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Glosario

Mutacion silenciosa

Es aquel cambio que se da de manera permanente en la secuencia de ADN en la que se
produce una sustitucion de un nucleétido por otro pero que no altera directamente a la
secuencia de aminoacidos ya que se traduce a un mismo aminoacido dentro del codigo

genético (1).

Cadigo genético

El cddigo genético es una serie de instrucciones que se encuentra codificada en el
material genético e indican a las células como producir ciertas proteinas y la secuencia
de aminoécidos a utilizar. El codigo genético estd compuesto por un coddén que es una

secuencia de tres nucleétidos de ADN o ARN que codifican un aminoacido especifico

).

viii
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Resumen

En este estudio se determind la frecuencia de mutaciones en el gen ERG11 en
aislamientos clinicos de C. albicans resistentes a fluconazol, provenientes de pacientes
de diferentes servicios del Hospital 11 EsSalud de Cajamarca. En un periodo de 8 meses
se colectd 98 aislamientos preliminarmente nombrados como Candida spp. por el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital 11 EsSalud, ademas se obtuvo los datos
clinicos de los pacientes en una ficha de datos. 62 de los aislamientos fueron
identificados como C. albicans en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional de Cajamarca empleando la prueba del tubo germinativo a los cuales se evalud
su sensibilidad al disco de fluconazol (25 pg) siguiendo procedimientos estandar; los
aislamientos resistentes al antifungico fueron identificados mediante el analisis de las
secuencias del gen 18S ARNr. Para el andlisis de las mutaciones causantes de la
resistencia a fluconazol también se secuencié el gen ERG11 empleando primers
especificos. Los resultados demuestran que el 19 % de los aislamientos de C. albicans
presentaron resistencia, siendo las muestras de secrecion vaginal de donde se obtuvieron
el mayor nimero de aislamientos resistentes (59 %) seguidas de las muestras de
aspirado bronquial (33 %) y muestras de esputo (8 %). El analisis de las secuencias
nucleotidicas y de las traducidas del gen ERG11 de los 12 aislamientos reveld 73
mutaciones, y solo 3 (25 %) de los aislamientos resistentes presentaron mutaciones

antes reportadas y asociadas a la resistencia a fluconazol.

Palabras claves: Candida albicans, ERG11, resistencia a fluconazol, mutacion.



Abstract

In this study, the frequency of mutations in the ERG11 gene in clinical isolates of C.
albicans from patients from different services of Hospital 11 EsSalud in Cajamarca was
determined. In a period of 8 months collected 98 isolates preliminarily named as
Candida spp. by the Microbiology Laboratory of Hospital 11 EsSalud were collected, in
addition the clinical data of the patients were obtained in a date sheet. 62 of the isolates
were identified as C. albicans in the Microbiology Laboratory of the National
University of Cajamarca using the germinative tube test to which were evaluated their
sensitivity to the fluconazole disc (25 pg) was evaluated following standard procedures;
antifungal-resistant isolates were identified by analyzing the sequences of the 18S
rRNA gene. For the analysis of mutations causing resistance to fluconazole, the ERG11
gene was also sequenced using specific primers. The results show that 19 % of the
isolates of C. albicans presented resistance, with the vaginal secretion samples from
which the greatest number of resistant isolates were obtained (59 %) followed by
bronchial aspirate samples (33 %) and sputum samples (8 %). Analysis of nucleotide
sequences and of the translated sequences of the ERG11 gene from the 12 isolates
revealed 73 mutations, and only 3 (25 %) of the resistant isolates had mutations

previously reported and associated with resistance to fluconazole.

Key words: Candida albicans, ERG11, fluconazole resistance, mutation.
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CAPITULO I
INTRODUCCION
Candida albicans es un microorganismo comensal que puede habitar en el tracto
gastrointestinal, el sistema genitourinario, la piel y las mucosas respiratorias, bajo
ciertas condiciones, esta levadura puede causar diversas infecciones, clasificadas como
infecciones oportunistas. Cuando el sistema inmunitario humano se debilita, las
levaduras se multiplican mas rapidamente y adquieren un comportamiento patégeno,
capaz de provocar enfermedades en cualquiera de los 6rganos y tejidos, causando

enfermedades superficiales, invasivas y sistémicas con alta morbilidad y mortalidad (3).

