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RESUMEN

El género Candida sp. ha sido considerado como el principal agente causal de infecciones
flngicas invasivas en pacientes hospitalizados.  Las especies de este género conforman
levaduras comensales de la cavidad oral en individuos saludables. Sin embargo, pueden actuar
como patogenos oportunistas cuando existen alteraciones en el sistema inmune de sus
hospederos, mediado por factores de virulencia especificos. La adhesion, secrecion de
hidrolasas y formacion de biofilm son considerados como los mayores factores de virulencia
que contribuyen a la patogénesis del género Candida. En este estudio se analizaron 136
aislados clinicos provenientes de pacientes con infecciones locales y micosis sistémicas
procedentes de dos hospitales de referencia del Ecuador. Los aislados de micosis sistémicas
comparados con los de infecciones locales, demostraron tener similar conformacion
estructural del biofilm comprobada por los ensayos de microscopia confocal (Confocal Laser
Scanning Microscopy CLSM) y microscopia electronica de barrido (Scanning Electron
Microscope SEM), mayor produccion de biomasa (ensayo de cristal violeta), mayor actividad
metabolica (ensayo XTT), menor produccidén de fosfolipasas (ensayo en medio SDA-YEA) y
menor produccion de proteasas (ensayo en medio YCB-BSA). En conclusion, existe
diferencia entre los factores de virulencia pertenecientes a los aislados de infecciones locales
con los de micosis sistémicas, lo que les permite tener mayor o menor patogenicidad durante

el proceso de infeccion.
PALABRAS CLAVE:

e Candida sp.

e FACTORES DE VIRULENCIA
e SECRECION DE HIDROLASAS
e FORMACION DE BIOFILM



ABSTRACT

Candida sp. have been considered as the main causative agent of invasive infections in
hospitalized patients. The species of this gender form commensal yeasts from the oral cavity
in healthy individuals. However, they can act as opportunistic pathogens when there are
problems in the host’s immune system, mediated by specific virulence factors. The adhesion,
secretion of hydrolases and biofilm formation are the major virulence factors related to the
pathogenesis of the Candida genus. In this study, 136 clinical isolates were analyzed from
patients with local infections and systemic mycoses from to reference hospitals in Ecuador.
The isolates of systemic mycosis compared with those of local infections, demonstrated to
have similar structural conformation of the biofilm verified by confocal microscopy (CLSM)
and scanning electron microscopy (SEM), higher biomass production (violet crystal assay),
higher metabolic activity (XTT assay), lower production of phospholipases (assay in SDA-
YEA medium) and lower production of proteases (assay in YCB-BSA medium). In
conclusion, there is a difference between the virulence factors phenotype of isolates from
local infections and those causing systemic mycosis, which allows them to have more or less

pathogenicity during the infection.
KEY WORDS:

e Candida sp.

e VIRULENCE FACTORS

e HIDROLASE SECRETION
e BIOFILM FORMATION



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1.  Formulacion del Problema

Candida spp. es un grupo de hongos levaduriformes oportunistas y patdgenos que han sido
responsables de las infecciones flingicas invasivas mas comunes en pacientes hospitalizados a
nivel mundial, que pueden alcanzar altas tasas de mortalidad y morbilidad entre 40 y 50%,
llegando a ser la cuarta infeccion nosocomial mas comin y de flujo sanguineo (Antinori,

Milazzo, Sollima, Galli & Corbellino, 2016; Zdanaviciené, Gleiznys, & Gleiznys, 2017).

Segun Arendrup, et al. (2010) y Cleveland, et al. (2015), la candidiasis invasiva afecta a un
estimado de 250000 personas en todo el mundo cada afio, causando la muerte de 50000
infectados. Declarando rangos de candidemia entre 2 y 14 casos por 100000 personas en
estudios de poblaciones amplias (Andes et al., 2012). Dicha incidencia se debe a factores
como edad del paciente, estado de salud, inmunodeficiencias, trasplantes de Organos,
tratamientos mediante quimioterapia para cancer, entre otros (Quindés, 2018). Se ha
encontrado gran incidencia de cinco especies de Candida en candidiasis invasivas, entre las
cuales destacan C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei; que

conforman el 90% de los aislados recuperados de pacientes infectados (Antinori et al., 2016).

Generalmente, las fungemias ocasionadas por estas especies, afectan a pacientes
inmunocomprometidos o sujetos a cirugia, ubicados en unidades de cuidado intensivo. Otras
de las causas frecuentes de contagio son la colonizaciébn de catéteres hospitalarios,
translocacion desde el intestino al torrente sanguineo y terapia con antibidticos de alto
espectro (Antinori et al., 2016). Estos hongos oportunistas residen en mucosas, piel, tracto
gastrointestinal, tracto genitourinario, entre otros. La colonizacion por parte de los hongos es

inofensiva en individuos saludables. Las infecciones sistémicas llegan a producirse debido a



la intrusion de los hongos por el epitelio celular del hospedero, generalmente desde el
intestino a través del torrente sanguineo, difundiéndose a través de todo el cuerpo

(Zdanaviciené et al., 2017).

Las especies de C. albicans causan un numero considerable de infecciones invasivas, pero
las no-albicans han ido incrementando niveles de mortalidad y una mayor resistencia
antifingica. La identificacién de las especies de Candida que se encuentran colonizando un
hospedero, es de vital importancia, debido a que cada especie tiene un patron especifico de
susceptibilidad a drogas antifingicas, confiriendo el tratamiento adecuado para el paciente

(Lockhart et al., 2017).

El diagndstico tradicional para la Candidiasis Invasiva son los cultivos de sangre u otros
fluidos estériles y la demostracion histopatologica de la enfermedad del tejido invasivo
(Antinori et al., 2016). Sin embargo, la sensibilidad de estos sistemas se ve comprometida por
el nimero de unidades formadoras de colonias (CFU), que son bajos en pacientes con
candidemia (Pfeiffer et al., 2011). Por lo tanto, Nguyen, et al. (2012) desarrollo ensayos que
no involucren el cultivo diagnéstico, como 1,3-B-D-glucano (BDG), el ensayo manano/anti-
manano Yy una reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), mejorando la sensibilidad para la

deteccion de Candidiasis invasivas.

1.2.  Justificacion del Problema

Dado el incremento de incidencia de Candidiasis Invasiva generada por hongos del género
Candida, se han llevado a cabo investigaciones sobre las infecciones, patogenicidad y factores
de virulencia asociados a este genero (Chaffin, Lopez-Ribot, Casanova, Gozalbo, & Martinez,
1998). Como menciona Nucci, et al. (2013), de su encuesta realizada en 22 hospitales de ocho

paises Latino Americanos, a pesar de amplias diferencias entre los paises encuestados, la



media de incidencia fue sumamente superior a la reportada en Estados Unidos y Europa. Por
lo que Panizo, et al. (2005), propone disefiar metodologias de prevencion e identificacion de

los diferentes tipos de Candidiasis.

Segun la problematica planteada, surge la interrogante: ¢Existen registros médicos
confiables de infecciones originadas por hongos levaduriformes en Ecuador?, donde la
literatura menciona que las infecciones nosocomiales son en cierto punto, generadas por un
gran nimero de levaduras patdgenas (Antinori et al., 2016), pero no se han analizado factores
de virulencia asociados al género. Por ende, se requiere que la comunidad cientifica publique
reportes médicos sobre este tipo de infecciones, con el fin de llevar un registro para compilar
datos a nivel mundial. Buscando la generacion de respuestas farmacéuticas para este tipo de

infecciones (Hazen, 1995).

Los factores de virulencia caracteristicos de los hongos del género Candida, con mayor
incidencia en el cuadro clinico para Candidiasis Invasiva de nivel agudo o recurrente, se
deben a cambios fenotipicos, adherentes, secrecion de enzimas liticas dependientes de pH vy

formacion de biofilms (Ombrella, Racca, & Ramos, 2008).

Detallando dichos factores, en primer lugar, la habilidad de este género para intercambiar y
filamentar sus morfotipos entre levaduras unicelulares, pseudohifas e hifas promueven la
Candidiasis Invasiva (Pappas, Lionakis, Arendrup, Ostrosky-zeichner, & Kullberg, 2018).
Segundo, la secrecion de enzimas hidroliticas (Richardson & Lass-Florl, 2008), como
hidrolasas, fosfolipasas, lipasas y proteasas, que ayudan a la invasion del tejido del hospedero
y dafio de o6rganos (Pappas et al., 2018; Ramos et al., 2015). Tercero, una efectiva adherencia
e invasion a células endoteliales y epiteliales facilitan la diseminacion en el flujo sanguineo,

mediante proteinas como proteina aglutinante 3, adhesinas e invasivas especificas de este



género (Edwards et al., 2018). Cuarto, la formacion de biofilms, definidos como comunidades
de células empacadas densamente adheridas a la superficie, que confieren resistencia
intrinseca a antifingicos terapéuticos convencionales, al sistema inmune del huésped y otros

factores ambientales (Gulati & Nobile, 2016; Pappas et al., 2018).

A nivel mundial se han realizado numerosas investigaciones sobre el tema, sin embargo, en
Ecuador, dadas condiciones econdmicas, tecnoldgicas, cientificas y sociales, no se ha podido
profundizar al respecto (Nisha, Mudhigeti, Asir, & Chandrakesan, 2015). Las investigaciones
existentes, se limitan a los proyectos que involucran la identificacion, susceptibilidad y
distribucion de Candida (Guerrero, 2016), identificacion de Candida ecuadorensis en dos
regiones del Ecuador (James et al, 2017), determinacion de flora micética en secreciones
faringeas (Ocafia Herrera, 2015), prevalencia de candidiasis vulvovaginal (Sacoto, 2015),
medidas preventivas (Piguave, 2013) y vigilancia microbiolégica en cuidados intensivos
(Jiménez, 2013). Por lo que el estudio de factores de virulencia de aislados de Candida sp.
permitird reforzar el conocimiento sobre su distribucion, epidemiologia y patogenicidad, de

modo que se pueda establecer soluciones de mejora terapéutica.

