de ADN aleatoria, sin
homologia con ninguna de las especies de Candida, cuyos extremos 5 y 3’

correspondian a las secuencias de los cebadores Diamol-F y R, respectivamente.

Previo al desarrollo de la qPCR multiplex, se comprob6 el funcionamiento de los
cebadores con cada una de las sondas por separado. Todas las sondas mostraron
ser especificas, asi, cada una de ellas detectd unicamente la especie para la cual
habia sido disefiada. A continuacion, y con objeto de detectar hibridaciones
inespecificas de las sondas con especies que pueden estar presentes en la
microbiota humana, lo que daria lugar a falsos positivos (FP), se comprobé el
funcionamiento de las sondas con distintas especies de levaduras, hongos,
bacterias y ADN humano. En este sentido, ninguna de las sondas emiti6 sefial con

ninguno de los microorganismos de probados, a excepcion de la sonda Cgla, que
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produjo reacciéon cruzada con Saccharomyces cerevisiae. Cabe destacar que
C. glabrata se encuentra filogenéticamente mas cercana a S. cerevisiae que a
algunas de las especies clinicamente relevantes de Candida (Moran et al., 2012).
Por otro lado, hemos de resaltar que no hubo sefal positiva con ADN humano para
ninguna de las 6 sondas, y esto implica que habiamos superado uno de los retos a
los que se enfrenta el diagndstico molecular, que es la capacidad de detectar
especificamente los microorganismos diana en presencia de una gran cantidad de
ADN humano presente en la muestra (Dalla-Costa et al., 2017). Aunque el hecho de
haber disefiado los cebadores Diamol-F y Diamol-R en regiones altamente
conservadas, como son los genes 18S y 5.8S, posibilitaba la amplificacién de ADN
humano, ninguna de las sondas emiti6é sefial debido a la no hibridacién con ADN
humano, evidenciando nuevamente la especificidad de las sondas disefiadas en

este trabajo.

Por otro lado, muchas de las especies flingicas potencialmente patégenas que han
aparecido en las ultimas décadas pertenecen a especies cripticas que forman parte
de complejos de especies, destacando los complejos de C. albicans, C. glabrata y
C. parapsilosis (Guarro, 2012). La sonda Cpar3 no mostro reaccion cruzada con las
especies Candida orthopsilosis y Candida metapsilosis, 1o cual demuestra que Cpar3
detecta C. parapsilosis sensu stricto de manera especifica. Debido a que las sondas
Calb y Cgla emitieron sefial con todas las especies de sus correspondientes
complejos, se disefiaron las nuevas sondas Calb2 y Cgla2. La sonda CalbZ no
mostrd reaccion cruzada con ninguno de los aislamientos de Candida dubliniensis,
aunque hibrid6 con Candida africana de manera previsible ya que la secuencia de
la region ITS1 es idéntica para ambas especies. De hecho, varios son los autores
que no consideran C. africana como una especie distinta de C. albicans, sino como a
una variante atipica de la misma (Theill et al., 2016). Por ultimo, la sonda Cgla2
emitié sefial con todas las especies del complejo C. glabrata, es necesario por tanto
realizar ajustes en el disefio de la sonda para asegurar una hibridacién especifica

con C. glabrata.

También se analizaron los limites de deteccion de la qPCR, observando que nuestro
ensayo poseia una elevada sensibilidad analitica al mostrar unos limites de

deteccién de ADN genomico de hasta 20 fg para las 6 sondas disefiadas, un valor
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similar a los 10 fg obtenidos por Kasai y colaboradores que también emplearon el
complejo de rDNA como diana de amplificacién para C. albicans (Kasai et al., 2006).
La diana elegida en este trabajo es un gen multicopia, y aunque hay autores que
estiman un nimero determinado de copias de este gen por especie (Jones et al,,
2004), otros autores defienden que el nimero de repeticiones varia ampliamente
entre cromosomas homologos y entre cepas (Magee, 2007), lo cual impide
determinar el limite de deteccién en base al nimero de “genomas/células” y la

cuantificacion de la carga fungica.

Una vez comprobado el correcto funcionamiento de los cebadores y las sondas por
separado se desarroll6 la qPCR multiplex combinandolas en una misma reaccion,
posibilitando la deteccién conjunta de C. albicans y C. parapsilosis, C. glabrata y
C. guilliermondii y por ultimo C. tropicalis y C. krusei. Cabe destacar que la qPCR
multiplex mostré los mismos limites de deteccion que los observados en las
reacciones individuales (20 fg). El tercer canal de fluorescencia del termociclador
se utiliz6 para la deteccién del CI, el cual al estar marcado con ROX, se podia afiadir
a todos los tubos permitiendo la deteccion de falsos negativos (FN) en todas las
muestras. No obstante, el ROX suele estar incluido en los buffers de los kits
comerciales de qPCR, se emplea para normalizar la sefial de fluorescencia y poder
establecer asi el ciclo umbral (Ct). Se realizaron las reacciones de qPCR multiple
con y sin el CI, y se observo que cuando se afadia el CI marcado con ROX no se
podia normalizar la reaccion ni establecer el Ct. Esto nos llevé a tener que
prescindir del CI, perdiendo asi la oportunidad de detectar los casos FN. El niimero
de canales de fluorescencia que poseen los termocicladorores suponen un factor
limitante de la qPCR multiplex (Valero, de la Cruz-Villar, Zaragoza, & Buitrago,
2016), sin embargo, este handicap podria resolverse utilizando un termociclador
con un mayor nimero de canales que posibilite el marcaje del CI con un fluoréforo
distinto al ROX, o introducir un mayor ndmero de controles positivos de PCR. Aun
asi, es importante destacar que la qPCR multiple mostré los mismos limites de

deteccién que los observados en las reacciones individuales (20 fg).