Los tratamientos para combatir la candidiasis son tdpicos o sistémicos, segun el tipo de
infeccion, y los farmacos antifangicos més utilizados son los derivados imidazélicos
(fluconazol, itraconazol, ketoconazol, miconazol, etc.), pese a que se ha constatado la
disminucion de la eficacia de estos farmacos (4). EI fendmeno de la resistencia a estos
farmacos se debe principalmente a la prescripcion irracional de farmacos antifingicos
como profilaxis, al uso prolongado de los mismos y al aumento de las dosis terapéuticas

(5-7).

Se han dilucidado varios mecanismos moleculares por los cuales C. albicans desarrolla
resistencia a los medicamentos antimicoticos. Los medicamentos azoélicos, incluido el
fluconazol, se dirigen a la lanosterol 14a-desmetilasa, el producto del gen ERG11. La
resistencia a los farmacos antimicoticos se ha asociado con mutaciones puntuales y la

sobreexpresion del gen ERG11 (6,8).



La resistencia representa un problema de salud puablica esto debido a que incrementa los
costos ya que los pacientes deberan prolongar de su estadia hospitalaria, los médicos
optan por el incremento del uso de antimicéticos y con ello incrementan los
microorganismos resistentes, y consecuencia de todo ello aumenta el indice de

mortalidad.

En este sentido lo que se buscd en el presente trabajo fue determinar la frecuencia con la
que los aislamientos de C. albicans resistentes a fluconazol presentan mutaciones en el
gen ERG11, evidenciado en el analisis molecular y bioinformatico de las secuencias,
que desencadenan cambios estructurales en la proteina produciendo la resistencia
antifungica de los aislamientos provenientes de muestras clinicas de pacientes del

Hospital 11 EsSalud-Cajamarca.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

White T. y cols. (2002), buscaron identificar los mecanismos moleculares de resistencia
a antifangicos de la clase azoles en 38 aislamientos clinicos de C. albicans de 12
hospitales en California (USA, Estados Unidos de Norteamérica); las pruebas de
susceptibilidad se realizaron mediante el método de macrodilucién en caldo, el anélisis
de las secuencias génicas provenientes de una PCR indicaron y enfatizaron la diversidad
de mecanismos que pueden dar como resultado un fenotipo de resistencia a los azoles

como las mutaciones puntuales en el gen ERG11 (8).

Gutiérrez C. y cols. (2007), buscaron determinar la sensibilidad al fluconazol y al
voriconazol en Candida spp. aislados de 54 pacientes en Colombia, la determinacion de
la sensibilidad se realizO mediante la técnica de difusion en agar, los resultados
evidenciaron que el 72.9 % de aislamientos de Candida spp. mostraron sensibilidad al
fluconazol, el 6.3 % fue sensible dependiente de la dosis y el 20.8 % mostro resistencia;
para el voriconazol, el 89.6 % fue sensible, el 8.3 % mostrd sensibilidad dependiente de

la dosis y el 2.1 % presentd resistencia (9).

Fuentes M. y cols. (2014), buscaron caracterizar los mecanismos de resistencia
involucrados en la resistencia a azoles en aislamientos clinicos de C. albicans; entre
ellos, ocho aislamientos resistentes, nueve susceptibles dependientes de la dosis y 10
sensibles, que se aislaron de flujo vaginal y orina; la presencia de mutaciones del gen
ERG11 se evalud por secuenciacion, y la expresion relativa del gen ERG11 y de los

genes de bombas de eflujo CDR1, CDR2 y MDR1 fue evaluada por PCR cuantitativa.



No se encontr6 mutaciones en el gen ERG11 y la sobreexpresién de este solo se
presentd en el 12,5 % de las aislamientos resistentes, el mecanismos de mayor
prevalencia fue la sobreexpresion de bombas de eflujo encontrandose en 62,5 % de las

aislamientos resistentes(10).

Rodriguez L. y cols. (2017), buscaron describir la incidencia, microbiologia y
presentacion clinica de las infecciones del torrente sanguineo causadas por especies de
Candida en tres hospitales de Lima-Callao, también se realizaron pruebas de
sensibilidad para la anfotericina B, fluconazol, posaconazol, voriconazol vy
anidulafungina mediante el método de microdilucion en caldo, obteniendo como
resultado que solo cuatro (2.5 %) aislamientos fueron resistentes al fluconazol, 86.7 %
(n = 137) fueron susceptibles y 17 (10.8 %) fueron susceptibles dosis dependientes.
También se observé una disminucion de la susceptibilidad al posaconazol en tres
aislamientos, y uno al voriconazol. Todos los aislamientos fueron susceptibles a

anidulafungina y anfotericina B (11).

