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1. RESUMEN

Candida albicans es un hongo oportunista capaz de ocasionar infecciones en
piel, en mucosas, asi como enfermedades sistémicas, debido a los diferentes
factores de virulencia que posee. Entre los principales factores de virulencia
implicados en el establecimiento, colonizacion e invasion de los tejidos del
hospedero por C. albicans se encuentra la familia de genes ALS (agglutinin-
like secuence) que codifican para glicoproteinas de la pared celular. La familia
ALS consta de 8 genes, que expresan adhesinas con diferentes perfiles de
adhesion. El objetivo de este estudio fue cuantificar la expresion de los genes
ALS1, ALS2, ALS3, ALS4, ALS5, ALS6, ALS7 y ALS9 por PCR en Tiempo Real
en cepas de C. albicans aisladas de mujeres con vulvovaginitis utilizando un
modelo in vitro de epitelio vaginal humano reconstituido (HVE A431). Para el
desarrollo de este estudio se seleccionaron cuidadosamente mujeres con los
sintomas de vulvovaginitis, como ardor, comezon y disuria del servicio de
ginecologia de un Hospital publico ubicado en el Estado de México, México.
La edad de las mujeres se encontr6 en el intervalo de 18-59 afos. El 60% de
las mujeres presenté menos de 59 anos de edad (n=30). La identificacion de
las cepas de C. albicans se realizé por PCR multiplex y la deteccién de los
genes de la familia ALS por PCR convencional. Para promover la expresion de
los genes ALS en las cepas de C. albicans se seleccionaron 11 cepas
portadoras de todos los genes y se inocularon sobre la superficie del epitelio
vaginal humano reconstutuido (RHVE A431). La extraccion de ARN vy la
reversotranscripcion a cDNA se realiz6 mediante los equipos de Qiagen. La
cuantificacion de la expresion se realizé por PCR en Tiempo Real. El gen ALS4
se expreso en el 100% de las cepas estudiadas, seguido de ALS1, ALS2,
ALS3, ALS5 y ALS7 con el 90.9% (n=10), en cada caso. Los genes expresados
con menor frecuencia fueron ALS6 y ALS9 con el 72.7% (n=8), en cada caso.
Los resultados encontrados en este trabajo demostraron que durante la
infeccion del RHVE se expresaron todos los marcadores genéticos de la familia
ALS, por lo que las combinaciones de los trascriptos ALS jugaron un rol

importante en la patogénesis de la infeccién del RHVE.




2. INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas y morfologia de Candida albicans

Candida albicans es una levadura oval Grampositiva, mide de 4 a 6 micras,
presenta gemacion mediante la formacion de blastoconidios. Es capaz de
formar hifas y otras formas alargadas con restricciones a intervalos llamadas
pseudohifas, que carecen de paredes paralelas y tabiques de las hifas
verdaderas. Fermenta la glucosa y maltosa, produciendo acido y gas, es
miembro de la flora normal de las mucosas de los aparatos respiratorio,
digestivo y genital femenino. C. albicans presenta morfogénesis (involucrada en
la invasion de los tejidos), mediante la cual ocurre la transicion de levadura a
hifa (Allistair et al., 1999). Puede provocar infecciones sistémicas en pacientes
inmunocomprometidos (SIDA, quimioterapia por cancer, tratamiento con
antibidticos, diabetes mellitus, neutropenia, etc.), infecciones en piel, ufias,
pulmones, boca (algodoncillo), vulvovaginitis y otros érganos (Odds et al.,
2006).

2.2 Candidosis vulvovaginal

La candidosis vulvovaginal (CVV) se define por los signos y sintomas de
inflamacion en presencia de Candida y en ausencia de infeccion de otra
etiologia (Sobel et al.,, 1998). La infeccién vaginal causada por Candida
produce un conjunto de signos y sintomas, de los cuales el mas especifico es
el prurito; todos los demas pueden presentarse en infecciones causadas por
otros microorganismos. En ocasiones se presenta descarga vaginal
blanquecina, cuya consistencia puede ser acuosa o espesa, semejante al
queso cotagge. La paciente puede experimentar dolor vaginal, irritacion y ardor
en la vulva. También se puede presentar eritema e inflamacién de los labios y
la vulva, con lesiones periféricas en forma de fisuras. Los sintomas se
exacerban una semana antes de la menstruacion. La CVV es una de las
infecciones mas comunes en mujeres de edad reproductiva (Foxman et al.,
1998; Reed 1992; Sobel et al., 1998) por lo que la mayoria de mujeres
presentaran esta infeccién, en al menos una ocasion a lo largo de su vida.

Existen varios factores externos que predisponen a la CVV, como el embarazo,




los anticonceptivos orales, la diabetes mellitus y el uso de antibiéticos (Sobel,

1985; Sobel et al., 1998). En ausencia de estos factores de riesgo, la CVV

ocurre frecuentemente en la fase ldtea del ciclo menstrual, en la cual los
niveles de estrégenos se encuentran elevados. En contraste las mujeres

postmenopausicas con bajos niveles de estrogenos raramente sufren de CVV

(Fidel et al., 2000).

2.3 Factores de virulencia.

C. albicans posee varios factores de virulencia que incluyen la formacion de

hifa (Sobel et al., 1984), cambio de fenotipo (phenotypic switching) (Soll et al.,

1987; Hellstein et al.,, 1993; Vargas et al.,, 2000), secrecién de enzimas

hidroliticas (Hube, 1998; Ghannoum, 2000) y adherencia celular (Gaur &

Klotz, 1997).

Factor de virulencia

Mecanismo de virulencia

Adhesinas (familia ALS, HWP1, Int1)?