Por otro lado, la obtencion del ADN del hongo a partir de la compleja matriz en la
que éste se encuentra supone un punto clave en la puesta a punto de la técnica de

gPCR (Metwally et al., 2008). Prueba de ello son los numerosos trabajos que hay en
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la literatura comparando distintos protocolos para la extraccion de acidos
nucleicos (Maaroufi, Ahariz, Husson, & Crokaert, 2004; Metwally et al., 2008; P. L.
White, Shetty, & Barnes, 2003). El método empleado ha de ser capaz de lisar la
pared fungica, que es un procedimiento complejo en hongos (Muller et al., 1998), y
de aislar la mayor cantidad posible de ADN fungico, evitando copurificar ADN
humano o de otros microorganismos que pudieran estar presentes en la muestra e
interferir en los andlisis posteriores. La extraccion manual de acidos nucleicos esta
cada vez mas en desuso debido a la laboriosidad del proceso junto con el mayor
riesgo de contaminaciones cruzadas. Por ello varias han sido las casas comerciales
que han desarrollado sistemas de extraccién automatizados que han sido aplicados
para la deteccion de microorganismos mediante PCR (Costa et al., 2002; Loeffler,
Schmidt, Hebart, Schumacher, & Einsele, 2002), destacando entre ellos el sistema
MagNA Pure de Roche. Este protocolo es significativamente mas rapido que los
protocolos manuales, permitiendo un diagnostico mas eficiente. Ademas, el empleo
de controles negativos de extraccién de ADN demostré que este método es el
menos propenso a la contaminacidn, y, por tanto, se esperan menos resultados
falsos positivos (FP). Este proceso se realiza casi exclusivamente dentro de un
Unico espacio, que es el propio sistema MagNA Pure, evitando asi la manipulacion
excesiva de las muestras y la exposicién a potenciales fuentes de contaminacién de
ADN fangico (Khot & Fredricks, 2009; Loeffler et al., 1999). Nuestros resultados
estdn en concordancia con lo reportado en la literatura (Bretagne & Costa, 2005;
Bretagne & Costa, 2006; Costa et al, 2002; Loeffler, Swatoch, Akhawi-Araghi,
Hebart, & Einsele, 2003), y refuerzan el progresivo abandono de los métodos
manuales de extraccion a favor de las técnicas automatizadas, las cuales
constituyen un paso fundamental para la anhelada estandarizacion de la técnica de

PCR como herramienta para el diagnostico de las infecciones flingicas.

Hemos de mencionar que las muestras orales fueron empleadas para la puesta a
punto del protocolo de extraccion de ADN y posterior qPCR. Los resultados
obtenidos fueron muy variables, dependientes del protocolo de extraccion, y del
tiempo que los hisopos estuvieron guardados a 4°C, previo a la extraccién de ADN.
Es por ello por lo que no se han incluido en este trabajo las reacciones de qPCR
obtenidas a partir de estos hisopos orales, y el analisis posterior s6lo incluyd los

resultados de qPCR obtenidos con las muestras vulvovaginales.
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Nuestro ensayo de qPCR multiplex con ADN de los cultivos fingicos disefiado para
detectar 6 especies de Candida mediante sondas especificas resulté prometedor
debido a los buenos resultados obtenidos, por lo que se procedi6 a su validacién
con muestras cinicas de origen vulvovaginal. En el caso de la sonda Calb, tras
aplicar el nuevo punto de corte mediante el cual se establecié que todas las
muestras con un valor de Ct superior a 30 eran consideradas negativas, se obtuvo
un valor de sensibilidad superior al 91%. Resultado que supuso una mejora con
respecto a los resultados obtenidos con muestras vulvovaginales por Giraldo y
colaboradores (29,4%) (Giraldo et al., 2000), Xiang y colaboradores (49%) (H.
Xiang, Xiong, Liu, & Tu, 2007) o Weissenbacher y colaboradores (42%)
(Weissenbacher et al.,, 2009). Por otro lado, las sondas Cgla y Ctro2 detectaron
aquellas especies de Candida para las cuales habian sido disefiadas, C. glabrata y
C. tropicalis, respectivamente. En el caso de la sonda Cpar3, no se pudieron
diagnosticar mediante qPCR las dos muestras que resultaron ser positivas para
C. parapsilosis mediante cultivo, debido probablemente a que ambas muestras
mostraban una baja carga fingica, con 1 y 2 colonias. Este hecho podria suponer
un inconveniente a la hora de aplicar el ensayo disefiado en pacientes con
infecciones sistémicas, debido a que estas infecciones presentan niveles bajos de
células fungicas en sangre, encontrandose frecuentemente entre 1 y 100 ufc/ml
(Reiss & Morrison, 1993). Finalmente, no se pudo valorar la sensibilidad de las
sondas Cgui4 y Ckru2 en muestras vulvovaginales, ya que no hubo ningtn cultivo

positivo para estas especies en la poblacion estudiada.

