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RESUMEN

Introduccion: La candidiasis invasiva (Cl) se considera la principal causa de morbi-
mortalidad en pacientes hospitalizados con compromiso inmune. Actualmente para el
tratamiento de ClI los azoles es la familia de antifungicos mas usados. El mecanismo
de accion de los azoles se basa en la inhibicion de la enzima lanosterol 14-a-
desmetilasa. Para la familia de los azoles uno de los mecanismos de resistencia
descrito es la presencia de mutaciones puntuales en el gen que codifica para la enzima
blanco (ERG11). El objetivo del presente estudio fue identificar mutaciones puntuales
en el gen ERG11 en aislados clinicos de Candida spp. resistentes a los azoles
obtenidos de una poblacion del Estado de Durango.

Material y métodos: es un estudio observacional, ambispectivo, transversal,
descriptivo. Se incluyeron cepas aisladas de liquidos estériles de pacientes que
presentaron candidemias del Hospital Materno Infantil de Durango de Enero del 2012
a Agosto del 2016. Los aislados clinicos de Candida spp. fueron identificados a nivel
de género y especie mediante el equipo BD Phoenix™ y CHROMagar, Candida. Para
la determinacion de la susceptibilidad antifingica se siguio el protocolo de acuerdo a
las recomendaciones del CLSI en su documento M27-S4, probando un total de 3
antifangicos: fluconazol, itraconazol y voriconazol. Las cepas aisladas de Candida spp.
resistentes se confirmo6 su identificacion a nivel molecular (amplificacién vy
secuenciacion de la region ITS) y se identificaron las variantes del gen ERG11
mediante PCR y secuenciacion.

Resultados: se lograron captar un total de 56 aislados clinicos de Candida spp. de los
cuales 5 fueron resistentes a los azoles analizados: 2 C. glabrata, 2 C. kruseiy 1 C.
parapsilosis. Una cepa resulto resiste a los 3 antifungicos (C. parapsilosis), dos cepas
fueron resistentes al itraconazol (C. glabrata) y dos cepas fueron resistentes al
fluconazol (C. krusei). En el analisis de la secuencia del gen ERG11 de cada una de
las cepas resistentes aisladas se encontraron mutaciones puntuales.

Conclusiones: se observd una prevalencia de la resistencia a los azoles del 9% en

especies de Candida no-albicans. Las mutaciones puntuales encontradas en el gen
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ERG11 en las especies resistentes analizadas pueden estar asociadas a la resistencia

a los azoles.
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ABSTRACT

Introduction: Invasive candidiasis (IC) is considered the leading cause of morbidity
and mortality in hospitalized patients with immune compromise. Currently, azole is the
antifungal family most used for the treatment of IC. The action mechanism of azoles is
based on the inhibition of the enzyme lanosterol 14-a-desmethylase. For the azoles
family, one mechanism of azole resistance involves point mutations in the gene that
encodes for the target enzyme (ERG11). The purpose of the present study was to
identified point mutations in the ERG11 gene in clinical isolates of azole-resistant
Candida spp obtained in a population of Durango.

Material and methods: The study was observational, ambispective, transversal, and
descriptive. The isolates of Candida spp included in the present study were of sterile
fluid from patients presenting with candidiasis of the Maternal and Child Hospital of
Durango from January 2012 to August 2016. Clinical isolates of Candida spp. were
identified using the BD PhoenixTM and CHROMagar, Candida. For the determination
of antifungal susceptibility, the protocol was followed, according to the
recommendations of the CLSI in its document M27-S4. We test three antifungals:
fluconazole, itraconazole, and voriconazole. The resistant isolated of Candida spp.
were molecular characterized (amplification and sequencing of the ITS region) and
point mutation in the ERG11 gene were identified by sequencing.

Results: A total of 56 clinical isolates of Candida spp. were included of which 5 were
resistant to the azoles analyzed: two C. glabrata, two C. krusei, and one C. parapsilosis.
One strain was resistant to 3 antifungals (C. parapsilosis), two strains were resistant to
itraconazole (C. glabrata) and two strains were resistant to fluconazole (C. krusei). We
found point mutations in the ERG11 gene sequence of each resistant strains analized.
Conclusions: We observed a prevalence of azole resistance of 9% in Candida non-
albicans species. The point mutations found in the ERG11 gene in the resistant strains

analyzed could be associated with azole resistance.
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l. INTRODUCCION
1.1 Enfermedad Flangica Invasiva

Los hongos patdégenos se encuentran entre las causas mas frecuentes de las
enfermedades infecciosas en seres humanos. Las enfermedades por hongos varian
en severidad desde infecciones leves hasta enfermedades invasoras que amenazan

la vida principalmente a pacientes vulnerables inmunodeprimidos (Ben-Ami, 2015).

La enfermedad fungica invasiva (EFI) se considera una infeccion de tipo oportunista
que acontece casi exclusivamente en el paciente inmunodeprimido y en el paciente
critico. Tiene un impacto creciente en la atencién hospitalaria y constituye un
porcentaje importante de las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS)
(Ponton & Quindds, 2006; Ruiz-Baca, 2013).

La EFI tiene las siguientes caracteristicas: a) son muy dificiles de diagnosticar antes
de la muerte, b) su epidemiologia varia de acuerdo a la geografia, los embalses
nosocomiales y a la exposicion al antifungico, c) son dificiles de tratar, tiene una
respuesta lenta a los antifungicos, d) pueden requerir cirugia, €) los tratamientos son
prolongados (de semanas a meses 0 afios), f) el retraso de su tratamiento se asocia
con un aumento de la tasa de mortalidad, g) se puede recaer después de la curacioén
aparente si se produce un periodo posterior de la inmunosupresion, y h) estan

asociados a un aumento significativo en costos (Dignani, 2014).

Diversos factores de riesgo se han asociado con el mal prondstico de la EFI, entre
estos destacan la dificultad diagndstica, la deficiencia inmunoldgica de gran parte de
los pacientes y la alta tasa de fallos terapéuticos (Pontdén & Quindés, 2006; Ruiz-Baca,
2013).

La EFI por hongos filamentosos es una causa frecuente de morbilidad y mortalidad
tanto en poblacién adulta como pediatrica (Cruz, 2015). Las tasas de mortalidad

superan el 30% en los pacientes diagnosticados con EFI (Chen, 2017). Entre las



entidades méas importantes de la EFl se encuentran la aspergilosis invasiva y la
candidiasis invasiva (Boga, 2015; Chen, 2017).

1.2 Candidiasis Invasiva

El término Candidiasis Invasiva (Cl) engloba una amplia variedad de enfermedades
graves oportunistas, que incluye candidemia, endocarditis, meningitis, endoftalmitis y
afectacion de diversos 6rganos profundos; excluye las infecciones superficiales y
formas menos graves de enfermedad, como las candidiasis orofaringeas y esofagicas
(Del Palacio, 2009). Candida albicans es la causa mas comun de la candidemia, pero
en los dltimos afios se ha aumentado el aislamiento de especies no-albicans de
Candida, entre los mas destacados se tienen a C. glabrata, C. parapsilosis, C.

tropicalis y C. krusei (Forastiero, 2015).

1.2.1 Candida spp.

Son levaduras gue no producen pigmentos melanicos, y su forma puede variar segun
la especie: globosas, ovoides, elipticas y cilindricas; su reproduccion asexuada o
anamorfica es por blastoconidios y la mayoria de las especies patégenas pueden
formar seudohifas e hifas verdaderas (Figura 1), con excepciéon de C. glabrata. Con
base en estudios de biologia molecular se clasifican dentro de la familia
Saccharomycetaceae, aunque a la mayoria no se le haya encontrado fase telemoérfica.
Con la actual taxonomia basada en la secuenciacion genética, se les ordena dentro
del tipo de levaduras ascosporadas. Los blastoconidios que forman miden entre 2 a 10
um de didmetro, con gemas de la mitad de su tamafio; la formacion de seudomicelio
se puede ver en cultivos in vitro, ya sea cuando envejecen o cuando tienen sustratos

bajos en carbohidratos mas tensoactivos (Bonifaz, 2012).



Figura 1. Morfologia de Candida albicans. A) Se observan levaduras gemantes
(blastoconidios), hifas y seudohifas (400x) (Jawetz, 2011). B) Colonia de C. albicans en medio
cromogénico, blastoconidios y pseudohifas (PAS, 100x) (Bonifaz, 2012).

Figura 2. Tinciones de especies de Candida en medio Sabouraud. A) C. glabrata; B) C.
albicans; C) C. parapsilosis; D) C. tropicalis (PAS, 80x y 100x) (Bonifaz, 2012).

Todas las especies patdgenas oportunistas de Candida presentan pseudohifas largas,
ramificadas, con pequefios o grandes cumulos de levaduras o blastoconidios (excepto
C. glabrata) (Figura 2). La formacion de clamidoconidios se hace a partir del
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pseudomicelio y solo dos especies lo generan, C. albicans con estructuras terminales
o intercalares de 10 y 12 um de diametro, y C. dubliniensis, con estructuras maltiples

en racimos del mismo tamafo (Figura 3) (Bonifaz, 2012).

Figura 3. Clamidoconidios en medio de agar harina de maiz (PAS, 60x) (Bonifaz, 2012).
1.3 Epidemiologia

La epidemiologia de las candidemias ha sido objeto de numerosos estudios, pero, las
tasas de incidencia han sido muy diferentes de un estudio a otro. Se han documentado
variaciones considerables entre hospitales y paises con respecto a la incidencia de C.
albicans y otras especies de Candida. Estas diferencias se deben, en parte, a la
naturaleza de las encuestas que se realizan, a los grupos que se les aplica el estudio

y a las zonas en que es llevado a cabo (Arendrup, 2013; Gonzalez, 2008).

A pesar de lo anterior se han realizado estudios donde se unen varios articulos de
diferentes partes del mundo para englobar de forma mundial la epidemiologia de las
candidemias. Se ha encontrado que en general C. albicans es el patégeno
predominante aislado en el norte y centro de Europa y Estados Unidos. Por otra parte,
las especies no-albicans predominan en Asia, el sur de Europa y el sur de América. C.
glabrata se encuentra en mayor proporcién en el norte y centro de Europa, en los
Estados Unidos y en Asia la proporcion varia segun la configuracién, el disefio del
estudio y la regién geogréfica. C. parapsilosis se encuentra en mayor proporcion en el
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sur de Europa, seguido del sur de América y Asia. C. tropicalis se encuentra en mayor
proporcion Asia Oriental y Argentina, pero en general su proporcion varia segun el
disefio del estudio y la region geografica. C. krusei se encontré6 en menor proporcion
en todas las regiones geograficas. Para otras especies de Candida no se tienen

suficientes datos para reportar su epidemiologia (Falagas, 2010).

En México, la Cl es la quinta EFI mas frecuente, con una tasa anual de 1.2 y 14 casos
por cada 100,000 habitantes, teniendo un total de 5,617 casos por afo. Al afio se

tienen al menos 3.5 muertes por cada 100,000 habitantes (Corzo-Leon, 2015).

1.4 Diagnadstico

El diagndstico para la Cl se realiza en el laboratorio y puede hacerse por diferentes
pruebas, dentro de las cuales se utilizan con mayor frecuencia el hemocultivo, el
examen directo y los cultivos, sin embargo, estas pruebas tienen una baja sensibilidad
(50%) y retraso en el resultado (72 a 96 h) (Bonifaz, 2012).

En los dltimos afios se han desarrollado otras técnicas microbiolégicas para detectar
precozmente la Cl. Suelen agruparse bajo el término de técnicas alternativas al cultivo,
ya que estan basadas en la deteccién de componentes fangicos como lo son el mano,

el micelio, el B-D-glucano y los acidos nucleicos (Cuenca, 2012).

1.4.1 Hemocultivo

No existe estandar de oro para el diagnostico de candidemia. Los hemocultivos
convencionales y cultivos de sitios estériles son la principal herramienta diagnostica
para la Cl; a pesar de su baja sensibilidad (50%) y su retraso en el resultado (72 a 96
h). Candida en hemocultivos nunca debe de ser visto como contaminante y siempre
debe de realizarse una investigacion rapida para determinar el origen de la infeccion.
Las diversas especies de Candida crecen en la mayor parte de medios de cultivo
habituales, como son: agar sabouraud, gelosa sangre, infusion de cerebro, corazon y

extracto de levadura. Crecen de 2 a 3 dias a 28 o0 37 °C dando colonias blanquecinas,
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lisas, hiumedas, limitadas, opacas y en algin momento se observa micelio dentro del
agar (Bonifaz, 2012).

1.4.2 Examen directo

El material obtenido se coloca entre porta objetos y cubreobjetos con un aclarante, de
preferencia hidroxido de potasio de 10 a 20%, también se pueden realizar tinciones
como Gram, Wright, PAS, etc. Al microscopio se observan grandes cumulos de
blastoconidios de 2 a 4 um de diametro y pseudohifas cortas o largas e hifas (Figura
4) (Bonifaz, 2012).

Figura 4. Examen directo de candidiasis; se observan: A) pseudomicelio y B) blastoconidios
(KOH, 10%. A) 10x; B) 40x) (Bonifaz, 2012).

1.4.3 Cultivos

Las diversas especies de Candida crecen en la mayor parte de medios de cultivo
habituales, como son: Sabouraud agar, gelosa sangre, infusién de cerebro, corazény
extracto de levadura. Las caracteristicas de las colonias en la mayor parte de medios
son similares, crecen de 2 a 3 dias a 28 o 37°C, dando colonias blanquecinas, lisas,

humedas, limitadas y opacas (Bonifaz, 2012).

En la actualidad se tiene el medio CHROMagar-Candida® esta hecho a base de sales

cromoégenas y enzimas, que permiten el desarrollo de las especies mas comunes de
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Candida mediante la formacion de colonias coloridas: C. albicans (verde-claro), C.
dubliniensis (verde-oscuro), C. tropicalis (azul-gris), C. krusei (rosa palido), C. glabrata

(rosa intenso), Candida spp. (blanco.crema) (Figura 5) (Bonifaz, 2012).

Figura 5. Cultivo de especies de Candida en medio CHROM-Candida. A) C. albicans; B) C.
krusei; C) C. tropicalis; D) C. parapsilosis; E) C. glabrata (Bonifaz, 2012).

1.4.4 Deteccion de manano y de anticuerpo anti-manano

La deteccion combinada de manano y de anticuerpo anti-manano ha sido desarrollada
como técnica especifica para la deteccion de Candida spp., en suero. Hay un kit
comercial disponible (Platelia Candida Antigen Plus y Antibody Plus, Bio-Rad
Laboratories). La técnica ha demostrado una gran fiabilidad para la deteccién de la
candidemia, con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 85%. Se
recomiendan hacer determinaciones seriadas (2 a la semana) en pacientes con riesgo,
y de esta forma se adelanta la deteccién de la infeccion unos 6 dias. La técnica tiene
un 85% como valor predictivo negativo, por lo que puede ser muy Uutil para descartar
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la infeccion y ahorrar tratamientos innecesarios. En un metandlisis de 14 estudios,
siete de los cuales se realizaron en pacientes criticos no neutropénicos, la sensibilidad
y especificidad del manano y anticuerpo anti-manano fueron 58 y 93% y 59 y 83%,
respectivamente. Los valores para el ensayo combinado manano-anti-aanano fueron
de 83 y 86%, con mejores resultados para infecciones por C. albicans, C. glabrata y
C. tropicalis. Un meta-analisis reciente de candidiasis cronica diseminada indica que,
en este subgrupo de pacientes, la sensibilidad de la técnica es del 86% y que detecta

la infeccidn 16 dias antes que los hemocultivos (Cuenca, 2012; Leén, 2014).