Adhesién y colonizacién

Produccion de Hifa

Adhesion, invasidn, y destruccion

de los tejidos

Enzimas hidrdliticas extracelulares
(familias SAP, PIb y Lip)°

Adquisicion de nutrientes,
invasion, destruccion de los
tejidos y evasion de la respuesta

del hospedero.

Cambio de fenotipo

Adhesion y evasion de la

respuesta del hospedero.

Tabla 1. Principales factores de virulencia de C. albicans.

®ALS = agglutinin-like sequence; HWP1

integrin-like protein.

hyphal cell wall protein 1; Int1=

PSAP = secreted aspartyl proteinases 1 a 10; Plb = phospholipase B1 and B2;

Lip = Lipasas 1 a 10.




En la adhesion de C. albicans a la superficie de las células del hospedero se
encuentra involucrada la familia de genes ALS (agglutinin-likesecuence) que
codifican para gllcoproteinas de la pared celular (Gaur & Klotz, 1997; Hoyer,
2001). La familia de genes ALS esta compuesta por 8 genes que expresan
adhesinas (125-600 kDa) con diferentes perfiles de adhesion (Nas et al., 2008).
Cada gen ALS tiene una estructura similar de tres dominios, incluyendo el
dominio 5' de 1299-1308 pb que es muy semejante (55-90%) entre la familia;
un dominio central “tandem” formado por numeros de secuencias repetidas de
108-pb; y el dominio 3' que es relativamente variable en longitud y secuencia
(Figura 1) (Hoyer 2001).

y

5" domain Tandem repeat domain 23" domain

TRENDS in Microbiolagy

Figura 1. Estructura de los genes ALS. Se aprecian los 3 dominios, la longitud
del dominio 5' es muy parecido en toda la familia. La longitud del tandem y el

dominio 3' son altamente variables.

Los genes ALS en C. albicans son regulados diferencialmente por condiciones
fisiolégicas como; cambio en el medio de cultivo para su crecimiento (Hoyer,
1995; Hoyer et al.,, 1998a), la forma morfolégica del hongo (Hoyer et al.,
1998a; Hoyer & Hecht 2000) y el estadio de crecimiento (ALS4) (Hoyer,
1998b).

Se ha propuesto que los patrones de expresion de los genes de la familia ALS
podrian encontrarse asociados con las distintas formas de candidosis (oral,
vaginal o sistémica) (Hoyer, 2001). Los genotipos ALS codifican para
glicoproteinas localizadas entre la superficie de la pared celular de C. albicans
mediante las secuencias hidrofébicas amino y carboxilo-terminal, las cuales se
ha demostrado bioquimicamente que funcionan como una secuencia de senal
secretoria y como un sitio adicional de union a glicosilfosfatidilinositol (GPI),

respectivamente (Hoyer et al., 1998; Hoyer & Hech, 2001; Kapteyn et al.,




2000). Las proteinas ALS se unen en la pared celular a (1,6 glucano y se
comportan como un médulo GPI (Kapteyn et al., 2000). Las proteinas ALS se
encuentran altamente glicosiladas predominantemente en las repeticiones del
tdndem y del dominio carboxilo terminal que son ricas en serina/treonina
(Kapteyn et al., 2000).

El tamafio de las proteinas ALS maduras se encuentra entre 440 (ALS3 y
ALS8) a 600 Kda (ALS1) (Hoyer, 2001), y por comparacion de las proteinas se
predice que las estructuras tridimensionales de los dominios N-terminal de la
mayoria de las proteinas ALS son comunes a la estructura tridimensional de las

adhesinas bacterianas (Sheppard et al., 2004).

Mediante estudios de expresion heteréloga de los genes ALS en la no
adherente Saccharomyces cerevisiae, se demostro que las glicoproteinas
codificadas por ellos median la adherencia a la superficie de las células del
hospedero y a los componentes de la matriz extracelular (Gaur & Klotz, 1997;
Gaur et al., 1999; Fu et al., 1998). Estos autores implicaron el dominio amino

terminal de las glicoproteinas en las interacciones adhesivas.




3. ANTECEDENTES

Los genotipos de la familia ALS fueron descritos por primera vez en C. albicans
por Hoyer et al.,, en 1995, mas tarde el mismo Hoyer describi6 que en la
candidosis oral, vaginal y sistémica podrian existir distintos patrones de
expresion de los genes de la familia ALS (Hoyer, 2001). A raiz de esto en los
ultimos afios se ha tratado de establecer que genes de la familia ALS se
expresan como proteinas de adhesion en los distintos tipos de candidosis. Para
lo cual Greeen et al., (2004) reportaron que los genes expresados en mayor
porcentaje utilizando un modelo de candidosis oral y de biofilm fueron ALS1,
ALS2, ALS3, ALS4, ALS5 y ALS9. Un afo después Cheng et al., (2005)
describieron la expresion de los ocho genes de la familia ALS de Candida
albicans en muestras de fluidos vaginales y en un modelo de candidosis
vaginal. Los genes expresados mas frecuentemente por estos autores fueron
ALS1, ALS2, ALS3 y ALS9. Dos afos después Zhao et al., (2007) analizaron
la variabilidad alélica de ALS5 y ALS6 en una coleccion de cepas de C.
albicans aisladas de diferentes zonas geograficas. Estos autores describieron
que los alelos de ALSS tuvieron de 2-10 copias de secuencias repetidas en
tandem (media= 4.82 copias) mientras que los alelos de ALS6 presentaron de
2-8 copias (media = 4.00 copias). Nas et al., (2008) describieron la expresion
de los genes ALS1, HWP1 y SAP4 en cepas de Candida albicans aisladas de

mujeres con vaginitis.




4. JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais las estadisticas sobre la candidosis vulvovaginal
son muy escasas, ademas de no se han caracterizado molecularmente la
familia de genes ALS en las cepas de C. albicans que ocasionan vulvovaginitis,
el proposito de este trabajo fue establecer la frecuencia de la candidosis
vulvovaginal en un grupo de pacientes infectadas, y también determinar la
expresion de los genotipos ALS en cepas de C. albicans de origen vaginal,

utilizando un modelo In vitro de epitelio vaginal humano.




5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de los genotipos de la familia ALS (agglutinin-
like-sequence) de C. albicans utilizando un modelo de epitelio vaginal

humano reconstituido.

5.1 Objetivos especificos

Establecer la frecuencia de la candidosis vaginal en un grupo de mujeres

con los signos y sintomas caracteristicos.

Identificacion de las cepas de C. albicans obtenidas de las mujeres con

vulvovaginitis por PCR multiplex.

Deteccion por PCR de los genes de la familia ALS en las cepas de C.

albicans.

Establecer la expresion de los genes involucrados en la adhesion celular

de C. albicans por PCR en Tiempo Real.




6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Seleccién de los pacientes y toma de los productos.

Para el desarrollo de este estudio se seleccion6 un grupo de 264 mujeres con
los sintomas de vulvovaginitis, como ardor, comezdn y/o disuria con presencia
de una descarga espesa, de los servicios de ginecologia del Hospital General
Regional 72 (segundo nivel de atencion) del IMSS, ubicado en el Municipio de
Tlalnepantla, Estado de México. Se incluyeron en este estudio a mujeres
adultas; con y sin vida sexual activa, y se excluyeron pacientes con cancer
cervicouterino, embarazadas, que se encontraban en tratamiento con
antibidticos o que habian tomado antifungicos en los ultimos 30 dias. Después
de obtener el consentimiento informado de cada paciente se tomaron dos
muestras del saco vaginal por medio de hisopos estériles, una se utilizé para
corroborar la presencia de levaduras, pseudohifas y/o hifas por examinacién
directa al microscopio y la otra se deposité en el medio de medio de transporte
Stuart. Las muestras vaginales fueron transportadas al Laboratorio de Analisis
Clinicos de la CUSI, FES Iztacala, UNAM. Posteriormente las muestras fueron
sembradas en el medio liquido de BHI (infusidon-cerebro-corazon, Bioxon,
México) y se incubd a 37° C por 24 horas. Al término los cultivos se sembraron
en agar sabouraud (Bioxon, México) que contenia 50 [1g/ml de cloranfenicol y
en los medios sdlidos; Agar sangre (Bioxon, Mexico), eosina azul de metileno
(EMB, Bioxon, México) y S-110 (Bioxon, México) y se incubaron a 37° C por 48

horas.

6.2 Identificacion de las levaduras

A partir de los cultivos puros crecidos en agar sabouraud, las levaduras fueron
identificadas mediante la prueba del tubo germinativo en BHI (Bioxon)
suplementado con 10% de suero humano y por APl 20C AUX (BioMerieux). La
cepa de C. albicans ATCC32354 fue utilizada como control positivo.

6.3 Extraccion del ADN de las levaduras para la identificacién

de Candida albicans.

El DNA gendémico de las cepas de Candida fue extraido utilizando el Wizard

genomic DNA purification kit (promega, Madison, WI), para lo cual las cepas de




Candida fueron crecidas en YPD (extracto de levadura peptona dextrosa) por
24 h a 37° C. Posteriormente 1 ml del cultivo fue transferido en un tubo
eppendorf de 1.7 ml y centrifugado por 3 minutos a 13,000 rpm. El
sobrenadante fue desechado, la pastilla celular fue resuspendida en 293 uL de
EDTA (50mM) y al término se adicionaron 7.5 pyL (20 mg/ml) de lyticasa
(Sigma Catalogo L2524). Después de mezclar suavemente por pipeted, la
muestra fue incubada a 37°C por 1 hora (para digestion de la pared celular) y
al cabo se enfrio a temperatura ambiente. La muestra fue centrifugada por 2
minutos a 13,000 rpm, el sobrenadante fue desechado y se adicionaron 300 uL
de la solucion de lisis. Posteriormente la muestra fue mezclada suavemente por
pipeted. Al término se adicionaron 200 uL de la solucién de precipitacion de
proteinas, se mezclé en un vortex vigorosamente por 20 segundos y se incubo
en hielo por 5 minutos. La muestra se centrifugé a 13,000 rpm por 3 minutos y
el sobrenadante en donde se encontraba el ADN fue transferido a otro tubo
limpio de 1.7 ml que contenia 300 pL de isopropanol. La muestra se mezclo
suavemente hasta que se observd el ADN de manera visible (fibras).
Posteriormente la muestra se centrifugd a 13,000 rpm por 2 minutos,
cuidadosamente se decantd el sobrenadante sobre un papel absorbente limpio
y se adicionaron 300 uL de etanol al 70%. El tubo con la muestra se invirtié
varias veces para lavar el ADN. Al término la muestra se centrifugé a 13,000
rom por 2 minutos, el etanol se retiré cuidadosamente y la pastilla se seco al
aire por 15 minutos. Finalmente se adicionaron 50 yL de solucién de
rehidratacion de ADN y 1.5 pL de soluciéon de RNasa para purificar la muestra
de ADN, se mezclé en un vortex por 1 segundo, posteriormente se centrifugé
la muestra por 5 segundos y el liquido colectado (ADN) se incub6 por 15
minutos a 37°C. Al término el ADN rehidratado se incub6 1 h a 65° C (agitando
suavemente el tubo en varias ocasiones) y finalmente el ADN fue almacenado

a -20°C hasta su utilizacion.