En cuanto a la especificidad de la sonda Calb, tras bajar el punto de corte a 30
ciclos, se obtuvo un valor superior al 89%, lo cual permite descartar de manera
fiable en las muestras negativas por qPCR la infecciéon causada por C. albicans,
ademas supone una mejora con respecto a los valores obtenidos por Mardh y
colaboradores (~50%) (Cartwright et al., 2013; Mardh, Novikova, Witkin,
Korneeva, & Rodriques, 2003) y estan préximos a los excelentes valores obtenidos
por Cartwright y colaboradores (Cartwright et al.,, 2013). Para el resto de las
sondas cabe destacar que Unicamente se obtuvo un resultado FP para la sonda
Cgla. Las especies de Candida son colonizadores habituales de las mucosas, su
presencia en la vagina y deteccion por qPCR no deberia considerarse por tanto

como un caso FP debido a que la qPCR detecté aquello para lo que se habia
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disefiado. El hecho de que el origen de nuestras muestras sea un nicho no estéril
justificaria el cambio del punto de corte del Ct de 40 a 30 ciclos. Ademas, varios
autores apuntan a que el nimero maximo de ciclos de la PCR en muestras no
estériles deberia ser menor de 40, debido precisamente a su alta sensibilidad (J.

Sobel & Akins, 2015).

La obtencion de resultados FP es uno de los principales inconvenientes de una
técnica tan sensible como es la qPCR. Candida albicans es un hongo ubicuo, y como
tal, su presencia supone un riesgo de contaminacion de muestras y reactivos.
Debido a ello se intentd llevar a cabo todas las extracciones de ADN y todas las
reacciones de qPCR siguiendo las recomendaciones de esterilidad propuestas por
Khot y Fredricks (Khot & Fredricks, 2009): en una primera habitacién se trabajé
con los reactivos de PCR, en una segunda habitacion se realizaron las extracciones
de ADN y era aqui donde se anadia el ADN molde a las reacciones de qPCR, y en la
ultima habitacién se manipularon los amplicones, en caso necesario. Ademas, se
realizaron junto con las muestras vulvovaginales controles negativos de extracciéon
con el fin de poder detectar estos FP debidos a la contaminacién ex6gena. Las
reacciones de qPCR llevadas a cabo con los controles mostraron amplificacion en el
66,6% de estas muestras (12 de 18) con la sonda Calb. Mientras que aplicando el
punto de corte de 30 ciclos se consigui6 reducir el nimero de positivos a 1. No
obstante, estos datos indican que hemos de seguir mejorando en el desarrollo de
esta técnica tan sensible. Cabe destacar que segin se iba avanzando en el
desarrollo del trabajo, los valores de los Cts de estos controles iban en aumento,

indicando que las medidas que ibamos tomando eran las adecuadas.

Por ultimo, destacar el potencial de este ensayo de qPCR multiplex como técnica
diagnostica de infecciones por Candida. En lo que a candidiasis de la mucosa se
refiere, desde nuestro punto de vista creemos que la identificacion de la especie
causante de la VVC es necesaria, a pesar de que tratdndose de un nicho anatémico
no estéril la mera presencia del hongo no implique causalidad. Sin embargo,
Candida es un patdgeno del aparato genital, y su deteccidén junto con la pericia
clinica del personal que atiende a la paciente, decidira qué papel juega el hongo y
cudl es el tratamiento adecuado. Las especies NCA de Candida muestran una menor

sensibilidad (C. glabrata) o incluso resistencia (C. krusei) a los azoles, con lo cual
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antes de iniciar el tratamiento antimicotico, el clinico deberia conocer la
sensibilidad del agente etioldgico frente al farmaco de eleccién. Asimismo, aunque
hay autores que niegan empiricamente la capacidad de las especies no-C. albicans
para causar infeccién vaginal (Agatensi et al., 1991; Dennerstein, Ellis, Reed, &
Bennett, 2011), otros no han obtenido los mismos resultados y apelan a la
necesidad de un gran estudio epidemiolégico, multicéntrico, para poder

determinar el papel etiopatoldégico de estas especies (Kennedy & Sobel, 2010).
Diagnostico molecular de la resistencia basado en la secuenciacion

Las pacientes con VVC y VVCR son tratadas en nuestro pais con imidazoles, como el
clotrimazol, o triazoles, principalmente fluconazol. El andlisis de la sensibilidad in
vitro de los aislamientos vulvovaginales de este trabajo a estos compuestos mostré
que el 97,2% de los aislamientos de C. albicans eran sensibles a ambos azoles. Los
aislamientos de C.glabrata y C.tropicalis, por el contrario, eran resistentes a
ambos compuestos. Estos resultados corroboran lo descrito previamente, la
excelente actividad de los azoles frente a C. albicans en episodios no complicados
de VVC, y la moderada actividad antifingica de éstos frente a las especies no-
albicans de Candida (Choukri, Benderdouche, & Sednaoui, 2014; Liu, Fan, Peng, &
Zhang, 2014; Richter et al., 2005).

Sin embargo, cada vez son mas frecuentes los aislamientos vulvovaginales
resistentes de C. albicans (Gamarra et al., 2014; Marchaim et al., 2012). Muchos
autores ya apuntaban desde hacia tiempo a la exposicién previa a farmacos
antifingicos como causante de este cambio epidemioldgico (Dun, 1999). Este
fenomeno de resistencia adquirida tras la exposicion a fluconazol esta
ampliamente documentado en aislamientos orales de C. albicans aislados de
pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (RW.ERROR -
Unable to find reference:602; M. A. Pfaller et al., 1994; Redding et al., 1994; Rex,
Rinaldi, & Pfaller, 1995; Sanglard et al, 1995; T. C. White, 1997b). En estos
pacientes, aunque inicialmente responden bien al tratamiento con fluconazol, es
dificil erradicar completamente el hongo y las recaidas son frecuentes. Debido a
ello, muchos son expuestos a largos y discontinuos tratamientos con fluconazol,
promoviendo asi la aparicién de cepas resistentes (T. C. White, 1997b). De un

