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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Candida spp. EN PACIENTES
GINECO-OBSTETRICAS

Resumen aprobado por:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez

Directora de Tesis

Las especies de Candida como agentes etioldgicos de las Candidiasis, han
emergido como unos de los patégenos oportunistas por excelencia, relacionados
con la especie humana. Candida spp. es un microorganismo comensal oportunista
presente en mucosa vaginal de un gran niumero de mujeres. Candida albicans es
la especie encontrada con mas frecuencia. Sin embargo C. glabrata, C. tropicalis,
C. guilliermondii, C. Krusei, y C. parapsilosis también han sido aisladas de
pacientes, con una amplia distribucién geografica. EI aumento significativo de la
frecuencia de Candidiasis clinica ha alentado al desarrollo de técnicas moleculares
que sustituyan a los métodos tradicionales de diagndstico. Nuestro objetivo fue
estudiar la diversidad y la distribucion de especies de Candida en muestras
clinicas de pacientes gineco-obstétricas con y sin sintoma de vulvovaginitis. Se
llevaron a cabo muestreos de exudado vaginal en 140 pacientes del Hospital
General de Ensenada. Los aislamientos clinicos primarios se realizaron en medio
Sabouraud-Agar, fueron reinoculadas en el laboratorio en medio YPD y las
colonias recuperadas fueron analizadas por el método de PCR, empleando los



oligonucleédtidos ITS1 e ITS4. Las diferentes especies se identificaron por la
técnica molecular de PCR-RFLP, usando la enzima de restriccion Mspl. El 42.1 %
de las pacientes incluidas en este estudio fueron positivas para Candida por PCR,
se compararon los perfiles de PCR-RFLP de cada aislamiento vaginal, y en el 90
% de las muestras positivas, se llegé a la identificacion a nivel de especie:
Candida albicans fue la especie predominante (67.7%), seguida de C. glabrata
(16.9%), C. tropicalis (5.1%) y el 10.2% representa al resto de las especies de
Candida. En el 15% de las muestras vaginales se pudieron identificar dos
especies diferentes de Candida en una misma paciente. Finalmente se hizo una
correlacion entre los datos clinicos, el aislamiento e identificacion de Candida spp.,

y la citologia vaginal, utilizando microscopia de contraste de fases.

Palabras Clave: Candida spp., Candidiasis, Vulvovaginitis, PCR-RFLP.



ABSTRACT of the thesis presented by Alma Aurora Arreola Cruz as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation in
Microbiology. Ensenada, Baja California, México. August, 2009.

In the last years, Candida spp. have emerged as major opportunistic
pathogens, mainly due to the increased number of immunocompromised patients.
Candida albicans is the species most frequently found; nevertheless C. tropicalis,
C. guillermondii, C. krusei, C. parapsilosis and C. glabrata have increasingly been
isolated with a wide geographic distribution. Candida spp. infect women of all ages;
the significant increase in the frequency of candidiasis has encouraged the
development of molecular based techniques to replace traditional diagnostic
methods. Our goal was to study the diversity and distribution of Candida species
among gynecologic patients from the Ensenada General Hospital. 140 women
from the Ensenada General Hospital were included. Vaginal swabs were first
inoculated in YPD and the recovered colonies were analyzed using a PCR-based
method with primers ITS1 and ITS4 and subsequently by RFLP using Msp1 as a
restriction enzyme. 42.1% of the women included in this study were positive for
Candida by PCR. By comparing the PCR-RFLP profiles of the vaginal isolates,
90% of the positive samples were identified to the species level, only one sample
was not Candida. Candida albicans was the predominant species (67.7%),
followed by C. glabrata (16.9%), C. tropicalis (5.1%) and 10.2% were unidentified
Candida spp. In 15 % of the vaginal samples we could detect two different species
of Candida. We could not tell whether the above percentages pertain to the original
42.1% or to some other population. This work represents the first study of the
molecular epidemiology of vaginal candidiasis in México. We found, as reported for
other countries, that C. albicans was present in more than the half of the positive
samples.

Keywords: Candida spp., Candidiasis, vaginitis, PCR-RFLP.
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l. Introduccion

En general las enfermedades infecciosas han disminuido en casi todo el
mundo, sin embargo las infecciones mico6ticas han aumentado de manera
constante. En Estados Unidos las micosis ocupan el séptimo lugar como causa de
muerte; de 1980 a la fecha el nimero de muertes por esta causa se ha triplicado,
siendo las principales causas la candidiasis y la aspergilosis. Este incremento se
ha relacionado con diversos factores entre los que sobresale el aumento de
poblacion con Diabetes mellitus, pacientes con cancer, con terapia esteroidea, con

transplantes o con VIH-SIDA.

De las infecciones por céandida, la candidiasis vaginal es una de las
infecciones mas comunes del tracto genital femenino. Se ha estimado que del 40
al 75% de las mujeres con vida sexual activa experimentan candidiasis vaginal
sintomatica. A pesar de que Candida albicans es el agente mas comun causante
de candidiasis vaginal, en los ultimos afos se ha incrementado la proporcién de
infecciones atribuidas a otros miembros del genero, especialmente Candida
glabrata, que en la ultima década ha sido considerada un patégeno emergente
tras aislares con mayor frecuencia de pacientes con vaginitis o con infecciones de
otra localizacién, ademas de ser la especie menos sensible a los antifungicos

azoélicos. Aunque hay otros factores que determinan las fallas en los tratamientos
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con antifungicos, la resistencia primaria o secundaria de los microorganismos es

de las mas importantes.

El propésito de este estudio fue determinar las diferentes especies de
Candida aislada de pacientes ginecoldgicas sintomaticas y asintomaticas y
caracterizar los patrones moleculares de cada una de las especies aisladas con
técnicas de biologia molecular avanzadas como el RFLP.
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Il.Antecedentes

1.1 Historia

Los hongos son organismos eucariotas heterétrofos muy abundantes y
ubicuos en la naturaleza. Se estima que hay 1,500, 000 especies fungicas
(Hawksworth, 1991; 2001), pero solo cerca de 80, 000 han sido descritos
(Scannell et al., 2007). De todas las especies encontradas, solo se conocen
alrededor de 30 con capacidad de infectar tejidos humanos y por lo tanto son
considerados como patégenos obligados y en otros casos, como oportunistas de

gran impacto e importancia para la salud publica.

Las primeras micosis en humanos fueron descritas desde hace mas de
3,000 anos en el Atharva Veda (Méndez-Tovar y Lopez-Martinez, 2009).
Diferentes especies de levaduras son oportunistas y pueden ocasionar micosis.
Un ejemplo de estas levaduras es el género Candida, cuyo dafo es causado como
accion directa del microorganismo en respuesta a cambios fisioldégicos en el
hospedero (Casadevall y Pirofski, 1999; Soll, 2007).

La Candidiasis fue descrita por primera vez por Hipdcrates entre 500-400 a.
C., aparece en su obra “Sobre las epidemias’. En 1665, Pepys identificd y
describid lesiones con las caracteristicas clinicas de esta patologia en mucosa
oral. En 1835, Véron en “Memoire sur le muguet’, postuld la transmisidén madre-
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hijo. En afnos posteriores, Wilkinson (1849), describié un hongo dimérfico obtenido
de la vagina que correspondia a Candida.

La deteccién microscoépica de células de levadura ocurrié en el afio de 1839
con los estudios de Langenbeck, posteriormente confirmados por Berg y Gruby
(Ainsworth, 1986). En 1842, Gruby describi6 y presentd evidencias ante la
“Academie de Science”, de Paris con el tema: “Le vrai muguet des enfants”;
asimismo postul6 la transmision intrauterina provocada por este agente biolégico,
tal como lo habia descrito Véron. Berg realizdé en 1846 el primer estudio cientifico
donde se aislé Candida por primera vez. Hausmann en 1875, noté la relacion del
proceso infeccioso de la candidiasis vaginal de la madre con la apariciéon de

candidiasis oral en el recién nacido.

Un hallazgo interesante fue hecho por Grawitz en 1877, en que describi6 el
proceso dimérfico de la Candida, sin embargo no se tenia de la identidad del
causante de la enfermedad. Posteriormente se desarrollaron y probaron varios
medios de cultivo para el aislamiento del género Candida (Mc Clary 1952).
Berkhout y otros investigadores en 1923, observaron que los organismos que
provocan lesiones aftosas no eran claramente una especie de Monilia, en
consecuencia, por lo que se propuso que el nombre del agente etiolégico de ésta
patologia, se denominara Candida.

Candida se deriva de la frase en Latin toga Candida y fue usado para
describir a un traje blanco especial llevado por Candidatos del senado romano
(Calderone, 2002). Algunos autores refieren que muy probablemente, el nombre
se le confirié, por las observaciones de las caracteristicas de colonias blancas que
se presentan en los medios de cultivo. El término Candida fue adoptado
oficialmente en 1939 en el 3er. Congreso Internacional de Microbiologia (Arenas,
2008) y durante el 8vo. Congreso de Botanica en 1954 fue oficialmente adoptada
la nomenclatura binomial de C. albicans. Esto contribuyd, que cinco especies
médicamente importantes de Candida fueran descritas hacia 1963 (Hazen, 1995).
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Entre las décadas de los cincuentas y noventas, los estudios sobre esta
levadura fueron expandidos, especialmente en las areas de taxonomia, y
bioquimica, permitiendo sentar las bases en la investigacién de la micologia que
posteriormente contribuyeron a mejorar los diagndsticos médicos. Los esfuerzos
iniciales para el diagnéstico y tipificacion de cepas de Candida llevaron al
desarrollo de diferentes técnicas. Una de estas técnicas fue el empleo de medios
de cultivo especificos para Candida en combinaciéon con otras técnicas como la
microscopia y la deteccion por pruebas seroldgicas. El diagndéstico seroldgico y la
determinacién antigénica de Candida spp. di6 como resultado la definicién de dos
serotipos: A para C. albicans (que incluian a C. tropicalis) y el B incluia al resto de
las especies. Surgieron después otros estudios clinicos y modelos experimentales
en animales de laboratorio, que permitieron realizar descripciones sobre los
mecanismos de respuesta inmunoldégica en contra de C. albicans, tanto en
mucosa oral como vaginal, descubriendo mecanismos diferentes de accion (Sobel,
1988).

1.2 Candidiasis

7 2.1 Fnfermedad

Candidiasis es el término aplicado al conjunto de enfermedades producidas
por hongos del género Candida. Diferentes especies de Candida spp. producen
una amplia variedad de enfermedades. Constituyen un espectro de infeccion
fungica primaria o secundaria que originan manifestaciones agudas, subagudas o
cronicas (Carrillo-Mufioz y Tur-Tur, 2000). Estas infecciones pueden manifestarse
como micosis mucocutaneas leves a formas diseminadas graves con posible

participacion de cualquier érgano o sistema.

Una de las caracteristicas de las candidiasis que se presenta en la capa
epitelial y en el tejido conjuntivo subyacente (Ross, 2007) es extremadamente
comun en pacientes inmunosuprimidos. Pero a diferencia de la micosis

orofaringea o esofagica provocadas por Candida, la candidiasis vaginal es comun
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en mujeres sanas (Fidel et al, 1999). En el hospedero normal, este

microorganismo puede presentarse como un exitoso comensal (Cutler, 1991).