6.4 Deteccién de las distintas especies de Candida por PCR

multiplex.

La deteccion de las especies de Candida (Tabla 2) por PCR multiplex se llevo a
cabo por el método descrito por Guizhen & Mitchell (2002). Para lo cual se

realizd primero un PCR sencillo de punto final con los oligonucleétidos




universales para el grupo de hongos ITS1 e ITS4 (5 pmol). El volumen final
para la mezcla de reaccion fue de 25 pL; 1 yL de cada oligonucleétido (TS1 y
TS4), 20 yL de HyO libre de nucleasa, 3 yL de ADN templado, 1.5 mmol de
MgCl,, 0.5 U de AmpliTagpolimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaq'"Ready-
To-Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA se realizo bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 96°C por 5 minutos; seguido de 40
ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos.
Finalmente una extension de 72°C por 15 minutos. Posteriormente se realizoé
el PCR multiplex con los oligonucleétidos CALB1 y CALB2 (5 pmol), CGL1 y
CGL2 (7 pmol), CPA1e, CPA3f y CPA2 (6 pmol), y CTR1 y CTR2 (4 pmol)
(Tabla 2). El volumen final para la mezcla de reaccion fue de 25 pL; 1 pL de
cada primer, 15 pL de HO libre de nucleasa, 3 uL de DNA templado, 1.5 mmol
de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetag™
Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del ADN se realizd bajo las

mismas condiciones que para ITS1 e ITS4.




Especie Nombre del | Secuencia (5'a 3") Tamafios de
oligonucledtido los
amplicones
(pb)
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Todos los ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC Variable
hongos
CALB1 TTTATCAACTTGTCACACCAGA
Candida CALB2 | ATCCCGCCTTACCACTACCG 273
albicans
CGL1 TTATCACACGACTCGACACT
Candida CGL2 CCCACATACTGATATGGCCTACAA 423
glabrata
CPAle | TTGGTAGGCCTTCTATATGGG
Candida CPA3f GCCAGAGATTAA ACTCAACCAA 320
parapsilosis 300
CPA2 CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC
CTR1 CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT
Candida CTR2 TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT 357
tropicalis

Tabla 2 Oligonucledétidos utilizados en la deteccidn de las distintas especies

patogenas del género Candida.

6.5 Deteccid6on de la familia ALS de C. albicans por PCR.

La deteccion de los genes de la familia ALS de C. albicans (Tabla 3) se realizé

por PCR convencional conforme a lo descrito por Green et al., (2004). El

volumen final para la mezcla de reaccion fue de 25 uL; 1 pL de cada
oligonucledtido (Tabla 3), 20 uL de H,O libre de nucleasa, 3 uL de ADN molde,
1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTagpolimerase y 100 mmol de dNTPs




(PuRetaq™Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA se realizé

bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos;

seguido de 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundosy 72°C

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

Gen Nombre del Secuencia (5°-3") Tamafios de los
oligonucleotid amplicones
0 (pb)
RTALS1F GAC TAGTGAACCAACAAATACCAGA
ALST RTALS1R CCAGAAGAAACAGCAGGTGA 318
RTALS2F CCAAGTATTAACAAAGTTTCAATCACTTAT
ALS2 RTALS2R TCTCAATCTTAAATTGAACGGCTTAC 366
RTALS3F CCACTTCACAATCCCCATC
ALS3 RTALS3R CAGCAGTAGTAGTAACAGTAGTAGTTTCATC 342
RTALS4F CCCAGTCTTTCACAAGCAGTAAAT
ALS4 RTALS4R GTAAATGAGTCATCAACAGAAGCC 356
RTALS5F ALT | TGACTACTTCCAGATTTATGCCGAG
ALSS RTALS5R ALT | ATTGATACTGGTTATTATCTGAGGGAGAAA 318
RTALS6F GACTCCACAATCATCTAGTAGCTTGGTTT
ALSE RTALS6R2 CAA TTGTCACATCATCTTTTGTTGC 152
RTALS7F GAAGAGAACTAGCGTTTGGTCTAGTTGT
ALST RTALS7R2 TGGCATACTCCAATCATTTATTTCA 206
RTALS9F2 CCATATTCAGAAACAAAGGGTTC
ALS9 RTALS9R2 AACTGAAACTGCTGGATTTGG 198

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en la deteccion de la familia ALS de C.

albicans.




6.6 Analisis de las muestras amplificadas por PCR mediante

electroforesis en Geles de Agarosa.

Después de la amplificacion del ADN, 8 uL de cada muestra fueron analizados
por electroforesis en geles de agarosa al 2% bajo las siguientes condiciones:
120 volts, 94 miliampers por 120 minutos. Los geles fueron tefidos con BrEt y
fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de fotodocumentacién modelo
GEL LOGIC 100 (KODAK).

6.7 Preparacién del inéculo de las cepas de C. albicans

seleccionadas para la cuantificacion de la expresién de ALS

por PCR en Tiempo Real.

Para promover la expresion de los genes, las cepas de C. albicans (con
presencia de todos los marcadores de virulencia) fueron crecidas en agar
Sabouraud a 37°C por 24 horas. Posteriormente y por medio de un asa estéril
se tomd una colonia de C. albicans y se deposité en 10 ml de YPD (extracto
de levadura peptona dextrosa). EI medio se incubd a 37° C por 24 horas. Al
término, las células del cultivo se colectaron por centrifugacion (2,000 rpm por 3
minutos), se lavaron tres veces con PBS y se contaron. Cuatro millones de
células se inocularon en 10 ml de YPD y se incubaron a 37° C por 24 horas. Al
término las células del cultivo se colectaron nuevamente por centrifugacion
(2,000 rpm por 3 minutos), se lavaron tres veces con PBS y se contaron por
triplicado (Green et al., 2004). Un inéculo de 4 x 107 células/ml se prepard para
usarse en el epitelio vaginal humano (HVE A431), de Lab. SkinEthic, Francia
(Figura 2).