modo similar, a las mujeres que padecen VVC de manera recurrente se les
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prescriben azoles de manera empirica, lo que unido a la disponibilidad de
tratamientos sin receta, o la prescripcién de tratamientos a bajas dosis durante
periodos cortos de tiempo, crean las condiciones idoneas para la evolucidn,
aparicion y expansion de cepas vulvovaginales resistentes (Marchaim et al., 2012).
Asimismo, existen otros posibles factores, especificos de los aislamientos
vulvovaginales, que contribuyen a la resistencia, tales como la baja
biodisponibilidad del fluconazol en la vagina, lo que implica una exposicién al
farmaco a una concentracion 12 veces menor que en otros tejidos, con lo que los
aislamientos vaginales estan expuestos a concentraciones bajas de fluconazol. Por
otro lado, el pH acido de la vagina puede inhibir la actividad de las bombas Mdr1p,
ya que éstas son dependientes del gradiente de protones. Por este motivo, el pH de
la vagina es importante a la hora de determinar la sensibilidad frente a un farmaco
antifungico, debido a que los valores de CMI son dependientes del pH
(Bhattacharya, Sobel, & White, 2016). De hecho, se ha observado que en
aislamientos vulvovaginales de C. albicans con sensibilidad reducida los valores de
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) para compuestos azdlicos van en aumento
a medida que se reduce el pH, lo que podria comprometer la sensibilidad de estas
cepas en pHs bajos como el de la vagina (Danby, Boikov, Rautemaa-Richardson, &

Sobel, 2012b).

El analisis de aislamientos de C. albicans seriados, es decir, de cepas isogénicas
inicialmente sensibles que se tornan resistentes posteriormente, es muy util a la
hora de elucidar los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de
resistencia a azoles. Este tipo de estudio ya se habia realizado con cepas orales y
sistémicas, pero fueron Bhattacharya y colaboradores, tras analizar aislamientos
vulvovaginales seriados de C. albicans, los primeros en comprobar que estos
mismos mecanismos eran compartidos por cepas vulvovaginales y que, al igual que
en los aislamientos orales, la sobreexpresion de los genes codificantes de bombas

de eyeccion era el principal mecanismo de resistencia (Bhattacharya et al., 2016).

Actualmente el diagndstico de la resistencia se realiza principalmente empleando
métodos basados en el cultivo, los cuales requieren entre 48 y 72 horas para
alcanzar el resultado (Perlin, 2009). Sin embargo, desde los laboratorios de

micologia clinica se reclama el desarrollo de técnicas mas rapidas. Varios autores
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han conseguido elucidar varios de los mecanismos desarrollados por C. albicans
para neutralizar los efectos de los fArmacos. Se tratan de mutaciones puntuales el
gen ERG11, las cuales conllevan alteraciones en la diana de los azoles (Favre et al.,
1999), y de las mutaciones denominadas GOF (Gain-of-Function) identificadas
principalmente en los factores de transcripcion Tacl, Mrrl y Upc2, las cuales dan
lugar a alelos hiperactivos (Sanglard, 2011c). Dada la disponibilidad de esta
informacién genética, la deteccidn de la resistencia se podria realizar con técnicas
moleculares basadas en la secuenciacion de determinados segmentos de ADN estos
genes. Es por ello que partiendo de aislamientos vulvovaginales de C. albicans con
sensibilidad reducida a azoles, nos propusimos la caracterizacion mediante
identificacion de mutaciones puntuales en el gen ERG11, codificante de la proteina
diana de los azoles, y de los factores de transcripcién Tacl y Upc2, reguladores de
los genes CDR (A. T. Coste et al, 2004) y ERGI11 (Flowers et al, 2012),
respectivamente. De este modo, se podria contribuir con nuevos marcadores de
resistencia que pudieran considerarse marcadores a la hora de aplicar técnicas

moleculares para el diagndstico de la resistencia.

En concordancia con lo consultado en trabajos previos (Richter et al., 2005), se
obtuvieron escasos aislamientos vulvovaginales con sensibilidad reducida a azoles,
Unicamente dos aislamientos (BE-113 y BE-114) que mostraron sensibilidad dosis
dependiente a fluconazol y clotrimazol. Ambas pacientes habian reportado
multiples episodios anteriores de VV(C, e incluso una de ellas habia llegado a
participar en un ensayo clinico de una vacuna para prevenir la candidiasis, y
habian sido tratadas con azoles en numerosas ocasiones. Estos antecedentes
sugerian que ambos aislamientos podian haber resultado seleccionados por la
presion selectiva ejercida por los azoles. Si esto fuese asi, ambos clones podrian
portar mutaciones GOF, las cuales se habrian fijado en ambas poblaciones fungicas
a causa de la presion ejercida por el firmaco, dando como resultado un genotipo y

fenotipo resistentes.

Como no disponiamos de aislamientos isogénicos seriados se estudiaron
aislamientos de C. albicans de la coleccion del Departamento de Inmunologia,
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina y Enfermeria de la

Universidad del Pais Vasco. También se realizé el andlisis de las cepas de
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referencia ATCC 64550, ATCC 64124 y SC5314, resistentes a azoles las dos

primeras y sensible a todos los compuestos azélicos, la dltima.