1.3.  Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general
Identificar y comparar factores de virulencia (formacién de biofilms, actividad
fosfolipasa y proteasa) en Candida sp. presentes en aislados clinicos de origen
invasivo en contraste con no invasivos provenientes de los hospitales de referencia
Carlos Andrade Marin y Eugenio Espejo, mediante técnicas de microscopia

electronica, microscopia confocal, ensayos bioquimicos y microbioldgicos.



1.3.2.

Objetivos especificos
Recolectar e identificar fenotipicamente aislados clinicos de Candida a nivel de
especie.

Caracterizar de forma cualitativa la formacion de biofilms en especies de Candida.
Determinar el volumen del biofilm en especies de Candida y su actividad metabdlica.
Evaluar la actividad fosfolipasa y proteasa de los aislados.

Comparar el comportamiento de los factores de virulencia en el grupo de aislados de

origen invasivo vs. los aislados de origen no invasivo.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1.  Generalidades

Candida es un género de levaduras saprofitas conformado por alrededor de 150 especies,
que pertenecen al phylum Ascomycotina (Castafion, 2016). Se ha estimado que una porcion de
especies del género causa infecciones invasivas en humanos (Lockhart et al., 2017). Existen
19 especies del género implicadas en infecciones humanas, entre las cuales destacan C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei y C. parapsilosis (Chandrakant Deorukhkar &

Roushani, 2018).

El miembro mas patogénico del género que causa diferentes tipos de candidiasis es
Candida albicans (Chandrakant Deorukhkar & Roushani, 2018). Sin embargo, las especies no
albicans, han sido asociadas a un aumento de mortalidad y resistencia a drogas antifingicas

en los ultimos afios (Lockhart et al., 2017).

Las levaduras dimdrficas son capaces de cambiar de hifas unicelulares a filamentosas con
el fin de penetrar materiales sélidos (Gow, Van De Veerdonk, F.L. Brown, & Netea, 2012;
Sudbery, 2011). Dicha plasticidad morfolégica es un determinante de virulencia, debido a que
la forma hifal invasiva no es tolerada por el sistema inmune, induciendo una respuesta inmune

especifica mediada por macréfagos (Moyes et al., 2010).

2.2.  Taxonomia

Segun Lodder, et al. (1952), el género Candida es un grupo heterogéneo perteneciente a las
levaduras que no cuenta con caracteristicas necesarias para clasificarlas fuera del género de
levaduras imperfectas. Estos microorganismos son los agentes etiologicos de Candidiasis, con

la siguiente clasificacion taxondmica:

Reino superior: Eukariota



Reino: Fungi (Mycota)
Division: Blastomycetes
Orden: Cryptococcales
Familia: Cryptococcaceae
Geénero: Candida

Otra de las clasificaciones mas renombradas para hongos en la comunidad cientifica fue
desarrollada por Hoog y Guarro (1995), determinando diversos parametros que brindaban
mayor grado de complejidad evolutiva a este género. Empezando desde los mas simples como
Myxomycota, Chytridiomycota, Oomycota y Zygomycota, los cuales no presentan micelio
septado. Por otro lado, la division Ascomycota y Basidiomycota que son hongos superiores,
con la principal caracteristica de presentacion de micelio septado. Y por Ultimo, los hongos
anamorficos, subdivididos por la presencia de hifas de reproduccion sexual y un estado
telomorfo desconocido (Guarro, Gené, & Stchigel, 1999). Dicha clasificacion es detallada en

la Tabla 1.



Tabla 1.
Clasificacion taxonémica de hongos.

Division Myxomycota
Division Chytridiomycota
Division Qomycota
Division Zygomycota
Orden Mucorales
Orden Entomophthorales

Division Ascomycota

Clase Endomycetes

Familia Saccharomycetaceae
Issatchenkia orientalis .......... C. krusei
Saccharonyces cerevisiae

Familia Endomycetaceae
Debaryomyces hansem ... C. famata
Hansenula anomala ... C. pelliculosa
Pichia guilliermondii. ._..... C. guillisrmondii
Pichia norvegensis ... C.norvegensis
Stephanoascus ciferri ... C. ciferri

Famnlia Dipodascaceae
Clavispora lusitaniae............. C. lusitamiae

Familia Lipomycetaceae
Eluyveromyces marxiams.. . C. kgfir

Clase Evascomycetes

Division Basidiomveota
Clase Heterobasidiomycetes
Clase Holobasidiomycetes

Hongos anamérficos
Levaduras

Hyphomyeetes
Coelomycetes

Fuente: (Hoog & Guarro, 1995)

2.3. Morfologia del género Candida

El género Candida es un grupo de hongos polimérficos, debido a que su pared celular
permite adoptar una amplia gama de morfologias (Iglesias, 2011). El tamafio celular y rango
de crecimiento de este género es similar al de S. cerevisiae, con un ligero incremento en el

volumen de la pared celular con cada ciclo de crecimiento. Siendo cultivadas a condiciones



Optimas, alcanzan un didmetro de 2.6 y 3.4 pm para tubos germinales e hifas maduras,

respectivamente (Klis, Koster, & Brul, 2014).

Bajo pobres condiciones de crecimiento, estos microorganismos pueden formar
clamidosporas, conocidas como esporas redondas con pared celular de gran espesor (Kwon-
Chung, Lehman, Good, & Magee, 1985). Estas condiciones contribuyen a la adaptacion al
entorno en el que se desarrollen, conformadas por una serie de capas proteicas que pueden

variar dependiendo de la especie, como se visualiza en la Figura 1.
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Figura 1. Diagrama esquematico de la pared celular de clamidosporas de Candida albicans.
Fuente: (Shepherd, 1987)
2.4, Estructura quimica

2.4.1. Lipidos de la pared celular

Son constituyentes menores de la pared celular del género Candida y a nivel general del
resto de hongos. Uno de los principales lipidos es el fosfolipomanano, que carece de
glucosamina y presenta una organizacion diferente de las cadenas de glicano, conformado por
cadenas lineales de B-1,2 unidos a residuos de manosa y fosfoinositol ceramida, los cuales
segin Mille, et al. (2004), proveen la capacidad de adhesion, proteccion y sefalizacion de este

género.
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2.4.2. Quitina

Es un polisacarido lineal conformado de 2000 unidades de N-acetilglucosamina unidas por
enlaces B-1,4 (Figura 2)(Elorza & Valent, 2006). Es un componente principal de la pared
celular de este grupo, dado su relacion con p-1,3-glucano, donde la manoproteina es

covalentemente asociada (Elorza & Valent, 2006).

CHITIN ™~ : GLUCAN ¥~ : PROTEIN Ay Plasma membrane |||

(© GPI-S-S—RAE GPI—RAE RAE—S-S—ASL-S-S8- RAE

[ B-(1.6)- GLUCAN | | B-(1.6)- GLUCAN | [ (1.3)- GLUCAN

|
| B-(1.3)- GLUCAN 1 CHITIN CHITIN

Figura 2. Estructura y representacion esquematica de la arquitectura de la pared celular de
Candida albicans. (a) Micrografia electronica de una seccion media de células, (b)
organizacion de la pared celular, y (c) representacion de la organizacion celular.

Fuente: (Elorza & Valent, 2006)
2.4.3. Glucanos de pared celular

Glucanos complejos (B-glucanos) y mananos son liberados por el género Candida cuando

se los inocula en medio sintético y en sangre de pacientes infectados, dichos compuestos
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tienen un alto nivel de toxicidad y pueden causar shocks anafilacticos o arteritis coronaria.
Ademéas, pueden suprimir funciones de monocitos y células T de forma directa e indirecta

respectivamente, generando el desarrollo de Candidiasis (Nakagawa, Ohno, & Murai, 2003).

2.5. Epidemiologia y evolucion de Candida sp.

La Candidemia es una de las micosis invasivas con mayor renombre en pacientes
hospitalizados a nivel mundial, estudiada principalmente por Estados Unidos, el Oeste
Europeo y Asia. A nivel latinoamericano, a excepcion de Brasil y pequefios reportes de otros
paises, el conocimiento de la epidemiologia de la Candidemia es escaso (Leanord & Bal,
2011; Liu, Liao, Chen, & Chang, 2010; Zilberberg, Shorr, Kollef, Zilberberg, & Shorr, 2014).
Candida albicans ha perdurado como el patdgeno predominante de Candidemia y Candidiasis
Invasiva (Figura 3). Sin embargo, la emergencia de otras especies ha complicado el

diagnostico y tratamiento de estas infecciones (Quindds, 2018).
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Figura 3. Etiologia de Candidemia en paises y regiones seleccionadas.

Fuente: (Quindds, 2018)

El reconocimiento de las caracteristicas de incidencia, poblaciones susceptibles (infantes
<l afio y adultos >65 afios) (Figura 4), distribucién de especies y susceptibilidad antifingica
es fundamental para establecer medidas de control de la infeccion, manejo de la enfermedad,

profilaxis y terapia antifingica (Nucci et al., 2013).
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Figura 4. Rangos de incidencia anual de candidemia por 100000 personas por afio en el area
Metropolitana de Baltimore.

Fuente: (Cleveland et al., 2015)
Las especies del género Candida son comensales y llegan a colonizar la piel y superficies
mucosas de los humanos. Pacientes enfermos criticamente 0 inmunocomprometidos, son mas
susceptibles a contraer y desarrollar infecciones superficiales y sistémicas mortales (Sardi,

Bernardi, Scorzoni, Fusco-Almeida, & Giannini, 2013).

Candida auris ha sido un patdégeno emergente reciente, que fue aislado del canal externo
del oido de un paciente en 2008, el cual demostrd ser una levadura multirresistente (Lockhart
et al., 2017). Este patdgeno ha sido asociado a graves infecciones invasivas con un alto rango
de mortalidad (aproximadamente del 60%), causando conmocion en la region Asiatica,
Africa, Reino Unido, Latinoamérica y Estados Unidos (Larkin, Hager, Chandra, &

Mukherjee, 2017).
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2.6. Factores de virulencia
La mayoria de especies de este género han desarrollado un amplio rango de factores de
virulencia para conseguir la habilidad para colonizar tejidos hospederos, superar defensas del

hospedero y causar infecciones (Furlaneto, Tardei, Furlaneto-Maia, Galvao, & Pereira, 2012).