1.4.5 Deteccidn de anticuerpos anti-micelio o anti-tubos germinales

Otra técnica especifica para la deteccion de Candida es la cuantificacion de
anticuerpos anti-micelio o anti-tubos germinales de C. albicans en suero, que pese a
su nombre es capaz de detectar anticuerpos frente a otras especies de Candida. Este
método ha sido desarrollado en Espafa y comercializado como Candida albicans IFA
IgG® (Vircell). Los estudios preliminares realizados indican que tiene una sensibilidad
del 84.4%, con un valor predictivo positivo del 96% y una especificidad del 94.7%
(Cuenca, 2012; Ledn, 2014).

1.4.6 Deteccién de B-D-glucano

Otras técnicas se basan en la deteccion del $-D-glucano, componente de la pared
fungica que no es especifico de especie. Puede emplearse en el diagnéstico de la
candidiasis, de la aspergilosis y de otras EFIs. Existen varias técnicas comercializadas
para la deteccion de glucano en suero. En Europa y en América la mas utilizada es el
Fungitell (Associated of Cape Cod Incorporated). La utilizacién de albumina, gasas,
inmunoglobulinas y hemodidlisis se asocia a falsos positivos, y la neutropenia a falsos
negativos. Por ello, se ha impuesto la idea de que esta técnica puede ser de utilidad
en el enfermo critico, ayudando a descartar la infeccion. Los datos disponibles en
estudios muestran que la sensibilidad de la cuantificacién de 3-D-glucano en el caso
concreto de la candidemia y otras candidiasis invasoras puede ser superior al 80%,

con un valor predictivo negativo > 90% cuando se realizan determinaciones seriadas,
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adelantando en 7 dias la deteccidén por hemocultivos. En un reciente metanalisis de 11
estudios, la sensibilidad y especificidad de B-D-glucano para el diagnéstico de la Cl
fueron 57-97% y 56-93%, respectivamente (Cuenca, 2012; Ledn, 2014).

1.4.7 Deteccién de acidos nucleicos

Ante las limitaciones de las técnicas convencionales en el diagnéstico de las micosis
profundas, la deteccion de é&cidos nucleicos de los hongos en muestras clinicas
siempre se ha considerado como una alternativa de gran potencial, sobre todo las
técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que permite la
amplificacion de cantidades muy pequefias de ADN. Sin embargo, la elevada
sensibilidad tedrica de las técnicas basadas en la PCR no se ha visto confirmada hasta
la fecha en la préactica clinica. Existe una técnica comercializada, SeptiFast (Roche
Diagnostica), que permite detectar ADN de bacterias y de algunas especies fungicas
de Candida y de Aspergillus. Por las caracteristicas de esta metodologia, su principal
limitacién es la falta de estandarizacion y las distintas metodologias empleadas. La
sensibilidad y la especificidad medias de estas técnicas en el diagnéstico de la
candidemia son del 92 y del 95%. En el caso de enfermos criticos con sospecha de
candidiasis invasora la sensibilidad de estas técnicas superé el 70%, mientras que los
hemocultivos fueron positivos solo en el 38% de los casos. Ademas, otros trabajos han
demostrado la precocidad diagndstica de las técnicas moleculares frente a los cultivos
tradicionales, ya que son capaces de detectar la infeccion 48 h antes (intervalo 12 h a
8 dias), lo que puede ser trascendental para instaurar un tratamiento precoz y

aumentar la supervivencia de los enfermos (Cuenca, 2012; Leon, 2014).

1.4.8 Identificacion molecular por secuenciacion

La identificacion de muchas especies de Candida por métodos tradicionales es un
desafio y a veces impreciso, particularmente para microorganismos poco comunes. El
analisis secuencial de la region de los espaciadores internos transcripcionales 1y 2
(ITS1 e ITS2) del ARNr y el gen para ARNr 5.8S se han utilizado ampliamente para la

identificacion de patdgenos fungicos. La region 5.8S es codificadora y conservada por
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lo que permite la delimitacidén entre cepas de diferente género, por otra parte, la region
de los ITS, que es una region no codificadora e hipervariable, permite el
reconocimiento a nivel interespecifico permitiendo diferenciar entre cepas de diferente
especie (White, 1990; Orbera, 2004; Nejat, 2017).

1.5 Tratamiento

Se considera de suma importancia el poder identificar a pacientes con riesgo de
presentar Cl con la finalidad de mejorar su control y tratamiento. El tratamiento
antifangico o la profilaxis que reciba un paciente con Cl se debe personalizar teniendo
en cuenta las caracteristicas del paciente y los patrones epidemiolégicos locales y la
sensibilidad a los antifingicos (Quindos, 2010).

Hasta principios de la década pasada, el tratamiento de eleccion de la infeccion
invasiva por Candida spp. fue fluconazol, reservandose las formulaciones lipidicas de
anfotericina B para el tratamiento de las infecciones mas graves. La experiencia
adquirida durante los ultimos 10 afios en el tratamiento de la Cl con el empleo de las
diferentes equinocandinas, ha hecho que diferentes Sociedades Médicas se
replantearan las recomendaciones respecto al tratamiento de eleccién. Las guias de
diagnéstico y tratamiento de la infeccién por Candida spp. de diferentes Sociedades
Médicas, publicadas en los ultimos 5 afios, consideran a las equinocandinas como el
tratamiento de eleccion de la candidiasis invasora y la candidemia, tanto en pautas de
tratamiento empirico como en el tratamiento dirigido. Tras la defervescencia y
estabilidad clinica, si los hemocultivos son negativos, el tratamiento puede seguirse
por via oral con fluconazol o voriconazol, en funcion de la especie de Candida y de su
sensibilidad. El tratamiento se mantiene, hasta completar 14 dias después del ultimo
hemocultivo positivo. Si existe afeccion primaria o metastasica de un organo, el
tratamiento debe prolongarse hasta la desaparicion de la clinica y, como minimo,

durante 4 semanas mas (Cardozo, 2015).
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1.6 Antifungicos

Los antifngicos son compuestos, naturales o sintéticos, que pueden producir
modificaciones en estructuras basicas de la célula fungica inhibiendo su desarrollo y

alterando su viabilidad (Fuentes, 2014).

Actualmente, existen varias familias de antifingicos disponibles en el mercado entre
los que se encuentran los polienos (anfotericina B y nistatina), azoles (fluconazol,
itraconazol, ketoconazol, voriconazol, posaconazol), y las Equinocandinas
(Caspofungina) (Bonifaz, 2010; Cardozo, 2015).

Los azoles son la familia mas amplia de farmacos antifungicos y una de las mas usadas
para el tratamiento de estas enfermedades, comprenden los imidazoles y los triazoles.
Este grupo de antifungicos revolucioné la micologia médica por su espectro de
actividad y sus limitados efectos adversos. El Unico inconveniente de los mismos es la
escasa utilidad que hasta la fecha han demostrado en las infecciones invasoras graves
por hongos miceliales, asi como la aparicién de cepas con resistencia secundaria. Los
azoles bloguean la sintesis del ergosterol uniéndose fundamentalmente a la enzima
14-a-demetilasa y de esta forma se acumulan esteroles metilados que resultan toxicos
para la célula (Figura 6). No obstante, este bloqueo de la sintesis del ergosterol inhibe
el crecimiento de la célula, pero no la mata (Ghannoum & Rice, 1999; Mellado, 2002;
Fuentes, 2014). Los azoles actian sobre el citrocromo P-450 lanosterol 14-a-
demetilasa (Ergp o Cyp51p), que cataliza la eliminacion del grupo 14-a-demetilasa del
lanosterol (Ponton & Quindos, 2006).

1.7 Resistencia Fungica

Con el incremento paulatino de la poblacién en riesgo de contraer Cl y el mayor uso
de antifungicos, se ha observado un aumento en las concentraciones inhibitorias
minimas (CIM) de las cepas de Candida spp., lo cual podria asociarse a falla

terapéutica (Fuentes, 2014).
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A nivel molecular, diversos mecanismos de resistencia a azoles han sido descritos en
C. albicans, como mutaciones puntuales en la region 405-488 del gen que codifica
para la enzima “blanco” del farmaco o ERG11 y/o sobre-expresion de este gen (Xu,
2000; Morschhauser, 2002; Fuentes, 2014). Los azoles inhiben el crecimiento de
hongos al interferir con la sintesis del ergosterol, ésta es interrumpida a través de la
inhibicion de la actividad enzimatica de la 14-a-demetilasa, el producto del gen ERG11.
Los azoles tienen un nitrégeno basico que coordina al atomo de hierro del grupo hemo
ubicado en el sitio activo de la 14-a-demetilasa. El sitio activo estd de este modo

ocupado por el azol, que actia como un inhibidor competitivo (Ming-Jie, 2013).

Otros mecanismos estudiados son la sobre-expresion de bombas de eflujo como
CDR1, CDR2 y MDR1, estos mecanismos podrian estar involucrados en la resistencia,
tanto de azoles como de otros antifiingicos, ya que la sobre-expresion de estas
bombas no permite la acumulacion del farmaco en el compartimiento intracelular
(Figura 7) (Fuentes, 2014). Algunas otras mutaciones pueden ejercer un efecto
solamente cuando esta en combinacion con otras mutaciones (Sanglar, 1998;
Golabek. 2015).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de accion de los azoles que actldan en la via de sintesis
del ergosterol (Mellado, 2002).
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Figura 7. Mecanismos de resistencia a los azoles en C. albicans (Parker, 2014).
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. ANTECEDENTES

Las micosis oportunistas aumentan la morbilidad y la mortalidad de los pacientes
inmunocomprometidos. Se ha demostrado que cinco especies de Candida son

responsables del 97% de los casos en todo el mundo de la ClI (Salazar, 2015).

En Estados Unidos se llevd a cabo un estudio para comparar los genotipos y
susceptibilidades a fluconazol en C. albicans de humanos. El estudio se realiz6 desde
noviembre de 1994 hasta febrero de 1995, en la Clinica de Enfermedades Infecciosas
para Adultos del Centro Médico de la Universidad de Duke en Carolina Del Norte. Las
cepas analizadas se tomaron de: pacientes con SIDA que habian sido tratados con
fluconazol, pacientes con SIDA que no habian sido tratados con fluconazol y
voluntarios sanos. Se obtuvieron 10 cepas resistentes a fluconazol. Todas las cepas
resistentes presentaron valores de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) similares.
Al compararse los genotipos de las cepas de personas saludables con las cepas de
personas con SIDA no se encontrd una diferencia significativa genética. También se
encontré que cepas diferentes, aisladas del mismo paciente, presentaban genotipos y
CIM diferentes. Otro resultado que se obtuvo fue que las cepas resistentes tenian una
mayor similitud genética entres si que las cepas sensibles (Xu, 2000).

En Espafia se realiz6 un estudio para evaluar la epidemiologia de la Cl y la
susceptibilidad antifangica en la Unidad de Cuidados Intensivos Quirdrgicos. La
duracion del estudio fue desde enero del 2012 hasta diciembre del 2013. Los
resultados arrojaron que de los 1149 ingresos que se tuvieron 22 fueron por Cl. La
incidencia global fue de 19.1 casos de CI por cada 1,000 ingresos. De los 22 casos el
59.1% fue debida a C. albicans, 22.7% por C. parapsilosis, 9.1% por C. glabrata, 4.5%
por C. krusei y 4.5% por C. tropicalis. También se encontré que hubo resistencia a

fluconazol e itraconazol en el 13.6% de los casos (Aguilar, 2015).

En México, existen pocos estudios relacionados a la susceptibilidad antifungica, por lo
que se realizé un estudio, en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional
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Siglo XXI, para evaluar la resistencia antifungica, en levaduras del género Candida, a
ketoconazol, fluconazol, voriconazol e itraconazol. Se obtuvieron 40 cepas, de las
cuales el 27.5% mostraron resistencia antifungica, siete a ketoconazol, siete a

Itraconazol, una a voriconazol y una a fluconazol (Manzano-Gayosso, 2008).

Gonzalez et al. (2008) establecio la distribucion de especies y susceptibilidad
antifingica de Candida, aisladas de hospitales publicos y privados en Monterrey, en
un periodo comprendido de julio del 2004 hasta julio del 2007. Encontré una incidencia
mayor de C. parapsilosis (37.9%), seguida de C. albicans (31.9%), C. tropicalis
(14.8%), C. glabrata (8%), C. krusei (2.7%) y C. spp. (4.6%). Los aislados de C.
albicans mostraron una resistencia del 0.78% para fluconazol y voriconazol, y una
resistencia del 1.6% para itraconazol. En C. tropicalis se observé una resistencia del
1.6% para itraconazol. El 31.25% de los aislados de C. glabrata fueron resistentes a
fluconazol y el 43.3% fueron resistentes a itraconazol. Las demas cepas de Candida

no presentaron resistencia.

Otro estudio para determinar la distribucién de especies y la susceptibilidad antifungica
del hongo circulatorio, en pacientes pediatricos, se realizd6 en 14 hospitales de
diferentes estados de México. El periodo de duracion del estudio fue desde enero del
2010 hasta diciembre del 2011. Se encontr6 que las especies de Candida
representaban el 98.32% del total de los aislados flungicos, con una incidencia de C.
albicans y C. parapsilosis del 36.08%, seguida de C. tropicalis con el 20.45%, C.
glabrata con el 2.56%, C. guilliermondii con el 1.99 %y C. spp. con el 2.84%. En cuanto
a la resistencia en azoles la mayoria de las especies no presentaron resistencia, a
excepcion de C. glabrata y C. tropicalis que mostraron una mayor resistencia al

fluconazol y al itraconazol (Gonzalez, 2013).

Sanglar et al. (1998) realizaron un estudio para ver los mecanismos moleculares de
resistencia a los azoles en cepas de Candida obtenidas de pacientes con SIDA que
adquirieron resistencia a derivados azolicos, estas cepas fueron tomadas de un

estudio previo realizado en 1995. Después del analisis de los resultados se
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encontraron cinco mutaciones (G129A, Y132H, S405F, G464S y R467K) en el gen
ERG11 asociadas a resistencia en los azoles. Pudiera ser que estas mutaciones den
la resistencia encontrandose solas o asociadas a otros mecanismos de resistencia,

como lo son la sobreexpresion de las bombas de flujo.

En Estados Unidos se realiz6 un estudio para ver la prevalencia, en cepas de C.
albicans, de los mecanismos moleculares de resistencia al fluconazol. Las cepas
clinicas se obtuvieron del Centro Cientifico de Salud de la Universidad de Texas. Se
encontraron 13 mutaciones (T348A, T376C, A383C, A395T, A428G, A685G, G919A,
C1214T, G1309A, G1336A, T1346C, G1349A, G1390A) en el gen ERG11 que
causaban cambios de aminoacidos en la proteina codificada. Los resultados que se
obtuvieron demostraron que la resistencia al fluconazol y otros azoles es el resultado
de una combinacion de diferentes mecanismos de resistencia, siendo el mecanismo
predominante la sobreexpresion de las bombas de flujo, solas 0 en combinacién con
la sobreexpresion del gen ERG11 y la presencia de mutaciones puntuales (Perea,
2001).