Muchos de los aislamientos clinicos guardados en agua durante un largo periodo
de tiempo y catalogados en su dia como resistentes a alguno de los compuestos
azolicos, resultaron ser sensibles a estos compuestos. Este hecho podia deberse a
una clasificacién incorrecta de los aislamientos debido a una lectura errénea de las
pruebas, dejando patente el problema de la interpretacion debido al efecto
“trailing” (crecimiento residual) en los aislamientos de C. albicans (M. Lee,
Williams, Warnock, & Arthington-Skaggs, 2004). No se detectd en estos
aislamientos sensibles ni una de las mutaciones asociadas a resistencia descritas
en la literatura (Flowers et al, 2012; Sanglard, 2011c), por lo que estos
aislamientos podrian haber desarrollado mecanismos transitorios para superar la
presion del fArmaco, y que una vez eliminado éste del medio hubiesen retornado a

su fenotipo sensible.

En referencia al gen ERGI11, la secuenciacién y posterior comparacion con la
secuencia de referencia X13296 permiti6 la identificacion de un gran nuimero de
mutaciones, tanto sinénimas como no-sinoénimas, lo que pone de manifiesto una
vez mas el elevado grado de polimorfismo de este gen (Morio et al., 2010). En
cuanto a las sustituciones no-sindnimas, se identificaron varias de las sustituciones
relacionadas con la resistencia, en las cuales se ha comprobado de manera
empirica, bien clonando el alelo portador de la mutaciéon en una cepa sensible o
bien mediante pruebas de cinética enzimadtica, su implicacién directa en la
resistencia, se trataba de las mutaciones A118S (M. Xiang et al., 2013), Y132H
(Kakeya et al., 2000; S. L. Kelly et al., 1999; Sanglard et al., 1998), K143R (M. Xiang
et al,, 2013), Y257H (M. Xiang et al., 2013), R467K (RW.ERROR - Unable to find
reference:602; Lamb et al., 2000; Sanglard et al., 1998; T. C. White, 1997c). O bien
aquellas mutaciones que unicamente se han identificado en aislamientos
resistentes de C. albicans como G450E o Q474K (Morio et al,, 2010). Otras se han
descrito por primera vez en este trabajo; entre ellas, S42L, D225N y P236H se
detectaron tanto en aislamientos sensibles como en resistentes, lo que descarta su
participacion en la resistencia. Otras de las sustituciones nuevas, F319L y Q479R,

se detectaron exclusivamente en cepas resistentes, lo que podria indicar que se
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trata de mutaciones relacionadas con la resistencia. Sin embargo, se desconoce su
implicacion, por ello nuestro grupo de trabajo se centrara en un futuro en dilucidar
la funcién de estas nuevas mutaciones mediante la expresién heterdloga de las

mismas.

Por otro lado, el gen TACI, que se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 5 junto con el gen ERG11, al igual que éste resultd ser muy polimorfico
y con una elevada tasa de heterozigosidad. En este aspecto, habria que destacar
que la secuenciacion del genoma de C. albicans en 2004 (Jones et al., 2004) revelé
una elevada tasa de heterozigosidad, algo sorprendente ya que se trata de un
organismo que se reproduce de manera asexual. Se calcula que existen unos
62.000 puntos heterozigéticos en todo el genoma, es decir uno cada 237 bases, y
éstos no estan distribuidos uniformemente por todo el genoma, siendo los
cromosomas 5 y 6 los que poseen una mayor tasa de heterozigosidad (Magee,
2007). Por lo tanto, parece razonable la gran cantidad de sustituciones de
nucleétidos, sindnimas y no-sinénimas, que se detectaron. La mayoria de las
mutaciones de TAC1 identificadas en este trabajo ya estaban descritas y era
conocida su falta de implicacion en la resistencia a azoles, debido a que se habian
detectado tanto en cepas sensibles como en resistentes (Morio et al., 2013). Tal es
el caso de las mutaciones N396S, identificada en todos los aislamientos analizados
en este trabajo, D776N, E829Q o S941P. Al igual que ocurrid con el gen ERG11, se
detectaron dos mutaciones ya descritas y relacionadas con la resistencia a azoles,
la delecién A962-969 (A. Coste et al.,, 2007) y N977D (A. Coste et al,, 2006), ambas
en heterozigosis, en uno de los aislamientos resistentes de la coleccion y en la cepa
de referencia ATCC 64124, respectivamente. Se han descrito otras mutaciones por
primera vez en este estudio, destacando entre ellas S758F, que se identific6 s6lo en
el aislamiento vulvovaginal BE-113, procedente de una paciente con repetidos
tratamientos antifingicos, y que ademas mostraba una sensibilidad reducida a
azoles. Esta mutacion se localizaba en la region carboxilo terminal del factor de
transcripcion, una regiéon con un posible dominio de activacién donde, ademas, se
localizan la mayoria de las mutaciones GOF de TACI (Sanglard, 2011c). Cabe
destacar que esta mutacion se detecté en ambos alelos, en la linea con lo indicado
por algunos autores que apuntaban a la obligatoriedad de que las mutaciones GOF

se encuentren en homozigosis para resultar en un alelo hiperactivo y, por lo tanto,
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en un fenotipo resistente (A. T. Coste et al., 2004). Estas mutaciones aparecen
inicialmente en uno de los alelos, después sucede alguna alteracién gendémica
relacionada con la pérdida de la heterozigosidad, de modo que los dos alelos sean
idénticos (Ford et al., 2015), y de hecho, los aislamientos de C. albicans resistentes
son homozigotos para el gen TAC1 (Morschhauser, 2016). Sin embargo, Sasse y
colaboradores observaron, tras introducir mutaciones de manera escalonada en
ambos alelos, que las mutaciones en heterozigosis también conferian resistencia,
aunque en un menor grado que el observado en las que se encuentran en
homozigosis (Sasse et al, 2012). El hecho de haber detectado S758S en
homozigosis reforzo la hipotesis de que esta mutacién pueda estar implicada de

manera directa en la resistencia.