La candidiasis vulvovaginal (CVV) se define como la colonizacién e
infeccion de la mucosa vaginal por levaduras del género Candida. La
vulvovaginitis es considerada como los diferentes grados de inflamacion de la
vulva, la vagina y el tejido endocervical ectdpico, provocada por dos causas
principales: el 90% de las vaginitis son provocadas por agentes infecciosos y por
otra parte son provocadas por causas no infecciosas como en los casos de atrofia
vaginal, alergias e irritacion quimica (Egan y Lipsky, 2000). Los hallazgos
vaginales y vulvares son variables y van de una normalidad completa de la zona a

la afectacion vaginal, cervical y vulvar difusa.

En vulvovaginitis provocada por Candida predomina un enantema doloroso
con exudado blanco o beige por debajo del cual puede haber petequias o
erosiones hemorragicas que suelen ulcerarse. En algunas ocasiones se pueden
presentar con escamas lamerales y costras mieliséricas. Clinicamente la CVV se
manifiesta con prurito hasta en un 50% de los casos (Eckert et al., 1998) y
leucorrea que suele ser blanquecina, grumosa, adherida a las paredes vaginales.
La paciente puede presentar ademas, ardor, dolor pélvico y dispaurenia (Lopez
Martinez et al., 2004). Para el desarrollo de la CVV, resultan necesarias la

adhesion, colonizacion e invasion del hongo desde la piel o mucosas.

Estas alteraciones son ocasionadas por infecciones vaginales que tiene
como condicionantes, la actividad sexual, el ciclo menstrual, la administracién de
estrogenos, durante la menopausia las duchas vaginales por lo que estos factores
estan relacionadas con alteraciones en el pH (Murta et al., 2008). El establecer la
especie de Candida como la causa de vaginitis, puede ser dificil porque no menos
del 50% de mujeres son asintomaticas que tiene al organismo Candida como parte
de su flora enddégena vaginal. Candida no es considerada como una enfermedad
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de transmision sexual y los episodios de CVV no aparecen ser relacionados con el

namero de compaferos sexuales.

Por otro lado, Candida es potencialmente un agente patégeno en la
infeccién intraamnidtica; el riesgo de infeccidn ascendente reportado es de un
0,8% a 2% (Cotch et al., 1998). También ha sido demostrada la asociacion entre la
infeccion intrauterina y el parto prematuro y/o rotura prematura de membranas de
pretérmino. La candidiasis congénita es una condicion extremadamente
infrecuente producto de la infeccion por Candida adquirida in dtero. Esta infeccion
ocurre en el contexto de una CVV, la cual se presenta en un 20% a 25% de las

mujeres embarazadas (Bustos, 2003).

Algunos estudios han mostrado que el riesgo de infecciones vaginales
producidas por Candida aumenta en las mujeres que usan anticonceptivos orales,
diafragma y espermicida, o dispositivo intrauterino (Barbone et al., 1990; Kent,
1991; Llovera et al., 2001). Otros factores de riesgo incluyen la edad temprana del
inicio de vida sexual. El riesgo de CVV también aumenta en algunas mujeres que
tienen diabetes mellitus, embarazo o tratamiento con antibidticos y depresion
(Foxman, 1990).

A nivel vaginal existen sistemas de defensa que pueden ser
desencadenadas por un reservorio interno, por transmisién sexual y/o colpocele.
Asimismo, las caracteristicas inmunoldgicas locales (sistema humoral y fagocitico)
y la coexistencia de otros organismos en la cavidad vaginal pueden favorecer la
apariciéon de infecciones recurrentes y cronicas (Sobel, 1999).

La CVV recurrente es definida como cuatro o mas episodios en un periodo
de un ano. Aunque todavia no es claro si las repeticiones son secundarias a la
predisposicién y/o la precipitacion de factores como, la transmisién sexual, el
depdsito intestinal o la persistencia vaginal (Sobel, 1992).
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722 Fliologia

Aunque se han reportado unas 200 especies de Candida, sélo 17 se han
descrito asociadas a enfermedad (Rinaldi, 1993; Elie et al., 1998). La especie mas
frecuente de estas 17 especies, C. albicans, esta entre el 60-80% del total
causante de enfermedad. Y C. albicans es el hongo aislado en el 80-95% de los
casos pero cada vez se describen con mas frecuencia otras especies de Candida
no-albicans, que incluyen C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata o C tropicalis.
Otras especies menos comunes son C. guilliermondii o C. lusitaniae. (Ramos y
Ruiz, 2000). C. albicans y C. glabrata son dos de las levaduras patégenas mas
comunes. (Soll, 2007).

J7.2.3 Patogenia

Algunas especies de éste género son parte de la flora normal de la piel,
principalmente en mucosa genital como vagina y el aparato gastrointestinal. La
primera exposicion a Candida spp. suele producirse durante el paso del feto por el
canal del parto, incrementandose durante las primeras 4 semanas de vida, periodo
después del cual el 80% de los nifios estan colonizados (Ramos y Ruiz, 2000). Por

lo tanto el riesgo de infeccién enddgena siempre esté presente.

Se desconoce la historia natural de la Candidiasis Vulvovaginal, pero se
cree que la colonizacion puede durar meses e incluso afos y que la infeccion se
desencadena ante la presencia de factores que favorecen los mecanismos de
virulencia de Candida, como resultado de una disminucién de los mecanismos de
defensa del hospedero (Garcia et al., 1994). Dos son los mecanismos implicados
en la patogenia de la Vulvovaginitis candiddsica: Los factores de virulencia de la
levadura y los factores de defensa del hospedero.

Los mecanismos de adherencia de Candida a las células epiteliales de la
mucosa constituye la primera etapa de la colonizacién y de la infecciéon. C.

albicans presenta mayor capacidad de adherencia a células del epitelio vaginal
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que C tropicalis, C. krusei o C. kefyr, lo que podria explicar la menor frecuencia de
estos aislamientos. Se ha observado mayor adherencia de C. albicans en aquellas
circunstancias en las que estaba incrementado el niumero de células de la capa
intermedia del epitelio vaginal, como en el embarazo, en la ultima semana del ciclo

menstrual y en mujeres diabéticas (Calderone y Braun, 1991).

La formacion del tubo micelial constituye una fase intermedia entre la forma
de blastoconidia y la forma filamentosa; la penetracién parece ser intracelular.
Aquellos factores que incrementan la capacidad de filamentacion tienden a
precipitar la infeccion sintomatica (Vartivarian, 1992). El papel protector de la
integridad mucocuténea y de la flora vaginal, son los mecanismos de defensa de
la flora endégena que impiden la adherencia de las levaduras al epitelio vaginal, la
competencia nutricional y la produccion de toxinas bacterianas que inhiben el
desarrollo y la filamentacion de Candida. A pesar de que los leucocitos
polimorfonucleares tienen un importante papel en la defensa de la enfermedad
sistémica por Candida, estas células se encuentran caracteristicamente ausentes

en secreciones vaginales de pacientes con CVV (Levitz, 1992)

7 2.4 Factores predisponentes

Las especies de Candida son organismos cosmopolitas (Odds, 1988) y han
sido reportadas como uno de los 3 hongos patdégenos emergentes importantes
que afectan la salud del individuo. Una incremento de infecciones fungicas
relacionadas con estas especies, ha sido notada en pacientes en la cual, la
experiencia clinica muestra que la incidencia de estas infecciones son de origen
multifactorial (Sobel, 1988).

A partir de los afos cuarenta, en la era post-antibiética se determin6 a
Candida spp., como un organismo comensal que ocasionalmente infectaba
pacientes. El interés por la candidiasis fue desplazado por el auge adquirido de las
enfermedades bacterianas (Arenas, 2008). Paraddjicamente, el aparente control
de tales enfermedades con el uso de antibiéticos, el mejor control sanitario y el
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aumento de sobrevida de las personas (Villanueva-Reyes y Arenas, 2007), ha
traido consigo que las candidiasis sean consideradas como enfermedades
oportunistas. Sin embargo, en las dos ultimas décadas se ha incrementado la
incidencia de Candida spp. a tal punto que se le considera entre las enfermedades

re-emergentes (Hazen, 1995).

Las infecciones invasivas por Candida son una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con trastornos de la inmunidad y han
aumentado substancialmente. Por otro lado Candida tiene la capacidad de formar
biopeliculas y se ha observado que en pacientes sometidos a métodos invasivos
éste organismo puede llegar al torrente sanguineo y lograr adherirse a materiales
clinicos de plastico que favorecen la aparicidn de infecciones diseminadas.
Ademas, se ha comprobado que una vez formado estos biopeliculas, son muy

resistentes a los agentes antifungicos (Chandra et al., 2001).

Los pacientes de mayor riesgo de candidiasis son aquellos que su sistema
inmune estd altamente comprometido, como en casos clinicos de pacientes con
cancer, quemaduras, politraumatismo, desordenes hematoldgicos, trasplantes,
con la pandemia de VIH-SIDA en la década de los ochentas increment6 el reporte
de ésta infeccion micética, colocandola como la causa mas frecuente de atencién
médica primaria por esofagitis candidésica y de complicaciones (Macher, 1988).
Este ultimo de hasta el 90% por diseminacion de las lesiones; individuos en
tratamientos prolongados con antibiéticos, terapia inmunosupresora, asi como

pacientes con problemas de drogadiccion.

Se presenta candidiasis oral frecuentemente en los lactantes menores; de
forma mucocutanea crénica y granulomatosa que se observa preferentemente en
escolares. En enfermedades crénico degenerativos en la que manifiestan
candidiasis intertriginosa como en adultos obesos y pacientes diabéticos
descompensados (Owen et al., 2004).
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En mujeres, la vaginitis candidésica es una de las infecciones mas
frecuentes y recurrentes en la consulta médica diaria de gineco-obstetricia (Carr et
al., 1998; Bonifaz, 2000). La infeccion intraamnidtica provocada por Candida spp.
es causa de aborto, y una de las 2 primeras causas de parto prematuro, ruptura
prematura de membranas e infeccion materna como neonatal (Braun et al., 2003).
Por lo tanto, se obtienen neonatos de bajo peso que al nacer tienen, ademas de
una inmadurez inmunoldgica, una inmadurez de la piel (P C Ng, 1994; Reef et al.,
1998); por lo que Candida spp. coloniza; provocando un deterioro neurolégico o la

muerte, en el 73% de los casos que desarroll6 la candidiasis (Oh et al., 2006).

Las infecciones ginecolégicas se clasifican segun la localizacién primaria de
los sintomas y/o signos clinicos y se describen como vulvitis, vaginitis y
endocervicitis. Sin embargo en la practica médica, el proceso inflamatorio no suele
limitarse a una sola regién anatémica; sino que en la mayoria de las paciente se
manifiesta preponderantemente como una vulvovaginitis y no como una vaginitis

aislada (Fernandez y Lombardia, 2002).

/7 2.5 Fpidemiologia

La candidiasis es la cuarta causa de infeccidbn nosocomial en los Estados
Unidos. Tiene la mortalidad cruda mas alta (40%) y tiene una tasa global de 1.4
episodios de candidemia por cada 10,000 paciente-dia y una tasa de 5.3 episodios
por 10,000 admisiones en hospitales (Edmond et al., 1999).