Villanueva F. y cols. (2020), buscaron determinar las caracteristicas de los aislamientos
de origen fungico aisladas de sangre y medula Gsea en pacientes oncoldgicos
hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas en un periodo de 5
afios, en donde encontraron que C. albicans fue el segundo microorganismos causante
de fungemias con el 22.5 % de todos los aislamientos, precedido por C. tropicalis (47.0
%), esto determind que las fungemias son causadas principalmente por C. tropicalis en
pacientes con neoplasias hematoldgicas con neutropenia, mientras que las fungemias
causadas por C. albicans se desarrollaban principalmente en pacientes con tumor solido

sin neutropenia, el cual aumentaba conforme se incrementaba la edad del paciente (12).



Zurita S. (2018), describe en su revision que el 80 % de infecciones oportunistas son

producidas por especies del género Candida, siendo C. albicans la especie més

importante colonizando las mucosas del tracto intestinal (50-70 %), la boca (30-50 %),

los genitales femeninos (5-30 %) y la piel (4-7 %); en PerG se ha reportado que el 39 %

de las candidemia es producida por C. albicans, la cual alcanza hasta el 3 % de

aislamiento resistentes, esto debido al uso de masivo de antifingicos tanto de forma

preventiva como terapéutica (13).

2.2 Bases teoricas (Marco Teorico y Conceptual)

2.2.1Caracteristicas de Candida

Candida spp. es un grupo heterogéneo de microorganismos fungicos que poseen
una morfologia de levadura unicelular de 3 a 5 um y estan relacionados
ecolégicamente con organismos de sangre caliente con una temperatura éptima
de crecimiento de 37 °C. Este hongo puede tener dos formas diferentes: una
forma de levadura llamada conidios de esporas, 0 una forma filamentosa llamada
pseudohifas e hifas. La forma esporangial se ha descrito como la forma
comensal de Candida, mientras que la forma filamentosa se asocia con procesos

patogénicos (14).

C. albicans es una levadura diploide con una fase haploide y el cual se reproduce
de manera asexual. Su genoma consta de 8 pares de cromosomas, nombrados del
1al 7, y R, que miden 32 Mb y contienen un total de 12405 ORF’s (open

reading frames) (15).

En general, se ha encontrado que C. albicans coloniza simbi6ticamente entre el
30 y el 60 % de los humanos, y puede encontrarse en el tracto gastrointestinal

(50 a 70 %), la mucosa oral (30 a 50 %), la mucosa vaginal (5 a 30 %)) y/o la

5



piel de muchas personas sanas (4-7 %); sin embargo, bajo ciertas condiciones,
como cambios de temperatura, pH y/o inmunidad del huésped, puede causar

infeccion (14, 16).

2.2.2 Antifangicos para el tratamiento de C. albicans
Los agentes antifungicos o agentes antimicAticos son compuestos naturales o
sintéticos que pueden inducir cambios en la estructura basica de las células
fangicas, inhibir su desarrollo y alterar su viabilidad. Para Candida, los agentes
antimicoticos tienen una variedad de efectos secundarios, por lo que se necesita
una terapia antimicotica adecuada que cubra de manera efectiva las especies de
Candida identificadas y que considere un perfil de seguridad apropiado para el

tipo de paciente que se esta tratando (14).

Varias familias de farmacos antifungicos estan actualmente en el mercado, pero

difieren en su estructura quimica y mecanismo de accion.

Los principales grupos de antifingicos y sus mecanismos de accién se describen

a continuacion, segun su blanco de accion:

Sobre la membrana celular del hongo

El ergosterol es el componente principal de la membrana de la célula fungica el
cual desempefia un papel biorregulador otorgandole a la membrana fluidez,

asimetria e integridad (17).
Polienos

Los medicamentos que se encuentran en este grupo son fungicidas los cuales se
unen al ergosterol presente en la membrana celular fungica, donde se forman

poros que alteran la permeabilidad de la membrana y permite la pérdida de



proteinas, azUcares y cationes monovalentes y divalentes, causando la muerte

celular. Este grupo incluye a la Anfotericina B y Nistatina (6, 18).