En China se llevo a cabo un estudio para la deteccién de mutaciones en el gen ERG11
de 23 cepas de C. albicans obtenidas de aislados clinicos de cuatro hospitales
diferentes de Shanghai. El proyecto comprendié un periodo de duraciéon de dos afios,
desde el 1 de noviembre del 2006 hasta el 31 de diciembre del 2008. Se encontraron
33 mutaciones, de las cuales 16 eran mutaciones silenciosas que no cambiaban la
secuencia de la proteina. De las otras 17 mutaciones 10 ya se habian reportado
anteriormente y siete fueron nuevas (K143Q, Y205E, A255V, E260V, N435V, G472R,
D502E). De las 17 mutaciones que presentaron cambios en aminoacidos 6 (A114S,
Y132H, Y132F, K143R, Y257H y K143Q) contribuyeron a aumentos significativos en
la resistencia al fluconazol y al voriconazol. Ademas, también se concluy6 que,
basandose en los resultados obtenidos y de acuerdo a estudios anteriores, se podrian
utilizar las sustituciones de aminoacidos A61V, A114S, Y132F, Y132H, K143Q,
K143R, Y257H, S405F, G448E, F449S, G464S, R467K e 1471T como marcadores

predictivos de la resistencia a los azoles (Ming-Jie, 2013).
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En otro estudio se exploraron los principales mecanismos moleculares responsables
de la resistencia a itraconazol, en cepas de C. krusei. Los aislamientos de las cepas
incluidas en el estudio se tomaron del Hospital Central de Tianjin y del Hospital General
de la Universidad Médica de Tianjin. Los resultados mostraron que existian siete
puntos de mutaciones en el gen ERG11 de C. krusei, incluyendo seis mutaciones
sindnimas (C51T, C642T, A756T, T939C, T1389C y G1536C) y una mutacion sin
sentido (C44T). También se encontré6 que en cepas resistentes los niveles de
expresion del ARNm del gen ERG11 estaban significativamente mas altos que los de
cepas sensibles al antifingico. Segun los resultados que se obtuvieron en el estudio
se concluyé que las mutaciones en el gen ERG11 pudieran estan asociadas a la
resistencia del itraconazol, sin embargo, no se contd con suficientes cepas
experimentales para poder afirmarlo, por el contrario, si se pudiera atribuir la

resistencia presentada al itraconazol por la sobreexpresion del gen ERG11 (He, 2015).

En Polonia se realiz6 un estudio para investigar los mecanismos moleculares de
resistencia a los azoles, en cepas de C. albicans. Se utilizaron 120 cepas (60
resistentes y 60 sensibles) obtenidas de pacientes del Hospital de Especialidades John
Paul. Se encontraron 19 mutaciones en las cepas, de las cuales cuatro (T495A,
A530C, G622A y A945C) causaban cambios de aminoacidos en la proteina codificada
por el gen, cinco (A530C, G622A, G1309A, A1167G y A1230G) solo se presentaron
en cepas resistentes y de estas una (G1309A) tenia el 54% de frecuencia. El 33% de
las cepas resistentes presentaron tres mutaciones simultaneas (A530C, G622A y
Al1167G). También se encontré que las mutaciones T462C y G1309A estaban
relacionadas con la sobreexpresion del gen ERG11, por lo que se podria atribuir
principalmente, a estas dos mutaciones, la causa de resistencia a los azoles, en estas
cepas (Golabek, 2015).

En China se realizé un estudio para verificar si mutaciones en la secuencia del gen
ERGL11 eran responsables de la resistencia a los azoles, en cepas de C. albicans. Las

cepas se obtuvieron de pacientes en Ji'nan y Guangzhou. Se encontraron 19
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mutaciones que no causaban cambios en la proteina codificada por el gen y dos
mutaciones (G487T y Y257H) que se encontraban en 14 de las cepas resistentes. En
las 14 cepas se evalud la expresion de cinco genes relacionados con la resistencia
(CDR1, CDR2, ERG11, MDR1y FLU1), en general no se encontrd una sobreexpresion
de los genes, por lo que se propone que la resistencia podria atribuirse solo a las dos
mutaciones mencionadas (Xu, 2015).

En Brasil se realiz6 un estudio con el objetivo de identificar mutaciones en la region
codificadora del gen ERG11, en aislados clinicos de especies de Candida resistentes
a los azoles. Los aislados clinicos se obtuvieron del Laboratorio de Microbiologia
Aplicada de la Universidad Federal de Grande Dourados. Se encontraron 25
mutaciones en las secuencias, de las cuales solo dos (Y166S y G524R) alteraban la
secuencia de la proteina codificada, y tres eran nuevas (C108G, C423T y A1581G).
Se concluy6 que la mutacién G524R afectaba mayormente a la enzima codificada por

lo que podria estar relacionada a la resistencia antifungica (Santos, 2016).
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I1l. JUSTIFICACION

Las Enfermedades fangico invasivas (EFIs) tienen un impacto creciente en la atencion
hospitalaria y constituyen un porcentaje importante de las infecciones asociadas a la

atencion de la salud.

La EFI por Candida o candidiasis invasiva (Cl) se considera la principal causa de
morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados con compromiso inmune. En
México, no existen estudios sobre mecanismos de resistencia en especies de Candida
asociados a la falla terapéutica. En base a estos antecedentes se considera de gran
relevancia realizar estudios de distribucion de especies, sensibilidad antifangica y la
caracterizacion de mecanismos de resistencia a nivel molecular en especies de
Candida aisladas de pacientes con Cl asociadas a fallas terapéuticas en el Estado de

Durango.
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V. HIPOTESIS

En la poblacion de Durango prevalecen cepas de Candida spp. con resistencia a la
familia de los azoles la cual se asocia a la presencia de mutaciones puntuales en el
gen ERG11.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar variantes del gen ERG11 en especies de Candida aisladas de candidemias
nosocomiales y su asociacion a la resistencia a los azoles en una poblacion del Estado

de Durango.

5.2 Objetivos especificos

e Aislar e identificar cepas de Candida spp. de pacientes con candidemias

nosocomiales del Hospital Materno-Infantil de Durango.

e Determinar los fenotipos de resistencia al fluconazol, voriconazol e itraconazol,
por pruebas de microdilucién en caldo de acuerdo a las recomendaciones de la

CLSI de las cepas identificadas.
o Amplificar la region ITS y el gen ERG11 de los aislados clinicos de las especies

de Candida que presenten resistencia a los antifingicos analizados e identificar

mutaciones puntuales del gen por secuenciacion.
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VI. MATERIAL Y METODOS
6.1 Tipo de estudio

Observacional, ambispectivo, transversal, descriptivo.

6.2 Poblacion de estudio

El estudio se realizé durante el periodo de Enero del 2012 a Enero del 2018 e incluy6
todos los aislados clinicos de Candida spp. obtenidos a partir de liquidos estériles de
pacientes con infeccién nosocomial aislados del Hospital General 450 de la Secretaria

de Salud del Estado de Durango.

6.3 Aspectos éticos

El protocolo del presente trabajo de investigacion se ha sometido a evaluacion y fue
aprobado por el comité de ética e investigacion del Hospital General 450 de la

Secretaria de Salud de Durango (Anexo 1).

6.4 Criterios de inclusion

Cepas de Candida spp. aisladas de liquidos estériles de pacientes con diagndstico de
infeccion nosocomial de acuerdo a la NOM-045-SSA2-2005.

6.5 Criterios de exclusion

Cepas de Candida spp. procedentes de pacientes con diagndéstico de infeccién

nosocomial de los cuales ya se habia obtenido una cepa previamente.

6.6 Criterios de eliminacion

Aislados que se contaminen durante el estudio.

22



6.7 Tamafno de la muestra

Se incluyeron todos los aislados clinicos de Candida spp. de liquidos estériles de
pacientes que presenten infeccion nosocomial de Instituciones de Salud del Estado de

Durango.

6.8 Recoleccion de muestras

Se incluyeron cepas aisladas de liquidos estériles de pacientes que presentaron
candidemias del Hospital Materno-Infantil de Durango de Enero del 2012 a Agosto del
2016. Para los criterios de inclusién se tomaron cepas de Candida spp. aisladas de
pacientes con diagndstico de infeccion nosocomial de acuerdo a la NOM-045-SSA2-
2005. Los criterios de exclusion fueron para cepas de Candida spp. procedentes de
pacientes con diagndstico de infeccion nosocomial de los cuales ya se habia obtenido
una cepa previamente. Los criterios de eliminacién fueron para cepas contaminadas
por otros microorganismos y para placas de agar con contaminacion por

microorganismos ajenos a los de interés en el estudio.

6.9 Identificacion de los aislados clinicos de Candida spp.

Se llevo acabo la identificacion de los aislados clinicos en el equipo BD Phoenix™
(Becton Dickinson), el cual contienen sustratos fluorogénicos y cromogénicos que al
estar en contacto con el organismo puede haber una reaccién (reaccién positiva) o no
haber reaccion (reaccion negativa). Cuando se combinan las reacciones positivas y
negativas, se determina la identificacion del organismo. También se confirmé la
especie mediante agar cromogénico (CHROMagar Candida), el cual es un medio
selectivo y de diferenciacion para el aislamiento de hongos, con la inclusiéon de
sustratos cromogenos en el medio, las colonias de C. albicans, C. tropicalis y C. krusei
producen colores diferentes, lo que permite la deteccion directa de estas especies de
levaduras en la placa de aislamiento. Las colonias de C. albicans presentan un color
de verde claro a mediano, las colonias de C. tropicalis, de azul verdoso a azul metalico

y las colonias de C. krusei, rosado claro con borde blancuzco.
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6.10 Pruebas de susceptibilidad antifungica

Los ensayos de susceptibilidad se llevaron a cabo por pruebas de microdilucién en
caldo de acuerdo a las recomendaciones del Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) de su documento M27-S4 del 2012. Como control de calidad del método se
utilizé la cepa de Candida parapsilosis ATCC 29019. Se probaron tres antifingicos:

fluconazol, itraconazol y voriconazol.

6.10.1 Medio de cultivo

El medio que se utilizé6 fue el RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato sédico
(Sigma), tamponado con acido morfolino propano sulfonico (MOPS) 0.164M (Sigma),
ajustado a pH 7+0.1 y con 0.2% de glucosa. Para su preparacion se disolvieron 10.40
gr de RPMI 1640 y 34.53 gr de MOPS en 700 ml de agua destilada, se ajusté a pH
7+£0.1 con NaOH 10N y se afor6 a 1Lt. Se esterilizd el medio por filtracion y se

almacend a 4°C hasta su uso.

6.10.2 Solucion madre de los antifungicos

Para el antifungico soluble en agua (fluconazol) se pesaron 0.0128 gr y se disolvieron
en 10 ml de agua destilada, la solucién de esterilizd por filtracion y se dividié en
alicuotas de 1.1 ml que se guardaron a -70°C hasta su uso. Para los antifiingicos
insolubles en agua (itraconazol y voriconazol) se pesaron 0.0160 gr y se disolvieron
en 10 ml de dimetil sulféxido (DMSO), la solucion se esterilizo por filtracion y se dividié
en alicuotas de 1.1 ml que se guardaron a -70°C hasta su uso. Una vez descongeladas

las alicuotas no podian volverse a congelar.

6.10.3 Diluciones de los antifungicos

Para el antifiungico soluble en agua (fluconazol) las concentraciones que se ensayaron
fueron de 64 a 0.12 ug/ml. Se utilizaron las cantidades indicadas en la Tabla 1 y se

siguieron los pasos presentados en las Figuras 8 y 9. El control de esterilidad (CE) y
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el control de crecimiento del cultivo (CC) solo llevaron medio RPMI. En total se llenaron
18 microplacas y estas se almacenaron a -70°C hasta su uso.

Tabla 1. Diluciones del antifungico soluble en agua (fluconazol) (CLSI, 2012).

» : A un tubo con Concentracion
Tubo Concentracion | Transferir Tubo
RPMI resultante
SM 1280 ug/ml 3ml 3ml 640 ug/ml 2
2 640 ug/ml 1.5ml 1.5ml 320 ug/ml 3
2 640 ug/ml 1.5ml 4.5 ml 160 ug/ml 4
4 160 ug/ml 1.5ml 1.5ml 80 ug/ml 5
4 160 ug/ml 0.75 ml 2.25ml 40 ug/ml 6
4 160 ug/ml 0.75 ml 5.25 ml 20 ug/ml 7
7 20 ug/ml 1.5 ml 1.5ml 10 ug/mi 8
7 20 ug/mi 0.75 ml 2.25 ml 5 ug/ml 9
7 20 ug/mi 0.75 ml 5.25 ml 2.5 ug/ml 10
10 2.5 ug/ml 3ml 3ml 1.25 ug/mi 11
—
€Y
[— \5‘& ===
2D 320 ug/ml 5
. 5\@
/.y b
i 4 —] [—1
640 ug/ml \ @ 0.75 ml ® )]
=
[5m W\, & o
o 160 ug/ml \ Ougml > 10 ug/ml
: @ 0.75 ml @
| — _>
Solucion mad - 7, = 3 ml
'}u':E;];IrJ“ﬂ re 20 ug/ml J};}/ 5 ug/ml /-_\‘
—
Ao 3 ml a
= — >
2.5ug/ml 1.25ug/ml

Figura 8. Esquema para las diluciones del antifingico soluble en agua (fluconazol) (Cantén,
2007).
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Figura 9. Segundo paso de las diluciones para fluconazol (Cantén, 2007).

Para los antifingicos insolubles en agua (itraconazol y voriconazol) las
concentraciones que se ensayaron fueron de 16 a 0.03 ug/ml. Se utilizaron las
cantidades indicadas en la Tabla 2 y se siguieron los pasos presentados en las Figuras
10y 11. El control de esterilidad (CE) solo llevé medio RPMI y el control de crecimiento
del cultivo (CC) llevé DMSO y RPMI en una proporcion 1:50. En total se llenaron 18
microplacas y estas se almacenaron a -70°C hasta su uso.
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Tabla 2. Diluciones de los antifungicos insolubles en agua (itraconazol y voriconazol) (CLSI,
2012).

Tubo Concentracion | Transferir A unDtI\l/Jlg(())con COrI’;(;iTtt;ﬁf[)éon Tubo
SM 3200 ug/ml 2ml - 1600 ug/ml 2
2 1600 ug/mi 0.5 ml 0.5ml 800 ug/ml 3
2 1600 ug/mi 0.25 ml 0.75 ml 400 ug/ml 4
2 1600 ug/mi 0.25 ml 1.75 mi 200 ug/ml 5
5 200 ug/ml 0.5 ml 0.5 ml 100 ug/mi 6
5 200 ug/ml 0.25 ml 0.75 ml 50 ug/ml 7
5 200 ug/ml 0.25 ml 1.75ml 25 ug/ml 8
8 25 ug/ml 0.5 ml 0.5 ml 12.5 ug/ml 9
8 25 ug/ml 0.25 ml 0.75 ml 6.25 ug/ml 10
8 25 ug/ml 0.25 ml 1.75 mi 3.12 ug/ml 11

@
1600 ug/ml —
& 12.5 ug/ml
2 ml ) o
@
- =
i
qej 6.25 ug/ml
Solucion madre iy —
(SMD a
——
3.12 ug/ml

Figura 10. Esquema para las diluciones de los antifungicos insolubles en agua (itraconazol y
voriconazol) (Cantén, 2007).
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Figura 11. Segundo paso de las diluciones para itraconazol y voriconazol (Cantén, 2007).

6.10.4 Preparacion del inoculo

Como las levaduras estaban almacenadas en congelacion primeramente se realizaron
2 pases en agar glucosado de Sabouraud (SDA), las placas se dejaron incubando a
35°C por 24 h. De la placa con la resiembra se tocaron, con el asa de cultivo, 5 colonias
que se resuspendieron en un tubo de solucién salina (NaCl 0.85%). Se agito bien vy,
con ayuda de un espectrofotometro (longitud de onda: 650 nm), se ajusté a una
densidad optica 0.5 McFarland. Posteriormente se realizé una dilucion 1:1000 con el
in6culo y medio RPMI, esta dilucion es la que se utilizé para inocular las microplacas.
La dilucién final fue sembrada en agar cromogénico (CHROMagar Candida) para el
control de pureza del cultivo.