Estas infecciones se alcanzan una vez que se perturba el equilibrio inmunologico del
hospedero, al ocurrir variaciones en el medio ambiente (cambios de pH o cambios
nutricionales) o el wuso indiscriminado de antibidticos, que pueden desencadenar la

proliferacion de la micosis (Gulati & Nobile, 2016).

Ademés, se han mostrado varias enzimas degradadoras que promueven la virulencia. Asi
como se asume, que la invasién puede ser facilitada por el cambio de células en forma de
lavaduras a su crecimiento filamentoso, denominado morfogénesis (Calderone & Fonzi,

2001).

Cardenes, et al. (2006), sefiala los principales factores que favorecen la candidiasis humana

de forma clara y concreta en la Tabla 2.



Tabla 2

Factores predisponentes de la candidiasis

Factores intrinsecos Factores extrinsecos

Fisiologicos Medicamentos
e Edad e Inmunosupresores
e Recién nacidos e Corticosteroides
e Ancianos e Antimitéticos
e Embarazo e Anticonceptivos
e Antibioterapia
antibacteriana
e Antibioterapia
antiparasitaria
(metronidazol)
Patol6gicos Medicamentos quirdrgicos
e Carcinoma e Cateterismo  venoso 0
e Leucemia arterial
e Linfoma e Cirugia cardiaca
e Enfermedad de Hodgkin e Cirugia abdominal
e Anemia aplastica e Trasplante de 6rganos
e Agranulocitosis e Extracciones dentarias
e Granulomatosis séptica
familiar
e Alteracion de la
inmunidad celular
e Diabetes
e Hipotiroidismo
e Hipoadrenocorticismo
e Malabsorcion
e Malnutricion

Enfermedades consuntivas

Fuente: (Cardenes, 2006)

2.7.

Mecanismos patogenicos del género Candida

15

En condiciones de salud estables, el sistema inmune del humano es capaz de proteger el

organismo de infecciones bacterianas y/o flngicas. Al entrar en un estado inmunosuprimido,

los microorganismos saprofitos se pueden convertir en patogenos potenciales (Lopez &
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Marin, 2001). Entre los mecanismos patogénicos de mayor relevancia del género, se

encuentran la adhesion, secrecion de hidrolasas, formacion de biofilm, entre otros.

2.7.1. Adherencia

El género Candida se conecta al huésped mediante biomoléculas denominadas adhesinas,
que promueven la adherencia a células y ligandos celulares del hospedero. Las proteinas de
los microorganismos que se unen a las proteinas de la matriz extracelular de células
mamiferas como la fibronectina, laminina, fibrinbgeno y coladgeno, han sido estudiadas

detalladamente por la importancia clinica (Calderone & Fonzi, 2001).

Se han evidenciado dos mecanismos de invasion por parte de estos microorganismos, los
cuales pueden generar dafio a las células epiteliales (Dalle et al., 2010). El primer mecanismo
hace referencia al proceso de endocitosis, el cual es inducido por el microorganismo, forzando
a la célula huésped a envolver al hongo e incluirlo en los procesos celulares. El segundo
mecanismo, incluye a la penetracion activa, durante la invasion las hifas ejercen presion sobre
las células epiteliales, generando el ingreso del hongo (Zdanaviciené et al, 2017; Zhu &

Filler, 2016). Dichos mecanismos se muestran en la Figura 5.

Budding
Garmination o ﬁ‘xﬂn
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Als1p, AlsSp, Heplp, Intp Parsorption phagocytosis

Figura 5. Eventos tempranos en la patogénesis de Candidiasis generados en la superficie
mucosa.

Fuente: (Calderone & Fonzi, 2001)
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2.7.2. Formas morfologicas diferentes

Las especies del género Candida pueden crecer de forma diferentes, como células de
levadura envueltas (de forma redonda u ovoide, unidas o separadas), células pseudohifales,

con verdaderas hifas ubicadas paralelamente (Figura 7).

Pseudohyphae

Figura 6. Morfologia de levaduras, fomaras de hifas y pseudohifas.
Fuente: (Sudbery, 2011)

La presencia de levaduras e hifas otorga la virulencia a estos microorganismos, dado que la
forma hifal invasiva permite al microorganismo evitar a los fagocitos y dirigirse a los vasos
sanguineos; mientras que las células de levaduras son importantes para dispersarse en flujo

sanguineo (Zdanavi¢iené et al., 2017).

2.7.3. Secrecion de hidrolasas
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Las hifas del género Candida producen hidrolasas en el proceso de adherencia, lo cual
facilita la penetracion activa (Zdanavi¢iené et al, 2017). Las hidrolasas son responsables del
inicio de los procesos digestivos y fisiologicos. Su nombre se debe a que usan agua para
degradar sustratos como acidos nucleicos, proteinas, lipidos o grasas y carbohidratos o

azucares (Dennis, 2015). Destacando como principales:

e Proteasas: son enzimas destructivas necesarias para el catabolismo de otras proteinas
y la generacion de aminodcidos en organismos primitivos. Catalizan reacciones
altamente especificas de procesamiento proteolitico (Lépez-Otin & Bond, 2008). Su
produccion mejora la habilidad del microorganismo para colonizar y penetrar tejidos
hospederos. Ayuda a evadir el sistema inmune del huésped degradando proteinas
fundamentales en la defensa del huésped, como las inmunoglobulinas y citoquinas
(Serda Kantarciolu & Yiicel, 2002).

e Fosfolipasas: catalizan la hidrélisis de ésteres de acilo y ésteres de fosfato en
fosfolipidos (Dennis, 2015). Estas hidrolasas pueden jugar un rol activo en la invasion
del tejido hospedero durante una Candidiasis, mediante la disrupcion de la membrana
celular epitelial, promoviendo el ingreso de la punta de las hifas al citoplasma

(Ghannoum, 2000; Serda Kantarciolu & Yicel, 2002).
2.7.4. Formacion de biofilm

El género Candida produce biofilms altamente estructurados que se encuentra formado por
multiples tipos de células, por ejemplo: células en forma de levaduras, células ovaladas
pseudohifales y células hifales cilindricas; agrupadas en una matriz extracelular (Nobile &

Johnson, 2016).
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El conocimiento adquirido sobre la formacion de biofilms, ha sido originado a partir de
estudios que han sido caracterizados en sistemas in vitro e in vivo, conformado por cuatro
fases de desarrollo (Gulati & Nobile, 2016) (Figura 6). In vitro, el estrato basal del biofilm se
desarrolla por células de levadura a partir de las cuales se forman células filamentosas.
Mientras que in vivo, la estructura del biofilm es mas irregular, conformado de ceélulas
filamentosas, levaduras y wuna matriz extracelular con células inmunes del huésped

(Zdanaviciené et al., 2017).

Candida albicans
biofilm life cycle

5 D, Dispersion

C. Maturation

Figura 7. Ciclo de vida del biofilm de C. albicans. (A) Adherencia de levaduras a la
superficie. (B) Inicio de la formacion de biofilm, teniendo la proliferacion de células a la
forma de capa basal de células adherentes. (C) Maduracion del biofilm, donde se desarrollan
capas complejas de células polimorficas y se agrupan en una matriz extracelular. (D)
Dispersion, donde las levaduras salen del biofilm maduro a colonizar nuevos sitios.

Fuente: (Gulati & Nobile, 2016)
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Cuando se forma el biofilm en un dispositivo médico implantado como catéteres venosos,

marcadores de paso, valvulas mecénicas cardiacas, entre otros; el biofilm tiene la capacidad de

generar

infecciones diseminadas al torrente sanguineo Yy dirigir infecciones sistematicas

invasivas de tejidos u 6rganos (Nobile & Johnson, 2016).

2.8.

Caracterizacion de Candida sp.

Se puede identificar las diferentes especies del género Candida mediante métodos sencillos

o complejos, entre los mas importantes se detallan:

2.8.1. Criterios morfologicos

Criterios macroscopicos: centrados en el aspecto de las colonias en medios de cultivo
con diferentes nutrientes, tales como agares: Mycosel, Cled, Sabouraud, Harina de
Maiz-Tween 80, sangre, chocolate, entre otros (Sicilla & Cuesta, 2007). Ciertos
medios estan fundamentados en la deteccion de la actividad enzimtica de las
levaduras con la ayuda de la hidrolisis de un sustrato cromogénico dado por su
indicador enzimatico (Mathur et al., 2012), entre los cuales se usan: CHROMagar®,
Cromogen Albicans®, Candida ID®, entre otros.

Prueba de tubo germinal: detecta la capacidad de produccién de un tubo germinativo
de las especies de Candida en suero u otro tipo de medios. Dicho tubo germinal es un
crecimiento filamentoso que surge del blasconidio (Deorukhkar, Saini, & Jadhav,
2012).

Tinciones: para el estudio microscépico de levaduras se emplean tinciones por el bajo
costo y facilidad de empleo de los reactivos involucrados. Se emplean tinciones

simples como la tincibn Gram, dado que las levaduras se comportan como bacterias
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Gram positivas, evidenciando la formacion de blastosporas, artrosporas, hifas,

pseudohifas o endosporas (Sicilia & Cuesta, 2007).

2.8.2. Estudios bioquimicos
e Auxonograma: basado en la asimilacion de azlcares y nitratos de potasio usando
como fuentes de carbono y nitrdgeno, respectivamente (Giusiano, 2009).
e Zimograma: es un medio liquido suplementado con diversos azlcares con un
indicador de color, evidenciando la presencia de burbujas en la campana de Durham

por la degradacion anaerobia (Guerrero & Villacis, 2016).

2.8.3. Pruebas de identificacion rapida
Se emplean un conjunto de pruebas bioquimicas con la cualidad para asimilar
carbohidratos, prueba representada principalmente por los kits APl 20C y APl 32C

(Neppelenbroek et al., 2013).

2.8.4. Meétodos automatizados

En la actualidad se emplean el Sistema Vitek2 y Rapid Yeast Identification Panel
MicroScan en laboratorios especializados debido al elevado costo de su adquisicion. Estos
métodos emplean ensayos de asimilacion de carbohidratos y otras reacciones bioquimicas que

entregan resultados en periodos de 24 a 48 horas (Graf, Adam, Zill, & Go, 2000).