Azoles

Los azoles son compuestos heterociclicos con propiedades antifungicas los
cuales se dividen ampliamente en dos grupos, los imidazoles y los triazoles. Los
imidazoles contienen dos atomos de nitrogeno en el anillo de azol e incluyen los
agentes antifungicos clotrimazol, econazol, ketoconazol, miconazol y tioconazol.
Los triazoles contienen tres atomos de nitrégeno en el anillo de azol e incluyen
fluconazol, itraconazol, voriconazol, isavuconazol y posaconazol. El fluconazol
es el azol mas utilizado durante la terapia. Los triazoles de segunda generacion,
como el voriconazol, el posaconazol y el isavuconazol, son més efectivos contra

los patdgenos resistentes (6).

Los azoles son los farmacos antimicoticos mas usados para el tratamiento y la
prevencion de infecciones por Candida spp. los cuales bloquean la sintesis de
ergosterol uniéndose a la enzima 14a-desmetilasa (ERG11p), del citocromo P-
450, una enzima importante en la biosintesis de ergosterol. La inhibicion del
ERG11p permite que otras enzimas presentes en la via (Erg6p, Erg25p, Erg26p,
Erg27p y Erg3p) empiecen a sintetizar esteroles toxicos fungistatico (14o-
metilergosta-8-24-dienol), esto ademas, de elevar los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) aumenta la permeabilidad de la membrana y se

interrumpe el crecimiento del hongo (6, 18, 19).

Alilaminas

Trabajan de forma similar a los azoles, teéricamente inhiben la sintesis del

ergosterol. Sin embargo, este grupo actta en un paso temprano de la sintesis del



ergosterol. Las alilaminas que se une a la enzima escualeno epoxidasa (Erglp),
que junto a la enzima escualeno ciclasa convierte el escualeno en ergosterol, y al
inhibirse disminuye la concentracién de ergosterol y aumenta los niveles de
escualeno, incrementando la permeabilidad de la membrana celular e
interrumpiendo la organizacién celular disminuyendo el crecimiento del hongo.
Dentro de este grupo tenemos los antimicoticos: terbinafina flunarizina y

naftifina (6, 17, 18).
Morfolinas

Esta clase de farmacos incluyen fenpropimorf, tridemorf y amorolfina. Se
dirigen a la enzima biosintética ergosterol C-14 esterol reductasa (Erg24p) que
agota el ergosterol y causa que el ignosterol se acumule en la membrana
citoplasmatica de los hongos. La amorolfina se usa ampliamente en la
agricultura y es altamente tdxica para los humanos. Para tratar las infecciones
por dermatofitos de las ufias, solo se usa esmalte de ufias que contiene

clorhidrato de amorolfina al 5 % (6).

Sobre la pared celular

Equinocandinas

Las equinocandinas son lipopéptidos hidrosolubles que fueron descubiertos en
1974, correspondientes a lipopéptidos hexapeptidos N-acetilados que poseen una
longitud variable de acidos grasos, los cuales actian mediante la inhibicion no
competitiva de la UDP-glucosa B-(1,3)-D-glucano-p-(3)-D-glucosiltransferasa
(conocida como 1,3-B-D glucano sintasa), una enzima necesaria para la sintesis

de 1,3-B-D glucano, que es un componente esencial de la pared celular de varias



especies de hongos, dirigiéndose especificamente al gen FKS, el cual codifica

componentes de la glucano sintasa (20-22).

La inhibicion de esta enzima ocasiona la disminucién de la sintesis de glucano
haciendo que la célula entre en fase de inestabilidad osmdtica y posteriormente
conlleve a su muerte. La importancia de este grupo de farmacos radica en la
especificidad que presenta pues no interactia con las células de los mamiferos
porque no poseen pared celular. Dentro de este grupo podemos encontrar a la

anidulafangina, la caspofungina y la micafungina (20).

Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos

Flucitocina

Es un antifungico que es transportado al citoplasma de la célula por la citocina
permeasa e interfiere con el metabolismo de las pirimidinas, del ARN/ADN y
con la sintesis de proteinas. La flucitosina es convertida en 5-fluorouracilo por la
citosina desaminasa, y posteriormente, por la UMP pirofosforilasa es convertida
en &cido 5-fluorouridilico, que se fosforila y se incorpora en el ARN, lo que da
como resultado la interrupcion de la sintesis de proteinas. Adicionalmente, el 5-
fluorouracilo también es convertido en 5-fluorodeoxiuridina monofosfato el cual
es un potente inhibidor de la timidilato sintasa que es una enzima que esta

involucrada en la sintesis de ADN y en el proceso de la division nuclear (17, 18).