6.10.5 Inoculacién de las microplacas

Se sacaron las placas de congelacion y se dejaron a temperatura ambiente hasta

descongelarse. Fueron colocados 100 ul de la dilucién del in6culo en cada pocillo,
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desde el pocillo 2A hasta el pocillo 12A. Cada dilucion de in6culo se puso por duplicado
(Figura 12). Una vez inoculada la placa se dejaba incubando por 24 horas a 35°C y

luego se pasaba a la lectura de los resultados.

Inoculo

CE solo tiene
200 ul de RPMI

100 ul en cada pocillo

TR

Cepa A

Cepa B

Cepa C

Cepa D

e

Figura 12. Inoculacién de las microplacas (Cantén, 2007).

6.10.6 Lectura de los resultados

La lectura fue de forma visual y se realiz6 con ayuda de un espejo invertido. La
concentracion inhibitoria minima (CIM) fue la concentracibn mas baja de antifungico
gue produce una reduccion aparente del crecimiento de la levadura (90%), comparada
con el control de crecimiento del cultivo. La lectura se realizO 24 h después de la
inoculacion de las placas, en caso de que el control de crecimiento del cultivo no
hubiera crecido suficiente las placas se dejaban otras 24 h en incubacion a 35°C y
después se realizaba la lectura de las placas. Como puntos de corte para las cepas

resistentes se tomaron en cuenta las concentraciones presentadas en la Tabla 3.

29



Tabla 3. Puntos de corte para cepas resistentes segun el CLSI (2008, 2012).

Puntos de corte (pg/ml)
Antifungico ot
. L : N ras
C. albicans | C. glabrata | C. tropicalis | C. krusei | C. parapsilosis M27-A3

Fluconazol

(M27-S4) =8 >64 =8 >8 >8 =64
Voriconazol

(M27-S4) >1 24 21 =2 >1 24
Itraconazol

(M27-A3) >1 >1 21 >1 >1 >1

6.11 Extraccion de ADN genomico

Para obtener el ADN gendmico de las cepas resistentes se utilizé el método modificado
de Hoffman y Winston (1987). Primero se sembr¢ la levadura en agar YPD y se dejé
incubando 24 h a 37°C, luego se paso una colonia a 5 ml de caldo YPD, se dej6
incubando a 35°C por 24 h con agitacion de 100 rpm. El paquete celular se obtuvo por
centrifugacion (13,000 rpm durante 3 min a 4°C) en tubos Eppendorf. Se decanto el
sobrenadante y después se lavé el paquete celular con 500 ul de agua destilada estéril,
se agitd en vortex y se centrifugé nuevamente a 13,000 rpm por 5 min. El sobrenadante
se decanto y las células se resuspendieron en 200 ul de solucién de lisis (Tritdn X-100
2.0%, SDS 1.0%, NaCl 10.0 mM, Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM.) y 200 pl de mezcla
fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se afiadieron 0.3 gr de perlas de vidrio (0.45-
0.52 um de didmetro) pretratadas (esterilizadas por calor) y se agité vigorosamente en
vortex por 4 min (40 s en vortex y 20 s se dejaban reposar en hielo hasta completar el
tiempo). Posteriormente, se agregaron 200 ul de TE (Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM)
y se agito en vértex por 30 s, se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min y se obtuvo la fase
acuosa en un tubo Eppendorf. Se agregé 1 ml de etanol absoluto y se mezcl6 por
inversion, se dejo precipitar a -20°C por 1 h. Después de la precipitacion, se centrifugo

a 13,000 rpm por 5 min, se decanto el sobrenadante y la pastilla se lavé con 500 ul de
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etanol al 70%, se dejo secar el boton de ADN a temperatura ambiente. El boton de
ADN se resuspendié en 50 ul de agua mili-Q. Por ultimo, se cuantifico la cantidad de
ADN extraido en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) y se realiz6 un gel de agarosa

al 1% para verificar su presencia.

6.12 Amplificacién de las regiones ITS

Para la identificacion molecular de las especies de las cepas resistentes se amplifico
laregion ITS que incluye la secuencia parcial del gen para el ARNr 18S de la subunidad
ribosomal pequefia; las secuencias completas del espaciador interno transcripcional 1
(ITS1), el gen para el ARNr 5.8S y el espaciador interno transcripcional 2 (ITS2); la
secuencia parcial del gen para el ARNr 28S de la subunidad ribosomal grande (Figura
13). Las condiciones y reactivos usados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) se muestran en la tabla 4. Los oligonucleotidos fueron mandados a sintetizar
segun las secuencias propuestas por White en 1990. Los productos amplificados

fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% para comprobar su

presencia.
j===== 500800 pb ===n
1
i '
ITS1 ITS3
5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG3” I =
ADNr 18S ms1 ;g;’ I1s2 ADNr 28§ ]
&a € 5 TCCTCCGCTTATIGATATGE 3
ITs2 ITS4

Figura 13. Esquema de la region ITS, correspondiente a la secuencia parcial del gen ARNr
18S; las secuencias completas del espaciador interno transcripcional 1 (ITS1), el gen para el
ARNr 5.8S y el espaciador interno transcripcional 2 (ITS2); la secuencia parcial del gen para
el ARNr 28S. Esta region varia de 500 a 800 pb (Lafuente, 2015).
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Tabla 4. Cantidades y condiciones de la PCR para la amplificacion de las regiones ITS.

CANTIDADES A UTILIZAR CONDICIONES

Reactivo Volumen DE LA PCR
Agua mili-Q Completar 25 pl
5X Advantage HD Buffer (Clontech) 5ul
dNTPs 10 uM 0.5 ul 35 ciclos
Oligonucledtido directo 10 uM 0.3 ul 94°C/15 s

58°C/15 s

Oligonucledtido reverso 10 uM 0.3 ul 72°C/1 min
Advantage HD Polymerase Mix (Clontech) 0.25 ul
Muestra de ADN 100 ng

6.13 Purificacion de las regiones ITS

Los productos amplificados en la PCR anterior fueron purificados con el kit para
purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) el cual se basa en
la capacidad que tiene el ADN para unirse a las membranas de silice en presencia de
sales caotrdpicas. Este kit esta disefiado para extraer y purificar fragmentos de ADN
de 100pb a 10kb de geles de agarosa estandar o de bajo punto de fusién en acetato
de Tris (TAE) o borato de Tris (TBE) o para purificar productos de PCR Directamente
de una amplificacion por PCR. La purificacion de los productos se hizo a partir de un
gel de agarosa al 1.5%. Los productos purificados fueron cuantificados en un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

6.14 Secuenciacion y analisis de las regiones ITS

Los productos purificados se mandaron secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (IBT) (http://www.ibt.unam.mx/sintesis/secuenciacion.html). Las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

para la identificacion de especie de las cepas resistentes.
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6.15 Disefio de oligonucledtidos para el gen ERG11

Se disefaron oligonucledtidos para las tres diferentes especies de Candida spp. que
fueron encontradas en las cepas resistentes. Para el disefio se utilizé el programa en
linea Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y las secuencias
de las cepas de C. glabrata (GenBank: KR998010.1), C. krusei (GenBank:
KR998013.1) y C. parapsilosis (GenBank: GQ302972.1).

6.16 Amplificacién de un fragmento del gen ERG11

Para la amplificacion de un fragmento gen ERG11 se utilizé una enzima de alta
fidelidad (Advantage HD Polymerase Mix, Clontech) para evitar cambios en las bases
propias de la amplificacion. Las condiciones y reactivos usados en la PCR se muestran
en la Tabla 5. Los productos amplificados fueron sometidos a electroforesis en un gel

de agarosa al 1.5% para comprobar su presencia.

Tabla 5. Cantidades y condiciones de la PCR para la amplificacion del gen ERG11.

CANTIDADES A UTILIZAR CONDICIONES
Reactivo Volumen DE LA PCR
Agua mili-Q Completar 25 pl
5X Advantage HD Buffer (Clontech) 5ul
dNTPs 10 uM 0.5 ul 35 ciclos
Oligonucleotido directo 10 uM 0.3 ul 94°C/15 s
58°C/15 s
Oligonucleotido reverso 10 pM 0.3 ul 72°C/1:40 min
Advantage HD Polymerase Mix (Clontech) 0.25 pl
Muestra de ADN 100 ng
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6.17 Purificacion del fragmento del gen ERG11

Los productos amplificados del fragmento del gen ERG11 fueron purificados con el kit
para purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) el cual se
basa en la capacidad que tiene el ADN para unirse a las membranas de silice en
presencia de sales caotropicas. Este kit estd disefiado para extraer y purificar
fragmentos de ADN de 100pb a 10kb de geles de agarosa estdndar o de bajo punto
de fusion en acetato de Tris (TAE) o borato de Tris (TBE) o para purificar productos de
PCR Directamente de una amplificacién por PCR. La purificacién de los productos se
hizo a partir de un gel de agarosa al 1.5%. Los productos purificados fueron

cuantificados en un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

6.18 Secuenciacion y analisis del fragmento del gen ERG11

Los productos purificados se mandaron secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (IBT) (http://www.ibt.unam.mx/sintesis/secuenciacion.html). Las secuencias
obtenidas fueron analizadas utilizando el programa en linea Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), y para los alineamientos se utilizaron las
secuencias de las cepas de C. glabrata (GenBank: KR998010.1), C. krusei (GenBank:
KR998013.1) y C. parapsilosis (GenBank: GQ302972.1).
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VIl. RESULTADQOS
7.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron un total de 56 aislados clinicos de Candida spp. a partir de liquidos
estériles de pacientes con infeccion nosocomial aislados del Hospital Materno-Infantil
del Estado de Durango. La distribucion de la prevalencia de Candida spp. por género
fue: 53% masculino, 43% femenino y del 4% no se supo el género (Figura 14 A); y por
edad fue: 64% pacientes pediatricos, 34% pacientes adultos y del 2% no se supo la
edad (Figura 14 B). La principal fuente de aislamiento fueron los hemocultivos (96%),
seguido de liquido peritoneal (4%) (Figura 15). El numero de cepas de Candida spp.
aislada por servicio fue: 9 de Medicina Interna, 11 de la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales (UCIN), 8 de Pediatria, 3 de la Unidad de Terapia Intensiva Adultos (UTIA),
8 de Oncologia, 11 de la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP), 4 de
Transicion y 2 de Cirugia (Figura 16).

A o B
m Masculino m Pacientes Pediatricos
= Femening w Adultos
= NIA nN/IA

Figura 14. Descripcion de la poblacion por: A) Género y B) Edad.

 Hemocultivo

= Liquido peritoneal

Figura 15. Fuente de aislamiento de las cepas de Candida spp.
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Figura 16. Numero de cepas aisladas de cada servicio del hospital.

7.2 ldentificacion de los aislados clinicos de Candida spp.

Los 56 aislados obtenidos fueron analizados en el equipo BD Phoenix™ y en
CHROMagar Candida para la identificacién a nivel de especie. Mediante el equipo BD
Phoenix™ se encontré con un mayor porcentaje de prevalencia a C. albicans (30.3%)
seguida de C. tropicalis (23.2%), C. lusitaniae (17.8%), C. glabrata (8.9%), C.
parapsilosis (8.9%), C. famata (3.5%), C. spp. (3.5%), C. krusei (1.7%) y C. lipolytica
(1.7%). Con el CHROMagar Candida se obtuvo con un mayor porcentaje de
prevalencia a C. spp. (48.2%) seguida de C. albicans (28.5%) y C. tropicalis (23.2%)
(Tabla 6).

Tabla 6. Identificacion de las cepas de Candida spp. aisladas, mediante el equipo BD
Phoenix™ y CHROMagar Candida.

C. albicans 17 30.3 16 28.5
C. tropicalis 13 23.2 13 23.2
C. lusitaniae 10 17.8 0 0
C. glabrata 5 8.9 0 0
C. parapsilosis 5 8.9 0 0
C. famata 2 3.5 0 0
C. spp. 2 3.5 27 48.2
C. krusei 1 1.7 0 0
C. lipolytica 1 1.7 0 0
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7.3 Pruebas de susceptibilidad antifungica

A las 56 cepas de Candida spp. aisladas se analiz6 la susceptibilidad al fluconazol,
intraconazol y vorizonazol de acuerdo a las recomendaciones del CLSI (2012) en su
documento M27-S4, encontrando un total de 6 (10.7%) cepas resistentes a los
antifingicos analizados. La cepa 735-H fue resistente a los 3 antifingicos, la cepa 302-
H fue resistente al fluconazol e itraconazol, las cepas 434-H, 1030-H y 581-H fueron
resistentes al fluconazol y la cepa 1421-H fue resistente al itraconazol. En la Tabla 7
se muestran el numero de cepas que crecieron a las diferentes concentraciones de
cada antifungico analizado, en amarillo se encuentran marcadas las concentraciones
que se tomaron como punto de corte para la resistencia de cada antifungico de acuerdo
a lo recomendado por el CLSI (2008-2012). En la Figura 17 se tienen los porcentajes
de resistencia encontrados en la poblacion total de cepas aisladas, teniendo un 85%
de cepas sensibles, un 8% de cepas resistentes al fluconazol, 5% de cepas resistentes

al itraconazol y 2% de cepas resistentes al voriconazol.

Tabla 7. Susceptibilidad de los aislados de Candida spp. a las diferentes concentraciones de
los antifungicos analizados de acuerdo a los puntos de cortes de la CLSI (2008, 2012).

Fluconazol No. de cepas Voriconazol | No. de cepas Itraconazol | No. de cepas
(ng/ml) qgue crecio (ng/ml) que crecio (ng/ml) qgue crecio

0 6 0 19 0 10
0.125 10 0.03 11 0.03 12
0.25 10 0.06 8 0.06 5
0.5 8 0.12 6 0.12 7
1 12 0.25 7 0.25 13
2 3 0.5 4 0.5 6
4 2 1 0 1 2
8 3 2 0 2 0
16 1 4 0 4 0
32 0 8 0 8 0
64 1 16 1 16 1
Resistentes 5 Resistentes 1 Resistentes 3
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m Cepas sensibles

m Cepas resistentes a ltraconazol

= Cepas resistentes a Voriconazol
Cepas resistentes a Fluconazol

Figura 17. Porcentaje de la resistencia encontrada en Candida spp. a los antifungicos
analizados.

7.4 Extraccion de ADN gendmico

A las 6 cepas de Candida spp. que presentaron resistencia a los azoles se les realizo
extraccion de ADN gendmico. En Tabla 8 se presentan las cuantificaciones de las
muestras de ADN obtenidas por el Nanodrop 2000. En la Figura 18, se muestra la
integridad del ADN gendmico extraido en un gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt. El
ADN extraido se utilizé para amplificar la regién ITS (para confirmar la especie) y un

fragmento del gen ERG11 (identificar mutaciones por secuenciacion).

Tabla 8. Cuantificaciones de las muestras de ADN extraido de las cepas de Candida spp.
resistentes.
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Figura 18. Integridad del ADN extraido de las cepas de Candida resistente a los azoles
analizados en un gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt. 1) Marcador de tamafio molecular de
1 Kb; 2) Cepa 302-H; 3) Cepa 1421-H; 4) Cepa 434-H; 5) Cepa 1030-H; 6) Cepa 581-H; 7)
735-H.

7.5 Amplificacién y secuenciacion de las regiones ITS

Para confirmar la especie de los aislados resistentes de Candida, se amplifico y
secuencido la regién ITS a partir del ADN gendmico extraido. Los productos
amplificados fueron analizados en geles de agarosa al 1% observando que las cepas
434-H, 1030-H y 735-H amplificaron un producto de 500 pb, mientras que las cepas
302-H, 1421-H y 581-H amplificaron un producto de aproximadamente de 800 pb
(Figura 19). Los productos amplificados se purificaron y se mandaron secuenciar al

Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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Figura 19. Amplificacion de la region ITS de las cepas de Candida spp. y analizadas en geles
de agarosa al 1.5% y tefiido con BrEt. 1) Marcador de tamafio molecular de 1Kb; 2) Cepa 302-
H; 3) Cepa 1421-H; 4) Cepa 434-H; 5) Cepa 1030-H; 6) Cepa 581-H; 7) 735-H.