2.8.5. Meétodos biogquimicos

Basados en la identificacion rapida de especies del género Candida por la aglutinacion de
particulas empleando un anticuerpo monoclonal especifico anti-manano realizada mediante la
técnica ELISA en muestras de suero o plasma (Guerrero & Villacis, 2016; Sicilia & Cuesta,

2007).
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2.8.6. Métodos moleculares

Las técnicas moleculares han demostrado ser altamente replicables y precisas. Estas
técnicas se ven limitadas por el alto costo y requerimientos técnicos necesarios para Su
desarrollo en servicios de diagnostico microbiologico. Para la identificacion de las diferentes
especies de Candida a nivel cuantitativo y/o cualitativo se han desarrollado PCR’s anidadas,
inmunoensayos con PCR, PCR en tiempo real, PCR multiplex, entre otros (Chandrakant

Deorukhkar & Roushani, 2018; Neppelenbroek et al., 2013).

2.8.7. Meétodos semicuantitativos de estudio de biofilmes

e XTT: es un ensayo de reduccion mediante la sal 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-5-[(fenilamino) carbonil]-2H- hidroxido de tetrazolio (ATCC, 2011). Es un
método colorimétrico basado en la reduccion de sales de formazan del XTT por las
deshidrogenasas mitocondriales de células de levaduras activas metabdlicamente. La
formacion de formazan es medida por espectrofometria (Hawser, Norris, & Jessup,
1998; Jin, Yip, Samaranayake, Yau, & Samaranayake, 2003; Gordon Ramage, Walle,
Wickes, & Lo, 2001).

e Cristal violeta: con esta técnica el biofilm es tefiido con cristal violeta y destefiido con
una solucion de decoloracion, medida por espectrofotometria. Este método tifie todas

las células que conforman el biofilm, sin considerar su viabilidad (Jin et al., 2003).

2.8.8. Microscopia electronica
Las técnicas de microscopia electronica han permitido el reconocimiento de varios detalles

de la taxonomia de los microorganismos (Guarro et al., 1999).

La microscopia electronica de barrido (SEM) es usualmente empleada para analizar

caracteristicas microestructurales de cuerpos sélidos en superficies, generando una imagen
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tridimensional tomando en consideracion profundidad y campo. En la actualidad, se ha
empleado SEM para evaluar eventos relacionados con la patogenicidad de aislados clinicos,
tomando en consideracion adherencia a superficies, capacidad de invasion, morfogénesis y

alteraciones morfologicas (Furlaneto etal., 2012).

La microscopia electronica de transmision (TEM) han demostrado significancia en la
distincion de secciones cruzadas, capas de células de levaduras, diferencias entre ascomicetos

y basidomicetos, entre otros (Guarro et al., 1999).

2.8.9. Microscopia confocal

Es una técnica importante para el andlisis de biofilms producidos por bacterias y hongos en
la actualidad, debido a que permite la visualizacion de biofilms hidratados y no perturbados
(Chandra et al, 2001; Jin et al, 2005). La aplicacion de combinaciones de fluoréforos
permiten el marcaje de zonas de interés de la matriz del biofilm de acuerdo al objetivo de las
investigaciones (Gongalves, Del Bel Cury, de Vasconcellos, Cury, & da Silva, 2015). Entre

los fluoréforos mas empleados para la observacion de biofilms se conocen:

e Concavalin A — Alexa Fluor 488 (ConA): permite unirse a residuos de manosa y
glucosa de los polisacéridos de la pared celular, emitiendo fluorescencia verde. Su
espectro de fluorescencia muestra excitacion a 495 nm y emision a 519 nm
(Invitrogen Molecular Probes, 2006a).

e FUN-1: este fluoroforo aprovecha los mecanismos de procesamiento bioquimico
endogeno normal que suelen permanecer bien conservados en especies de levaduras
y el resto de hongos. La capacidad metabdlica e integridad de la membrana
plasmatica de las células permite que el fluordforo tifia estructuras intravacuolares

de las células metabdlicamente activas de un color tomate-rojo, mientras que las
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celulas que no presenten dicha actividad mantienen  fluorescencia verde. Su
espectro de fluorescencia muestra excitacion a 488 nm y emision en un rango de
510-560 nm para la fluorescencia verde y 560-610 nm para la fluorescencia tomate-
roja (Molecular Probes, 2001).

SYTO-9: es una molécula que cuenta con la capacidad para penetrar la pared
celular fungica facilmente y tifie las células con fluorescencia verde, basado en la
integridad de la pared celular en lugar de la actividad metabdlica de la célula. Su
espectro de fluorescencia muestra excitacion a 480 nm y emision a 500 nm
(Molecular Probes, 2014).

loduro de propidio: funciona como una membrana impermeable que generalmente
es excluido de células viables, por lo que es usado para identificar células muertas
en una poblacion. Su espectro de fluorescencia muestra excitacion a 535 nm y

emision a 617 nm (Invitrogen Molecular Probes, 2006b).
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CAPITULO I1lI: MATERIALES Y METODOS

3.1. Participantes

El trabajo de titulacion se ejecutd en el Laboratorio de Nanomedicina y Nanobiologia
(Biotecnologia Humana) de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, bajo la tutela de
Patricia Jiménez Arias PhD., y Marcelo Grijalva MD. PhD. El personal de laboratorio del
Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT) de la Universidad de las Fuerzas

Armadas ESPE, bajo la tutela de Luis Cumbal PhD., y Alexis Debut PhD.

El personal de laboratorio del Area de Bacteriologia del Hospital Carlos Andrade Marin
(HCAM). EI personal de laboratorio del Area de Microbiologia del Hospital Eugenio Espejo

(HEE).

3.2.  Zona de estudio

El trabajo de titulacién se ejecutd en el Laboratorio de Nanomedicina y Nanobiologia
(Biotecnologia Humana) y Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT) de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, ubicado en la Av. General Rumifiahui y Ambato,
canton Rumifiahui, provincia de Pichincha, Latitud 0°19°04” S, Longitud 78°26°43” O, Altura

elipsoidal 2489 (msnm).

Los aislados se recolectaron del Area de Bacteriologia del Hospital Carlos Andrade Marin
(HCAM) ubicado en la Avenida Universitaria y Portoviejo, Latitud: 0°12°19.141”’, Longitud:
78°30°16.818”°, Altura elipsoidal: 2821 m, y del Area de Microbiologia del Hospital Eugenio
Espejo (HEE) ubicado en la Avenida Gran Colombia y Yaguachi, Latitud: 0°12°52.987,

Longitud: 78°29°53.508”’, Altura elipsoidal: 2824 m.
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Para la identificacion de los aislados se utilizd el servicio de los Laboratorios de NETLAB
S.A., ubicados en la Av. Mariana de Jesls y Pasaje A, Latitud 0°11°15” S, Longitud

78°30°12” O, Altura elipsoidal 2897 (msnm).

3.3. Recoleccion de aislados clinicos

3.4.1. Aislados clinicos de micosis diseminadas

Se seleccionaron hemocultivos con crecimiento de hongos de los hospitales de referencia,
los cuales fueron recolectados en viales con 1.5 mL de medio de cultivo Agar Triptosa de
Soya (TSA), preparados Yy esterilizados segun las indicaciones del proveedor. Los viales se

rotularon segin la nomenclatura manejada por cada hospital.

Se recolectaron 68 aislados provenientes de pacientes con micosis diseminadas de los
hospitales Carlos Andrade Marin (HCAM) y Eugenio Espejo (HEE), muestras
correspondientes al periodo de noviembre -2015 a enero -2017. Los aislados clinicos de
micosis invasivas provienen de la coleccion de aislados del proyecto SENESCYT/FWO
‘“Resistencia a carbapenémicos en Enterobacteriaceae: valor diagndstico del perfilamiento de
small RNAs” realizado en el Laboratorio de Nanomedicina & Nanobiologia (Biotecnologia
Humana) de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE. Los datos de los aislados se

muestran en la Tabla 3.

3.4.2. Aislados clinicos de infecciones locales

Se seleccionaron placas de CHROMagar con crecimiento de hongos inoculadas por parte
del personal del laboratorio de ambos hospitales, los cuales fueron recolectados en viales con
1.5 mL de medio de cultivo Agar Extracto de Levadura Peptona Dextrosa (YPD), preparados
y esterilizados segun las indicaciones del proveedor. Los viales se rotularon segin la

nomenclatura manejada por cada hospital.
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Se recolectaron 68 aislados clinicos de pacientes con infecciones locales de los hospitales
de referencia, muestras correspondientes al periodo de Junio -2017 a Agosto -2017. Se
tomaron las muestras principalmente de las regiones de la cavidad bucal y secreciones

faringeas. Los datos de los aislados se muestran en la Tabla 3.

3.4.  Criopreservacion de aislados clinicos

Los aislados clinicos provenientes de los hospitales fueron transferidos a caldo YPD para
Su reactivacion y enriquecimiento durante 24 horas a 37°C. Se tomé 10 uL de medio y se lo
transfirid6 a placas Petri con agar YPD, procurando un cultivo por estriado para la formacion
de colonias durante 24 horas a 37°C. Una vez obtenidas las colonias puras, se colocé una
asada de agar y se lo transfiri6 nuevamente a caldo YPD por 24 horas a 37°C. A continuacion,
se transfiri6 500 uL de medio inoculado a viales previamente esterilizados con 500 uL de

glicerol al 50%. Finalmente se almacend los 136 viales en ultracongelacion a -80°C.

3.5.  Identificacion de aislados clinicos

A partir de los antibiogramas obtenidos de los hospitales para cada aislado clinico se
generd una base de datos con la identificacién previa de cada vial. Para la confirmacion de
especies bajo criterios bioguimicos y microbioldgicos especificos, se contratd el servicio

otorgado por NETLAB S.A., para los 136 aislados clinicos.

Se enviaron 136 placas de Petri conteniendo cada aislado de la coleccion respectivamente,
procurando la formacion de colonias. Se obtuvo 136 antibiogramas resultantes del servicio

contratado respecto a cada aislado de la coleccion enviado y se actualizd la base de datos.