Inhibidores de la sintesis de proteinas
Sordarinas

El grupo de las sordarinas fueron aisladas en 1971, las cuales son antifingicos
que inhiben la sintesis de proteinas que actdan bloqueando la funcién de

traduccion fungica (17, 23).
Inhibidores de la sintesis de microtubulos
Griseofulvinas

Estos antifungicos inhiben la mitosis al interrumpir el huso mitético al interferir
con la produccion de microtibulos intracelulares necesarios para la mitosis

celular (17, 18).

2.2.3Fluconazol
Es un antifangico que pertenece al grupo de los azoles, concretamente a la clase
de los triazoles, posee 2 anillos que contienen 3 4tomos de nitrogeno y un anillo
bencénico con 2 4tomos de fltor. Su peso molecular es relativamente bajo, 306.3
Da. Es una molécula polar y simétrica lo que favorece su hidrosolubilidad. Su
aspecto es de polvo blanco y cristalino, es una base extraordinariamente débil

(pKa 3,7) y no ionizable a pH fisioldgico (18).

El fluconazol inhibe la enzima lanosterol 14a-desmetilasa del citocromo P450,
el cual es codificado por el gen ERG11 en la via de sintesis del ergosterol, en
donde el &tomo de nitrégeno que se encuentra libre en el anillo del azol se une al
atomo de hierro del grupo Hemo de la enzima, lo que provoca que no se dé la
activacion del oxigeno y la desmetilacion del lanosterol, inhibiendo asi la

biosintesis del ergosterol, un componente importante de las membranas celulares
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de las levaduras; esta inhibicion se vuelve toxica ya que los esteroles metilados
se acumulan en la membrana celular de las levaduras y se detiene el crecimiento

celular (24).

Debido a su excelente solubilidad en agua, es adecuado para administracion
intravenosa y tiene una excelente permeabilidad a los fluidos corporales. El
farmaco puede asociarse con el sitio activo de la enzima a través de un enlace de
hidrégeno entre el grupo C=0 de la enzima y el grupo OH del fa&rmaco (una

interaccion con una fuerza de aproximadamente 5 kcal/mol) (18).

El efecto del fluconazol contra los hongos es fungistatico. Su rango de actividad
incluye C. albicans y otras especies de Candida excepto C. krusei, C.
norvengensis, C. ciferri y C. inconspicua. El 50% de los aislamientos de C.
glabrata, casi el 50% de los aislamientos de C. famata y el 10% de los
aislamientos de C. tropicalis son parcial o completamente resistentes. También
es eficaz contra Cryptococcus, Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides,
Paracoccidioides, dermatofitos y Malassezia farfur. EI metabolismo tiene lugar

en el higado y la excrecion en los rifiones (24, 25).

2.2.4Resistencia a los antimicoticos en C. albicans
La resistencia a los antiflngicos se define como el crecimiento del hongo a dosis
normales de agentes antifungicos, pero se inhibe con concentraciones mas altas.
Esto conduce a la resistencia clinica, definida como el crecimiento microbiano a
pesar del uso de antifungicos, que se asocia con una alta probabilidad de fracaso
del tratamiento. En otras palabras, los patdgenos no se pueden suprimir en dosis
normales, pero se pueden suprimir en concentraciones altas que son peligrosas

para los pacientes (5).

11



Todo esto llevo a clasificar la resistencia a los antifungicos en tres tipos:

Resistencia primaria que se desarrolla en microorganismos que nunca han estado
expuestos al farmaco en cuestion. Resistencia secundaria o resistencia adquirida
que se desarrolla solo después de la exposicion a un farmaco. Resistencia
intrinseca en donde todos o casi todos los aislamientos son resistentes a
farmacos especificos, por ejemplo, resistencia de Candida krusei al fluconazol

(26).

El uso a largo plazo de fungistaticos azolicos, como el fluconazol, puede hacer
que la levadura patogena desarrolle resistencia, lo que hace que los
medicamentos sean menos efectivos. El fluconazol es el azol mas utilizado para
la prevencion y el tratamiento de infecciones por Candida, sin embargo, algunas
especies de Candida han desarrollaron resistencia a los azoles, un problema
emergente que conduce al fracaso del tratamiento. Por ejemplo, la resistencia de
C. albicans se convirtié en un problema grave en la década de 1990, cuando el
90 % de los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
tenian candidiasis oral, muchos se sometieron a una terapia prolongada con

azoles y ciertas poblaciones de pacientes desarrollaron resistencia (6).