En el analisis de las secuencias de las regiones ITS de las cepas de Candida spp. se
logro obtener de la cepa 302-H una secuencia de 386 pb la cual mostro una identidad
del 95% con C. glabrata. De la cepa 1421-H se obtuvo una secuencia de 676 pb la
cual mostro una identidad del 99% con C. glabrata. De la cepa 434-H se logré obtener
una secuencia de 482 pb la cual mostro una identidad del 98% con C. krusei. De la
cepa 1030-H se obtuvo una secuencia de 479 pb la cual mostro una identidad del 99%
con C. krusei. De la cepa 581-H se obtuvo una secuencia de 902 pb la cual mostro
una identidad del 98% con C. glabrata. De la cepa 735-H se logr6 obtener una
secuencia de 491 pb la cual mostro una identidad del 99% con C. parapsilosis (Figura
20 y Tabla 9). Al realizar la identificacion molecular de la cepa 302-H y 581-H se vio
gue ya no eran resistentes para el fluconazol ya que los puntos de corte para C.
glabrata son mayores a los de otras especies. En la Tabla 9 se muestra un resumen
de la identificacion de las cepas de Candida spp. resistente a los azoles analizados
por los tres métodos utilizados, obteniendo en la comparacién del analisis molecular y

el equipo BD Phoenix™ solo un 16.6% de similitud.
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=302-H
CEEGEGARTTTAITEATITET CT GAGCT CEEAGRGREACATCTCTEEEEA
EERCCAGTETAGRCRCTCRAGERGECCCARRRRTATTITCICTGCTET EAR
TG AT T AT I e e et TT ARG T GO CEETIGETEEETGITCTECA
BT EEEEACEERECCEAC A A RGACC T GEEACT TGOS GTATCTCTCIA
ITC R GGG IEITTI AT CACACGRCTOERCRCTITCTRATRCCTRACR
A A ECACT TECITTACT ACT ATGCT THT CTRCAT GGG AR TECTCT
CTITCGEEEEEEEACTCTCOCCT GAAGCHACCOCAT

=434-H

I3 GEE AT TCTACCTEATITEAGCTCARMTITITGITETCT CHYRAACAT
HCECTCTCeE e CARG GO OO CIGRARR AR RCTCTACTTCGCTCEECT
LT TCECTC I TICAGG3GAGTCGCAGCTCCEACECTSTITACRCEIC
GTCCECTCCECTOCCCCA ACT CT GO CACECECRAGRTEERA RCGROGECT
AR A AT OO CGE A AT GO EACEEECECARTETE O T TCRACR
LT CEATCATT CRCCATGECT G AATTCACACTAGGIATOECATTTOECT
ECECTCTICAT CEATGCGRAGARCCRACRERTCCETTETIGRARETTTTET
ITETITTICETAGATTICTCTIGTCGRCTATATEC TATATTCCACATTIT
AGETETTETTGTITICEITCCGCTCACGCRGTGTAGTACTRA AT CRACRET
LATGATCCTTOCECRGETTCACCTACEGRRER

=381-H

CREGERNCCTROCIGRT TTGRAGET CRACT TR RRGRCGTCTGTCTEICCRED
LG A AR AR ACTCACT TAC CCTCCCTAGAT CRACACCGRAGTIGET AR
ACCTRATRCRGTRTIRARC OO CECCGCTCECECRARCERGCAGCRAGATIA
AT AR GAGARGCTTECEC TG TG TCCCACATACTGATHIGEOCTACARTTIC
AT TARCT A R AR O GR G TAT CACT CACTACCRARCACR AYETGTIT
GRGARGELARTERCECTCAR ACACECRTECCCCCCGEARTRCCRGREEED
G RATGTECET TCARRCATI C AT CATTCACEGRATICTGCARTTCACAT
IRCGTATCECATITCGCTGOETI CITCATCERAT GCGRAGRACCARGRGRTC
CATTETTCARAEITITEAACTTGTITICTACTARRARGARATCTIGTETIC
AT GRATIACT TRAR AT A R A R A R TATTTETITEISITIGCATCCRCTES
GREARCTCCCT OO ARG G RGO ITTCCCCCARCGRRACAR R ACGARTRET
AT AT AR AT AT TG TG TAGTART TAGRAREGTCTCGAGTCEYET
GATARAACRCCTCCITTGEA A TAGRGRGRT CCACGCACRCTCCCAGGHCT
ITET CGECT eI O oA TG Y AGR AR OO RO R A C DG CGCACT TR
GO RHGCACGREARRTAGCATT CACRNCHERGRARATATTITAGEEGECC
ICCTEAGTETCTRCEC TG I CCT COCCARRRETETCICTCTCOCGAGCTCR
GACARATCARTTRA R T TICITTARTGEATCCTICCOYRECT TRCCTMOGEA
LGAT R, AR T TR AR A R T TIARTTISRT TTTETCTGAGCTTCGER
Ca

=142]1-H

AT OO T EERARCTECTCATCTEAGATITCTCARRSRCACTEITGRHT
GEMCRRGEICCRATEACT TEETTACCETCCTCATARCTITCCTCRAEAT G
CT AR I T AR AT R A GO CTT CTCAT TRS AT S EGEAGCAEIRER
IR AT ARG G R RGCTIGCGCICET G I T CCRCATACT GATAT GG CTRCRRT
ITCARGTIARCTCARARRCCACACTATCRCTCACTRCCRARCRCARCETE
ITIGAGARGEARATCACGCICRARCACECATEICOCOCGGRATACCAGRG
GECECA AT G TG T I R ACATT CEATGRTTCACGERATTCTGCARTTCR
CATT ARG AT CECATTTCECT GG ITCT TCAT CGATEOGAGARCTRACRS
ATCCRTTET TGRARGTTITCARGTIGITTICIACTRARARGRARTICTIGIC
ITCACTGRATTRACTITRA R ARATETITEITIGTGTITECATCICACTE S
AR AT O CCCOGR AR GACAGCEITCOCCCRACGRARCRARAGR ATACTR
GTAARGTHRRCTCCRCTGTCTETAGTAATT AGARAGISTCEAGT T GRG
AT AR L T CCTITECARTAGAGACATCCHIECWCACT COTHGETCIT
IGCTEECICCCTOOCCCCRCTZCIEA

=1030-H

AR GEC AT I TACCTEATI TCAGGTORRGCITITTIGTIGTCTCGCARCRCT
CECTCTCEE e RAGCEICCCTERAR AR ARGTCTRSTTCEITCEECCR
GCITCG I T ITCAGG AT CEI A CTCOGROGCTCTTTACRCET O
T O T o O C R I C TGO ACE G CARGRIGEAR AT CACGITC
AR GECA TGO OO A TGO GEEROGCARTETGOGTICRAGER
CTCGATGAT TCACGATECGCIGCARTTCACACTAGETATCGCATITCGCTE
CECTCTITCATCGAT ECEAGRACCALGRGRTCOGTIGITEARAGTTTTIGIT
IEITTITOGTAGATITCICITET CGACTATATGCTATATTCCACATTTIA
GEIGTIGITEI TITCRT I COGCT CAC FCRGT ECTRGTASTARATCACAGTA
ATEATCCITCOECRAGETICACCTACG AR

=735-H

ATEECRGI L TCCIGRTTIGAGET CERRT TIGEARGRASTTTIGERAETTIG
IACCRATEAGT EEARARRACTATCCATTAGTITATACTCCGOCITTCTIT
CRARGCA AL CCCRECETRATICGCTCARCACCE AR CCCGREEETITCAGGERG
AR R TR TCA R AR ATECCTITEEARTROCRARGEGIGIRATET
GCETTCARAGATICCATGATITCACCARTATCIGCARTITCATATTACTTAT
CECATTITOECTECETTCITCATOGAT ZOEAGRACCRRGRGRATCCETIGIT
GARACTTITEACTATTRAR AT ARTCGSTTCACRTTARATRARATITEETIC
AETTTART CTCTEECAGECCCCATATAGRAGECTRACCRARGTRRRGTIT
ICRAR AL AR AL AR CACATCTGTAACARR AR ATECRSTTAAGCACTTIT
CATTCTGIART GATCCTICOSCAGETTCACCTACGERACAR

Figura 20. Secuencias de la region ITS de las cepas de Candida spp. resistentes a los azoles.

Tabla 9. Identificacién de las cepas de Candida spp. resistentes a los azoles analizados por
los métodos: Molecular, BD Phoenix y CHROMagar.

Identificacion molecular por ITS BD Phoenix™ CHROMagar
Cepa (BLAST) (Becton Dickinson) Candida

Identidad Organismo Organismo Organismo
302-H 95% C. glabrata C. albicans Candida spp.
1421-H 99% C. glabrata C. parapsilosis Candida spp.
434-H 98% C. krusei C. krusei Candida spp.
1030-H 99% C. krusei C. tropicalis Candida spp.
581-H 98% C. glabrata C. albicans Candida spp.
735-H 99% C. parapsilosis C. lusitaniae Candida spp.
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7.6 Disefio de oligonucledtidos para el gen ERG11

Para el disefio de los oligonucleotidos se hizo un alineamiento de las secuencias

utilizadas de cada especie de Candida para ver el porcentaje de identidad que tenian

entre ellas (Tabla 10), sin embargo, como se vio que habia muchas variaciones se

decidi6 hacer un par de oligonucledtidos para cada especie (Tabla 11). En el

alineamiento se marcé con colores los principales puntos de interaccion con los azoles,

asi como las principales mutaciones que se han reportado y que estan relacionadas a

la resistencia para determinar la zona a amplificar (Figura 21).
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C.glabrata LGATTGCACCACCCATTGCRCTCTTT CCGTRRAGTCAT GRGAGATGTCGCTATICCE 1200
C.krusei LGATTGCACATGOCATTRCATTCCAT CRAGEALAGTCACTCETGATTTRACCCGTICCR
C.albicans LGARTGCATRATGOCATTRCATTCTIAT CRGRRLRAGTTRCTRARCCCATTARGRERTCCCT
C.parapzilosis AGATTRACRCATGCCAT TRCATTCCAT CAGRL AR CTTGTTICTCCCTT GETTETECCR
*hkE Kk *E *EkEkEkE Kk *k * KEE kK KEkEk kE * * k&
C.glabrata TCCTRL Eﬁ CTCCOCRARGECACTRCCACGTICTAGT CTCCCCAGETIACACTCAS 1260
C.krusei TCOGETAN TIETTCCARAGEECCATTATGTT TTGAT CTCACCAGG TTATACRATG
C.albicans CAATTE N TR TTCCAA R AGETCATTACGTT TTAGT TTCT CCAGG TTATGCTCAT
C.parapzilosis yLy FTCCCT AGRGGRACACCACGTATTGET GTCACCAGGTTATGCTCAT
* k& & ¥k kk & * * EI T * * Kk AEEEEEEE *
C.glabrats T TGCAAGAAGAATTCT TOCCT ARGCC AARCGARTTCARCAT GGACGGTGAT 1320
C.kruse: TTAAGT GAAAGATACT TCOCT AATGC CAGCGRATTCCARCE GGATGAARTC
C.albicans ACTAGT GAAAGATATT TTGATAACCC TGRAGATTTTGATCC. GGATACTGCT
C.parapsilosis ACARAC GRARGATTTT ACAAGGACGCATCTGATTTCARCCC GGATGAATCA
e - - - . L - . Araer
C.glabrata GCTGCT TCTTCCAGIGETG = ===} 4 GACGAA=====ccesccee=sGIT 1380
C.krusei AAGTCCATIGATGGIGETATC TCTITEG GGTGAAART GCARAGGARACTGTC
C.albicans GCTGCTAARGCCARITETGTT EAACT CTTCTGATGAA -~ === ——am = -GTIT
C.parepsilosis GCATCCACCAATOAAGE ——— ~——4—tof = —=~~AGGTGAA~~~ = —mm == -GTT
- . LA Rl -
C.glabrata GATTACGGIT GTGCIRTON CCAA GGGTG TTTCC TCTCCATACTIGCCATTOGGTGGT 1440
C.krusesl GATTACGGITE GTAR GTTGCATOOCCTTAC TTACCTTTIGGTGGT
C.albicans GATTAT A AARGGGG TTTCT ICACCTTAT TTACCATTTGGTGGT
C.perepsilosis GATTAT TTAGCTCTICGTAT TTGOCATTIGATIGST
BAEREr LA L R LAl L L L L R R R
C.glabrata GGTAGACACAGATGTATCGGT GAATT GTTCGCTTACTGTCAATTGGGTGTGTTGATGTCC 1500
C.krusei GGTAGACATAGATGTATTGGT GRACC TTTTGCTTACACCCARTTAGGARC ICTTTIGGTC
C.albicans GGTAGACATAGATGTATTGGGGARCAATTTGCTTAT GTTCART TAGGAAC CATTT TAACT
C.parapsilosis GGAKGACATAGATGTATTGGT GRACAGTTTGCCTAT GTCCAATTGGGARCAATCT TGACC
LA R L L R L LR L L e L LA R L - -
C.glabrata A ARCCATGAAATGGCG TTACCCARCT GAAGG TGAAACTGTCOCACCATCT 1560
C.krusei cadea GRACT TTAAGTGG-~ —---ACAGC= === ~—~ CARGGTCCCTCCARTT
C.albicans A STTTATAATT TARGATGG-————- ACTATTGATGGTTATARAGT GCCTGACCCT
C.parapsilosis A BTTTATAATCTTARATGG== ===, ARATTGGCARATGGT ARAGT GCCTGATGTT
- - - .- » e - - - -
C.glebrats GACTTCACCTCCATGG TCACCCTACC AACTGOCOCAGCTAAGATC TACTGGGRARAGASS 1620
C.krusel GATTACACCTC TATGG TTACC TTACCARCAC AGCCAGOGGAARTCANG TG GGAGA GAAGA
C.albicans GATTATAGTTCAATGG TGGTT TTACC TACTGARCCAGCAGRAATCATTTGGGAARAAAGA
C.parapsilosis GATTATACTTCAATGG TTACG TTACC TCAACACCCAGCAGAARTT GTTTGGGAARAARGA
-—r - LA R R LR R R LR R R L SRR EY -
C.glabrata CATCCAGAACARAAGT ACTAG 1641
C.krusez Chwmwm= wmww RARGARCTAG
C.aldicans GAAACT TG~~~TATGT TTTAA
C.parepsilosis GATACATG---TGTAATCTIGA
- -
Puntos deinteracciénconlos [~ Mutaciones relacionadasa Mutaciones relacionadasa
azoles (Surajit, 2014). resistencia (Perea, 2001). resistencia (Golabek, 2015).

D Mutaciones relacionadasa
resistencia (Sanglar,1998).

Mutaciones relacionadasa
resistencia (Ming-Jie, 2013).

Figura 21. Alineamiento de las secuencias correspondientes al gen ERG11 de las especies
de Candida.
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Tabla 10. Porcentaje de identidad presentado entre las secuencias del gen ERG11 de C.
glabrata, C. krusei, C. albicans y C. parapsilosis.

C. krusei C. glabrata C. albicans C. parapsilosis
C. krusei 100% 64.74% 63.41% 62.88%
C. glabrata 64.74% 100% 64.40% 65.42%
C. albicans 63.41% 64.40% 100% 73.80%
C. parapsilosis 62.88% 65.42% 73.80% 100%

Tabla 11. Oligonucleétidos para la amplificacién del gen ERG11.