3.6.  Cultivo de aislados clinicos de trabajo
Se activd las cepas empleadas para cada ensayo tomando 40 uL del vial criopreservado,

colocandolo en tubos Falcén con 5 mL de caldo YPD y se incubd por 24 horas a 37°C. Se
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tomd 10 uL de medio y se lo transfirio a placas Petri con agar YPD y se incubG por 24 horas.
Se realizd un pase de una colonia nuevamente a 5 mL de caldo YPD y se incub6 durante 18

horas. Se ajusto el indculo inicial a 1x10° células/mL.

3.7.  Curva de crecimiento

Se emplearon dos aislados de cada tipo de infeccién (Infeccion local y Micosis sistémica)
elegidos aleatoriamente. Se colocdé 10 mL de caldo inoculado con 90 mL de caldo YPD fresco
(relacion 1:10) en un Erlenmeyer y se incub6 a 37°C. Para cada muestreo, se separ6 10 mL de
caldo inoculado del frasco madre y transfirio 2 mL a una cubeta de plastico. Las muestras
fueron tomadas a 0, 2, 4, 8 y cada 4 horas hasta alcanzar las 30 horas de indculo. La lectura de
las absorbancias se realizd a 600 nm, cuyas lecturas fueron recopiladas y representadas
graficamente (Mahazar, Zakuan, Norhayati, MeorHussin, & Rukayadi, 2017; Nordin, Wan

Harun, & Abdul Razak, 2013).

3.8.  Formacion de biofilm

Se us6 el método modificado de Ramage, et al. (2001) para inducir la formacion de
biofilm. Se tom6 1 mL de la suspension celular ajustada y se centrifugd a 5000 RPM durante
6 minutos. Se descartd el sobrenadante y se resuspendid en 1 mL de medio RPMI 1640
conteniendo L-glutamina (tamponado con MOPS 0.165 M a pH 7.0) sin bicarbonato. Se

colocd la suspension en la placa de cultivo celular y se incub6é por 48 horas a 37°C.

3.9. Caracterizacion cualitativa del biofilm mediante microscopia confocal

Se tom6 un aislado de cada tipo de infeccién. Se realizaron dos repeticiones por aislado. Se
colocaron 200 uL de la suspension celular estandarizada (5x10° levaduras/mL en RPMI 1640)
mas 1 mL de RPMI 1640 fresco en placas de Petri fondo de vidrio. Se incubd la placa por 48

horas a 37°C. Se descart6 el sobrenadante y lavd con 200 uL de PBS estéril. Se afiadio 1 mL
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del combinado de ConA (25 pg/mL) en PBS (Kagan et al., 2014). Se incub6 por 30 minutos a

37°C. Se observaron las muestras en el microscopio confocal Olympus Fluoview FV1200.

3.10. Caracterizacién cualitativa del biofilm mediante Microscopia Electronica de
Barrido (SEM)

Se tomaron ocho aislados de cada tipo de infeccion. Se realizaron dos repeticiones por
aislado. El biofilm fue formado sobre discos cubreobjetos en placas de microtitulacion
estériles de 12 pocillos. Para la fase de fijacion, se modificd la metodologia de Melo, et al.
(2011), en la cual se mezclo los discos con 1 mL de glutaraldehido al 2% tamponado a pH 7.2
con cacodilato de sodio 0.1 M y se mantuvo la placa por 24 horas a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se afiadid tetradxido de osmio al 1% en buffer DPBS por 1 hora. Seguido, se
tratd las muestras con &cido tanico al 1% por 1 hora. La deshidratacion se llevé a cabo con
lavados consecutivos de etanol al 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 99% de 1 hora cada uno. Se
liofilizaron las muestras por 24 horas. Para la posterior observacion de las muestras, se
recubrio con oro los discos cubreobjetos y se examinaron las muestras en el microscopio

electrénico de barrido ZEISS DSM-960A.

3.11. Caracterizacién volumétrica del biofilm mediante el ensayo de Cristal Violeta

Se emplearon los 136 aislados de la coleccién para este ensayo. Se realizaron cuatro
repeticiones para cada uno. El biofilm fue formado en placas de microtitulacion estériles de 96
pocillos. Para retirar las células no adheridas se lavo cada pocillo con 200 uL de PBS después
del periodo de incubacion. Se dejé secar la placa por 20 minutos a 35°C. a continuacién, se
colocé 110 uL de la solucion acuosa de cristal violeta al 0.4% por 45 minutos. Se descarto y
lavo nuevamente cada pocillo con agua estéril cuatro veces. Inmediatamente se descoloré con
200 uL de etanol al 95% por 45 minutos. 100 uL de la solucion descolorada de cada pocillo

fueron transferidos a una nueva placa estéril. Se realizd la lectura de las absorbancias en el
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lector de placas a 595 nm (Jin et al., 2003). Al existir una desviacion estandar mayor al 10%

entre las cuatro repeticiones para un determinado aislado, se repitio el ensayo.

3.12. Caracterizacién de la actividad metabolica del biofilm mediante el ensayo de
XTT

Se emplearon los 136 aislados de la coleccion para este ensayo. Se realizaron cuatro
repeticiones para cada uno. Se preparé la solucion XTT-menadiona, afiadiendo 1.5 mL de
XTT 1mg/mL en PBS (fitrado por milipore 0.22 pm, almacenado a -70°C) a 300 uL de
menadiona 0.4 mM en acetona (filtrada por milipore 0.22 pm inmediatamente antes de cada
ensayo) (Jin et al., 2003). El biofilm fue formado en placas de microtitulacion estériles de 96
pocillos. Para retirar las células no adheridas se lavo cada pocillo con 200 uL de PBS después
del periodo de incubacion. A cada pocillo se le afadio 200 uL de PBS y 12 uL de solucion
XTT-menadiona. Se incubd la placa durante 3 horas a 37°C cubriendo la placa con papel
aluminio. A continuacion, se transfirid 100 uL de la solucion de reaccion a una nueva placa de
microtitulacion. Se realizd la lectura de las absorbancias en el lector de placas a 490 nm (Melo
et al, 2011). Al existir una desviacion estandar mayor al 10% entre las cuatro repeticiones

para un determinado aislado, se repitidé el ensayo.

3.13. Evaluacién de la actividad fosfolipasa

Se emplearon los 136 aislados de la coleccién para este ensayo. Se realizaron dos
repeticiones para cada uno. Se ajustd la suspension celular a un total de 1x10° células/mL. Se
prepar0 placas Petri de agar SDA-YEA (medio Sabouraud 6.5%, Emulsion estéril de yema de
huevo 8%, NaCl 1M, CaCIl2 5mM). Se activaron los aislados en caldo YPD y se incubo por
18 horas a 37°C. Se colocO 1 uL de la suspension en el centro de las placas de SDA-YEA y se
las incubd por 72 horas a 37°C (Echeverria, Durante, & Arechavala, 2002). Se midieron los

diametros de las colonias y halos enzimaticos de cada aislado de acuerdo al método
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establecido por Price, et al. (1982), ejemplificado en la figura 8. Se calculd el coeficiente de

actividad enzimatica con los datos recopilados.

NEGATIVE POSITIVE

Colony Width Colony Width
example 10mm examp:e 10mm
Colony Colony
+ +
(b) Zone Width Zone Width
example 10mm example 16mm
P;=10/10=1.00 P,=10/16=0.63

Figura 8. Determinacion del indice de la actividad enzimatica (Pz).
Fuente: (Price et al., 1982)

3.14. Evaluacion de la actividad proteasa

Se emplearon los 136 aislados de la coleccién para este ensayo. Se realizaron dos
repeticiones para cada uno. Se ajustd la suspension celular a un total de 1x10° células/mL. Se
prepard placas Petri de agar YCB-BSA (Base de Carbon de Levadura 1.17%, Suero albdmina
bovina 0.2%, Agar 2%). Se activaron los aislados en caldo YPD y se incubo por 18 horas a
37°C. Se coloco 1 uL de la suspension en el centro de las placas de YCB-BSA vy se las incubd
por 72 horas a 37°C (Ramos et al., 2015). Se midieron los diametros de las colonias y halos
enzimiticos de cada aislado de acuerdo al método establecido por Price, et al. (1982),
ejemplificado en la figura 8. Se calculd el coeficiente de actividad enzimatica con los datos

recopilados.

3.15. Célculo del coeficiente de actividad enzimética (Pz)
El coeficiente se calculd mediante la razon entre el didmetro de crecimiento de la colonia y
el didmetro de la zona de produccion enzimatica. Los resultados pueden tomar valores de

entre cero a uno, siendo los cercanos a cero, los niveles maximos de actividad enzimatica v,
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por el contrario, los mas cercanos a uno, indican un nivel bajo de actividad enzimatica.
Cuando el indice Pz es igual 1, indica que no se evidencia actividad enzimatica, como se

evidencia en la figura 8.

3.16. Andlisis estadistico
Se realizd una prueba t de Student para comparacion de medias, tomando en consideracion
los resultados cuantitativos y semicuantitativos de los ensayos ejecutados. Se empled el

programa estadistico INFOSTAT para el andlisis pertinente.

3.17. Graficos
Para el desarrollo de esquemas y gréficos se empled los softwares RStudio, GraphPad

Prism 7.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Coleccion de aislados clinicos

La confirmaciéon de identificacién a nivel de especies de los aislados clinicos fue realizada
por el servicio brindado por NETLAB S.A. (Tabla 3), resultando una variacion en 35 aislados
(25.7%) con respecto a la identificacion inicial otorgada por los hospitales involucrados, de
este modo, se aceptd y continud la investigacion con la identificacion por parte de NETLAB

S.A

Se evidencié que C. albicans es el agente etioldgico mas comin hallado en candidiasis (M.
N. Souza, Ortiz, Mello, & Oliveira, 2015), alcanzando una prevalencia del 63.97% durante su
identificacién, mientras que los aislados de Candida no albicans mas frecuentes como C.
tropicalis, C. glabrata y C. parapsilopsis llegaron a conformar el 8.82, 8.82 y 8.09% de
frecuencia, respectivamente. Por otro lado, los aislados con menor proporcion como C.
ciferri, C. lusitaniae, C. krusei y C. guillermondii alcanzaron una frecuencia del 3.68, 3.68,

1.47y 1.47% de la poblacion de estudio, respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3.