2.2.5Mecanismos de resistencia a fluconazol
Varios mecanismos diferentes pueden estar involucrados en el desarrollo de
resistencia a fluconazol en C. albicans, estos incluyen alteraciones en la via
biosintética de esteroles, sobreexpresion del gen ERG11, que codifica la enzima
objetivo del farmaco 14a- lanosterol desmetilasa (14DM), mutaciones puntuales
en el gen ERG11 dan como resultado una menor afinidad de la enzima 14DM

por el fluconazol, y la reduccion de la acumulacién intracelular del farmaco que
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se correlaciona con la sobreexpresion de proteinas de transporte de membrana

7).

Alteraciones en la via de biosintesis de esteroles.

La inhibicion de 14DM por fluconazol conduce no solo al agotamiento del
ergosterol, sino también a la acumulacion del esterol metilado 14a-metil-
diolergosta-8,24-dieno-3p,6a-diol, que inhibe la proliferacion celular. Las
alteraciones en la via biosintética de esteroles que impiden la acumulacion de
este esterol inhibidor del crecimiento en presencia de fluconazol podrian causar
resistencia a fluconazol. La inactivacion de esterol C-5,6-esterol desaturasa
(ERG3), una enzima que actia en el paso previo a 14DM de la via biosintética
del ergosterol, presumiblemente permite el incremento de 14a-metilfecosterol,
en lugar del ergosterol lo que permite el crecimiento de la célula fingica en

presencia de azoles (5, 27, 28).

Mutaciones en el gen ERG11 que codifica la enzima diana del farmaco,
14DM

Una causa comun de la resistencia a los medicamentos son las mutaciones que
conducen a cambios en los aminoacidos y, por lo tanto, en la estructura de la
enzima diana (14a-lanosterol demetilasa), lo que reduce la union del farmaco sin
alterar su funcion (27). Para identificar alteraciones en la 14DM que pueden
causar resistencia al fluconazol, varios investigadores compararon las secuencias
del gen ERG11 de aislamientos de C. albicans resistentes al fluconazol con las
de los aislamientos sensibles a fluconazol y las secuencias publicadas del gen
ERG11. En comparacién con la secuencia ERG11 publicada, en un estudio, se
encontraron sustituciones de aminoacidos en F105L, E266D, K287R, G448E,

G450E, G464S y V488l solo en aislados resistentes a fluconazol, pero no en
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aislados susceptibles (29). Actualmente se han reportado mas de 160
sustituciones de amino&cidos en aislamientos fungicas resistentes que dan lugar

a la resistencia (30).

Sobreexpresion del gen ERG11

En presencia de fluconazol, C. albicans aumenta la expresion del gen ERG11,
probablemente como un mecanismo de retroalimentacion para compensar la
deficiencia de ergosterol, el cual activa la sobreexpresion de los genes ERG3 y
ERG11 por los factores de transcripcion UPC2p y Ecm22p. Esta sobreexpresion
constitutiva de ERG11 contribuye a la resistencia a fluconazol, aunque en menor
medida que las mutaciones, ya que el aumento de la produccion de ergosterol
diluye la actividad del fluconazol dando como resultado la resistencia (24, 27,

31).

Sobreexpresion de genes que codifican bombas de salida

Un mecanismo clave de la resistencia al fluconazol es la disminucion de la
acumulacion intracelular del farmaco mediante la salida de este a través de
proteinas de transporte. Existe dos tipos de proteinas de transporte: la
superfamilia de facilitadores principales (por sus siglas en inglés: MFS) y la
familia de casetes de union a ATP (por sus siglas en inglés: ABC) (24).

Los genes CDR1 y CDR2 altamente homdlogos codifican proteinas
transportadoras de tipo ABC que utilizan adenosina trifosfato (ATP) como
fuente de energia, y los genes MDR1 y MDR2 (resistencia a multiples farmacos)
y FLUL (resistencia a fluconazol) codifican un facilitador importante el cual
utiliza el gradiente de protones a través de la membrana y la sobreexpresion de
estos genes da un impulso para el transporte de fluconazol fuera de las células
(27, 31).
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CAPITULO 11l
DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1. Nivel de Investigacion

Descriptivo

3.2. Tipoy disefio de estudio

Disefio descriptivo, observacional y de una sola casilla.