Se considera que C. albicans es la especie mas frecuentemente asociada a
patogenicidad y algunas especies como C. glabratay Candida krusei son aisladas
con mayor frecuencia debido a su probable resistencia innata a los farmacos
antifingicos de uso comun y disponibles actualmente. En el caso de Candida
parapsilosis, su capacidad de sobrevivir en ambientes hospitalarios incrementa su

probabilidad de infectar individuos.
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Por otra parte en la relacion patdégeno-huésped el factor ambiental y la
distribucién geografica juegan un papel muy importante. En los Estados Unidos
cepas de Candida varian con el lugar de origen y residencia de las pacientes,
aislandose C. albicans como primera causa de infeccidén con altos porcentajes de
prevalencia: 30.2% en el Suroeste, 54.5% en el noreste de ese pais; (Edmond et
al., 1999). Candidiasis es una enfermedad que afecta a la poblacién mundial sin
discriminacion. Sin embargo, la epidemiologia de las candidemias difiere de pais a
pais. Las infecciones por Candida se han estudiado ampliamente en los Estados
Unidos y Europa, en América Latina no se cuenta con informacion suficiente sobre
este problema de salud (Colombo et al., 2006). En paises como México, por

ejemplo, el reporte de casos de Candidiasis no es obligatoria.

Otro de los grandes problemas es la incidencia de infecciones por
levaduras del género Candida se ha incrementado en los ultimos 30 afos,
asimismo ha aumentado la frecuencia de CVV (Horowitz, 1992). La CVV se
presenta en todos los grupos socioeconémicos del mundo. La tasa de colonizacién
€S menor en mujeres prepuberes y posmenopausicas, lo cual enfatiza la
dependencia hormonal sobre la CVV (Sobel 1990). La CVV es causa comun de
morbilidad en mujeres y afecta alrededor de 75 % de todas las mujeres adultas,
las que en algun momento de su vida padecen al menos de un episodio de esta
infeccién (Fidel et al., 2000). El criterio para el diagnostico de la CVV durante
muchos afnos se ha basado en la combinacion de signos y sintomas y en la
confirmacion por estudio micolégico de la presencia de hongos levaduriformes,
pero la identificacion de especies es técnicamente complicada. Aproximadamente
el 80 % de infecciones vaginales es debido a C. albicans y de este porcentaje
puede presentarse una infeccidén mixta con otra especie de Candida incluyendo a
C. glabrata y Candida tropicalis. Sin embargo, del 15 al 20 % de mujeres tienen

una colonizacién asintomatica. (Eschenbach y Hillier, 1989).
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La vulvovaginitis es una de las causas mas frecuentes de consulta
ginecoldgica, del 7 al 28 % segun diferentes autores. La candidiasis es la causa
mas frecuente de Vulvovaginitis en Europa (Howard, 1991). La candidiasis,
vaginitis bacteriana y tricomoniasis constituyen el 90 % de los diagndsticos
microbiolégicos de vulvovaginitis (Martens, 1990). En la dltima década se ha
observado una disminucion en la incidencia de la tricomoniasis y un incremento de
la CVV del 13 % en mujeres estadounidenses y del 19 % en la poblacién europea
(Horowitz, 1991).

Se estima que el 40 a 50% desarrolla infeccién vaginal recurrente por
Candida siendo C. albicans la especie mas frecuentemente aislada, responsable
del 80 al 90% de las infecciones micoticas vaginales (Cantu et al., 2006).
Adicionalmente, un 5% de las mujeres adultas presentan episodios de CVV
recurrente refractaria al tratamiento; aunado a que recientemente, la frecuencia de

especie non-albicans (p.ej., C. glabrata) ha aumentado significativamente.
1.3 Candida “el organismo”

I7.3.1 Genero Candida

La gran mayoria de los hongos patégenos son Ascomicetos, divididos en
dos grandes grupos: los Hemiascomycetes, en donde se encuentra la mayor parte
de las levaduras y los hongos filamentosos Euascomycetes. Estos grandes
taxones se originaron de un ancestro en comun hace aproximadamente 300 a 400
millones de afnos. (Berbee y Taylor, 2001) entre los periodos Devénico y
Carbonifero en la era Paleozoica. (Lincoln et al., 1998).

La reconstruccion de la historia evolutiva realizada a partir de DNA ha sido
evidenciada en estudios en los que se utilizaron secuencias del gen que codifica
para el citocromo c (Fitch y Margoliash, 1967), describiendo también el origen de
20 especies eucariotas importantes, entre ellas, las levaduras del género Candida.
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La clasificacion de Candida, permite ubicar a las levaduras de este género
en una jerarquia basada en relaciones filogenéticas y taxonémicas (Tabla 1).
Candida se encuentra dentro de la familia Saccharomycetaceae relacionado
filogenéticamente con levaduras Saccharomyceae (Jones et al., 2004; Lutzoni et
al., 2004).

Tabla I. Taxonomia de Candida

Reino | Fungi

Subfilo | Saccharomycotina
Orden | Saccharomycetales
Género | Candida

Filo Ascomycota

Clase Saccharomycetes
Familia | Saccharomycetaceae

En cultivos o tejidos, las especies de Candida, crecen como levaduras
ovales en gemacion de 3 a 6 um de diametro, que puede desarrollarse en estados
morfolégicos distintos. Cuando las gemas contindan su crecimiento sin
desprenderse generan cadenas de células alargadas, pinzadas o constrefidas
entre los tabiques de las células y pueden elongarse hasta formar pseudohifas e
hifas verdaderas (Brooks et al., 2005).

In vitro son de color blanco cremoso, brillante, humedas, glabrosas,
redondeadas y de bordes bien definidos; con olor caracteristico de las levaduras y
tienen la capacidad de asimilar y fermentar carbohidratos; pero ninguna de las
especies de Candida producen pigmentos carotenoides, ni asimilan el inositol
(Lopez Martinez et al., 2004).
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7.3.2 Caracteristicas Moleculares.

En el 2004 se secuencié el genoma completo de la cepa SC5314 de C.
albicans en el Stanford DNA Sequencing and Technology Center (Braun et al..,
2005) y el genoma de la cepa CBS138 de C. glabrata
http://www.genolevures.org/yeastgenomes.html# (Koszul, 2003; Dujon et al., 2004)

por el método de Sanger (Sanger et al., 1977).

Candida tiene un tamano del genoma aproximado de 16 Mb con 6,345
genes (Jones et al., 2004; Chibana et al., 2005) y 7 cromosomas especifico para
C. albicans (Chibana et al., 2005) y de 12.3 Mb, 5,283 genes y 13 cromosomas
para C. glabrata (Dujon, 1992; Dujon et al., 2004). Otra de las caracteristicas es
que Candida es un hongo diploide o casi diploide, heterocigoto con una proporcién

significativa de genes localizados en varios cromosomas (Soll, 2007).

El género Candida consiste en un grupo heterogéneo de especies de
levaduras que usualmente tiene la particularidad de ser el Unico hongo patégeno
humano conocido, dimorfico, cuya fase micelial es infectiva. Pero dentro de estas
especies, existe una especie (C. glabrata) que no cumple con las caracteristicas
de filamentacion descritas. (Fidel Jr. et al., 1999). Por otra parte, varios patdégenos
eucariotes de humanos parecen no tener reproduccién sexual, como C. albicansy
C. glabrata que se han considerado teleomorficos desde que se describieron.
Recientemente, se descubrié que C. albicans posee genes similares a los que
controlan el apareamiento en Saccharomyces cerevisiae denominados MTL
(Mating-Type Like), y que es capaz de aparearse tanto en condiciones in vitro
como in vivo en un modelo de candidiasis sistémica de ratén (Hull et al., 2000;
Magee y Magee, 2000).

Al igual que otros hongos patégenos, Candida tiene la capacidad de infectar
tejidos se ha vinculado estrechamente a la capacidad de cambiar de forma de
acuerdo a la naturaleza, numero e intensidad de sefales ambientales (nutrientes,

temperatura 6ptima de crecimiento a 37°C y pH) (Ernst et al., 2000), asi como la
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actividad de las rutas de transduccién de senales, que incluyen factores de
transcripcion especificos y vias de las Map cinasas MAPK (Liu, 2001) y los
factores de virulencia controlados por diferentes genes que se expresan en un
namero particular y momento concreto, que determinan el fenotipo y virulencia de

cada aislamiento (Castrillén et al., 2005).

Entre los genes conocidos asociados a la virulencia de C. albicans estan el
gen de la hexosaminidasa (HEXT), varios genes de proteinasas asparticas (SAP1T,
SAP2, SAP3 y SAP4) y un gen que confiere capacidad de producir tubos

germinales y aumentar la adhesion (INTT), entre otras. (Naglikji et al., 2003b).

En las bacterias patégenas a diferencia de Candida, la enfermedad que
producen a menudo, es explicada simplemente en términos de los efectos de una

toxina especifica, esto es: “Ninguna toxina, ninguna enfermedad”.

Candida no produce ninguna toxina conocida hasta el momento, pero
tienen un conjunto de enzimas como proteasas, lipasas y fosfolipasas, que puede
degradar tejidos humanos. Las proteasas que produce Candida en particular,

parece ser un aspecto importante de virulencia (Gow, 2002).
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lll. Objetivos

Ill.1 Objetivo General

e |dentificar las diferencias moleculares entre cepas de Candida spp. en
muestras clinicas de pacientes Gineco-Obstétricas con y sin sintomas de
candidiasis en Ensenada B.C.

1.2 Objetivos Especificos

e Identificar las especies de Candida en muestras clinicas de pacientes Gineco-
Obstétricas.

e Analizar la correlacion de especies de Candida en pacientes asintomaticas y
con infeccion.

e Describir la morfologia de las células de Candida spp. en pacientes
asintomaticas y con candidiasis.

e Describir la distribucidén de las caracteristicas genéticas de acuerdo a variables
sociodemogréficas y clinicas de pacientes Gineco-Obstétricas.
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IV. Materiales y Métodos

IV.1 Diseno metodoldgico

Se llevé a cabo un estudio descriptivo, transversal y prospectivo en
pacientes ginecoldgicas de las que se tomaron muestras de exudado vaginal. Las
muestras fueron procesadas de acuerdo a las técnicas microbioldgicas descritas a
detalle mas adelante.

TV, 2 Caracteristicas de la miuestra.

Se estudiaron un total de 140 muestras de secrecion de la mucosa vaginal,
obtenidas de pacientes de la Clinica de Displasia del Hospital General Ensenada
de la Secretaria de Salud y de un consultorio privado de la misma Entidad
Federativa.

Las muestras fueron tomadas durante el periodo comprendido entre
Diciembre de 2007 hasta Abril de 2008, el tamano minimo de muestra se calcul6
de 91 pacientes, pero se logré un tamafno 53 % mayor.
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Se incluyeron a todas las pacientes sin importar su razén para asistir a la

consulta.
e Excepto a las pacientes que no aceptaron participar en el estudio

e Que estuvieran bajo tratamiento médico con antibidticos o antimicéticos de

forma oral o local durante, o por lo menos 2 semanas previas al estudio.

A todas la pacientes se les informé previamente de los objetivos del estudio
y del procedimiento para la toma de muestra, una vez de enterarlas y contestar
sus dudas, se les dio a firmar un formato de consentimiento informado, como acto
legal y requisito bioético para la investigacion cientifica en el area de la salud
humana (Dobler 2001, Mendoza et al., 2003), (Anexo A).