Finalmente, se identificaron dos de las siete mutaciones descritas en la literatura
(Flowers et al., 2012) para el gen UPC2, A643V y G648S, ambas en heterozigosis y
en cepas resistentes. No se identificé en este gen ninguna mutaciéon nueva, ni
ninguna mutacién sinénima, lo que indicaba que se trataba de un gen no tan
polimérfico como ERG11 y TAC1, de hecho, este gen se encuentra localizado en el
cromosoma 1 (Heilmann et al,, 2010), que no es tan variable como los cromosomas

5y 6 (Magee, 2007).

No se pudo establecer una relacién estadisticamente significativa entre las
distintas mutaciones y los distintos perfiles de resistencia observados en los
aislamientos resistentes. Si bien es cierto que todos los aislamientos albergaban
alguna de las mutaciones ya descritas y relacionadas con mas de un mecanismo de
resistencia, y todos ellos mostraban resistencia cruzada a distintos azoles, lo que
implicaria un posible efecto colaborativo de estas mutaciones. El aislamiento BE-
113, resistente a posaconazol, itraconazol y voriconazol, y con una sensibilidad
reducida a clotrimazol y fluconazol, era portador de dos mutaciones en
homozigosis en ERG11; la cepa 15-176 de la coleccion, resistente a todos los azoles,
excepto a itraconazol, al cual mostraba sensibilidad reducida, portaba mutaciones
GOF en los tres genes estudiados, en homozigosis en ERG11 y en heterozigosis en
TAC1 y UPCZ2; las cepas 16-091 y 16-123, ambas aisladas de la misma paciente con
VVCR, resistentes a fluconazol y con una sensibilidad reducida a voriconazol

portaban dos mutaciones en ERG11 y otra en UPCZ, en homozigosis las primeras, y
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en heterozigosis la segunda. En cuanto a la cepa de referencia ATCC 64124,
resistente a todos los azoles, portaba dos mutaciones en ERG11 en homozigosis y
una mutacion en TACI en heterozigosis. El escaso ndimero de aislamientos
resistentes portadores de mutaciones que hemos podido analizar en este trabajo
no permitié el analisis estadistico. No obstante, la diversidad de mutaciones
detectadas en todos ellos indica, tal y como han observado otros autores, que
existen distintos mecanismos por los cuales las células fungicas pueden adquirir
resistencia, y que éstos pueden aparecer de manera simultanea en un unico
aislamiento, lo que conlleva un efecto aditivo (A. Coste et al., 2007; Morio et al,,
2013). Sin embargo, la deteccion en un aislamiento clinico de C. albicans de alguna
de las mutaciones en ERG11, o de las mutaciones GOF en TAC1 y UPCZ, si que
parece predecir un fenotipo resistente, lo que validaria los protocolos de PCR y
secuenciacion diseflados en este trabajo de tesis como técnicas de diagndstico
molecular de resistencia a azoles. Se trata de un protocolo rapido, preciso y
proclive a la estandarizacién en el laboratorio. En este sentido, el disefio del
cebador denominado Tacl-Rv-980 fuera de la regién codificante, junto con su
pareja Tacl-Fw-673, permiti6 analizar el extremo 3’ del gen TAC1 hasta la dltima
base, evitando tener que clonar los amplicones, y reduciendo asi de manera
notable el tiempo hasta el resultado. Ademas, dado el nivel de heterozigosidad de
los genes TAC1 y ERG11, era necesario emplear un sistema que permitiera la
deteccién de puntos heterozigéticos. La secuenciacion directa de los amplicones
permite esta deteccidon conjunta, la inserciéon del amplicon en un vector y la

posterior secuenciacion de éste ultimo, por el contrario, no lo permite.

Por otro lado, en varios de los aislamientos resistentes no se detect6 ninguna de las
sustituciones implicadas en la resistencia a azoles descritas en la literatura, esto
podia deberse a que no se estudiaron las secuencias completas de los genes, sino
determinados segmentos, en el caso del factor de transcripciéon Taclp se analizé la
secuencia comprendida entre los aminoacidos 225 y 461, y la comprendida entre
los aminoacidos 673 y el 980, por ser las regiones portadoras de las mutaciones
GOF (Sanglard, 2011c). Por la misma razén, se analizé la regiéon comprendida entre
los aminoacidos 642 y 648 del factor de transcripcién Upc2p (Flowers et al., 2012).
Este tipo de analisis excluia, por lo tanto, la detecciéon de mutaciones GOF fuera de

las regiones seleccionadas.
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No se ha analizado en este trabajo el gen MRR1, el cual regula la expresiéon de
MDR1 (Morschhauser et al., 2007) y, al igual que TAC1 y UPCZ, pertene a la familia
de factores de transcripciéon con motivos de “grupos de zinc” (MacPherson et al,,
2006), esta relacionado con la resistencia a azoles y es portador de mutaciones
GOF (Dunkel et al., 2008b). Perea y colaboradores se propusieron determinar la
contribucién especifica de cada uno de los mecanismos a la resistencia y
observaron que el 85% de los aislamientos analizados sobreexpresaban genes
codificantes de bombas de eyeccion (cuyos genes estan codificador por Taclp), el
65% era portador de mutaciones en ERG11 y el 35% lo sobreexpresaba (Perea et
al, 2001). Debido a ello se decidié comenzar el analisis de las mutaciones GOF por
los genes TAC1, ERG11 y UPC2. No se ha descartado el analisis de MRR1, de hecho,
actualmente se estd llevando a cabo en nuestro laboratorio el andlisis de las
secuencias comprendidas entre los aminoacidos 335 y 381 y entre 683 y 998 de

este factor de transcripcion.