Figura 2. Placa con epitelio vaginal humano (HVE A431). Fotografia:
Laboratorio Clinico, FES-Iztacala, UNAM.

6.8 Inoculacién en el epitelio vaginal humano.

50 uL de una suspensién de C. albicans/PBS (2 x 10° células en total) se
depositd en la superficie del epitelio vaginal humano (HVE A431), y se
incubaron a 37°C x 24 h, en 5% de CO, y humedad saturada.

6.9 Extraccion v purificacion del ARN para la PCR en Tiempo

Real.

El ARN total de C. albicans fue extraido utilizando el kit RNeasy (Qiagen; No.
de catalogo 74104) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, para lo cual
las levaduras se recolectaron del epitelio vaginal humano (HVE A431) y en un
tubo Eppendorf se preparé una dilucion en PBS para tener 7.5 x 108 células. El
tubo se centrifugd a 1000 g durante a 4° C por 5 minutos. Se decantd
totalmente el sobrenadante, se resuspendieron las células del hongo en 2 ml
de buffer Y1 con liticasa (50 U por 1 x 10 células) y se incub6é de 10-30
minutos a 30°C en agitacion suave. Posteriormente se centrifugd a 300 g (375
rom) durante 5 minutos para formar el pellet de esferoplastos y se descart6 el
sobrenadante. Se adicionaron 350 uL de buffer RLT y el tubo se agité en un
vortex vigorosamente para lisar los esferoplastos. Si el material insoluble no
fue visible, se centrifugd 2 minutos a maxima velocidad, y se usé el

sobrenadante en los pasos siguientes. Al término se adicionaron 350 uL de
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etanol al 70% para homogeneizar el lisado, se mezclé6 suavemente, se
transfirieron 700 yL a una columna contenida en un tubo de 2 ml, se centrifugd
a = 8000 g (= 10,000 rpm) por 15 segundos y el liquido de flujo se descarté.
Posteriormente se adicionaron 700 uL de buffer EW1 a la columna, se
centrifugd a = 8000 g (= 10,000 rpm) por 15 segundos para lavar la membrana
y el liquido de flujo se descartd. Al término se adicionaron 500 pL de buffer
RPE a la columna, se centrifugdé = 8000 g (= 10,000 rpm) por 15 segundos para
lavar la membrana y el liquido de flujo se descartd. Nuevamente se adicionaron
500 pL de buffer RPE a la columna, se centrifugé = 8000 g (= 10,000 rpm) por 2
minutos para lavar la membrana y liquido de flujo se descarto. Al término se
coloco la columna en un tubo colector nuevo de 2 ml, se centrifugé a maxima
velocidad por 1 minuto. De nueva cuenta se coloco la columna en un tubo
colector nuevo de 1.5 ml, se adicionaron de 30-50 pL de agua libre de RNasas
directamente sobre la membrana de la columna y se centrifugd = 8000 g (=
10,000 rpm) por 1 minuto para obtener el ARN. La concentracion y pureza total
del ARN fue medida utilizando un espectrofotometro, Nanodrop 2000. EI ARN
esperado fue < de 30 pg. EI ARN es muy inestable, por lo que inmediatamente

se realiz6 la reversotranscripciéon a ADNc.

6.10 Reversotranscripcién con eliminacién de ADN gendémico.

Para realizar el proceso de la reversotranscripcion de ARN a ADNCc se utilizo el
kit QuantitecRevereTranscription (Qiagen; No. de catalogo 205311) siguiendo

las instrucciones del fabricante como sigue:

6.11 Eliminacion del ADN gendémico.

Se descongelaron los componentes del Kit a temperatura ambiente (15-25°C).
Para un volumen final por reaccién de 14 uL se deposité en un tubo eppendorf

de 0.2 ml cada uno de los siguientes componentes (Tabla 4).
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Componente Volumen/reaccion Concentracion final
gADN Wipeout buffer, 7x 2 uL 1x
ARN templado 1 Hg -
Agua libre de RNasa 11 pL -
Volumen total 14 pL -

Tabla 4.Componentes de reaccion utilizados para eliminar el ADN genémico.

Posteriormente se incubd el tubo a 42° C por 2 minutos, e inmediatamente se

coloco en hielo.

6.12 Preparaciéon de la master mix para la reversotranscripcion.

La master mix contenia todos los componentes necesarios para la sintesis de
la primera cadena de ADNc. Para un volumen final por reaccién de 20 pL se

depositdé en un tubo eppendorf de 0.2 ml cada uno de los siguientes

componentes (Tabla 5).
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Componente Volumen/reaccion | Concentracion final

Master mix para
reversotranscripcion 1L
Quantiscript Reverse

Transcriptasa (contiene inhibidor
de RNasas)

Quantiscript RT  buffer, 5x 4 uL 1x
(incluye Mg®* y dNTPs)

RT Primer Mix 1L -

ARN Templado (obtenido en la 14 L -

reaccion anterior)

Volumen total 20 pL -

Tabla 5.Componentes de reaccion utilizados para la reversotranscripcion.