El presente trabajo corresponde a: “Investigaciéon sin riesgo para la

paciente” y fue evaluado y aprobado por el comité de bioética de la Escuela de
Ciencias de la Salud, de la Universidad Auténoma de Baja California (Anexo B).

Se mantuvo la confidencialidad y proteccion de la informacién obtenida en
todos y cada uno de los casos, en cumplimiento del articulo décimo séptimo de los
lineamientos generales de proteccion de datos personales, publicados en el Diario
Oficial de la Federacién el 30 de Septiembre del afio 2005.

1V.3 Cuestionario

Se obtuvo informacién sobre variables sociodemograficas y clinicas a

través de un instrumento tipo cuestionario, con 23 reactivos (Anexo C).
El cuestionario se dividié en 5 secciones:
a. Datos generales de la paciente

b. Factores de riesgo que predisponen a Candidiasis vaginal
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c. Sintomas
d. Signos detectados durante la exploracion fisica

e. Resultados obtenidos de todos los procesos llevados a cabo en

cada una de las muestras en el laboratorio.

Las tres primeras secciones corresponden a los datos de las pacientes
obtenidos de manera directa durante el interrogatorio en la consulta médica; la
cuarta seccidén concierne a la exploracién fisica y la quinta parte cuenta con 9
reactivos adicionales para los datos obtenidos del procesamiento de las muestras
dentro del laboratorio. A cada una de las hojas se le asigné un numero
consecutivo igual al que se utilizd en la hoja de consentimiento informado, para la

mejor identificacion de cada una de las muestras obtenidas.
Exploracion fisica

7 V.q Aistamiento primario de muestras clinicas.

Para evitar el sesgo estadistico, en todos los casos, las muestras fueron
tomadas directamente de las pacientes por el mismo médico a cargo, dentro de la

consulta médica.

Con la utilizacién de dos hisopos con punta de algoddn y bastoncillo largo

de madera estériles, se procedié a tomar la muestra de fondo de saco cervical.

Una vez entregados los hisopos por el médico; del primer hisopo se in6culo
en caja de Petri de 8.5 cm con medio de cultivo Agar Dextrosa-Sabouraud, medio
especifico para aislamiento de hongos patégenos de humanos. Después el hisopo
fue introducido en un vial de polipropileno de 5.0 ml con tapa redonda para
criofijacion (Corning®), conteniendo 2.5 ml de solucién fisioldgica isoténica al 0.9%
estéril (Pisa®), rotulados con el nimero consecutivo correspondiente y colocado en

una hielera que contenia hielo seco para su rapida congelacion. Posteriormente
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fueron trasladados al laboratorio y almacenados en refrigerador de
ultracongelacién a -80 °C.

El segundo hisopo fue utilizado para realizar una citologia vaginal,
colocando la muestra clinica sobre un cubreobjetos esterilizado y rotulado con el
namero correspondiente de cada paciente, muestra que fue fijada con spray
GRAFCO AEROCELL, Cytology fixative spray (Graham-Field®) para citologia
vaginal. Con el mismo hisopo determiné el pH de la secrecidn vaginal utilizando
una tira reactiva (pHydrion papers®) con un intervalo de pH de 3.0 a 5.5. Para la
fijacion instantanea de las células, al final, el hisopo fue colocado en una solucién
de paraformaldehido al 4% en Solucién Fisiologica (v/v). Una vez obtenidas las
muestras y las hojas con la informacidn requerida, se procedi6 a realizar el estudio
Micoldgico.

IV. 5 Identificacion Fenotipica y Genotipica de Aislamientos Clinicos.

7V 5.1 Estudio Micologico.

El procesamiento de las muestras fue realizado en el Laboratorio de
Microbiologia en la Division de Biologia Experimental y Aplicada del Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE) Baja

California, México.

IV.6 Cepas y condiciones de cultivo
1V.6.1 Medio de Cultivo Agar Dextrosa-Sabouraud
El Agar Dextrosa-Sabouraud (Anexo 1a) se utilizé para el aislamiento

primario de las muestras obtenidas directamente de la paciente. Los cultivos se
incubaron a temperatura ambiente de 24 a 72 hrs. y en algunos casos se

mantuvieron en las cajas de Petri hasta 10 dias posteriores a la inoculacion.

[V.6.2 Medio de Cultivo YPD

Una vez obtenido el crecimiento del agente biolégico en el aislamiento

primario, se realiz6 un segundo aislamiento para obtener un cultivo axénico. Este
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ultimo aislamiento se efectué en medio de cultivo YPD-agar preparado con
extracto de levadura 1%, Peptona 2% , Dextrosa 2%, agua destilada/desionizada y
agar 2% (Anexo 1b). Cultivdndose de 24 a 72 hrs, a 37 °C. en un incubador
(VWR).

Posteriormente de cada uno de los cultivos obtenidos del segundo
aislamiento, fueron inoculados de 1 a 3 colonias (dependiendo de las
caracteristicas y el numero de ellas encontradas en cada cultivo), en tubos de
vidrio de borosilicato estériles con tapa de plastico de 20 x 150 mm, conteniendo
10 ml de medio de cultivo YPD-liquido.

Estas se inocularon en la mesa de trabajo bajo doble mechero y con todas
las medidas de seguridad y en condiciones asépticas necesarias; los tubos fueron
rotulados debidamente con el numero respectivo de cada paciente y se
mantuvieron a 37 °C con agitacion continua a 180 rpm; en un incubador Environ
Shaker durante toda la noche (de 12 a 20 hrs).

V.7 Diagnostico molecular de Candida spp.

IV.7.1 Técnica Molecular de PCR —RFLP
IV.7.2 Mezcla de reaccion para PCR, en muestras positivas.

Una vez extraido y cuantificado el DNA, se comprobd la presencia de DNA
de hongos, a través de la amplificacion utilizando oligonucledtidos universales
para obtener una region especifica de RNAr.

Las reacciones de PCR se realizaron a un volumen final de 25 pl, que
contenia 12.5 pl de Buffer Fail Safe 2x ( EPICENTRE® Biotechnologies), 0.5 pl de
cada oligonucleétido (ITS1, ITS4) a 10 mM, 20 ng/ul de DNA templado y 1.25 U de
G.oTaq® DNA polimerasa (Promega®), de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.

Los productos de amplificacién fueron visualizados en geles de agarosa al
2% utilizando camara de electroforesis Bio Rad® a 60 V por 2 h y 30 min; tefiidos
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con Gel Star® y observados bajo luz UV, utilizando un transiluminador (Bio Rad®) y
las imagenes fueron tomadas con una camara Canon EOS Digital Rebel XT de 12

Megapixeles.

IV.7.3 Mezcla de reaccion para PCR, en muestra negativas a Candida spp.

Para realizar PCR de las muestras negativas, se utilizé en la mezcla de
reaccion: 5 pl de 5xGreen GoTag® Flexi Buffer 1X (Promega®), con 2.5 pl de
MgCl> 25 mM, 2.5 pl dNTPs 1 mM, agregando 0.7 pl del oligonucléotido 27F y 0.7
pl del oligonucléotido 876 a 10 mM, utilizando de 5-10 ng/ ul de DNA templado,
mas 0.25 pl de GoTaq® DNA polimerasa (Promega®) y agua HPLC estéril en

cantidad suficiente para completar 25 ul de reaccion.

V.8 Jdentificacion de Cepas de Candida spp.

1V.8.1Extraccién de DNA para las cepas positivas

De los tubos de ensayo que se obtuvo un crecimiento de un agente
bioldgico, se transfirié el cultivo a un microtubo Eppendorf de 1.5 ml; se centrifugd
a 12,000 rpm durante 2 min, se decantd el sobrenadante y se resuspendié el
precipitado con 567 pl de TE (Tris-HCI 10 mM a pH 8, EDTA 1mM a pH 8), se
agreg6 5 pl de Lisozima (Sigma®) y se incubd a 37 °C durante 10 min. Después de
la incubacién se adicionaron RNAasa (Invitogen®) 20 mg/ml y se incubd
nuevamente a 37 °C por 1 h. Postincubacion se agregaron 30 ul de SDS (Dodecil
Sulfato de Sodio) al 10% y 5 ul de proteinasa K (Promega®), después de la
incubacion a 37 °C por 1 h mas, se adicion6 100 pl de NaCl 5 M y 80 ul de CTAB
al 10% para obtener una solucién de NaCl 0.7 M, La solucién se calent6
previamente a 55 °C y se incubd a 65 °C por 10 min. Para precipitar el DNA
gendomico se afadié 700 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), seguido de
centrifugacion a 14 000 rpm por 5 min. Se transfirié el sobrenadante (600 pl) a otro
tubo de 1.5 ml y se agregd 600 pl de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1)
y se centrifugandose a 14,000 rpm por 5 min. Nuevamente se transferié el
sobrenadante (600 pl) a otro tubo de 1.5 ml y se agregd 600 pl de isopropanol y se
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centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min. Se decanté el sobrenadante vy
resuspendio el precipitado en 1 ml de etanol al 70%, fue centrifugado nuevamente
a 14,000 rpm por 5 min; descartando el sobrenadante y dejando secar la pastilla
celular durante 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se resuspendi6 el
precipitado en 100 pl de TE, los tubos se almacenaron a — 20 °C., debidamente
rotulados (Anexo 3).

1V.8.2 Extraccién de DNA para los cultivos negativos

Para la extraccién de DNA gendmico de las cepas que fueron negativas en
los cultivos primarios y secundarios, asi como los que no presentaron crecimiento
de agente biolégico en medio liquido, se procedié a extraer la solucion del tubo de
criofijacién con el hisopo resguardado en el ultracongelador (Nuaire®) a -80 °C.
Con una pipeta se tomaron 2.5 ml de la solucion fisiolégica en donde se
encontraba el hisopo sumergido y se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 ml
para su centrifugacion, descartando el sobrenadante y obteniendo un precipitado.
El precipitado se utilizé para la extraccion de DNA gendmico, utilizando el Kit
comercial de extraccion para levaduras y bacterias (Mobio Laboratories Inc.) bajo
las recomendaciones descritas por el fabricante.

Todas las extracciones realizadas de DNA se compararon con un marcador
estandar de DNA de lambda (A) en geles de agarosa al 1.5 % con Bromuro de
Etidio a 0.1 pg mI™ (Invitrogen®), utilizando una camara de electroforesis Bio Rad®
a 75 Volts (V) durante 35 min; y observandose en un transiluminador BioRad con

luz ultravioleta (UV) y el software Quantity One® para la obtencién de imagenes.

1V.8.3 Cuantificacion de DNA gendmico por espectrofotometria

Se cuantificd la concentracion de DNA gendmico proveniente de las
extracciones de los cultivos positivos y el DNA de los tubos de criofijacién que se
obtuvieron correspondientes a los cultivos negativos. Se empled 1 pl de cada
muestra en un espectrofotémetro Thermo Scientific NanoDrop™ ND-1000, en el

modulo de acidos nucléicos, correspondiente a luz ultravioleta-luz visible (UV-Vis)
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que cubre un intervalo espectral de 220 a 750 nm vy utilizando el software
NanoDrop V 3.3.0 para la obtencién de los datos de las concentraciones de DNA.