Asimismo, se estima que existen mas de 80 factores de transcripcién en el genoma
de C. albicans pertenecientes a la familia con motivos de “grupos de zinc”, la
mayoria todavia sin caracterizar (Morschhauser, 2016). Al igual que sucede con
Taclp, Upc2p o Mrrlp, podria ser posible que alguno de ellos fuera portador de
mutaciones GOF relacionadas con la resistencia. Entre ellos destaca el factor de
transcripcion Mrr2p, regulador de la expresion de CDR1, que esta relacionado con
la resistencia a azoles y en el cual ya se han identificado las primeras mutaciones
GOF (Wang et al, 2015). Todos ellos son genes candidatos para futuras
investigaciones relacionadas con la busqueda de mutaciones implicadas en la

resistencia a azoles.

A pesar de que en la literatura se ha analizado la sobreexpresion de los genes
CDR1, CDR2, MDR1 y ERG11 en cepas resistentes de C. albicans (Morio et al., 2013),
desde nuestro punto de vista creemos que el analisis de ARN no seria una técnica
idonea para emplearla en el ambito clinico debido a que los niveles de expresion
implican la comparacion de los mismos entre una cepa sensible y la misma cepa
con un fenotipo resistente, material del que no siempre se dispone. Ademas, esta
técnica no es tan proclive a la estandarizacion, lo cual dificulta su uso como

herramienta de diagndstico.
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El hecho de que no se detectase ninguna mutacién de las descritas en la literatura
en algunas de las cepas resistentes de las colecciones, o incluso en la cepa
resistente de referencia ATCC 64550, nos llevéd a pensar que esta busqueda de
mutaciones GOF para la deteccién de cepas resistentes, no fuera realmente util
para aislamientos seleccionados al azar y sin ninguna relacién entre si (T. C. White,
Holleman, Dy, Mirels, & Stevens, 2002b). Debido a ello, realizamos un ensayo de
evolucion in vitro frente a fluconazol, con el fin de obtener cepas isogénicas
seriadas, sensibles inicialmente y que evolucionaran a un fenotipo resistente, tal y
como se habia observado en varios estudios (Cowen et al., 2000). Se seleccionaron
dos cepas de C. albicans, la cepa de referencia SC5314 y un aislamiento
vulvovaginal sensible a todos los azoles, BE-47, aislado de una paciente que
reportaba un primer caso de VVC y sin ningun tratamiento anterior con azoles.
Ambos aislamientos se sometieron a concentraciones crecientes de fluconazol
durante 23 dias. El aumento en los valores de CMI para ambas poblaciones nos
hizo pensar que ambas habrian desarrollado mecanismos de resistencia debido a
la presién ejercida por el fluconazol. Ambas poblaciones evolucionaron de manera
diferente, ya que uUnicamente se detect6 un alelo hiperactivo en una de las
poblaciones resistentes, se trataba de la mutacién N977D de TAC1 en SC5314. La
comparacién de las secuencias de poblacién inicial con las de poblacién final nos
permitié concluir que esta mutacion se habia fijado en algtin punto del ensayo en
uno de los alelos, y que después habia ocurrido una pérdida de heterozigosidad, ya
que se detectd en homozigosis. Sin embargo, el tipo de andlisis realizado no
permitié concluir si la perdida de heterozigosidad se debié a una recombinacion
mitodtica, una recombinacién local o a la duplicacion de todo el cromosoma 5. Estos
resultados muestran una vez mas la diversidad en los mecanismos por los cuales
C. albicans desarrolla la resistencia, que la presencia de fluconazol por si misma
promueve la aparicion de cepas resistentes, y que el método de deteccion de
mutaciones propuesto en este trabajo podria ser valido como técnica de
diagnostico de resistencia, ya que la detecciéon en un aislamiento de la mutacién
N977D descrita en la literatura es capaz de predecir resistencia in vitro (A. Coste et

al,, 2006).