Al término se mezclo el tubo y se mantuvo en hielo hasta incubarlo a 42°C por
15 minutos. Posteriormente se incubd a 95°C por 3 minutos para inactivar la
transcriptasa reversa. Finalmente se guardd la reaccion (ADNc) a -20° C hasta

su utilizacién en PCR en Tiempo Real.

6.13 Preparacion de la mezcla de reaccion para PCR en Tiempo
Real utilizando SYBR Green.

Los oligonucleétidos empleados para la cuantificacion de la expresion de ALS
de C. albicans fueron los mismos utilizados para la deteccién de los genes por
PCR convencional (Tabla 3). Para el ensayo de PCR en Tiempo Real se utilizd
el kit Rotor Gene SYBR Green PCR (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El volumen final de la mezcla de reaccién fue de 25 pL; 12.5 pL
Master Mix SYBR Green, 1 uL del primer Forward (1 0Om), 1 pyL del primer
Reverse (1 Om), 2 uL (20 ng de ADNc) y 8.5 uL de RNasa-Free-Water. Las

condiciones de amplificacién fueron: 95°C durante 5 minutos (activacion de la
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HotStart), 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 5 segundos y la
combinacion de alineacion/extension de 60°C por 10 segundos. El gen rRNA
de C. albicans se utiliz6 como gen de referencia. La cepa de C. albicans
ATCC32354 fue utilizada como control positivo y como controles negativos se
utilizaron las siguientes cepas clinicas de C. albicans: Ca11, Ca27, Ca37, Ca13
Ca28, Ca3d8, Ca20, Ca39 y Ca14. En cada corrida de PCR en Tiempo Real se
realizé la melting point para diferenciar los productos especificos (amplicones)

de los productos inespecificos (dimeros de olinonucleétidos).

6.14 Analisis estadistico.

Las frecuencias de los genes de la familia ALS entre las cepas de C. albicans
aisladas de las mujeres con edades de 18-29 (n=13), 29-39 (n=14), 40-49
(n=11) y 50-57 (n=12) afios fueron analizadas por la prueba de la X?, con P <
0.005.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de C. albicans por PCR.

C. albicans fue identificada por PCR en el 18.9% (n = 50) de los cultivos por

PCR mediante la amplificacién de una region interna del gen rRNA (ITS1 e
ITS2) (Figura 3). En el 81.1 (n=214) se identificaron bacterias como;

Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis.

7.2 Deteccion de los genotipos ALS en las cepas de C. albicans

Los genotipos ALS detectados con mayor frecuencia en las cepas de C.
albicans de origen vaginal fueron ALS1, ALS5, ALS9, ALS7 y ALS2 (Tabla 6,

Figura 3 y Figura 4).

Gen NUmero Porcentaje
ALS1 50 100
ALS2 30 60
ALS3 18 36
ALS4 27 54
ALS5 35 70
ALS6 28 56
ALS 7 32 64
ALS 9 33 66

Tabla 6. Distribucion de los genotipos de la familia ALS en las cepas de C.

albicans.
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273 bp—
318 bp—
50 bp—» -_

342 bp—

366 bp
100 bp

Figura 3. Identificacion de Candida albicans y de los genotipos ALS1-ALS3 por
PCR convencional. Control positivo (C. albicans ATCC32354). Control negativo
(sin ADN molde). A (ITS1 e ITS2, amplicon de 273 pb): Carriles 1-3 y 5, cepas
de C. albicans aisladas de mujeres con candidosis vaginal; Carril 4, MPM 50
pb-ladder (Invitrogen); Carril 6, Control positivo; Carril 7, Control negativo. B
(ALS1, amplicon de 318 pb); Carriles 1-3 y 5-6, ALS1 en cepas C. albicans;
Carril 4, MPM 50 pb-ladder; Carril 7, Control positivo; Carril 8, Control
negativo. C (ALS2, el amplicén de 366 pb); Carriles 1-4 y 8, ALS2 en cepas C.
albicans; Carril 4, MPM 100 pb-ladder (Invitrogen); Carril 6, Control negativo;
Carril 7, Control positivo. D (ALS3, el amplicén de 342 pb); Carriles 1-4y 6,
ALS3 en cepas C. albicans; Carril 5, MPM 100 pb-ladder; Carril 7, Control

positivo; Carril 8, Control negativo.1

1 2 3 4 5 6 7 8
mbp—'.
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Figura 4. Identificacion de los genotipos ALS4-ALS9 de Candida albicans por
PCR convencional. Control positivo (C. albicans ATCC32354). Control negativo
(sin ADN molde). A (ALS4, amplicon de 356 pb); Carriles 1-3 y 5, ALS4 en C.
albicans de origen vulvovaginal; Carril 4, MPM 100 pb-ladder (Invitrogen);
Carril 6, Control positivo; Carril 7, Control negativo. B (ALS5, amplicon de 318
pb); Carril 1, Control negativo; Carril 2, Control positivo; Carriles 3 y 5-8 ALS5
en cepas C. albicans; Carril 4, MPM 100 pb-ladder. C (ALS6, 152 pb el
amplicén); Carriles 1-3 y 5-6, ALS6 en cepas C. albicans; Carril 4, MPM 100
pb-ladder; Carril 7, Control positivo; Carril 8, Control negativo. D (ALS7,
amplicon de 206 pb); Carriles 1-3 y 5, ALS7 en C. albicans; Carril 4, MPM 50
pb-ladder; Carril 6, Control positivo; Carril 7, Control negativo. E (ALS9, 198
bp el amplicon); Carriles 1-3 y 5-6, ALS9 en C. albicans; Carril 4, MPM 100 pb-

ladder; Carril 7, Control positivo; Carril 8, Control negativo.
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No existieron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias de
los genotipos ALS entre las cepas de C. albicans aisladas de las mujeres con
edades de 18-29 (n=13), 29-39 (n=14), 40-49 (n=11) y 50-59 (n=12) afos (P <
0.005).