IV.8.4 Diluciones a 20 pyg/ ml

En algunos casos se prepararon diluciones para obtener una concentracion
final de 20 pg/ml de DNA gendmico, que sirvio para proceder a las técnicas
moleculares de identificacion de especies (PCR-RFLP).

V.9 Olygonucleotidos

IV.9.1 ITS 1 e ITS 4, para identificacion de muestras de Candida spp.

Se utilizaron los oligonucléotidos universales especificos para hongos.
Para éste estudio se manejo ITS1 (5’-tccgtaggtgaacctgcgg-3’) en cadena lider e
ITS4 (5.-tcctecgcttattgatatge-3’') para cadena complementaria (Figura 1). Estos
oligonucleétidos amplifican la zona del DNA que codifica para RNAr que se
transcribe de regiones de espaciadores intergénicas de especies de Candida

sp. (Figura 1)

1 ggaagtaaaa gtcgtaacaa ggtttccgta ggtgaacctg cggaaggatc attactgatt

* 61 tgcttaattg caccacatgt gtttttctit gaaacaaact tgctttggeg gtgggcccag

« 121 cctgcegeca gaggtctaaa cttacaacca attttttatt aacttgtcac accagattat

+ 181 tactaaatag tcaaaactit caacaacgga tctcttggtt ctcgcatcga tgaagaacgc
+ 241 agcgaaatgc gatacgtaat atgaattgca gatattcgtg aatcatcgaa tctttgaacg
+ 301 cacattgcgc ccictggtat tccggagggc atgcctgtit gagcgtcgtt tctcectcaa

« 361 accgctgggt ttggtgttga gcaatacgac ttgggtitgce ttgaaagacg gtagtggtaa

« 421 ggcgggatcg ctttgacaat ggcttaggtc taaccaaaaa cattgettge ggeggtaacg

» 481 tctaccacgt atatcticaa actttgacct caaatcaggt aggactaccc gctgaactta

* 541 agcatatcaa taagcggagg a

Figura 1. Posicidén de los oligonucleétidos para la amplificaciéon por PCR en la
region 18s-ITS1-5.8s- ITS2-28s de C. albicans IFM 49030. ITS1 (rojo), ITS4
(verde), regién 5.8s (azul).
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Figura 2. Diagrama de localizacién de oligonucleétidos propuestos en el genoma
fungico. Las distancias estan representadas en pares de bases. SSU: Unidad
pequena ribosomal (18S), LSU: Unidad mayor ribosomal (36S); ITS: Regién
espaciadora intergénicas. Modificado de Martin y Rygiewicz, 2005.

7V.9.10ligonucleotidos para identificacion de bacterias

Se utilizaron un set de oligonucléotidos para la identificacion de bacterias
en las muestras clinicas negativas a Candida spp. Se amplificd la regién variable
16S ribosomal del RNA, empleando el oligonucleétido sentido 27F (5'
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') y el oligonucléotido antisentido 797R (%'
GGGTATCTAA-3)).
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V.10 Técnica de PCR

IV.10 .1 Condiciones para la PCR en muestras positivas.

Las amplificaciones fueron realizadas en un Termociclador NYX Technik
ATC 401, empleando un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min,
seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 52 °C por 1 min (alineacion), y 72 °C por

1.5 min (extension), y una extensién final a 72 °C por 7 min.

Los productos obtenidos de PCR se mezclaron con amortiguador de carga
Blue/Orange Loading Dye 6X (Promega®) y se compararon con un marcador
estandar A ladder Hind llI LPromega®). La separacién de los productos de PCR de
cada muestra se realizé en geles de agarosa de grado analitico al 1.5 %, (VWR®)
con Bromuro de Etidio a una concentracion de 0.1 pg ml™ (Invitrogen®). Cada
producto de PCR se hizo migrar dentro de una cadmara de electroforesis (Mini-Sub,
Cell GT, Bio-Rad®) con solucién tampén TAE 1X (Anexo 4) por 35 min a 75 V. Los
geles de agarosa fueron visualizados bajo luz UV con el transiluminador (Bio-
Rad®) dotado de un software Quantity One® para andlisis de imagen.

1V.10.2 Condiciones para la realizacion de PCR en muestras negativas a Candida
Spp.

Las amplificaciones fueron realizadas en un Termociclador NYX Technik
ATC 401, empleando un ciclo de 10 min de desnaturalizacién inicial a 94 °C,
seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, seguidos de una alineaciéon por 1 min a
56 °C, y una extension 72 °C por 2 min, terminando con una extension final por 10
min a 72 °C.

La verificacién de los amplicones de PCR obtenidos, fueron visualizados en
geles de agarosa de grado analitico al 2 %, (VWR®), utilizando una camara de
electroforesis por 35 min a 75 V; posteriormente tefiidos con Gel Star® durante 30

min en oscuridad total. Se observaron bajo luz UV, utilizando un High performance
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2UV™ Transilluminator UVP® y las imagenes fueron tomadas con una camara
Canon EOS Digital Rebel XT de 12 Megapixeles.

IV.11 Purificacidén de bandas de DNA de productos de PCR.
Los productos de PCR de muestras positivas que presentaron una banda

de amplificacién, fueron purificados por shock alcalino. Esta purificacion se realiz
utilizando etanol absoluto a -20 °C, agregando de 2 a 2.5 volumenes en base al
producto de PCR obtenido y se mantuvo a -80 °C toda la noche. Posterior a la
incubacion se ccentrifugd a 14,000 rpm por 30 min, se descartd el sobrenadante y
se sec6 el DNA por 30 min con la técnica del microtubo invertido; finalmente, se
resuspendio el precipitado con 30 pl de solucién TE 10/1.

Los PCR que presentaron un doble patrén de bandas de amplificacién se
separaron por electroforesis en geles de agarosa al 2% con Bromuro de Etidio a la
concentracion anteriormente descrita, empleando 75 V. por 1hr y 10 min.
Posteriormente se realiz6 una incision en el gel de agarosa para recuperar y
purificar dichos fragmentos. La purificacion se realizd bajo el protocolo descrito en
el Kit comercial de QIAquick® Gel Extraction kit (50) de QIAGEN®.

IV.12 Marcador Molecular de RFLPs
Para ésta investigacion de identificacion de cepas de Candida, se utilizé la

técnica de marcador molecular PCR-RFLP, variante del RFLP, descrita por
primera vez por Mirhendi en el 2001, como método de identificacién de
importantes hongos oportunistas; pero con la modificacién descrita por el mismo
autor en el 2006.

Una vez purificados los productos de PCR de las muestras que resultaron
positivas, se utilizd una sola enzima de restriccion, Mspl (Promega®) con las

siguientes condiciones (Tabla II):
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Tabla Il. Reactivos utilizados para la digestion.

Mezcla 1x (pl)
H20 HPLC 16.3
Buffer B 10x 2.0
BSA 0.2
DNA (producto de PCR) 1.0
Enzima de restriccién Msp 1 (5 Units) 0.5
Volumen final 20.0

El volumen final de cada muestra fue incubado a 37 °C por 2hr y 30 min.,
tiempo en que la enzima Mspl disocia los enlaces fosfodiéster entre dos citocinas
seguidas de dos guaninas en ambos sentidos. Los cortes fueron efectuados en
sitios de la secuencia de nucledtidos del fragmento amplificado con los
oligonucleétidos: 5'....C¥CGG....3’y 3'....GGCAC....5

La separacion de los productos de la digestion de cada muestra se realiz6
en geles de agarosa de grado analitico al 2 %, (VWR®) con Bromuro de Etidio a
una concentraciéon de 0.1 ug ml™ (Invitrogen®). Cada producto de la digestion se
hizo migrar dentro de una camara de electroforesis (Mini-Sub, Cell GT, Bio-Rad®)
con solucion tampoén TAE 1X, por 2 hrs y 30 min a 60 V. Los geles de agarosa
fueron visualizados bajo luz UV con el transiluminador (Bio-Rad®) las imagenes
fueron tomadas con una camara Canon EOS Digital Rebel XT de 12 Megapixeles.

7V.13 Controles

Para este estudio se utiliz6 como Control Positivo a la cepa ATCC 90028 de
la levadura de C. albicans y como Control Negativo a la cepa ATCC 484874 de la
bacteria Pseudomonas aeruginosa. Para esta ultima cepa se utiliz6 medio LB-
liqguido de acuerdo al protocolo descrito por Bertani en 1951. Estas cepas fueron
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procesadas de la misma manera que el resto de las muestras clinicas
recolectadas (cultivo, extraccion de DNA gendmico, purificacién y PCR-RFLP).

V.14 Citologia vaginal

IV.14.1 Tincién de las muestras

De las citologias realizadas durante la exploracion fisica, solo se tifieron 60
muestras que resultaron positivas en los cultivos y analisis moleculares. A estas
muestras se le realizé tincidbn de Grocott-Gomori utilizando un Kit comercial de

tinciéon (Productos Naturales y Analiticos).

Se realizaron analisis fenotipicos microscopicos de la forma de
filamentacién de algunas de las cepas de Candida spp., seleccionadas, posterior
al andlisis molecular. Estas fueron crecidas durante toda la noche en medio liquido
YPD vy posteriormente se inocularon en placas de Petri con medio Agar-agua y
BSA a una concentracién de 1%, para su crecimiento en incubacioén a 37 °C de 6 a
8 h.

V.15 Analisis de secuencias

Los productos de PCR amplificados fueron purificados utilizando un Kit
comercial de QIAquick®, para purificacion de productos de gel y PCR (50) de
QIAGEN?®, de acuerdo a las indicaciones del proveedor.

Estas reacciones se enviaron al laboratorio comercial SegXcel Inc.

(http://www.segxcel.com) en San Diego, California, EUA, en donde fueron

amplificadas utilizando nucleétidos terminadores de secuencia (BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) y procesadas en un secuenciador
automatico ABI Prism 3100 (Automated Capillary DNA sequencer, Applied
Biosystems).
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V.16 Andlisis de datos

Para el andlisis de la informacién geogréfica y variables espaciales de los
casos, se utilizé el sistema de informacion geografica ESRI ArcView 3.2.

En el caso de los analisis de datos, se utilizé el paquete estadistico
Statistica v.8.0 y Excel.
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V. Resultados

V.1 Aspectos generales.

Se estudiaron 140 pacientes ginecoldgicas atendidas en Servicios de Salud
publicos y privados en la Ciudad de Ensenada, Baja California. El promedio de
edad de las pacientes fue de 36.2 £ 12.6 (media + desviacion estandar) afnos.

La distribucion de las pacientes por lugar de origen se muestra en la Figura
3. El 45 % de las mujeres eran originarias de Ensenada, 3.6 % de Tijuana,
Mexicali y Rosarito y 51.6 % del resto de la Republica Mexicana y una paciente de
California, USA.

V.2 Portadoras de Candida spp.