Especie Clave | Direccion Secuencia (5'—3") Largo | Tm %GC
o 0OCg1 Directo CATTGGCGCAGAGAGTGTCTA 21 65.4 | 52.38
. glabrata
d OCg4 | Reverso GGATGCCTCTTTTCCCAGTA 20 62.9 | 50.00
- : OCk1 Directo TTCTCGCATACAGCCACTTT 20 62.4 | 45.00
. krusei
OCk4 | Reverso AGTTCTTTTGTCTTCYCTCCCA 22 60.8 | 40.91
- OCp1l Directo TAGCCCTTCATGGGTACAAC 20 61.4 | 50.00
C. parapsilosis
OCp4 | Reverso | TCAGATTACACATGTATCTCTTTTT 25 57.5 | 28.00

7.7 Amplificacién y secuenciacion de un fragmento del gen ERG11

Para determinar si existen mutaciones asociadas a la resistencia a los azoles en el
gen ERG11 de las cepas de Candida spp. resistentes, se procedié amplificar un
fragmento del gen ERG11 mediante PCR. Los productos amplificados fueron
analizados en geles de agarosa al 1% observando que las 5 cepas de Candida spp.
analizadas amplificaron un producto de 1500 pb (Figura 22). Los productos
amplificados de las 5 cepas de Candida spp. se purificaron y se mandaron secuenciar
al Instituto de Biotecnologia de la UNAM observando que en la cepa 302-H se logré
secuenciar un producto de 398 pb, en la cepa 1421-H un producto de 515 pb, en la
cepa 434-H un producto de 354 pb, en la cepa 1030-H un producto de 1469 pby en la
cepa 735-H un producto de 278 pb (Figura 23). Para el andlisis de las secuencias se
realizaron alineaciones con secuencias del gen ERG11 correspondientes a cada
especie de Candida. En la cepa 302-H se identificaron las siguientes mutaciones:
G121T, A125G, C126T, C128A, G470C, G483A, T492A y G493C, de las cuales 7 dan
lugar a sustitucion de aminoacidos (G121T, A125G, C126T, C128A, G470C, T492Ay
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G493C) (Figura 24, Tabla 12). En la cepa 1421-H se identificaron las siguientes
mutaciones: C1058A, A1073T, G1092C, C1215T y A1421T, de las cuales 4 dan lugar
a sustitucion de aminoacidos (C1058A, A1073T, G1092C y A1421T) (Figura 25, Tabla
12). En la cepa 434-H no se identificaron mutaciones (Figura 26, Tabla 12). En la cepa
1030-H se identificaron las siguientes mutaciones: G453T, C461G y A463C, de las
cuales todas dan lugar a sustitucion de aminoéacidos (Figura 27, Tabla 12). En la cepa
735-H se identificaron las siguientes mutaciones: C1256T, A1257T, C1271G, C1275T,
A1286T, G1303T, T1311G, G1352A y A1438T, de las cuales 7 dan lugar a sustitucion
de aminoé&cidos (C1256T, A1257T, C1271G, A1286T, G1303T, G1352A y A1438T) y
una ha sido reportada anteriormente relacionada a la resistencia a los azoles (G1303T)
(Figura 28, Tabla 12).

Figura 22. Amplificacién del gen ERG11 de las cepas de Candida resistentes. Los productos
amplificados del gen ERG11 fueron analizados en geles de agarosa al 1.5% y tefiido con BrEt.
1) Marcador de tamafio molecular de 1Kb; 2) Cepa 302-H; 3) Cepa 1421-H; 4) Cepa 434-H; 5)
Cepa 1030-H; 6) 735-H.
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=>302-H

AT T A A TT T GTARCAT CACAT CECARTTGCTTTACTCCTITZAGE
AREEACAGE N CACCACT TETETTCTACTGEAT OO CATGEETCEEITCTEC
AT AT A GET A AR GO A TACCACT TCTTOGARCACTGCCA A ARGE
AT AT CATAT CITCTCTI TCAT GCTATTGEETAGRATTATGACTGTC
TR T TEEET AR e TCR O CAR T TCATCTICAACCGCTAAGTTEECCGR
TEITTCCE T GARG T GCTTATTCCCACT TR CACCCCAGTETIOGETE
AT ETTATCTACGAT TCT O ARRCCACAGR T TANTGEAACRR A AGARG
TTIGTCARGECTECITTGACT ARRGRAGCCTIACTCRAGATACGTICCR

=1421-H

GYERRTITITGTNCATCGT AT AACR R CWARTTENCTTICCATGROCTACE
AR ACATCCCTCTATI GARCCAR A TEAT CARGGARACTTICAGRTIGCACC
RO CATTGCACTCITTGTTCY GTARRETCAT GAGAGRTETCGCTATTCCR
AR ACTT O TACGTIETCY CARGEEACTACCROGTTCTAGTCTCODCRGE
TTACACTCACTTECARGRAGAATTCTICCCTRAGCCARATGRATICARCE
T AT GEER eI GAT R TECTICT TCCAGT GO TG TGETEETGRE
GRAGTTEATTACGEITTCEEIGCTAT  TCCARGEETGTITCCTCIOCATR
ORI OGET G GETAGACACREATGTATCGETGARTTGTIOGCTT
EMRGTCRATTGEEICTGTTEATGTCCATTTTYATCAGRACTHMY GATATGE
CEITACCCRACTERAGETERARCTETCCACCATCTGRITCRACCTOCATE
GITACCTRIMGTYCT

>434-H
ROEAMRGEACTETIGETGATATCCRTICCTTICTTATRCTCTEOECTTTG
A A CTCCT T ACT O T TCCET ARGEACAGRET CCCARTEETCCACTACT
GEATTCCAT GEET O TCCECCETIETTTRCFEART IR ACCTTACGRE
TIITTTGAGAATTGICETARACARCRTGETGRTGTGTIITCCTITICTCTT
GTTEEGCAACETCATCACT G ITTAT CITGET CCARRGEEOCATGAGTTTG
IO CA R T AR T TEACTCATET CICCGCGEAACATECTTACROCCAT
O A CC AT WG T I T TG ARG Y GTCATITACGRIWETCCARATTE
TTAZ

=735-H
ACETTTICTGATTTCA R CCET T ATAGRT CEEATETATCRECATCCADCRART
TR A GG AR STIGATTAT GEAT TI ZETARA CTTTCCARAGETGTTAR
CT e TTCETAT T TGO AT TTGETGET GRAAGRACATAGRATETATTGETGRRAC
AGTTTGCCTATGT CCAATTGEEAACEATCTTCGACCTCATTTGTTTATRART
O A TEEAAN T T AAR T CETARACTGCCTCATGTIGATTATCTTCR
ATEETTACCTITCCTCAACTCOOCARGES

Figura 23. Secuencias del gen ERG11 de las cepas de Candida resistentes a los azoles.

C.glabrata
Cepa 302-H

C.glabrata

=1030-H

TAATTIATGC TG ACAGR CACTEITEETEATATCCATTCCTITCTTATAT
TCTECE T T TREC A ACT O TCTACT O T TG TAAGEACAGEETCCCRAT
EETCCR T TEEATTC A TG T OGO T OGO CETT CTTTACGEARATED
AR CTTACGAGTTTTTTEAGARATTETCGTAA ACRACK TGETEATETETIT
T T T ICT T TG E A AGETCATGACT T TTATCITGET CCARAGEE
OATGETT T TR TGO AR CT TGRS TGAT GTCTICCEOEEARGAT S
TR A T T A CE T TOC T TTTC G TARGEROGTCATTTACEAT
TEICCERATTEEA ARG TTEATGEARCAGRRTARGTTIGECCRARETTGCCTT
AR AR T T TTAGTAGETCEETCCOOCTCCACGERCGAGAT EITC
AETATT I S A TGO ACCTITAGEEEAT Y YEEECARCOGATSTITEGARATE
AT AR AT A GCTCITTACCESATCT T TCTCICTTI ZET GROED
T A T A AGETTGERC T TCTATGCTEAGATGTACAGCGACTTGEAT
ARGEECITTAC OO TCTEAATTTCETCTTCI CCTATTTGCCATTGOCTAR
CTACTEEARRR A GATGITGCACRTARGRECATCTCARACACTTACTIES
ATTTGAT AATE AR GO TGCCEETGETCARARTCRA RARTEAGEATITE
CITGATE ATTCITGARR AR TTCACTTTACA AGEATEETACTAGARRGAT
A G A A T A OO TT AT AT TGETETCTTAATGEETGETCART
ATAC T T T T G A A AT TG T EETTCTTATTACROCTTEETGARR L A
OCTCRATTACRRCARAGEE ATTTACACAGRE A TCCARTOGETTI TAGETEA
AT T AR R A AR CT CACTTATGATGATTTACE A AARCTOGATTTAS
T A AR T AR A AT CCT AAGAT TGO ACATECCATTACATTOD
ATTT T CAGGAR L T ACT O TEAT I TACCOETTCCAR ACACTTCGTACAT
TETTC AR RGO AT TAT T TTIGATCTCACCRGET TATRCARTETIAR
AR EAT AT T O CT A TGO CAEOGART TCCRRCTTCATRGATGEEAT
CARR TR G TCCATTGAT EETGETATCTCTITGCCIGCTGRAGET GRAR R
TECAR R AR R T ETCRAITACGEITTCEETAAGRAT CICTARAGETETITE
CATCY T TACTTACCTIITGETGETGETACACATRGATGTATTGETGAR
T TTT T TACA O CCR R TTAGER A TCTITTGETCCACTACATCCREAR
CITTAR TR CAGCCRE EETCCCT O CARTTCATTACACCTCTATGETAT
CTACCERCACREICMTCET

ATGTCCACTGARRACACTICTTIGGTCGTTGAACTATIGGAGTACGTGAAGCTTIGETICTT

TCGTACTTCCARGCTCTGCCATTIGGCGCAGAGAGTGTCTATTATGGT] CTIGCCATIT

CoPa 302-H o e e e ATGCCCTGAAT
4 .

C.glabrata BIGTRRABCATCACATGGCAATIGCT TTACTCCTTGAGARAGGACAGACCACCACTIGIG
Cepa 302-H TGTREARCATCACATGGCAATIGCT TTACTCCTTGAGAAAGGACAGACCACCACTIGTG
P e P TSt S

C.glabrata TTCTACTG CATGGGTCGGCTCTGCTATCCCATACGGTACCAAGCCATACGAGTIC

Cepa 302-H ITCTACTIG

CATGGGTCGGCTCTIGCTATCCCATACGGTACCAAGCCATACGAGTTC

e

C.glabrata TTCGAAGACTGCCAAAAG
Cepa 302-H ITCGAAGACTGCCARAANG]

I T T L L L T

C.glabrata

ATGACTGICTACTIGGGTCC

A..‘\AGSGTCACGA"AT‘I’CA?CTTC‘\ACGCR’SCC
a2

GGT] ATCTICICITIC
Pl ~
ol

ATGCTATTIGGGTAGAATT
ICTTICICITICRT

GCTATIGGGTIAGARTT

SRR R SRR R R R AR

Cepa 302-H ATGACTGICTACTIGGGTCCAMAGGETCACGAATTCATCTTCARCGC GCC
R R R R T T e rErEEEA

C.glabrata TCCECTGAAGCTRCITACTIC TGACC CAGTIGITCGETARAGGIGTIIATIC

Cepa 302-H CCGCTGAAGCTRCTTACTRC TGAC CAGTGTTICGETARAGGTGTITATC
LA AR A A A A A A A AR A LR AL R R R LR ELELL RS R LR E] LA AR R R R R R LR R R R R

C.glabrata
Cepa 302-H

- -

C.glabrata
Cepa 302-H FU

S AR rrraas

= Cambios encorfrados entre diferentes cepas B8 Mutaciones asociadas aresistencia mm Puntos de interaccidn con los azoles

AAACCACAGACTARTGGARCAAAAGAAGTT
. N

AAACCACAGACTAR

NI I I oI s

ARGGAAGCCTTEGTCAGATA

TCARGGETGCTTIIGACT
AAGGETGCTITIGACT

GGARCARARGARGTT

CGTTCCATTGATCGCTGAGGARATCT. TACTTCAGA

CANGCCT TR T CAGA T ACG T T C A e e e e e el e e e e
S

Mutaciones encontradas.

Figura 24. Alineamiento de la secuencia obtenida de la cepa 302-H y la secuencia del gen

ERG11 de C. glabrata.
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C.glabrata
Cepa 1421-H

C.glabratca
Cepa 1421-H

C.glabrata
Cepa 1421-M

C.glabrata
Cepa 1421-M

C.glabrata
Cepa 1421-H

C.glabraca
Cepa 1421-H

C.glabraca
Cepa 1421-M

C.glabraca
Cepa 1421-M

C.glabrata
Cepa 1421-H

C.glabrata
Cepa 1421=H

ACCRRGRACARATGCGOSTCTTGARCAROGAT. TT TTRCGATGAC
- ——— e e = —GYGHEKTITII TGTHCATCGTAT. ITGHCTTECGATGAC

FEE REEE EEEEE EEE EEEEEER

CTACARARCATIEBCCTCTATTGARCCARATGATCARGGRAAMCTTT
CTACARARCA CICTATTGAACCARATGAT CAAGGARAACTT

L L e T e T ]

TIGCACTCITIGIT! TRARGTCA GAGATGICGCTATTOCAARCACTTICCTACGTT
TIGCACTCITIGIT TAAANGTCA AGATGICGCTATTCCARRCACTTCCTACGTT

FEAGEEE AR REEEE AbdERsRREdRRR R R R SRR R R R R R SRR R R e

CARGEEA CACGT ICTAGTCICCCCAGET TACACTCACT IGCARAGRAGARTTIC
CARGGEN CACGT ICTAGTCICCCCAGGT TACACTCACT IGCARAGRAGAATTC

EEE L T

TICCCTRAGOC, GRAATTCAARCATCCRACCGITGEEACEET) CTTICTITCCAGT

L T T I L i LR

TICCCT. mrrmatcmmﬂsmtsar.gglcrrcrms:
GCTGCTGETEETGEA TIGAT TTICGETGCTATCTCOCAAGGETGTITCCTICT

GCTECTGETEETEA TTGAT TTICEEIGCTATCTICCAARGEETGTITICONICT

T T

CCATACTT TCGE AGACRACAGATGTATCGGTGARATIGITCGCTT GT
CCATACTT CGGE TAGACACAGATGTATCGGTGAATIGTITCGCTT. GT

e -

CRATTGEGTGIGITGATGTCCATI T TRAT CAGARA! TFEOFTTACCCRACT GRA
CAARTTGGGTIGIGITGATGTOCATITTRATCAGR A ITGEOGTTACCCARCTGAR

] R EEEEEEE .

GG GTOCCACCATCTGACTTICACCTCCATGET
GG GICOCCACCATCTGAC

e R - - - - -

ARGAT mmrrm{mm

mm Cambios encorfrados entre diferentes cepas. B Mutaciones asociadas aresistencia = Puntos de interaccidn conlos azoles. mm Mutaciones encontradas.

Figura 25. Alineamiento de la secuencia obtenida de la cepa 1421-H y la secuencia del gen

ERG11 de C. glabrata.