7.3 Asociacion de los genotipos ALS en las cepas de C.

albicans

Se encontraron 24 patrones diferentes de asociacion de los genes ALS en las
cepas de C. albicans analizadas (Tabla 7), dentro de los cuales el patrén
conformado por los ocho genes de ALS
(ALS1/ALS2/ALS3/ALS4/ALS5/ALS6/ALS7/ALS9/) lo presentaron 8 cepas de
C. albicans (16%).
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No. de Genotipos ALS No. de | Porcentaje
patrén cepas

1 ALS1/ALS2/ALS3/ALS4/ALS5/ALS6/ALS 8 16
7/ALS9

2 ALS1/ALS2/ALS4/ALS5/ALS6/ALS7/ALS 6 12
9

3 ALS1/ALS2/ALS3/ALS4/ALS5/ALS7/ALS 4 8
9

4 ALS1 4 8

5 ALS1/ALS9 3 6

6 ALS1/ALS7 3 6

7 ALS1/ALS4/ALS5/ALS6/ALS7/ALS9 2 4

8 ALS1/ALS2/ALS5/ALS9 2 4

9 ALS1/ALS6 2 4

10 ALS1/ALS5 2 4

11 ALS1/ALS2/ALS3/ALS4/ALS5/ALS6/ALS 1 2
7/IALS9

12 ALS1/ALS2/ALS3/ALS4/ALS6/ALS7/ALS 1 2
9

13 ALS1/ALS2/ALS3/ALS4/ALS5/ALS6/ALS 1 2
9

14 ALS1/ALS3/ALS4/ALS5/ALS6/ALS7/ALS 1 2

9
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15 ALS1/ALS2/ALS4/ALS5/ALS6/ALS9
16 ALS1/ALS2/ALS3/ALS4/ALS5/ALS7
17 ALS1/ALS2/ALS3/ALS5/ALS6/ALS7
18 ALS1/ALS4/ALS6/ALS7/ALS9

19 ALS1/ALS5/ALS6/ALS7/ALS9

20 ALS1/ALS2/ALS 5/ALS 6/ALS7

21 ALS1/ALS2/ALS5/ALS7

22 ALS1/ALS5/ALS6/ALS9

23 ALS1/ALS2/ALS5

24 ALS1/ALS2

Tabla 7. Genotipos ALS detectados en las cepas de C. albicans.

7.4 Determinacion de la expresion de la familia ALS por PCR en

Tiempo Real.

Con el propésito de cuantificar la expresion de los genotipos ALS de C.
albicans se crecieron en el HVE las 8 cepas que conformaron el patrén 1
(Tabla 7) dos cepas del patron 2 y otra cepa del patrén 3. Los genes que se

expresaron con mayor frecuencia fueron ALS4, ALS1, ALS2, ALS3, ALS5 y

ALS7 (Tabla 8, Figuras 5 -13).
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Genotipo Expresion
No. %

ALS1 10 (90.9)
ALS 2 10 (90.9)
ALS3 10 (90.9)
ALS4 11 (100)
ALS5 10 (90.9)
ALS6 8 (72.7)
ALS7 10 (90.9)
ALS9 8 (72.7)

Tabla 8. Expresién de los genotipos ALS.
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Figura 5. Determinacion de la expresion de ALS1 en las cepas de C. albicans

aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realizé en el canal verde. NTC = No Control Templado,
Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = Ca11 sin el gen
ALS1.
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Figura 6. Determinaciéon de la expresiérdel gen rRNA (ITS1 e ITS2) en las
cepas de C. albicans aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo
Real utilizando SYBR Green. La lectura se realiz6 en el canal verde. NTC = No
Control Templado, Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control
= S. aureus ATCC 33592.
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Figura 7. Determinacién de la expresidén de ALS2 en las cepas de C. albicans
aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realizé en el canal verde. NTC = No Control Templado,

Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = Ca27 sin el gen
ALS2.
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Figura 8. Determinacion de la expresién de ALS3 en las cepas de C. albicans

aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realizé en el canal verde. NTC = No Control Templado,
Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = Ca37 sin el gen
ALS3.
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Figura 9. Determinacién de la expresic’)nwae ALS4 en las cepas de C. albicans
aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realiz6é en el canal verde. NTC = No Control Templado,
Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = Ca13 sin el gen

ALS4.
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Figura 10. Determinacion de la expresion de ALS5en las cepas de C. albicans
aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realizé en el canal verde. NTC = No Control Templado,
Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = Ca28sin el gen
ALSS.
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Figura 11. Determinacion de la expresion de ALS6 en las cepas de C. albicans
aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realiz6é en el canal verde. NTC = No Control Templado,
Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = Ca38 sin el gen
ALS6
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Figura 12. Determinacion de la expresion de ALS7 en las cepas de C. albicans
aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realizé en el canal verde. NTC = No Control Templado,
Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = CaZ20 sin el gen
ALS7.
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Figura 13. Determinacion de la expresion de ALS9 en las cepas de C. albicans
aisladas de candidosis vulvovaginal por PCR en Tiempo Real utilizando SYBR
Green. La lectura se realizé en el canal verde. NTC = No Control Templado,
Positive Control = C. albicans ATCC32354, Negative Control = Ca39 sin el gen
ALS9.