Por ultimo y dado nuestro interés en la tecnologia molecular como base de nuevos

métodos de diagnostico y continuando con la problematica del aumento de
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aislamientos de hongos con sensibilidad reducida a farmacos antifingicos y sus
mecanismos subyacentes, nos propusimos la caracterizacién en Saprochaete
capitata del gen FKS, cuyas mutaciones en las regiones denominadas Hot Spot (HS)
han sido relacionadas con la resistencia a equinocandinas en distintas especies
fingicas (Cornely, 2008; Dudiuk et al.,, 2017; Garcia-Effron et al., 2008; Garcia-
Effron, Park, & Perlin, 2009; S. K. Katiyar & Edlind, 2009). Saprochaete capitata,
anteriormente conocida Trichosporon capitatum, Geotrichum capitatum o
Dipodascus capitatus (de Hoog et al., 2015), es un hongo oportunista, capaz de
originar infecciones sistémicas muy graves, principalmente en pacientes
oncohematolégicos (Girmenia et al, 2005; Martino et al, 2004), dificiles de
distinguir de las candidiasis invasoras. Su tratamiento se realiza de manera
empirica y las equinocandinas parecen no tener efecto en el manejo de las
infecciones causadas por este hongo (Chittick et al, 2009). El analisis de la
secuencia de FKS revel6 que esta especie era portadora del aminoacido Leucina en
vez de Fenilalanina (F-a-L) en la primera posicién del HS1. Esta region esta
altamente conservada en las distintas especies flngicas y los cambios de
aminodacidos en esta primera posiciéon han sido asociados de manera directa con la
resistencia a equinocandinas, bien el mismo cambio F-a-L en C. albicans (Garcia-
Effron et al.,, 2009) o C. tropicalis (Garcia-Effron, Kontoyiannis, Lewis, & Perlin,
2008), u otros cambios como F-a-S en C. albicans (S. Katiyar, Pfaller, & Edlind,
2006) y C. tropicalis (Garcia-Effron et al., 2008), F-a-V en C. glabrata (Garcia-Effron
et al,, 2009), F-a-C en C. krusei (Kahn et al.,, 2007), F-a-Y en C. albicans (S. Katiyar et
al,, 2006), Fusarium solani o Lomentospora prolificans (S. K. Katiyar & Edlind, 2009)
o F-a-lI en S. cerevisiae (Ohyama, Miyakoshi, & Isono, 2004). Esta Leucina situada en
el primer aminoacido del HS de FKS en S. capitata se identific6 en todos los
aislamientos analizados, y, aunque son necesarios mas analisis, este cambio F-a-L
ocurrido de manera natural en S. capitata podria estar relacionado con la

sensibilidad reducida de esta especie frente a las candinas.

Para finalizar, desde nuestro punto de vista creemos que los ensayos aqui
presentados, aunque preliminares, suponen una herramienta prometedora para su
empleo tanto en la identificacidon del agente etiologico de la infeccidn fiingica como
en la evaluacion de la resistencia a los antiftingicos del mismo. Por otra parte,

nuestro grupo de investigacion continua con la misma linea de trabajo, buscando
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nuevas mutaciones en distintos genes y técnicas alternativas a la secuenciacién con
el fin poder tipificar estas mutaciones GOF de una manera mas rapida, asi como en
el andlisis de la implicaciéon de las mutaciones identificadas por primera vez en
este trabajo. Asimismo, la busqueda de nuevos mecanismos de resistencia
permitird el empleo de los mismos como diana para el desarrollo de nuevas

moléculas con actividad antifingica.

177






CONCLUSIONES






.. Conclusiones

6.CONCLUSIONES

1. Candida albicans fue la especie mas frecuentemente aislada tanto en
muestras de origen oral como vulvovaginal, seguida de Candida glabrata y
Candida parapsilosis.

2. El ensayo de qPCR multiplex disefiado en este trabajo permite la deteccién
especifica de las especies C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, Candida
guilliermondii, Candida tropicalis y Candida krusei, con un limite de
deteccién de 20 fg de ADN. Sin embargo, debido al origen multicopia del gen
diana no es posible equiparar al niumero de células/genomas.

3. Las sondas Calb2 y Cpar3, disefiadas para la deteccién de las especies
C. albicans y C. parapsilosis, respectivamente, son especificas y no hibridan
con el resto de especies cripticas de ambos complejos de especies.

4. El empleo del sistema automatizado de extraccion de acidos nucleicos
MagNA Pure Compact (Roche) supone una mejora en cuanto a la
reproducibilidad y disminucién del tiempo de ejecucién en comparaciéon
con los protocolos manuales. Asimismo, constituye un paso fundamental
para la estandarizacién de la PCR como herramienta para el diagnéstico de
infecciones fungicas.

5. El ensayo de qPCR con la sonda Calb rebajando el punto de corte a 30 ciclos
sigue manteniendo unos valores sensibilidad y especificidad cercanos al
90%.

6. Se han identificado nuevas mutaciones GOF en los aislamientos de
C. albicans analizados. Cinco se han detectado en el gen que codifica Ergl1p:
S42L, D225N, P236H, F319L, Q479R y 7 en el gen que codifica Taclp:
E265K, S758F, N823K, H839Y, C858Y, I895T y S935L. Se desconoce el papel
de estas mutaciones en la resistencia, sin embargo, F319L y Q479R para
Ergll y S758F, que se detecté en homozigosis, y H839Y para Tacl se
detectaron exclusivamente en aislamientos resistentes, lo cual sugiere una
implicacion de las mismas en la adquisicion de la resistencia a azoles

7. Todos los aislamientos de C. albicans portadores de alguna de las
mutaciones GOF en Ergl1p, Taclp o Upc2p caracterizadas en la literatura y

asociadas a la resistencia a azoles mostraron un fenotipo resistente, lo cual
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refuerza la propuesta de emplear la deteccién de estas mutaciones GOF
como diagnéstico molecular de la resistencia.

8. EIl andlisis de las poblaciones experimentales sometidas a la presién del
fluconazol mostraron una vez mas la diversidad de mecanismos mediante
los cuales C. albicans puede desarrollar la resistencia a azoles. El andlisis de
distintos tiempos permitira ademads conocer la secuencia del desarrollo de
la resistencia y si esta resistencia se mantiene en ausencia de la presion del
antifingico.

9. Los cebadores Scap-F y Scap-R detectan de manera especifica la presencia
de Saprochaete capitata en muestras de sangre y muestras clinicas incluidas
en parafina.

10. La sustitucion natural de la base timina por citosina detectada en la primera
posicion del Hot Spot 1 del gen FKS de S. capitata sugiere que este cambio
puede ser el responsable de la sensibilidad reducida a equinocandinas que

posee esta especie fungica de manera intrinseca.
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