De las 140 muestras de exudado vaginal tomadas, el 70% (98)
fueron positivas para colonias similares a levaduras en el aislamiento primario
(Cultivo en medio Dextrosa-Sabouraud). Al confirmar por PCR la presencia de
Candida en el DNA purificado de los cultivos, solo se pudo corroborar en el 60%
(59), a todos los cultivos que resultaron negativos en la amplificacion de las
regiones conservadas para Candida, se realiz6 la amplificacion de las regiones
16s para bacterias, encontrando que en 13 se amplificaron bandas. En todas las
muestras que resultaron negativas en el aislamiento primario tampoco se amplificé
el DNA de Candida (Figura 4).
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Lug_ar de Lug_ar de No.
origen origen
Ensenada 63 45p oinelos 18 107
Guanajuato 8 57
Mexicali 2 14
Jalisco 7 5.0
— San Quintin 3 21 Michoacan 7 5.0
¢ San Vicente 1 07 Oaxaca 5 36
1‘ ¥ Tijuana 2 14  Sonora 5 3.6
T
§ b El Rosario 1 o7 OF 4 29
K ‘\\ Chihuahua 3 21
Isla de Cedros 1 0.7
L Veracruz 3 2.1
=
Py Total BC ¥ Baja California
. 2 1.4
3 Sur

Nayarit 2 14
Estado de 1 07

México
Hidalgo 1 07
Puebla 1 07
Yucatan 1 0.7
Zacatecas 1 07
Total 67 47.9

Figura 3. Distribucion geografica de las pacientes ginecoldgicas por lugar de
origen.
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Figure 4. Aislamientos por cultivo primario y por confirmacién por PCR de
muestras de exudado vaginal de pacientes ginecolégicas en Ensenada, B.C.

V.3 Especies de Candida

La Figura 5, muestra el resultado de los RFLPs realizados de la
amplificacion de la region ITS 1-4 de cada uno de los aislamientos de Candida

spp.
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Figura 5. Electroforesis de los RFLPs realizados de la digestién con Mspl de la
region amplificada por PCR (ITS1-4) de cada uno de los aislamientos de Candida
en pacientes ginecologicas en Ensenada, B.C.. El numero superior a cada
columna corresponde a la identificacién de la paciente, se utiliz6 marcador de
peso molecular de 1,000 pb.

De las 59 pacientes portadoras de Candida spp, se aislaron 68 especies de
este organismo (Tabla Ill). La frecuencia mas alta fue para C. albicans con 64.7 %
de los aislamientos, seguida de C. glabrata con un 22.1 %, y C. tropicalis con un
10.3 %, solo hubo dos casos (2.9 %) en los que no fue posible identificar la

especie de Candida, incluso por secuenciacion.
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Tabla lll. Distribucion por especie de los aislamientos en pacientes
ginecologicas en Ensenada B. C.

Especie No. %
C. albicans 44 64.7
C. glabrata 15 22.1
C. tropicalis 7 10.3
C. sp. 2 2.9
Total 68 100.0

En 50 (84.7 %) pacientes se encontr6 una sola especie de Candida y en
nueve (15.3 %) se encontraron dos especies concomitantes de Candida en las
muestras de exudado vaginal (Figura 6). La distribucion de especies por paciente,

incluyendo los dobles aislamientos se muestra en la Tabla IV.

Figura 6. Amplificaciéon de dos bandas que corresponden a especies diferentes de
las muestras de exudado vaginal de pacientes gineco-obstétricas.
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Tabla IV. Distribucién de las diferentes especies de Candida en pacientes gineco-
obstétricas en Ensenada B. C., incluyendo los dobles aislamientos.

Especie No. %
C. albicans 36 61.0
C. glabrata 10 16.9
C. tropicalis 3 5.1
Candida sp. 1 1.7
C. albicans-C. glabrata 4 6.8
C. albicans-C. tropicalis 4 6.8
C. glabrata-Candida sp. 1 1.7
Total 59 100.0

De acuerdo al patrén de bandas de los RFLPs, se realizo un arbol filogénico

para conocer asociacion de las diferentes especies, Los resultados se muestran

en la Figura 7. Es importante sefalar que tanto en los casos de Candida sp. Como

de C. krusei, C. guilliermondiiy C. parapsilosis los fragmentos ITS1-4 amplificados

se enviaron a secuenciar y su ubicacién filogénica cambio de posicion (ver Figura

8).
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Figura 7. Arbol filogenético realizado en base al patrén de bandas del RFLP.

La Figura 8 muestra la relacion filogénica considerando los resultados de la
secuencia de las regiones amplificadas, considerando el lugar de origen de las
pacientes, se puede apreciar tendencias sin indicacién de exclusividad entre el
lugar donde nacieron las mujeres y la relacién filogénica de los organismos
aislados. C.Krusei, C. Guilliermondii, y C. Parapsilosis, representan las especies
que se utilizaron para compara a las muestras positivas obtenidas, de acuerdo a el

patréon de bandeo, basadas en el tamario de pb.
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Figura 8. Arbol filogenético de las cepas aisladas considerando el resultado de los
RFLPs y las secuencias de los fragmentos ITS1-4. Se identifica en cada caso el
lugar de origen de la paciente.

V.5 Candida spp. y Edad

El grupo de 41-51 afos fue el que presentdé mayor numero de mujeres

portadoras de Candida spp., en este grupo 58.6 % presentaron un resultado

positivo a la presencia de este organismo, en segundo lugar fue el grupo de 16-20

anos (50 %), en tercer lugar de 21-30 (43.6 %), con una disminucién en la

frecuencia de portadoras en los grupos de 51-60 (23.1 %) y de mayores de 60
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(14.3 %) (Tabla V, Figura 9). La diferencia estadistica entre las portadoras es

significativa de acuerdo a la prueba de ji cuadrada (X?=8.22). p=<0.05

Tabla V. Distribucién por edad de las portadoras de Candida spp. en Ensenada,

B.C.

Portadoras de Candida

Positivo Negativo Total
Edad No. % No. % No. %
16 - 20 7 50 7 5.0 14 10.0
21 -30 17 12.1 22 15.7 39 27.9
31-40 14 10.0 24 17.1 38 271
41 - 50 17 121 12 8.6 29 20.7
51-60 3 2.1 10 7.1 13 9.3
>60 1 0.7 6 4.3 7 5.0
Total 59 421 81 57.9 140 100.0
m Portadoras No Portadoras
100%
80%
3
-% 60%
e
L 40%
X
0o l

16-20 21-30 31-40 41-50 51-60 >6

Grupo de edad (afnos)

Figura 9. Porcentaje de mujeres portadoras de Candida spp. por grupo de edad,
en el grupo de pacientes ginecologicas en Ensenada, B. C.
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En lo referente a la distribucién por especie, se observé que en todos los
grupos de edad C. albicans fue la mas frecuente, en segundo lugar C. glabrata, y
por ultimo C. tropicalis. En los grupos de 31-50 afos se encontr6 el mayor
porcentaje de mujeres con mas de una especie de Candida aislada (8/9). La
combinacién C. albicans y C. glabrata se presentd en cuatro mujeres al igual que
la combinacién C. albicans y C. tropicalis, solo hubo un caso en el que se aisl6 C.
glabratay Candida sp. (1/9) de la misma muestra de exudado vaginal (Tabla VI).

Tabla VI. Distribucién por edad y por especie de Candida aislada en portadoras en
Ensenada, B. C..

C. C. C. glabrata-

C. C. C. Candida albicans-C. albicans-C. Candida

albicans glabrata tropicalis  sp. glabrata tropicalis sp. Total
Edad No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. % No. %
16-20 5 85 2 3.4 7 11.9
21-30 12 203 3 51 1 1.7 1 1.7 17 28.8
31-40 7 119 1 1.7 1 1.7 3 5.1 1 1.7 1 1.7 14 237
41-50 10 169 4 6.8 1 1.7 2 3.4 17 28.8
51-60 1 1.7 1 1.7 1 1.7 3 5.1
>60 1 1.7 1 1.7
Total 36 61.0 10 169 3 51 1 1.7 4 68 4 6.8 1 1.7 59  100.0

V.5 Uso de métodos anticonceptivos y presencia de Candida spp.

En cuanto al uso de métodos anticonceptivo se observd que las pacientes
que utilizan alguno tienen un mayor porcentaje de aislamientos de Candida spp. a
excepcion de los casos en los que usan métodos definitivos como la
salpingoclasia (OTB) (34.5 %) o la vasectomia (0 %). En las mujeres que utilizan
el condon el 87.5 % fueron positivas para Candida, de las usuarias de hormonales
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(orales, implantes o parches) el 64.7 % tuvieron Candida y de las de dispositivo
intrauterino (DIU) el 53.3 %. Las que no utilizan métodos anticonceptivos solo
fueron positivas para Candida el 33.3 % (Figura 10, Tabla VII). Estas diferencias
fueron estadisticamente significativas con una X?=15.4 y p=<0.05. En lo referente
a la distribucion por especie no se encontré6 ninguna relacién con el uso de

anticonceptivos.

Tabla VII. Distribucién de portadoras de Candida spp. de acuerdo al uso de
métodos anticonceptivos en pacientes gineco-obstétricas en Ensenada, B.C.

Portadoras de Candida

Positivo Negativo Total
Anticonceptivos No. % No. % No. %
No 23 16.4 46 32.9 69 49.3
DIU 8 5.7 7 5.0 15 10.7
Condén 7 5.0 1 0.7 8 5.7
Hormonales 11 7.9 6 4.3 17 12.1
OoTB 10 71 19 13.6 29 20.7
Vasectomia 0 0.0 2 1.4 2 1.4
Total 59 42.1 81 57.9 140 100.0

X?=15.4
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Condéon  Hormonales Vasectomia

Metodos anticonceptivos

Figura 10. Porcentaje de mujeres portadoras de Candida spp. de acuerdo al uso
de métodos anticonceptivos en pacientes gineco-obstétricas en Ensenada, B.C.

Por otro lado las pacientes que no utilizan métodos anticonceptivos ya sea
porque estaban embarazadas o porque no se encontraban en etapa reproductiva
por ya haber presentado la menopausia naturalmente o en forma quirdrgica,
presentaron muy bajos indices de ser portadoras de Candida spp. (4.3%) (Tabla
V).
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Tabla VIII. Distribucion de pacientes portadoras y no portadoras de Candida spp.
en pacientes con menopausia y embarazadas.

Portadoras de Candida

Positivo Negativo Total

No. % No. % No. %
Menopausia 2 1.4 8 57 10 7.1
Menopausia 4 29 5 36 9 64
quirdrgica
Embarazo 0 0.0 5 36 5 3.6
Ninguna 53 37.9 63 45.0 116 82.9
Total 59 421 81 57.9 140 100.0

V.6 Diabetes mellitus y Candida spp.

Solo el 3.6 % de las pacientes mencionaron tener diabetes mellitus, de
estas tres de cinco fueron positivas para alguna especie de Candida (Tabla IX). No

hubo diferencias significativas de acuerdo a la prueba exacta de Fisher.

Tabla IX. Distribucién de pacientes portadoras y no portadoras de Candida spp. en
pacientes con diabetes mellitus.

Portadoras de Candida

Positivo Negativo Total
Diabetes
Mellitus No. % No. % No. %
No 56 40.0 79 56.4 135 96.4
Si 3 2.1 2 1.4 5 3.6
Total 59 421 81 57.9 140 100.0

Prueba exacta de Fisher, p = 0.35
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V.7 pH y Candida spp.

El pH es otro factor que contribuye a la presentacién de Candida, se
encontr6 que el mayor numero de casos de portadoras de Candida fue en las
mujeres con un pH de 4.5 a 5.5, con una disminucién en las que tenian un pH > a
5.5 que ademas en su mayoria corresponden a las que han presentado la
menopausia (Tabla X).