C.krusel
Cepa 434-H

C.krusei
Cepa 434-H

C.krusel
Cepa 434-H

C.krusei
Cepa 434-H

C.krusel
Cepa 434-=H

C.krusel
Cepa 434-H

C.krusel
Cepa 434-H

C.krusei
Cepa 434-H

ATGICCGICATCARGGCAAT TGCGECCGATGICCAGAGETAT ACAGC

CRCTTICARRCATICTCCT T GCTECARCRGRCACT GTIGGTGRTATCCATTICCTTITICITA
-ACGAMAGAACTGTIGGTGATATCCATTICCTTIICITA

AR R R R R R e R R e R e

TACTCI GO I TGECARCT CCTCTACTCET ICCETANGGACAGRAGTCCCARTGETCCAC
TRCICTGCECT I TGECAACTCCTCTACTCET ICCETARGGACAGRETCCCARTGETCCAC

EEEFERE R R AR AR r R R AR R R R

TRCTGGAT GEETCGECTCCGCCETIGITTACGGAATGCAACCTTACGAGTITTITT
TACTGGAT GEETCGECTCOCGCCETTGITTACGGAATGCAACCTTACGAGTITTITT

A AR AR R R A AR E R R R ER Rl AR R R R R RRR R el

GAGRATTGTCGT. T TIITCCITICICTIGCIIGGECARGETICATE

GRGARTTGTCGTARRLC] T TCCTITICTCTIGTI TGEECRRGETCATIR
R R R R AR R AR R R R R AR R R R AR R R SRR R R R R RN R R R AR

ACTGITTAICITGETOCARAGGGOCATGRAGITIGTICCTCAATGE, L I
ACTGITTAICITGETCOCARAGGEOCATGAGITIGICCTCARTGE, T I

FEEFEFFETAAAIFI A A A AR AT A A AR AR AR AR R A A AN AR A AT AR R R R A

GERRAGAT CRCC GITITCGGTAN SICATTIRC
GERRGAT C GITTTCGETARGEGEGTCATTIAC

EE R R L L R R ittiiiiittt'i‘itttiiii LR R L L e R L]

GREIE I TGGAAGTTGA CACCAAG
GAT B ‘TK!IH&

#hE AREEEkEEER

mm Cambios encorfrados entre diferentes cepas. B Mutaciones asociadas aresistencia = Puntos de interaccidn conlos azoles. mm Mutaciones encontradas.

Figura 26. Alineamiento de la secuencia obtenida de la cepa 434-H y la secuencia del gen

ERG11 de C. krusei.
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C.krusex
Cepa 1030-H

C.krusei
Cepa 1030-H

C.krusex
Cepa 1030-H

C.krusel
Cepa 1030-H

C.krusei
Cepa 1030-H

C.kruse:
Cepa 1030-H

C.kruses
Cepa 1030-H

C.krusel
Cepa 1030-H

C.krusei
Cepa 1030-H

C.krusel
Cepa 1030-H

C.krusel
Cepa 1030-K

C.krusel
Cepa 1030-K

C.kruse:
Cepa 1030-K

C.krusei
Cepa 1030-M

C.krusel
Cepa 1030-M

C.krusei
Cepa 1030-H

C.xzusel
Cepa 1030-H

C.krusa:
Cepa 1030-H

CACTTICARACATICTICCTIGCTGCAACAGACACTGTIGGTGATATCCATICCITICTITA
-—-----—IIIJTTIJGCIGCACAGACACTGTIGGTGAIATCCAIICCTTTCTTA

LA AR AL A A A A AR AR A AR ARl Al Al

TACTICTIGCGCTTIGECAACTCCTCTACTCGTICCETARGGACAGAGTCCCARTGGICCAC
TACTCTGCGCTTIGECARCTCCTCTACTCGTICCETARGGACAGAGTCCCARIGETCCAC

AR R R A S e i E e e e s A R A R R R AR e e e e i e e R R S s 2l

TACTGGA GGGICGGECTCCGCCGTTGITTACGGAATGCAACCTTACGAGITITIT
TACTIGGA GGGICGGCTCCGCCGTTIGTTTACGGAATGCAACCTTACGAGITITIT

LA SRR S R S e S A R A A R R e A e R A e e A A e A R A R e R R e R L RS R

GAGAATTIGTICGT TITCCTTTCTCTTGTIGGGCARGGICATG
GAGAATTGTCGTARN TITCCTITCICTTGTTGGGCARAGGICATG

AR R R R R e R L R R A R R R A R

ACTGTITTATCTIGGTCCAAAGGGCCATGAGTITIGICCICAAT:
ACTGTTTATCTTGEICCARAGGGCCATGAGTIIGCTCCTCAAT:

AR R e e A R R e R

CGGAAGAT CACC CCA GITTTCGGTAAGGGCGICATITAC
GGAAGAT CACC! CA GITTTCGGTAAGGGCGTICATITAC

LA AR AR S R e e e e A R R e R e e e R R e A R R R R R

GATTIGT] ITCCARCITGATG! GCITT! TGCCCTICACCAAG
GATIG ITGGAAGITGATGGAN GITT TIGCCCTCACCAAG
LA AR Al AR AR A R A R A A A R L A L A L I A A A A A R R L

FRAREEINES RERED SIERRNIEN B FEIRRRISRARARE  KREEEE RRRP

: e . ot . : ' AP

R - - .

GCTGAGATOTACAGCGACTTGOA TEARTTTICGTCTICTCCTAT
GCTIGAGATGTACAGCGACTIGEAT TGAATTTCGTCTTCTCCTATY

TTGCCATTGCCTAACTACTCOAMAAGAGATCCT T TCTCAAACACTTAC
TIGCCATTOOCTAACTACTGOAMAGAGATECT I TCTCAAACACTTAL

R L

TTGGATTTGATCAATACARAGCOTGCCGOTGAT TCAARAATGAGGATTTGOTIGAT
T GGATTTGATCAATACAAMAGCGTGCCGGTGET CAAAAATGAGGATTIGGTTGAT

R L

GeATTGITEIAAT TCAGTITACAAGGATGETALT COGACGAGGRATIAGIC
GCATIGITGAUAAT TCAGTITACAAGGATGSTACT. CCGACGAGGAATTAGCC

AT IGATGAT TGO TGT (T ART GGGTGOTCARCATACTICTT ICTIGCTTIGE
CACTTIGATGATTGOTGTCPTAATGOGTGOTCAMCATACTTICTIT AACATCTGCTIGE

TICTTATL TCARAAACCTCAATTACARGARGRAATTTACAGAGARATCCAR

LA AR R R L L L R A R R A R R L R R R R R R R R A R R R R R A R )

TTCT?AT!:ﬁilggggggTGA&AAICCTCAAJTACA&GAAGA&AIT?&ClGNGAAATCCAI

TG T I TAGG TG T T TCGARAGAGAACT CACTTATGATGACT TACRANAACTCGAT
TCGGT T I TAGGTGAAAAT T TOGARAGAGIACTCACTTATGATGACTTACAMIACTCGAT

AR AR AR R AR R R R R A A R A R R R R R A R R R R R A R R R R R R R R R R R R R R R R
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C.krusei TTAGTCRACGCCRCAATCARAGRERACCCTRARGRTTGCRCATED IT
Cepa 1030-H TTAGTCRAACGCCRCAATCARAGRGRCCCTRAGATTGCRCATED IT

EE R LS 2 R L s L LR e R Rt Rttt E R L S T

C.krusel AGGRRACTCRCTCCTGAT T TACCCGTRCCAR R CACTTCGTRCATIGTICCARAGGGCCAT
Cepa 1030-H AGERARGTCACTCETGATTTACCCGTRCCARLCACTTCGTRACATTGTTCCARRGGGECCAT

L T e R T T
C.krusesl GTTTTGEATC CCRGETTATACRRATGTTAAGTGAARAGRTACTTCCCTARTGCCRGE
Cepa 1030-H GTTTTGEATC CCLGETTATACRRTGTTARGTGARRGRATACTTCCCTARTGCCREE

R R E AR KRR AR AR R A AN R R AR A AR AR R AR AR R R A AR AR AR R R AN F A AR R IR A
C.krusel GRRTTCCRRCCTCATAGATGGGATGRRRTCARGTCCATTEAT GGTRTCTCTTTGCCT
Cepa 1030-H GRATTCCRARCCTCATAGATCEGATGRRATCALGTCCATTCAT GGTRTCTCTTTECCT

B T T B E T L g L e S L L L L
C.krusel GCTGAAGETGALLE LLAGE CCLTTRACGETTTCEETALGATCTCTARREET
Cepa 1030-H GCTGRAGETGRRLA ALRGE CoRTTACGETTITCGETARGATCTCTARRGET

B R R R L R R L R T e R R R T TS
C.krusei GTTGCAT ACTT TIGETGETGETAGRCATAGRATETATTGGTGRACCTTIT
Cepa 1030-H GTTGCAT LCTT TTIGETEETCETAGRACATAGATETATTEGTGRACCTTTIT

FHEAEFEIY FEIA IR I A A I I I A IR A A IS I I I I I I IS I AT AI AT AR S AR

C.krusei GCTTACRCCCRATTAGGRACTCTITTGEI CCACTACATCCAGRACTTTARGT ZGACRECC

Cepa 1030-H GCTTACACCCRRTTAGGARCTCIITTGEI CCACTACATCCAGRACTTTAAGT GEACAECC
B T T L T T T L T T T LT T TITT T

C.krusei vt CTCCRRTTGATTACACCTCTATGGITACCTTACCARCACRGCCAGCGEARATC
Cepa 1030-H AL CTCCARTTGATTACACCTCTATGGTACCTACCARCACAGOCMTCGT —————

FEAFEEAAKEEARLEFAASE AR AR AR R R RE = wEE *
C.krusel AAGTG CALOAGRRCTRG

Cepa 1030-H ——

mm Cambios enconfrados enfre diferentes cepas. Bl Mutaciones asocladas aresistencia = Puntos de interaccion conlos azoles. Mutaciones encontradas.

Figura 27. Alineamiento de la secuencia obtenida de la cepa 1030-H y la secuencia del gen
ERG11 de C. krusei.

C.parapsilosis TATIGGT CAGGTTATGCTCATACAAACGAARGATTTTACARGGACGEATCT
Cepa 735-H ACGERTCT
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C.parapsilosis GATTICRACCETCACAGATGGGATGRATCAGCATCCACCAA T GTTGAT
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C.parapsilosis TATGGAITIGCGL. TRBCTCTICGTATITGCCATITGGIGEIGEA
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AR R R A A A A R e R R A R R R AR

C.parapsilosis AGACATAS ATTGGTCAGTTTGCCTATGTCCARTTGGGRACARTCTTGACCACA
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C.parapsilosis

Cepa 735-H
C.parapsilosis ACGTTACCTCAACACCCAGCAGAAATTCTTTGECAAANAAGAGATACATET
Cepa 735-H ACGITCCTCAACTCCCCRAGGG
- i . - L L 2
C.paraps:10s1s GTAATCTIGA
Cepa 735-H ———————
mm Cambios enconfrados enfre diferentes cepas. Bl Mutaciones asocladas aresistencia = Puntos de interaccion conlos azoles. Mutaciones encontradas.

Figura 28. Alineamiento de la secuencia obtenida de la cepa 735-H y la secuencia del gen
ERGL11 de C. parapsilosis.
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Tabla 12. Mutaciones encontradas en el gen ERG11 de las cepas de Candida resistentes.

G121T Valina por Leucina NO
A125G Tirosina por Cisteina NO
C126T Tirosina por Cisteina NO
C128A Treonina por Asparagina NO
G470C Glicina por Alanina NO
G483A NO NO
T492A Fenilalanina por Leucina NO
G493C Valina por Leucina NO
C1058A Treonina por Asparagina NO
A1073T Tirosina por Fenilalanina NO
G1092C Metionina por Isoleucina NO
C1215T NO NO
A1421T Lisina por Isoleucina NO
NO NO NO
G453T Lisina por Aspragina NO
C461G Alanina por Glicina NO
A463C Lisina por Glutamina NO
C1256T Alanina por Valina NO
Al1257T Alanina por Valina NO
C1271G Prolina por Arginina NO
C1275T NO NO
Al1286T Ac. Glutamico por Valina NO
G1303T | 4 Ashartico por SI (Ming-Jie, 2013)
T1311G NO NO
G1352A Serina por Asparagina NO
Al1438T Treonina por Serina NO
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VIII. DISCUSION

La candidiasis invasiva o candidemia, se considera la principal causa de morbilidad y
mortalidad en pacientes hospitalizados con compromiso inmune (Del Palacio, 2009).
Actualmente para el tratamiento de la Candidemia se utilizan principalmente los
antifangicos pertenecientes a la familia de los azoles. El mecanismo de accién de los
azoles es a nivel de membrana plasmatica inactivando a la enzima Lanosterol 14-a-
desmetilasa (Mellado, 2002). Se han descrito varios mecanismos de resistencia para
estos antifungicos, uno de los cuales es la presencia de mutaciones puntuales en el
gen que codifica para la enzima blanco (ERG11) (Parker, 2014).

En nuestro pais existen pocos estudios relacionados a la distribucién de especies,
susceptibilidad antifingica y mecanismos moleculares de resistencia en cepas de
Candida spp. relacionadas a Candidemias, y especificamente en el Estado de Durango
no existen estudios sobre estos temas, por lo que se considerd que la realizacién de
este proyecto es de gran importancia.

En el presente estudio, se lograron obtener un total de 56 cepas de Candida spp.
aisladas de liquidos estériles de pacientes con diagnéstico de infeccion nosocomial,
se considera es un buen nimero de aislados tomando en cuenta los criterios con los
cuales fueron elegidos y la prevalencia de casos en México. En cuanto al género de
los pacientes que se aislaron las cepas, no se tiene una gran diferencia entre el género
masculino (53%) y el femenino (43%) lo cual nos indica que la prevalencia de la
candidemia no tiene relacién con el género. Por lo contrario, se encontr6 una diferencia
bastante marcada entre los pacientes pediatricos (64%) y adultos (34%), lo cual
pudiera deberse a que los primeros tienen un sistema inmune poco desarrollado, y
como se mencioné al principio del documento estas infecciones acontecen
principalmente en este tipo de pacientes. En cuanto a la fuente de aislamiento solo se
obtuvieron las cepas de 2 fuentes: hemocultivo (96%) y liquido peritoneal (4%), el que
solo se obtuvieran muestras de 2 fuentes fue debido a que solo se incluirian cepas de
liquidos estériles, y que el hemocultivo fuera la principal fuente de aislamiento se debe
a que por lo general el diagnéstico de la Candidemia se da principalmente por
hemocultivo (Bonifaz, 2012). En lo referente al servicio de aislamiento se obtuvieron
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mayor niumero de cepas de la UTIP (11 cepas) y la UCIN (11 cepas) lo cual nos indica
que la Candidemia acontece mayormente en pacientes pediatricos con
inmunodepresion.

En la identificacion de los aislados clinicos de Candida spp. con el equipo BD Phoenix™
se encontrd0 una mayor prevalencia de C. albicans (30.3%) lo cual coincide con
reportes previos de otros autores (Forastiero, 2015), por otra parte, con el CHROMagar
Candida se encontr6 una mayor prevalencia a Candida spp., lo cual pudiera estar
relacionado a que éste método de identificacion es mas limitado en cuanto a las
especies que logra identificar (solo 2 especies).

En las pruebas de susceptibilidad antifingica se encontraron un total de 6 cepas
resistentes (10.7% de resistencia total) a los azoles analizados: La cepa 735-H fue
resistente a los 3 antifungicos, la cepa 302-H fue resistente al fluconazol e itraconazol,
las cepas 434-H, 1030-H y 581-H fueron resistentes al fluconazol y la cepa 1421-H
fue resistente al itraconazol. El porcentaje de resistencia encontrado coincide con un
estudio previo realizado en Espafia (Aguilar, 2015) en donde se reportd una resistencia
del 13.6%, lo cual nos indica que en el Estado de Durango el porcentaje de resistencia
es similar al de otros lugares.