Identificacion fenotipica de aislados clinicos
Especie Prevalencia

Candida albicans 87 (63,97%)

Candida no albicans

Candida tropicalis 12 (8,82%)
Candida glabrata 12 (8,82%)
Candida krusei 2 (1,47%)
Candida guillermondii 2 (1,47%)
Candida ciferrii 5 (3,68%)
Candida lusitaniae 5 (3,68%)

Candida parapsilosis 11 (8,09%)

Total 136 (100%)
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Se recopilaron un total de 136 aislados clinicos, los cuales fueron separados segin el tipo
de infeccion (Tabla 4). Se procur6 mantener una poblacion uniforme respecto a los hospitales
de proveniencia (68 aislados por hospital). Dichos aislados fueron criopreservados y

mantenidos a -80°C.

Tabla 4.

Detalle de aislados clinicos recopilados segun especie y tipo de infeccién.

Tipo de infeccién

Especie Infeccion local  Micosis sistémica
Candida albicans 54 (79.41%) 33 (48.53%)
Candida no albicans

Candida tropicalis 2 (2.94%) 10 (14.71%)
Candida glabrata 5 (7.35%) 7 (10.29%)
Candida krusei 0 (0%) 2 (1.47%)
Candida guillermondii 1 (1.47%) 1 (1.47%)
Candida ciferrii 2 (2.94%) 3 (4.41%)
Candida lusitaniae 4 (5.88%) 1 (1.47%)
Candida parapsilosis 0 (0%) 11 (16.18%)
Total 68 68

4.2.  Curva de crecimiento

Se tabularon las absorbancias obtenidas durante el tiempo de crecimiento de los hongos
para cada tipo de infeccion por separado (Figuras 9 y 10). Los aislados seleccionados
aleatoriamente correspondieron a Candida albicans y Candida glabrata para micosis
sisttmicas, y Candida ciferrii y Candida lusitaniae para infecciones locales. Las curvas
sigmoidales exhibieron claramente las fases lag, log y estacionaria. No se evidenciaron
diferencias significativas entre el crecimiento de los aislados con respecto al tipo de infeccion

de proveniencia.
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Figura 9. Curva de crecimiento de aislados clinicos de Micosis sistémicas escogidos
aleatoriamente de la coleccion de estudio. Aislado 1: Candida albicans. Aislado 2: Candida
glabrata.
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Figura 10. Curva de crecimiento de aislados clinicos de Infecciones locales escogidos
aleatoriamente de la coleccidn de estudio. Aislado 1: Candida ciferrii. Aislado 2: Candida
lusitaniae.
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4.3.  Caracterizacion cualitativa del biofilm mediante microscopia confocal

Se tomd en cuenta un aislado por tipo de infeccion que pertenezcan a la misma especie, es
decir, un aislado de C. albicans por micosis sistémica y por infeccidén local, con el fin de
evidenciar si existen diferencias en la estructura del biofilm. En las Figuras 11 y 12, se
muestran capturas de la observacion en el microscopio confocal, donde se observa la union
del fluoréforo conjugado Concavalin A — Alexa Fluor 488 (ConA) a residuos de manosa y

glucosa de los polisacaridos de la pared celular con fluorescencia verde.

Figura 11. Imagenes de microscopia confocal del crecimiento del biofilm del aislado de C.
albicans correspondiente al grupo de micosis sistémicas. (A) Biofilm marcado con el
fluoréforo ConA (25 ug/mL), (B) imagen de contraste y (C) superposicion de imagenes Ay
B. Magnificacion de 60X.

Figura 12. Imigenes de microscopia confocal del crecimiento del biofilm del aislado de C.
albicans correspondiente al grupo de infecciones locales. (A) Biofilm marcado con el
fluoréforo ConA (25 ug/mL), (B) imagen de contraste y (C) superposicion de imigenes Ay
B. Magnificacion de 60X.
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4.4. Caracterizacion cualitativa del biofilm mediante Microscopia Electronica de
Barrido (SEM)

Se realizd la caracterizacion de seis aislados clinicos por tipo de infeccion, tomando en
consideracion los aislados con mayor formacion volumétrica de biofilm (ensayo de cristal
violeta) junto con su actividad metabdlica (ensayo de XTT). En las figuras mostradas a
continuacion se comparan los biofilms formados por la misma especie de Candida

provenientes de los diferentes tipos de infeccion:

2 8 -
SEM HV: 10.0 kV WD: 5.02 mm I SEM HV: 10.0 kV WD: 5.06 mm | MIRAZ TESCAN|
View field: 138 um Det: SE 20 ym View field: 138 pym Det: SE

SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/d/y): 06/06/19 CENCINAT SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/d/y): 06/06/19 CENCINAT

Figura 13. Microscopia electronica de barrido de biofilms de C. albicans provenientes de (A)
micosis sistémicas vs (B) infecciones locales.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 5.21 mm | MIRA3 TESCAN| MIRA3 TESCAN
View field: 55.4 ym Det: SE
SEM MAG: 5.00 kx  Date(m/d/y): 03/26/19 CENCINAT SEM MAG: 2.00 kx |Date(m/dly): 06/13/19 CENCINAT

Figura 14. Microscopia electronica de barrido de biofilms de C. ciferri provenientes de (A)
micosis sistémicas vs (B) infecciones locales.

SEM HV: 10.0 kV WD: 5.05 mm | ['1 4 MIRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0kV | WD: 5.02 mm |
View field: 27.7 pm Det: SE 5um View field: 42.9 ym ‘ Det: SE 10 pm
SEM MAG: 10.0 kx  Date(m/dly): 06/06/19 CENCINAT SEM MAG: 6.45 kx | Date(m/d/y): 06/06/19 CENCINAT

Figura 15. Microscopia electronica de barrido de biofilms de C. glabrata provenientes de (A)
micosis sistémicas vs (B) infecciones locales.
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SEM HV: 10.0 kV WD: 5.03 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV
View field: 39.5 um Det: SE View field: 138 pm Det: SE
SEM MAG: 7.00 kx  Date(m/dly): 04/08/19 CENCINAT SEM MAG: 2.00 kx Date(m/dly): 06/13/19 CENCINAT

Figura 16. Microscopia electronica de barrido de biofilms de C. guillermondii provenientes
de (A) micosis sistémicas vs (B) infecciones locales.

VY

4 3 ¥
- X {
SEM HV: 10.0 kV WD: 4.99 mm | | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 4.85 mm

View field: 69.2 pm Det: SE 20 ym View field: 138 ym Det: SE
SEM MAG: 4.00 kx ' Date(m/d/y): 04/08/19 CENCINAT SEM MAG: 2.00 kx ' Date(m/dly): 06/13/19 CENCINAT

Figura 17. Microscopia electrénica de barrido de biofilms de C. lusitaniae provenientes de
(A) micosis sistémicas vs (B) infecciones locales.



40

. : o

\ €
. ¢€ T *
o %

i ¥ e > ¥ P ¢

SEM HV: 10.0 kV SEM HV: 10.0 kV WD: 10.06 mm | MIRA3 TESCAN
View field: 138 ym | Det: SE View field: 138 ym Det: SE 20 ym

SEM MAG: 2.00 kx | Date(m/d/y): 04/08/19 CENCINAT SEM MAG: 2.00 kx  Date(m/dly): 06/13/19 CENCINAT

Figura 18. Microscopia electronica de barrido de biofilms de C. tropicalis provenientes de
(A) micosis sistémicas vs (B) infecciones locales.

4.5. Caracterizacion volumétrica del biofilm mediante el ensayo de Cristal Violeta

La tincion CV reveld un amplio rango de variacién en la produccion de biofilm entre los
diferentes aislados. El analisis de la masa media del biofilm para los 136 aislados mediante el
ensayo de cristal violeta se representa con las absorbancias de los ensayos a nivel de especie y
segun el tipo de infeccion (Figuras 19 y 20). A nivel de especie, C. tropicalis mostrd poseer la

mayor produccion de biofilm sobre el resto de especies (Figura 19).
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Figura 19. Comparacion volumétrica de biofilms formados por las diferentes especies de
Candida mediante el ensayo cristal violeta.

Por otro lado, se identifico una diferencia significativa (p<0.0001) en la formacion de
biofilm entre los tipos de infeccion. La media del biofilm cuantificado para los aislados de
infecciones sistémicas fue de 1.66 nm, mientras que para los de micosis sistémicas fue de 2.34

nm (Figura 20).
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Figura 20. Comparacion volumétrica de biofilms formados por los aislados con respecto al
tipo de infeccidbn mediante el ensayo del cristal violeta.
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4.6. Caracterizacion de la actividad metabolica del biofilm mediante el ensayo de
XTT

La actividad metabdlica del biofilm fue cuantificada para los 136 aislados mediante el

ensayo XTT, en el cual se analizaron las absorbancias de los ensayos a nivel de especie y

segun el tipo de infeccion como se representa en las Figuras 21 y 22, respectivamente. A nivel

de especie, se observd una alta actividad metabolica perteneciente a los aislados de C.

glabrata, seguido de C. parapsilosis y C. albicans (Figura 21).
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Figura 21. Comparacion de la actividad metabdlica de los biofilms formados por las
diferentes especies de Candida mediante el ensayo de XTT.

Tomando en consideracion el tipo de infeccidn, la actividad metabolica producida por los
aislados de micosis sistémicas fue mayor a la de las infecciones locales, evidenciando una
diferencia significativa (p<0.0001). Obteniendo una media de 0.19 nm para los aislados de

micosis sistémicas y 0.16 nm para los de infecciones locales (Figura 22).
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Figura 22. Comparacion de la actividad metabolica de los biofilms formados por los aislados
con respecto al tipo de infeccion mediante el ensayo de XTT.

4.7.  Evaluacion de la actividad fosfolipasa y proteasa

La actividad enzimatica expresada por los aislados clinicos fue evaluada en los medios de
cultivo SDA-YEA y YCB-BSA para las fosfolipasas y proteasas, respectivamente. Dichas
actividades se detallan a nivel de especie y tipo de infeccion en las Tablas 5 y 6,
respectivamente. C. guillermondii demostré ser la especie con mayor produccion de
fosfolipasas y proteasas, resultado que posee baja confiabilidad, debido a que solo se
obtuvieron dos aislados correspondientes a esta especie en toda la coleccion, y de ellos solo
uno presento produccion enzimatica. También se sefiala que los aislados de C. tropicalis y C.

krusei no presentaron actividad fosfolipasa (Tabla 5).