8. DISCUSION

8.1 Pacientes estudiadas

En este estudio se describié que la candidosis vaginal (CV) ocasionada por la
especie de C. albicans fue detectada en el 18.9% (n=50) de las mujeres
analizadas. La candidosis vaginal es un padecimiento que ocurre en el rango
de 20-25% de los casos totales de vaginitis infecciosa, unicamente por abajo
de los casos de vaginitis bacteriana que se encuentra entre el 40-50% (Sobel,
1997). La candidosis en la pubertad es poco frecuente, pero a la edad de 25
afios la mitad de las mujeres han tenido al menos un episodio clinico
diagnosticado de CV (Geiger et al., 1995; Geige & Foxman, 1996). La CV es
ocasionada en el 85-95% de los casos por C. albicans (Sobel, 1997; Sobel,
1999). Se han propuesto varios factores externos que incrementan la CV, entre
los cuales se encuentra el uso de los antibiéticos y los anticonceptivos orales
(Sobel, 1985; Sobel et al., 1998).

8.2 Distribucién de los genes ALS en las cepas de C. albicans.

En este trabajo se reporté que los genes identificados con mayor frecuencia en
las cepas de C. albicans fueron ALS1 (100%), ALS5 (70%), ALS9 (66%), ALS7
(64%), y ALS2 (60%), mientras que los menos frecuentes fueron ALS6 (56%),
ALS4 (54%) y ALS3 (36%) (Tabla 6). Los ocho genes de la familia ALS
detectados codifican para glicoproteinas de superficie celular, que median la
adhesion a varios substratos del hospedero, incluyendo el epitelio vaginal (Fu
et al., 2002; Gaur & Klotz, 1997; Zhao et al., 2003; Zhao et al., 2004).

La elevada frecuencia de los genotipos ALS detectados en las cepas de C.
albicans aisladas de las mujeres con candidosis vaginal (Tabla 6), sugiere que
probablemente las cepas que poseen un mayor numero de marcadores de
virulencia ALS pueden conferir al hongo una adhesién mas fuerte a las células
del epitelio vaginal. Se ha demostrado que los genes ALS se encuentran
localizados en tres de los ocho cromosomas de C. albicans, asi, ALS1, ALS2,
ALS4, ALS5 y ALS9 se encuentran en el cromosoma 6, ALS6 y ALS7 en el
cromosoma 3 y ALS3 en el cromosoma R (Hoyer, 1995; Hoyer, 1998a; Hoyer,
1998b; Hoyer, 2000; Hoyer, 2001).
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En este estudio se identificaron 24 patrones diferentes de asociacion de los
genes ALS en las cepas de C. albicans (Tabla 7), dentro de los cuales ocho
cepas presentaron el mismo patron integrado por los ocho genes ALS y 6
cepas distintas presentaron otro patron constituido por siete genotipos (Tabla
7). Las numerosas combinaciones de los marcadores genéticos presentes en
las cepas de C. albicas nos hace suponer los diferentes posibles perfiles de
expresion de las proteinas ALS durante la patogénesis de la candidosis

vulvovaginal.

8.3 Expresion de los genes ALS en las cepas de C. albicans.

Con el cultivo celular utilizado (RHVE) en este estudio se pretendié relacionar
las condiciones de infeccién vaginal que ocurren in vivo. La mayoria de los
genes de la familia ALS se expresaron (Tabla 8, Figuras 5-13) en las 8 cepas
que conformaron el patron 1, dos cepas del patrén 2 y otra cepa del patron 3
(Tabla 7). Los datos contrastan con los reportados en un estudio realizado por
Chen et al., (2005) por el método de RT (Reverse transcription)-PCR en cepas
de C. albicans aisladas directamente de fluidos vaginales y utilizando un
modelo de candidosis vaginal en RHVE, en donde la expresion de ALS1, ALS2
y ALS3 (100%, en cada caso) detectada por estos autores, fue mayor al
encontrado en este estudio para ALS1, ALS2 y ALS3 (90.0%, en cada caso;
Tabla 8), sin embargo los porcentajes de expresion de ALS4 (100%), ALS5 y
ALS7 (90.9%, en cada caso) y ALS6 (72.7%) descritos en este estudio (Tabla
8), fueron mas elevados a los descritos por Chen et al., (2005) para ALS4
(61%), ALS5 (83%), ALS7 (61%) y ALS6 (50%). La expresion de la familia ALS
ha sido estudiada también en otros tipos de candidosis, por ejemplo, otros
autores utilizando un modelo de epitelio oral de RHE, describieron que los
genes que se expresaron mas consistentemente por RT-PCR fueron ALS1,
ALS2, ALS3, ALS4, ALS5 y ALS9 (Green et al., 2004), mientras que en un
modelo de candidosis sistémica en ratdon, los genes expresados en mayor
porcentaje fueron ALS1, ALS2, ALS3, ALS4, ALS5 y ALS9 (Green et al., 2005).
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Los resultados encontrados en este trabajo demostraron que durante la
infeccion del RHVE se expresaron todos los marcadores genéticos de la familia
ALS, por lo que las combinaciones de los transcriptos ALS jugaron un rol

importante en la patogénesis de la infeccién del RHVE.

E



. CONCLUSIONES

. Candida albicans fue responsable de la vulvovaginitis del 18.9% de las
mujeres atendidas en el servicio de ginecologia y obstetricia del HGR 72
del IMSS.

. En este trabajo se establecié que los genes de la familia ALS de C.

albicans se encontraron asociados a la vulvovaginitis de las pacientes.

. Los distintos patrones de las familias ALS identificados evidenciaron la

elevada variabilidad genética entre las cepas de C. albicans estudiadas.

. En este trabajo se demostroé que las cepas de C. albicans involucradas
en la vulvovaginitis expresaron la mayoria de los genes ALS cuando se

estudiaron en un modelo in vitro de epitelio vaginal humano.
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