Después de realizar las amplificaciones y secuenciaciones de las regiones ITS
correspondientes a cada cepa resistente se realiz6 el analisis molecular de cada
secuencia mediante BLAST, lo cual nos di6é como resultado 3 cepas de C. glabrata
(302-H, 1421-H y 581-H), 2 cepas de C. krusei (434-H y 1030-H) y una cepa de C.
parapsilosis (735-H). Al realizar las comparaciones de especies encontradas utilizando
los diferentes métodos (Equipo BD Phoenix™, CHROMagar Candida y Molecular)
(Tabla 9) se observd que solo una de las cepas (434-H) coincidié en el método
molecular y el equipo BD Phoenix™, las otras fueron diferentes segun el método
utilizado. El andlisis de identificacion de especies nos indica que tanto el método por
equipo BD Phoenix™ como el CHROMagar son poco confiables ya que tienen bajo
porcentaje de identificacion, en comparacion al método molecular que tiene alrededor
de 95% de confianza. Al verificar la especie de cada cepa se encontré que las cepas
302-H y 581-H eran C. glabrata, especie que tiene un mayor punto de corte para el

fluconazol en comparacion a las otras, lo cual ocasioné que ya no fuera considerada
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una cepa resistente para este antifangico, por lo que solo quedaron 5 cepas resistentes
(302-H, 1421-H, 434-H, 1030-H y 735-H).

Al realizar la amplificacion del gen ERG11 se decidié que, por ser un gen relativamente
grande, solo se amplificaria la zona del gen que abarcara los principales puntos de
interaccion con los azoles y las mutaciones relacionadas a resistencia que se habian
reportado anteriormente (Figura 21). Después de amplificar y secuenciar el gen
ERG11 varias veces no se lograron obtener las secuencias completas ya que durante
la secuenciacion se tuvieron dificultades, por lo que se opté por hacer el analisis
molecular con los datos de los fragmentos que se logré secuenciar de cada cepa. En
el analisis molecular de los fragmentos del gen ERG11 secuenciado de cada especie
(Figura 24 a la 28) se encontraron varias mutaciones excepto para la cepa 434-H que
no presentdé mutaciones (Tabla 12). Al analizar las mutaciones encontradas solo se
encontro una (G1303T) que habia sido reportada anteriormente y que esta relacionada
a resistencia a los azoles en la cepa 735-H, de las otras mutaciones la mayoria
presenta cambios de aminoacidos, excepto 4 (G483A, C1215T, C1275T, T1311G), por
lo que estas mutaciones podrian estar relacionadas a la resistencia ya que podrian
provocar cambios en la estructura tridimensional de la enzima y hacer que su sitio
activo se modifique y los azoles ya no puedan ser afines a este. Para determinar si
existen una asociacion de las mutaciones identificadas en las cepas de Candida a la
resistencia a los azoles se tendrian que hacer cepas mutantes y caracterizarla la

susceptibilidad de estas cepas a los azoles.

54



IX. CONCLUSIONES

En la distribucion de especies, para el total de los 56 aislados de Candida spp.,
se encontr6 con mayor prevalencia a C. albicans (30.3%) seguida de C.
tropicalis (23.2%), C. lusitaniae (17.8%), C. glabrata (8.9%), C. parapsilosis
(8.9%), C. famata (3.5%), C. spp. (3.5%), C. krusei (1.7%) y C. lipolytica (1.7%).

En las pruebas de susceptibilidad a los azoles se obtuvo un 9% de resistencia

en cepas no-albicans (2 C. glabrata, C. 1 parapsilosis, 2 C. krusei).
En los productos secuenciados del gen ERG11 de las cepas no-albicans

resistente analizadas, se encontraron varias mutaciones las cuales pudieran

estar relacionadas a la resistencia a los azoles.
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X. PERSPECTIVAS

Llevar acabo la clonacién y secuenciacion del gen ERG11 de las cepas
no-albicans resistente analizadas para hacer un analisis mas completo
de las secuencias de este gen e identificar que otras mutaciones

presentan que puedan asociarse a la resistencia a los azoles.
Realizar mutagénesis de sitio dirigido en cepas de Candida sensibles

para comprobar si las mutaciones pueden ocasionar la resistencia a los

azoles.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Carta de aprobacién del comité de ética del Hospital General 450.

;//‘:3 HOSPITAL GENERAL 450 e

Hosral Ginsal
2 DEPARTAMENTO DE gt e
ENSENANZA E INVESTIGACION

COMITES DE INVESTIGACION Y ETICA EN
INVESTIGACION

Asunto:  Aprobacién de Protocolo

No. de Folo: 34

Durango, Dgo., a 16 d& Marzo del 2016

Dra. Estela Ruiz Baca
INVESTIGADOR PRINCIPAL
PRESENTE.

Por medio de Iz presente le Informamos que posterior 3 la revisién de su protocolo de
investigacion intitulado: “Susceptibilidad antifungica y caracterizacién molecular de
los mecanismos de resistencia de las especies de candida aisladas de candidemias
nosocomiales.” con nimero de folio 34 obtuvo el siguiente resuitado:

APROBADO | X | APROBADOCONMODIFICACIONES [ | NOAPROBADO | |

]

De acuerdo en que sea usted el coordinador de dicho trabajo, el cual podra ser desarrollado
bajo las normas intemacionales de ética, y la buena practica clinica en este Hospital.

ATENTAMENTE.

fﬁ mm”,%
f ‘T\\\\\J\) @

; = o
DR.LUIS ENRIGUE Hémiﬁﬂinsuez
PRESIDENTE DE LOS COMITES DE INVESTIGACION
Y ETICA EN INVESTIGACION

Bivd José Ma PatoniNo. 403 = CP. 34217 Durango, Dgo. Mex. = | Emait ersenanzahg450@gmail com
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: Describis ol petil epidamiologico de enfenmedad diancica aguda (EDA) por
fa spp y Stigelia spp ¥ £ coli eoteropatdgenas. en el mimicipio de Sinepee Movelos.

Se disetd un sisterma de vigitanem poe coaglomensdos en tzs centros de sulud Jde
ec y ol bospaml umml de (‘ ueTmavae [rtlm:-uu) A Lu persanas con EDA se les toma
vo La s i aor prichas
jonales y la deseccion dt L well enceropatopena por PUR-milepiex. Se definia
istencin (MDR} 31 La becteriu fue resisente a tres ¢ miis familias de ant

L2 De junio2012 2 iy o/ 2016 aeudicron 263 pacientes con ERAL ¢l mayor nfimenn
verano, 31% en ninos do | oa 9 ados, 10.3% en < 1 ano, Bn K2 eoprocuitives (31.3%) s
sficarom las enierobavicrias del cstindi uy«llnm LY
L. Seémwonetlo se identifics en s, 7

o pcmllvns:\t coli enleropatogluica y de cstzs 28, 1% son MDR. EL p:mmpul;\rﬁl MnR

), s¢ encontig wsistencia hacia ceftazidima de % v

‘un dc upnlfhn.nmu lm e 13%. Un pafil MDR simike se enconud e las £ coll no

ificadis en los pacientes.

La may i de b de I DA s mifhos exnons de S afeg on e s oz caiadar
L colt emeToPIOZERNICY, Mmostrewo un er il MUK de AMPNALSN T en ol 7ﬂ“ulrlw mlunmlm, AMP-
FAENAL-SX T eonun 255 DALC y ETIC sugn

s EPEC e kg decsios. Las diuees e £ evit EIEL se pesemircn mcunlm:& disetieri il que
S Sielia. Aumgos o sivamicnlos & Sl o s habian fepatads 2on amsriondod. pmeins o desolla
s et procsdimiento de fums, anvi > menge de i sc g e crcartrke o s
o3 on mihos meaoees de $ aes won candrs G disenlenis ¥ o asstenc froanl
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Tipificacion de beta-1; en aislami de¢ Enterobacter spp.
obtenidos de pacientes pedidtricos

TIERNANDEZ GUZMAN ARACELI', DE COLSA AGL MERIDA-
VIEYRA I, ARZATE-BARBOSA PATRICIA* CAUICH SANLHEL PATRICIA’,
AQUINO ANDRADE ALEJANDRA®. (1} laboratorio de Microbiologia
Molecular del Instituto Naciona! de Pediatriu (INP) (2) Laboratorio de Bacteriologia
Clinica de! Instituto Nacional de Pediatria {31 Laboratorio de Bacteriolopin Médica
CRAPN. Ciudad de México

del Departamento de Microbiologia.
Objetive. Determinar los :.ub(:pm du het P er aishmi de
Ei b App. de pact
Mazerial y Métodos. Se analizaron 25 aiskumi de Emerobacter dloacae; 6, de
Enterobuacter 2 y L de £ bacter spp. de puct del INP
lectados en ¢l pcﬂodo prendids dc febrero 2013 a enero 2015, Sc analizaron
los perfilzs de d. s¢ d Tera-

Tactamasis de espectin ulemluln (BI EF) con Iz prochs de difusica 4!.: doble disco; asi

come carhapenemasas usando la pruesa CarbaNP. Los genes que codifican las beta

lactamasas TEM, SHV, CTX-M-1. CTX-M-2. CTX-M-%, VIM, IMP, KPC. NDM ¥

OXA-38 se amplificaron por PCR. Los fragmentos obtenidos fueron secucnciados v
iizados s6n & S C

Todos los r fueron ) ima y ¢

el %P = 45% a 5% a pi ilinatazaby yoel 19% a
imigenem. La prueba fenotipica de RLEE fie positiva en | 7 aislamientos ¥ la prueba
CarbaNP en cinco de ellos. Pn ool 33.3% s¢ detectd TEMV; en el 23,3%, SHV; encl
31.2%, CTX-M-1 ven el 15.6% VIM, Los sublipos de beta-luctumasas encontrados
fueron SHV-12 ¥ SHV-11 CTX-M-15 y VIM-2.

i 0. La BLEE mds en aiskami de £ b Spp. resi i
antibidticos beta-lactdmicos exs CTX-M-15 y en tanto que Ja carbapenemasa fue VIM-2.

Identificacian de kas variantes del gen ERGIT y su asaciacion a la resistenciu @ los
azoles de aiskados elinicos de Candida spp. de uns p ion del Estado de D 12

ARREDONDO-SANCHEZ ROSAISFLA®, TI\()( ()‘FA\ LA JUAN CARL S, VILLA-

Z-AGUILAR GERARE IDO-GLTIERREZ
G ANGE UCEDO-MENDIOLA  LETICIAY,
R.A\MiRF].-\ALl.E& EDA G'. RUIZ-BACA F_STELA' ‘Facultad de Cicncias Quimicas.
Univessutsd Juarez del Estado de Dumango (LJED). Duranpo. México, “Hospaal Genersl
450, Secretaria de Salwd Durange (SSD}. Durango, México, 'Escuela Nacional de Lm‘m
Biolégicas, Iistiwte Politéenico Nacicoa] (IPNL Mésico, DF. ‘Hospital General so0a No |

e Durango, Institutg Mexicana def Seauro Social (IMSS ). Dursngo, Maxice,

Objetivo: identificar variates del gen ERGI! en Candide spp. aisladas de infecciones

N Y s WA la 1a 3 los azales cn una poslacen del Estade
dle Drmngn
Material y métodos: es un estadio it o, feseriptive. Se
incl an cepes alskadas de liuidos esnérites de makmu que presentaron candidemias del

Haospilal Mnu:mn Infantil de Dumngo de Frena del 2002 a Apesto del 2016, Los wislidos
linicus de €. fa spp. fueron identificads mmlJc,_m\.m) u(w-.mnwdlm.nclc.qumn}il)

Phoenis™ v CHROM:gaz, Camdicha. Para ko i de s
se siguio o] protooelo de acu.,n}o [ Iu\ mommdaumus del (.LS( on su decamento M27-54,
probando un ozl de 3 anif 1, Iy

1). Lus cepas aisladas

de Candida spp. = :mﬁnnu su i Sn i mivel
secuenctacion de fa region 1TS). Confirmada Ji espece de las cepas resistente, se identifico las
variantes del gen LRG ! mediante PCR v secuenciacion
Rezultados: se lograron capiar un tetal de 56 2islados clinicos de Candlivle spp. de ‘s cuales
5 fueron resistentes a fos wroles analizados: 2 € glabraea, 2 O brusei ¥ 1 C peropsitasis,
Una cepa resnlté resiste 4 los 2 antifingicos (O paregistfosis), dos copes foeron resistentes al
0 glatwata) y d pes fucren alfl {0 krvavei). En el andhsss
de L secuercia del gen ERGIT g cada una e las copas resistentes aisladas se enconiraron
muzaciones punmales, las cuales pueden estar asociadas o la resistencia a los azoles.
Conclis se observi una prevalencia de e sesi 2 ks azoles del W en espocies
de Candida po~atbivans. Lis mnlu:x-m:s prntizles enceatradas @n el pen KRG s
CSpeeies resi de Conuitedo i izadss pucden estar aseciadas o la resistencia
wtifingics.
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SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA A LOS
AZOLES EN AISLADOS CLINICOS DE CANDI-
DA SPP. DE UNA POBLACION DEL ESTADO DE
DURANGO

Arredondo-Sanchez Rosa Isela’, Tinoco-Fa-
via Juan Carles®, Villa-Tanaca Lowdes’, Marti-
nez-Aguilar Geramio', Sabd:rcmuml.aaa’
Lopez-Rodriguez %, Saucedo-Mendhola
Leticia®, Rsmrcz-Vanes&h‘ Runz-Baca Estely’.

1. Facuitad de Cenciar Outrmican. Undversidad Jusrex del Setado o»
Dunngo (UED). Cuango.

Z Mot Corwral 455, Secrtaris de Saud Dumingo (5501 Dumin-
?:uumammmmm-
aoral. Méwca, DX

4 Mospeal Cenedl 20na No. § de Durango, Inemtuto Mesdcana del
Seguss Socul (IMSSL

INTRODUCCION.

La cancdiasts mvasiva (Cl) se considera i princi-
pal causa de morbi-mortaidad en pacientes hos-
pralzacos con COMpromeso rmune. Actuaimente
paa el tratamiento de Cl los azoles es ka familia de
antilungicos mads ampliamente usados. Con ef in~
cremento paulating de la poblackdn en riesgo de
contraer Cl y el mayor uso de antitingicos, se ha
cbservado un aumento en i resstiencia de las ce-
pas de Candida spp, 1o cual podria asoclarse a faka
terapéutica.

OBJETIVO.

Determinar la prevalenca de resistencia a los azo~
les en alsiados clinicos de Candida spp de una po-
biacion dei Estado de Durango.

MATERIAL Y METODO.

Es un estudio ambispectivg, transversal, descnpli-
vo. Se incluyeron cepas alsladas de liguidos estén-
les de pacientes que presentaron canddemias ded
Hospital Matemo Infantil de Durango de Enero ded
2012 a Agosto ded 2016, Los asiados clinicos fueron
Went®icados a nivel de génaro y especie medante

5

 equipo 8D PhoenixTM y CHROMagar, Canduda.
Fam 3 detenmanacion de la susceptibdidad artifun-
gica se siguid el protocole de acuerdo a kas reco-
mendaciones del CLSL en su documento M27-54,
probando un total de 3 antifungicos {fluconazol,
traconazol y vorconazoll.

RESULTADOS.

Se captaron un total de 56 atslados clinicos de Cane
dida: 17 C. albicans, 13 C. tropicalts, 10 C usitaniae,
S C.glbrata, 5 C parapsiosis, 2 C. famata, 2. C. spp.,
1 C rusel y 1 C ipolytica En los anslisis de suscep-
tibilidad artifungica se observaron 5 aslados resis-
tentes a los azoles: uno a los 3 antfungicos, dos al
traconazol y dos al fluconazol

CONCLUSIONES.

Se observo una prevalencia del 9% ce resistenca 2
los azoles anadzados. La especie de Canchida que se
2=lo en mayor proporcion fue C. albecans (303 X).
PALABRAS CLAVE.

Cindidiaes lovagve Condda iooks,

67