La mayor produccién de fosfolipasas en orden descendente fue dada por C. guillermondii
> C. ciferrii > C. glabrata > C. albicans > C. lusitaniae > C. parapsilosis. Mientras que para
la produccion de proteasas fue dada por C. guillermondii > C. albicans > C. lusitaniae > C.

ciferrii > C. glabrata > C. tropicalis > C. parapsilosis > C. krusei.
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Tabla 5

Actividad fosfolipasa y proteasa de los aislados clinicos a nivel de especie.

Especie NGmero Fosfolipasa SDA-YEA Proteasa YCB-BSA

Positivo  Porcentaje Pz +SD Positivo  Porcentaje Pz + SD

C. albicans 87 78 89,66 0,635 + 0,084 65 74,71 0,280 + 0,109

C. tropicalis 12 - - - 12 100,00 0536 + 0,157

C. glabrata 12 2 16,67 0,617 + 0,008 8 66,67 0,307 £ 0,12

C. krusei 2 - - - 2 100,00 060

C. guillermondii 2 1 50,00 0,558 £ 0 1 50,00 0,186 + 0

C. ciferrii 5 4 80,00 0,604 + 0,058 3 60,00 0,298 + 0,175

C. lusitaniae 2 40,00 0,7 £ 0,064 5 100,00 0,295 + 0,154

C. parapsilosis 11 1 9,09 0,786 £ 0 5 45,45 0,56 +0,148

Segun el tipo de infeccion, se evidencidé una mayor cantidad de aislados con actividad
fosfolipasa y proteasa positiva por los aislados de infecciones locales (85.29 y 95.59%,
respectivamente). Del mismo modo, resultd una mayor produccion de fosfolipasas y proteasas
por los aislados de infecciones locales, obteniendo un coeficiente de actividad enzimatica de

0.622+0.083 y 0.261+ 0.078, respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6
Actividad fosfolipasa y proteasa de los aislados clinicos segun tipo de infeccion.
Tipo de NGMero Fosfolipasa SDA-YEA Proteasa YCB-BSA
Infeccion Positivo  Porcentaje Pz £SD Positivo ~ Porcentaje Pz +SD
Infeccién local 68 58 85,29 0,622 + 0,083 65 95,59 0,261 + 0,078

Micosis sistémica 68 30 44,12 0,663 + 0,075 36 52,94 0,463 + 0,182
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CAPITULO V: DISCUSION

El constante cambio epidemioldgico y resistencia de las diferentes especies del género
Candida ha generado preocupacion a nivel global, por lo cual Guerrero, et al. (2016)
desarrollé la identificacion, susceptibilidad y distribucion de especies de Candida obtenidas

del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica (INSPI) del Ecuador.

El servicio brindado por los laboratorios NETLAB S.A., empled un analisis de
diferenciacion directa en platos de aislamiento como CHROMAgar Candida y el uso del
sistema VITEK 2 para la identificacion de los aislados clinicos. La frecuencia de los aislados
clinicos identificados en esta investigacion (Tabla 3), concuerdan con los resultados de varios
autores (Alnuaimi et al., 2016; Cleveland et al., 2015; Idelevich & Grunewald, 2014; Panizo
et al, 2005). Segln Giolo, et al. (2010), C. krusei es uno de los aislados mas frecuentemente
encontrados, pero debido a su susceptibilidad antes nuevos azoles, su prevalencia ha ido

disminuyendo (Rodriguez Tudela et al., 2008).

Las infecciones nocosomiales causadas por el género Candida tienen una frecuencia del
53% en hospitales pediatricos de tercer nivel, 34% en hospitales de tercer nivel, 11% en
centros y sub-centros de salud, 1% en hospitales de segundo nivel y 1% en clinicas
particulares. Revelando que los aislados provinieron en mayor proporcién de lavados
bronquiales con un 29%, seguidos de orina con 22% vy finalmente de sangre con 13%
(Guerrero & Villacis, 2016). Segin Harakuni, et al. (2012) y Pongracz, et al. (2016), los
aislados de Candida no albicans son aislados con mayor frecuencia de muestras de sangre que

de otros sitios no estériles, como se evidencia en los resultados tabulados en la Tabla 4.

Se muestra que no existen aislados de C. krusei y C. parapsilosis con respecto a

infecciones locales (Tabla 4). Tan, et al. (2016) menciona que las infecciones causadas por C.
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krusei a nivel respiratorio es hallado con menor frecuencia en la micologia clinica comparado
con otras especies patdgenas de Candida. Por otro lado, Namratha, et al. (2018) menciona que
existe una mayor proporcion de aislados de C. parapsilosis en esputo cuando se produce una

co-infeccion fungica con tuberculosis.

La prueba de tubo germinal llevada a cabo por el personal de los hospitales de referencia,
tuvo una diferencia del 25.7% en la identificacion de los aislados comparados con los
métodos en conjunto aplicados por los laboratorios NETLAB S.A.  Moya, et al. (2018)
menciona que la prueba del tubo germinal es un método eficiente para la identificacion del
género Candida, debido a su rapidez, bajo costo y sencillo modo de empleo para discriminar
entre C. albicans y C. dublensis de otras especies, alcanzando un 98% de sensibilidad. Sin
embargo, se ha evidenciado que existe un 5 a 10% de aislados de C. albicans que no poseen la
capacidad de producir tubo germinal. Adicionando que no permite una clara identificacion de
especies no-albicans, por ende, no puede ser considerada una prueba absoluta (M. N. Souza et
al., 2015). Dadas estas limitaciones, se ha fomentado la busqueda de otras alternativas para la

identificacion de levaduras patogenas (Carrillo-Mufioz et al., 2003).

El medio CHROMAgar Candida ofrece una identificacién sencilla de varias especies que
se fundamenta en el color de las colonias y su morfologia, manteniendo una diferenciacion
precisa de las especies mas comunes, representadas por: C. albicans, C. tropicalis y C. krusei
(Stefaniuk, Baraniak, Fortuna, & Hryniewicz, 2016). Madhavan, et al. (2011) menciona en su
investigacion que la sensibilidad, especificidad y eficiencia para el cultivo de diferentes
especies de Candida en CHROMAgar a 37°C alcanzan rangos de 56-100%, 92-100% vy 88-

100%, respectivamente.
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El sistema Vitek 2 Biomerieux incluye cartas que permiten la identificacion de
microorganismos mediante la comparacion del perfil bioquimico con una amplia base de
datos (Cuenca-Estrella et al.,, 2010; Kaur, Dhakad, Goyal, Haque, & Mukhopadhyay, 2016).
A este sistema se le pueden incorporar cartas de pruebas de susceptibilidad antifungica (AST),
como el trabajo realizado por NETLAB S.A., en el que identifico la susceptibilidad de los
aislados a una concentracion minima inhibitoria en base a fluconazol, voriconazol,
caspofungina, micafungina, anfotericina B y flucitosina. De acuerdo a diversas
investigaciones se ha estimado que la sensibilidad del sistema Vitek 2 puede alcanzar valores
desde el 85 hasta 100% de identificacién inequivoca de los aislados (Ferrara, Mercedes
Panizo, Mazzone, Pequenese, & Reviakina, 2014; Kaur et al, 2016; Melhem et al., 2013;

Stefaniuk et al., 2016).

La arquitectura de los biofilms es un rasgo muy importante para caracterizacion de las
especies de Candida. Las técnicas como SEM y CLSM han sido empleadas para evaluar el
fenotipo celular, matriz extracelular, crecimiento y arquitectura. Sin embargo, existen

limitaciones que pueden ocasionar variabilidad durante su desarrollo (Soll & Daniels, 2016).

La microscopia confocal surge como una técnica importante para demostrar la distribucion
3D de la matriz de exopolisacaridos de células de levaduras, arquitectura interna, fenotipo
celular y espesor del biofilm (Gongalves et al., 2015; Soll & Daniels, 2016). Esta técnica no
destructiva permite la observacion in situ de biofilms hidratados, lo cual mantiene la
heterogeneidad de la estructura del biofilm (G Ramage et al., 2001). En la Figura 11 se puede
apreciar un biofilm maduro de 48 horas proveniente de un aislado de micosis sistémicas, que
en comparacion al aislado proveniente de infecciones locales (Figura 12) bajo las mismas
condiciones muestra una mayor proliferacién del biofilm, concordando con el espesor del

biofilm alcanzado de 27.72'y 12.78 pm, respectivamente.
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Al mismo tiempo, varios autores indican que C. albicans produce mayor cantidad de
biofilm que otras especies patdgenas comunes, alcanzando un rango de 14 hasta 450 pm de
espesor durante las 24 a 72 horas, mientras que se observa un decaimiento del espesor del
biofilm a las 96 horas mostrandose menos denso y méas disperso (Chandra et al., 2001; Jin et
al., 2005; Kuhn, Chandra, Mukherjee, & Ghannoum, 2002; Larkin et al., 2017; G Ramage et
al, 2001; Ranjith, Chakravarthy, Adicherla, Sharma, & Shivaji, 2018). Kuhn, et al. (2002)
sostiene que los aislados de tipo invasivo son mayores productores de biofilm que los

provenientes de infecciones no invasivas, comparando Su peso Seco.

El andlisis SEM revelo una formacién robusta de la estructura de biofilms para las
diferentes especies de Candida evaluadas en funcién del tipo de infeccion (Figuras 13-18).
Las imagenes demostraron la correlacion existente entre los resultados cuantitativos con
respecto a la formacion del biofilm (ensayo de cristal violeta y XTT). Sin embargo, se
identific6 que los aislados de micosis sistémicas mantuvieron una prominente formacion de

material extracelular (ECM) entretejido en el biofilm.