Tabla X. Relacion entre portadoras de Candida spp. y pH vaginal

Positivo Negativo Total
pH No. % No. % No. %
4.0 0 0.0 1 0.7 1 0.7
4.5 20 14.3 24 17.1 44 314
5.0 8 5.7 16 11.4 24 171
5.5 12 8.6 18 12.9 30 214
>5.5 19 13.6 23 16.4 42 30.0
Total 59 42.1 81 57.9 140 100.0

V.8 Presentacion de sintomas y portadoras de Candida.

En 79.7 % de las portadoras no se presento ningun sintoma relativo a
vulvovaginitis micotica, el 15.3 % presentaron al menos un sintoma y el 5.1 %
restante dos sintomas entre prurito, ardor, dolor pélvico y dispaurenia. El sintoma
mas comun fue el prurito (Tabla Xl). Por especie de Candida encontrada, solo se
observaron sintomas en el 22.7 % de las portadoras de C. albicans'y en una de C.
tropicalis y una de C. albicans mas C. glabrata.
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Tabla XI. Aparicion de sintomas en pacientes portadoras de Candida spp.

Portadoras de Candida

Positivo Negativo Total
Sintomas No. % No. % No. %
No 47 33.6 70 50.0 117 83.6
Uno 9 6.4 8 5.7 17 12.1
Dos 3 2.1 3 2.1 6 4.3
Total 59 42 81 58 140 100

V.9 Presentacion de signos y portadoras de Candida.

La presentacion de signos de infeccion en las pacientes con aislamientos
positivos fue muy limitada. El 15.2 % de las portadoras de Candida mostraron una
coloracién hiperémica de la mucosa vaginal, el 3.4 % presentaron ulceraciones, y
ninguna tuvo petequias. En cuanto a la secrecion vaginal caracteristica el 49.1 %
presentaron exudado blanquecino y el 15.2 % de color amarillo. La presentacién

de signos fue mas frecuente en el caso de aislamientos de C. albicans.

En lo referente al grado de inflamacién se observé que el 5.1 % no
mostraron ningun dato, mientras que el 64.4 % presentaban datos de inflamacion
leve, el 28.8% moderada y el 1.7 severa. (Figura 11). En todas las especies, el
grado de inflamacion presente fue leve, sin embargo, C. albicans fue la especie

mas frecuentemente aislada en la inflamacién moderada y severa.
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Inflamacion sin inflamacion
severa 5%
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29%
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64%

Figura 11. Distribucién de las portadoras de Candida spp. de acuerdo al grado de
inflamacion del cervix, vagina y vulva.

V.10 Morfologia de las diferentes espécies.

Los organismos dentro del genero Candida en general son dimorficos y es
su fase micelial donde es patégeno. A través de la tincion de Grocott-Gromori
(Figura 12) se encontré que de las cepas de C. albicans aisladas el 58 % tuvieron
forma de blastoconidias, en 38.8 % se obsevaron células con forma de hifas y
pseudohifas. Sin embargo no hubo diferencias en cuanto a la presentacion de
signos y sintomas y la morfologia del organismo. Todos los aislamientos de C.
glabratay C. tropicalis tuvieron forma de blastoconidia (Tabla XII).
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Tabla XII. Morfologia de las cepas aisladas de Candida spp.

® |C. albicans-C. glabrata
® |C. albicans-C. tropicalis
® |C. glabrata-Candida sp.

7] Y 3

g s H &

0 s kY] ©

S S <Y 2

35 3 o 3 -

© ) = S S

- &) & Q 2
Forma No. % No. % No. % No. % No. No. No. No. %
No detectada 1 1.7 1 1.7
Blastospora 21 356 10 16.9 3 5.1 1 1.7 4 6.8 4 6.8 1 1.7 44 74.6
Hifa 10 16.9 10 16.9
ambas 4 6.8 4 6.8
Total 36 61.0 10 16.9 3 5.1 1 1.7 4 6.8 4 6.8 1 1.7 59 100.0

Figura 12. Imagenes de Candida (a) Control positivo de C. albicans (ATCC 9028),
(b) Blastoconidias de C. glabrata, (c) Blastoconidias de C. albicans (d) Hifas y
pseudohifas de C. albicans. Las flechas blancas sefialan blastoconidias y las
flechas negras conidias germinadas. Las células fueron tefidas con la técnica de
Grocott-Gromori.
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VI. Discusion

El estudio de la frecuencia de portadoras de Candida y su distribucién por
especie en pacientes gineco-obstétricas es un tema muy importante, ya que puede
tener implicaciones en la atencién a la salud de las mujeres y el control
epidemiologico de los procesos patoldgicos. Entre el 15 y 19% de las
vulvovaginitis en México son producidas por alguna especie de Candida (Flores-
Paz et al., 2003; Gonzalez-Pedraza et al., 2004; Rivera-Sanchez et al., 2006). El
potencial patogénico de Candida, asi como la severidad y las recidivas depende
de la especie que esté presente, y la diversidad de las especies tiene una gran
variabilidad geografica. En este trabajo se estudio la frecuencia de las diferentes
especies de Candida en un grupo de mujeres en la Cd. de Ensenada que al estar

situada cerca de la frontera la hace una poblacién interesante.

En los ultimos afos se ha reportado un incremento de infecciones micoticas
causadas por C. albicans, al igual que en otros reportes, en este estudio se
observé que C. albicans (68%) fue la especie mas frecuente en los aislamientos
de exudado vaginal, en segundo lugar C. glabrata y en tercer lugar C. tropicalis.
Estos hallazgos son similares a los encontrados en otros estudios en la Ciudad de
México, Brasil y Argentina (Sobel et al.,, 1993; Gonzalez-Pedraza et al., 1998;
Velegraki y Logotheti, 1998; Posteraro et al., 1999; Buscemi et al., 2004; Buitrdn
Garcia, et al., 2007). En ltalia, estas tres especies también son las mas frecuentes,

sin embargo la proporcion de C. albicans es mayor (77%).
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El segundo lugar encontrado en la poblacion de pacientes gineco-
obstétricas en Ensenada, B. C., fue C. glabrata, en un estudio retrospectivo en el
Hospital Juarez se observé una frecuencia similar (Rivera-Sanchez et al., 2006)
asi como en otras poblacién en México (Buitrén-Garcia et al., 2002; Buitrén
Garcia, et al.,, 2007). Sin embargo, en Venezuela, C. tropicalis fue la segunda
especie mas frecuente, que en este estudio obtuvo el tercer lugar en frecuencia.
En ltalia, este lugar lo ocupa C. krusei (Sobel et al., 1993), en Argentina C.
parapsilosis. Y en otros paises, después de C. albicans se han aislado C. kefyr, C.
stellatoidea, C. guilliermondii. En Ensenda, incluyendo pacientes originales de
otras regiones, estas cinco especies no fueron encontradas en este estudio

realizado.

Un hallazgo interesante del que no se tienen antecedentes, son los
aislamientos en los que se encontraron dos especies de Candida
simultaneamente. En 15.2 % de las portadoras se aisl6 DNA de dos tipos de
levaduras. En este grupo, C. albicans también fue la mas frecuente (8/9), la mitad
asociadas a C. glabrata y la otra a C. tropicalis, también hubo un caso de

asociacion C. glabrata + C. tropicalis.

Las diferencias encontradas en los diferentes paises, hacen evidente la
importancia de que cada lugar conozca la diversidad de especies en las habitantes
del lugar, para poder ofrecerles un diagndstico y un tratamiento mas preciso. Una
recomendacion para los médicos que tratan mujeres con vulvovaginitis micética es
que el diagndstico lo hagan a nivel de especie para poder proponer un tratamiento
mas efectivo. En este estudio, distrae la rareza de sintomas de pacientes
relacionados con C. albicans.

En este sentido cabe sefialar que los métodos para el aislamiento y la
tipificacion de Candida son muy importantes. En este estudio se ha hecho
evidente la ineficiencia de los métodos microbiol6gicos convencionales como los

medios de cultivo selectivos para el aislamiento de Candida. Las técnicas
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moleculares mostraron una alta sensibilidad y especificidad por lo que seria
recomendable el desarrollo de técnicas simples al alcance de los médicos
tratantes para que lleguen como se menciond en el parrafo anterior a un

diagndstico de especie.

Otro aspecto importante fue que un alto porcentaje de mujeres (~80 %)
portadoras de Candida resultaron ser asintomaticas, a diferencia de otros estudios
en el que se observé que el crecimiento de Candida fue mas abundante en las
muestras de pacientes sintomaticas (Rivera-Sanchez et al., 2006). Po otro lado,
alrededor del 70 % de las portadoras de las diferentes especies de Candida
mostraron datos clinicos de afeccion a la exploracién fisica, aunque en su mayoria
en forma leve o0 moderada. Los datos clinicos mas contundentes para la presencia
de Candida fueron, secrecion blanquecina e inflamacién. Sin embargo, al igual que
en otros estudios, no hubo una sintomatologia o presencia de signos en alguna
especie en particular, la caracteristicas clinicas causada por C. glabrata o por C.
tropicalis no difiere sustancialmente de la ocasionada por C. albicans (Rivera-
Sanchez et al.,, 2006). Aunque en este estudio se encontré practicamente una
ausencia de sintomas pero no asi de signos, en otros trabajos han encontrado que
en pacientes con signos y sintomas similares a los de candidiasis vulvovaginal, no
se comprobd la presencia de hongos ya sea por cultivo u observacion directa
(Novikova et al., 2002; Sobel, 2003; Demirenzen y Beksac, 2004; Buitrén Garcia,
et al., 2007).

De los factores predisponentes estudiados, el pH vaginal, influyo en la
frecuencia de portadoras. Asi como el uso de anticonceptivos, donde las usuarias
de métodos locales tuvieron mayor indice de aislamientos de Candida (Foxman,
1990; Fernandez-Cid y Fernandez-Cid 2004). Aunque no es concluyente la
Diabetes mellitus también fue un factor que podia influir en la presencia de
Candida.
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De los factores que disminuyen el numero de aislamientos esta la
menopausia que esta ligado al pH vaginal, mientras mas alto sea menos

probabilidades tiene este organismo de sobrevivir en este habitat.

La mayoria de las especies del genero Candida se transforman en
blastoconidias, pseudohifas o hifas verdaderas, consideradas estas ultimas como
las fases infectantes del organismo; en este estudio se observo la fase micelial
solo en 38.8 % de los aislamientos de C. albicans a diferencia de lo encontrado en
otros trabajos (Buitron Garcia, et al., 2007) donde la observacién de estas formas
de Candida han confirmado la infeccién. C. glabrata es la Unica especie que no
germina, en este trabajo se confirmé este hecho dado que solo se observd en

estadio de blastoconidia.
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VIl. Conclusiones

e El 42.1 % de las pacientes gineco-obstétricas evaluadas fueron portadoras de
alguna especie de Candida.

e En el 40 % de los casos el cultivo con medios selectivos es ineficiente, debido
a que tiene un alto numero de falsos positivos. Sin embargo, no hubo ningun
caso de falso negativo.

e La especie mas frecuentemente aislada en las pacientes gineco-obstétricas fue
C. albicans, en segundo lugar C. glabrata y finalmente C. tropicalis.

e Se encontraron especies que no fueron posibles de identificar.
e En el 15.2 % de mujeres co-existieron dos especies de Candida.

e En el 10 % de los casos, la identificacion por especie por PCR-RFLP no fue
posible por lo cual se tuvo que recurrir a secuenciacion de la region ITS1-4.

e (Cerca del 80% de las pacientes son portadoras asintomaticas y casi todas las
sintoméaticas son portadoras de C. albicans.

e El color blanquecino de la secrecion y el grado de inflacién del epitelio cervical
y vaginal son los datos clinicos que con mayor frecuencia se presentan en las

portadoras de Candida spp.

e La menopausia parece ser un factor que protege para portar Candida spp.
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e Eluso de métodos anticonceptivos, en particular los locales como el condén
parece aumentar el riesgo de ser portadora de Candida spp.
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IX. Anexos
IX.1 Anexo A
Dependencia: Centro de Investigacién Cientifica y de
Educacién Superior de Ensenada (CICESE)
oo, Seccién: Divisién de Biologia Experimental y Aplicada.
CICESE. ( #* ) Departamento de Microbiologia

Km 107 Carretera Tijuana- Ensenada, Ensenada B.C

Hoja de Consentimiento Informado

Ensenada B. C. a de del 200
A quien corresponda:
Presente.

Declaro de forma libre y voluntaria sin existir ninguna presién fisica o moral sobre mi
persona, que he comprendido las implicaciones que tiene el participar en el estudio de
Epidemiologia Molecular de Candida spp. en pacientes Gineco-Obstétricas que esta realizandose
en el CICESE. El procedimiento de toma de muestra de exudado no pone en riesgo mi salud y no
tiene ningun costo. Todas mis dudas han sido aclaradas. Asimismo, declaro que he leido y
comprendido totalmente el consentimiento y los espacios en blanco que han sido llenados antes de
firmar.

Los datos recabados seran protegidos en cumplimiento del articulo décimo séptimo de los
lineamientos generales de proteccién de datos personales, publicados en el Diario de la
Federacion, el 30 de septiembre del afio 2005.

Autorizo que se me tome la muestra planeada (toma de muestra para exudado vaginal)

Nombre y firma
Testigo

Registro:



IX.2 Anexo B
Formato del Cuestionario
Epidemiologia Molecular de Candida spp en pacientes Gineco-Obstétricas
Registro:
Fecha:
Nombre: Edad:

Lugar de origen;
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Tiempo de residencia en Ensenada:[:]aﬁos [:]meses Bdias

Anticoncepcionoral: NoC2 Si .3 DIU:NoC SiC otro:
FUM:

1t

Embarazo:NoCJ SiC2 Semanas de embarazo:
Diabetes mellitus No Si 3

3 Prurito
2 Dolor pélvico
3 Ardor

2 Dispauremia

Recurrencia (ndmero al afio):
pHvaginal:

Coloracidonde la mucosa: normal  hiperémica

Secrecion: Norg Si 3 Color:C2blanco 9 amarillo 3 otro:

Edema: No3 SiC3 +0 +O ++H+ g
Ulceracion: NoC3 Si O

Petequias: No(™3 SiC3

Grado del proceso infeccioso: | I | II | IIT | IV

Aislamiento primario: Positivo T Negative CJ
No de colonias aisladas:

22, Aislamiento:

Extraccion de DNA:

Amplificacion:

Identificacion molecular: Candida
Diferencia molecular de la especie por RFLP: No T3 Si [

Morfologia microscopica:

Tincion con:




*Grado de proceso infeccioso

I ! 1] v
Cervix Cervix Cervix Cervix
Vagina Vagina Vagina
Vulva Vulva

Perineo
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I1X.3 Anexo C

IX. 3. 1 Medios de cultivo

1X.3.1 Medio utilizado en el aislamiento primario y conservacién de diversos

hongos patégenos. Sabouraud-agar

Compuesto Cantidad
Peptona 10 g
Glucosa 209
Agar-agar 209

Agua destilada aforar a 1000 ml

1X.3.2 Medio selectivo para levaduras (YPD)

Compuesto Cantidad
Extracto de levadura 59
Peptona 10 g
Dextrosa 10 g

Agar 209
Agua destilada aforar a 1000 ml

Para medio liquido, no utilizar agar. La levadura permanece en su estado

levaduriforme.

1X.3.4 Medio para inducir la filamentacién de Candida spp. Agar- agua+ BSA

Compuesto Cantidad
Dextrosa 10 ¢

Agar 209
Agua destilada aforar a 1000 ml

Una vez solidificado el agar; agregar BSA 1%, que se esteriliza por

filtracién.



1X.3.4 Medio de cultivo liguido nutritivo
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utilizado para el crecimiento de diversas

bacterias. LB (Luria-Bertani).

Compuesto Cantidad
Bacto-Triptona 10 g
Extracto de levadura 59

NaCl 10 g
Agua destilada aforar a 1000 ml

Se ajusta el pH a 7, con 5N NaOH.
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X. Glosario

Adaptacion:

Proceso de  modificacion
evolutiva cuyo resultado es una
eficacia mayor de supervivencia y de
la reproduccion.

Blastoconidio:

Conidio holoblastico que se

produce en forma  solitaria,
sincronégena o en cadenas.
Cepa:

Poblacion de grupo de

individuos de una especie dentro de
un area o volumen especifico.

Consentimiento informado:

Acto mediante el cual se
informa detalladamente al paciente
sobre el padecimiento, los diversos
procedimientos diagnoésticos,
terapéuticos, posibles complicaciones,
secuelas o riesgos inherentes a ellos,
a efecto de que decida o autorice los
procedimientos médicos y de

investigacion médica en forma

consciente, libre y responsable.
Colonizacion:

Estado de interaccion ente el
huésped y el patégeno que conlleva
una cantidad variable de dafo
minimo a mayor dependiente de la
respuesta inmune del huésped
teniendo la capacidad de eliminar o
de promover el desarrollo a otro
estadio.

Cultivo axeénico:

Cultivo que consiste en una
sola especie microbiana. Cultivo
puro. Los cultivos axénicos son muy
raros en la naturaleza, por lo que se
obtienen dentro de un laboratorio.

Diploide:

Dotacion completa de
material genético, que consta de
pares de cromosomas, cada uno
proveniente de un progenitor. La
mayoria de las células animales,



excepto el gameto, tienen una
dotacién diploide de cromosomas

DNA:

Polimero largo lineal,
compuesto de cuatro tipos de
nucleétidos de desoxirribosa, que es
el portador de la informacion
genética. En su estado nativo, el
DNA es una doble hélice de dos
hebras antiparalelas mantenidas
juntas  mediante  enlaces de
hidrégeno entre bases de purinas y
pirimidinas complementarias.

DNA polimerasa:

Enzima que copia una hebra
de DNA (hebra molde) para formar
la hebra complementaria, que
compone una nueva molécula de
DNA de doble hebra. Todas la DNA
polimerasas anaden
desoxirribonucledétidos de a uno por
vez en la direccién 5°- 3" al extremo
3" de un oligonucleétido corto
preexistente de DNA o RNA.

Electroforesis:

Cualquiera de diversas
técnicas para la separacién de
macromoléculas basada en su
migracion en un gel u otro medio
sometido a un fuerte campo
eléctrico.

Enzima de restriccion:

Enzima que reconoce vy
fragmenta DNA de doble cadena en
sitios especificos de la secuencia de
DNA.
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Enantema:

Erupcion eritematosa en una
superficie mucosa (interna).

Epidemiologia:

Estudio de la distribucion vy
determinantes de la salud y la
enfermedad en poblaciones

Escamas lamerales:

Lesion dermatolégica
caracterizada por desprendimiento
de piel o mucosas en forma de
laminas.

Especie:

Grupo de organismos
reconocido como distinto de otros
grupos.

Evolucion:

Cualquier cambio acumulativo
en las caracteristicas de los
organismos o poblaciones que se da
de generacibn en generacion,
descender 0 desarrollarse
modificaciones.

Fenotipo:
Suma total de las
propiedades estructurales y

funcionales observables de un
organismo; producto de la
interaccion entre el genotipo y el
ambiente.

Frecuencia:

Numero de repeticiones de
cualquier fendmeno o0 suceso
periddico en una unidad de tiempo.



Gen:

Unidad basica, tanto fisica
como funcional, de la herencia, que
transmite  informacibn de una
generacion a la siguiente

Genotipo:

Conjunto de alelos de un
individuo que tiene un locus
particular

Holoblastico:

Tipo de division celular en
levaduras caracterizado por una
separacién o ruptura completa a
partir de la célula en gemacion.

Hospedero:

Es cualquier entidad en la
cual un patégeno reside y se replica.

Incidencia:

Numero de casos nuevos de
una enfermedad en una poblacidon
determinada y en un periodo
determinado.

Infeccion:

Colonizacién perjudicial de un
organismo microbioldgico al
hospedero. En una infeccién, el
organismo patégeno, interfiere con
el funcionamiento normal del
hospedero, provocando un dano.

Latencia:

Estado de interaccion huésped-
patégeno en el cual el
microorganismo persiste en el
huésped y puede asociarse con
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dano leve celular o tisular pero no
relacionado a enfermedad

Locus:

Cualquier punto o region del
cromosoma (0 gen)

Marcador:

Ubicacion fisica identificable
en un cromosoma, cuya herencia
puede rastrearse (por ejemplo, un
gen, un sitio de corte de una enzima
de restriccibn o un marcador de
RFLP).

Marcador genético:

Cualquier parte del genoma
que es variable y que puede ser
usado para comparar individuos

Oportunista:

Organismo que tiene la
capacidad de explorar nuevos
hébitats o recursos disponibles en
situaciones fuera de lo habitual para
su forma de vida.

Organismo Comensal:

Simbiosis en la que una
especie se beneficia de una
provision comun de  recursos
mientras que la otra especie no se
ve afectada de manera inversa.

PCR:

Técnica de biologia
molecular, cuyo objetivo es obtener
un gran numero de copias de un
fragmento de DNA particular,
partiendo de un minimo; en teoria



basta partir de una Unica copia de
ese fragmento original, o molde.

Petequias:

Lesion en piel o mucosas de
origen vascular que se caracteriza
por presentar una coloracion de rojo-
violaceo.

Patogeno:

Microorganismo capaz de
causar dafno a un huésped, y este
puede resultar por accion directa del
patdbgeno o de la respuesta inmune
del huésped derivada de este.

Patogenicidad:

Capacidad de wun agente
infeccioso de producir enfermedad
en un huésped susceptible.

Prevalencia:

Proporcion de individuos de
un grupo o una poblacién que
presentan una caracteristica 0
evento determinado en un momento
0O en un periodo de tiempo
determinado

Pseudohifa:

Estructura filamentosa
resultante del desarrollo de
blastoconidios que permanecen

unidas por sus extremos y que tiene
la caracteristica de que la
separacibn de cada célula es
completa no existe comunicacion
citoplasmatica

Polimorfismo:
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Aparicién de diferentes
formas asociadas con diversos
alelos de un gen o con homdlogos
de un cromosoma

RFLP:

Técnica de biologia molecular
en la que la variacion entre los
individuos se detecta por la
diferencia en los tamafnos de los
fragmentos de ADN después de la
digestibn con wuna enzima de
restriccion.

Tipificacion:

Caracterizacién de
organismos que comparten la misma
constitucién genética por lo que los
agrupa en un taxén definido y son
considerados los suficientemente
distintos de otros grupos
semejantes, para ser clasificados en
una unidad separada.