Se ha visto que en la mayoria de biofilms, la poblacion de microorganismos conforma el
10% de la biomasa total, mientras que la ECM corresponde al 90% restante (Flemming &
Wingender, 2010). EI ECM juega un rol importante para la formacién del biofilm, debido a
que se encarga de mantener la integridad de la arquitectura del biofilm, inmoviliza agua y
nutrientes dentro de la matriz y ayuda a la tolerancia antifingica (Flemming & Wingender,
2010; Nisha et al., 2015; Vila et al., 2017). Este material ha sido dificil de estudiar debido a la
sensibilidad del biofilm ante el proceso de preparacion para la microscopia electronica,
mediante el empleo de quimicos fijadores que solo llegan a mostrar células fungicas sin ECM
(C. M. Souza, Pereira Junior, & Moraes Tda, 2016; Walraven, Bernardo, Wiederhold, & Lee,

2014). Segin Kuhn, et al. (2002) un gran espesor del biofilm de los especimenes indica que
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son altos productores de material extracelular. EI ECM forma una malla de fibras que parece

mediar la adhesion célula a célula (Vila et al., 2017).

Ramage, et al. (2001) menciona que los biofilms del género Candida generalmente son
conformados por levaduras y formas filamentosas (hifas y pseudohifas) incrustadas dentro del
material extracelular. Interesantemente, los aislados mostrados en las Figuras 13-18, fueron
compuestos de blasconidios sin la presencia de formas filamentosas. Apareciendo capas
discontinuas de blaconidios adheridas a la superficie. Estos descubrimientos concuerdan con
las investigaciones realizadas por Chandra, et al. (2001), Silva, et al. (2009) y Leite de
Andrade, et al. (2017); donde sefialan que los medios empleados para la induccion a la
formacion de biofilms deben ser bien suplementados de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. Segun Jayewardenepura, et al. (2016) la formacién de un biofilm maduro con

marcado desarrollo hifal se alcanza a las 72 horas de crecimiento.

En la actualidad existen varios métodos para evaluar la formacion de biofilm. Entre los
métodos méas comunes se incluyen los sistemas de platos de microtitulacion, sistemas basados
en quimiostato y fermentadores de biofilms perfundidos. El sistema de platos de
microtitulacion es un método bastante simple y barato, el cual permite la evaluacion de los
efectos de multiples factores en la formacion de biofilms y por lo tanto permiten analizar un

amplio ndmero de aislados a la vez (Jin et al., 2003).

El método del Cristal Violeta (CV) marca en primera instancia a los mucopolisacaridos y
amiloides de células metabolicamente activas e inactivas en biofilms maduros, por lo cual es
un metodo apropiado y confiable para determinar la formacion alta, media y baja de los

aislados productores de biofilm (Melo et al., 2011; Soll & Daniels, 2016).
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De acuerdo a las investigaciones realizadas por Silva, et al. (2009) y Melo, et al. (2011), C.
tropicalis fue la especie que formd la mayor cantidad de biofilm, seguido de C. albicans, C.
parapsilosis y C. glabrata. Estos datos confirman la relacion observada en la Figura 19

obtenida a partir de los resultados del estudio.

El método de la reduccion de sales de tetrazolio ha sido empelado comlnmente para
analisis de los efectos de drogas antifingicas en el desarrollo del biofilm, dado que mide la
respiracion o actividad metabolica de las células involucradas en una matriz. La reduccion de
XTT por oxidoreductasas dependientes de NADH en la mitocondria y vesiculas especiales,
produce formazan, el cual puede ser cuantificado colorimétricamente (Gordon Ramage,
Vandewalle, Wickes, Lopez, & Ribot, 2001; Soll & Daniels, 2016). Sin embargo, este es un
método de medicion indirecta de la extension entera del biofilm, debido a que las monocapas
son conformadas por hifas y pseudohifas que poseen baja actividad metabdlica, las cuales se

encuentran en la zona basal y proximal del biofilm (Soll & Daniels, 2016).

Se evidencio una alta actividad metabdlica por parte de los aislados de C. glabrata como se
observd en la Figura 21. Esta especie de Candida ha demostrado tener alta actividad
metabdlica mientras que su biomasa fue baja en comparacion con otras especies (Ferreira,
Prado, Carvalho, Dias, & Dias, 2013; Marcos-Zambrano, Escribano, Bouza, & Guinea, 2014;
Trevifio-Rangel, Pefia-Lopez, Herndndez-Rodriguez, Beltran-Santiago, & Gonzélez, 2017).
La razdn por la cual se muestra este patrén, puede deberse a que las células de C. glabrata en
el biofilm parecen estar mas activas metabolicamente que las de otras especies a pesar de su

estructura compacta (Marcos-Zambrano et al., 2014).

Como se observa en las Figuras 20 y 22, la produccién total de biofilm por los aislados de

micosis sistémicas fue sumamente superior a la de infecciones locales. Esta caracteristica
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puede deberse a la capacidad de los aislados de Candida no albicans proveniente de muestras
de sangre para producir mayor biofilm que en otros sitios anatdmicos, lo que indica que debe
ser un factor importante para que estas especies causen candidemia (Melo et al., 2011; Shin et

al., 2002).

La presencia de actividad fosfolipasa, proteasa y de coagulacion ha sido vista en una
tercera parte de aislados de Candida provenientes de candidiasis no invasivas, esta
caracteristica tiene un gran impacto clinico, indicando la capacidad de candidiasis no invasiva
para progresar hacia infecciones invasivas severas cuando los pacientes se encuentran
inmunocomprometidos (Mushi, Bader, Bii, GroR, & Mshana, 2018). Esta habilidad de
producir enzimas hidroliticas permite a estos especimenes colonizar superficies mucosas o
sintéticas para invadir tejidos del hospedero mediante la disrupcion de la membrana celular.
La ausencia o baja produccién de estas enzimas hidroliticas indican que las especies de

Candida pueden ser menos virulentas (Nisha et al., 2015).

La actividad fosfolipasa es raramente encontrada en especies de Candida no albicans
(Ibrahim et al.,, 1995). Sin embargo, varios estudios actuales contradicen este hecho, dado que
se ha visto que aislados de C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr, C. ciferri, C. sake, C.
parapsilosis, C. guillermondii, entre otros; tienden a presentar actividad fosfolipasa (Alenzi,
2016; Alnuaimi et al., 2016; Mushi et al., 2018; Nisha et al., 2015; Panizo et al., 2005; Serda
Kantarciolu & Yicel, 2002; L. De Souza, Silva, & Braga-silva, 2014). Por lo tanto, estas
investigaciones concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio mostrados en la Tabla
5. La actividad proteasa se evidencio en todas las especies analizadas en este estudio. Segun
Souza, et al. (2014) C. albicans es un productor moderado de proteasas con respecto al resto

de especies patdgenas.
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La actividad enzimatica demostrada por los aislados clinicos en funcion del tipo de
infeccion, indico superioridad en la produccién de fosfolipasas y proteasas para los aislados
provenientes de lavados bronquiales y esputos (infecciones locales) en comparacion con las
de origen sistémico (Tabla 6). Varios autores coinciden con estos resultados, al evidenciar
mayor produccion enzimatica en aislados provenientes del tracto respiratorio presentan una
mayor produccion de proteasas, las cuales son seguidas de las secreciones vaginales y cavidad
oral, hasta llegar a las de sangre que no presentaron actividad enzimatica alguna (Mushi et al.,
2018; Panizo et al, 2005; Serda Kantarciolu & Yucel, 2002). Por otro lado, otras
investigaciones obtuvieron resultados en los que los aislados provenientes del torrente
sanguineo mostraron mayor actividad fosfolipasa y proteasa, alcanzando el 50 y 75%,
respectivamente (Dagdeviren, Cerikcioglu, & Karawus, 2005; Nisha et al, 2015). Estas
variaciones pueden relacionarse con la especie, linajes, estado inmune del hospedero y

diferencias que existen intra-especie (Panizo et al., 2005).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Se recolectaron 136 aislados clinicos provenientes de los hospitales HCAM y HEE, los
cuales fueron identificados fenotipicamente, entre los cuales se determinaron las especies
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida
guillermondii, Candida ciferri, Candida lusitaniae, Candida parapsilosis. Se gener6 una

coleccion de aislados clinicos criopreservada.

La microscopia confocal permitio identificar los polisacéridos de la pared celular de las
células de levaduras que conforman el biofilm de las especies de Candida, la cual dio una

aproximacion del espesor formado por los aislados.

La microscopia electronica de barrido, permitid identificar la conformacion de la matriz
del biofilm formado por las diferentes especies de Candida. A pesar de no existir una
diferencia marcada en la formacion de biofilm entre ambos grupos de estudio, se demostrd la
formacion de material extracelular en el que se encuentran entretejidos los aislados
provenientes de micosis sistémicas, factor que puede estar asociado al sitio anatomico en el

gue se desarrolla el biofilm.

La determinacion cuantitativa del biofilm formado por los aislados clinicos, fue
determinada por los ensayos de cristal violeta y XTT, en los cuales se analizd la produccion
volumétrica total del biofilm y su actividad metabdlica. Evidenciando por ambos métodos que
los aislados provenientes de micosis sistémicas presentaron una mayor formacion de biofilm

que los provenientes de infecciones locales.

La actividad enzimatica producida por los aislados clinicos, fue llevada a cabo en dos

medios de cultivo especiales para su desarrollo. Se evidencié que la actividad fosfolipasa y
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proteasa de los aislados provenientes de infecciones locales, tuvo una mayor proporcion en

comparacion a los aislados de micosis sistémicas.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Reportar los hallazgos obtenidos de los aislados clinicos de los hospitales de referencia en
una revista cientifica a nivel nacional y/o internacional para contar con informacion valiosa

para el desarrollo de nuevos estudios en el area de la micologia clinica.

Realizar estudios de epidemiologia molecular de los aislados clinicos, para establecer

linajes y distribucion de los mismos en el pais.

Concientizar al personal sanitario sobre la importancia de las medidas de prevencion
(asepsia) en el manejo de los pacientes asi como también la administracién del tratamiento
antifingico considerando la susceptibilidad a los mismos, lo cual contribuye a disminuir el
tiempo de estancia hospitalaria, la morbimortalidad y reducir los gastos econdmico-humanos

que afectan a todos los niveles de la poblacion.
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