3.3. Material de estudio
98 aislamientos de Candida spp., provenientes del Hospital 11 EsSalud de

Cajamarca obtenidos durante los afios 2019 y 2021.

3.4. Unidad de estudio
Cada uno de los aislamientos de Candida spp. colectados del Hospital 11 EsSalud

de Cajamarca

3.5. Coleccion de muestras
Los aislamientos de Candida spp. fueron recolectados de muestras de pacientes
que se atendieron en el Hospital Il EsSalud de Cajamarca a través del
Laboratorio de Microbiologia y se transportaron en cadena de frio al Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad

Nacional de Cajamarca.
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3.6. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
3.6.1. Descripcion clinica del aislamiento

Para caracterizar los aislamientos se elabord una ficha de recoleccion de datos

con la cual se obtuvo la siguiente informacion: cddigo, fecha de cultivo, origen

(hospitalario o ambulatorio), servicio hospitalario, tipo de muestra clinica (p.ej.

orina, sangre, hisopados, etc.), sexo y edad de la persona (Apéndice 1).

3.6.2. Caracterizacion microbioldgica de los aislamientos

e Siembraen Agar Saboraud Dextrosa (16)
Las muestras recolectadas se sembraron por agotamiento en ASD y se
incubd a 37°C por 24 h, se comprobd la pureza de las colonias al observar
crecimiento aislado y se observd en preparados en fresco con ayuda del
microscopio bajo objetivo de 40x.

e Prueba de tubo germinativo (18)
Una porcion de una colonia se emulsion6é en 0,5 ml de suero humano y se
incub6 a 35°C durante 2 horas. Luego se deposito una gota de la emulsién
sobre un portaobjetos limpio y desengrasado, se colocd un cubreobjetos y
se observd en microscopio de luz bajo objetivo de 40x buscando evidenciar
la presencia del tubo germinativo que caracteriza a la especie de C.
albicans.

3.6.3. Prueba de sensibilidad frente al fluconazol (19)

Esta prueba se aplico a todos los aislamientos que fueron positivos a la prueba

de tubo germinativo, por tanto, preliminarmente identificados como C.

albicans.

A partir de un cultivo de 24 horas a 35 °C en ASD se realizaron suspensiones

de cada uno de los cultivos que mostraron desarrollo de tubo germinativo en
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solucién fisioldgica estéril, la cual se ajustdé por comparacion con el patrén 0.5

de los estandares de turbidez de McFarland equivalente 1-5 x 10° UFC/mL.

Utilizando un hisopo estéril se inoculd la suspension en la superficie de una
placa con agar Muller Hinton tratando de cubrir por completo la superficie del
agar de manera uniforme. Se colocaron los discos de fluconazol (25ug) y se
incubo a 35 °C durante 20-24 horas. En los casos de escaso crecimiento a las 24

horas se continud la incubacion hasta las 48 horas (Apéndice 2).

Se midié el halo de inhibicion y se interpretaron los resultados utilizando los

puntos de corte descritos en la Tabla 1.

Tabla 1. Puntos de corte en mm para la prueba de sensibilidad a fluconazol en

C. albicans.

Antifangico  Carga del Didmetro (mm)

disco

Fluconazol

S, sensible. S-DD, sensible dependiendo de la dosis. R, resistente.

Modificado de Khan, M. y cols. (33)

3.6.4. Secuenciacion de los genes 18S ARNr y ERG11 y analisis
bioinformatico

Todos los aislamientos resistentes a fluconazol, a partir de cultivos de 24 horas

a 35 °C en ASD se suspendieron en caldo BHI con glicerol al 20 % y fueron

enviados a Macrogen (Corea del Sur) para la extraccién de material genético y

secuenciamiento bidireccional mediante el método de Sanger, de los genes 18S

ARNry ERG11 (34).
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Las secuencias del gen 18S ARNr fueron utilizadas para la identificacion
molecular de cada uno de los cultivos resistentes, utilizando el programa
BLASTnN del NCBI (The National Center for Biotechnology Information) y
mediante comparacion de las secuencias con la base de datos Nucleotide del
GenBank. Del resultado del BLASTn se seleccionaron secuencias FASTA con
los mayores porcentajes de identidad para cada una de las secuencias de este
estudio, se alinearon y editaron en el programa AliView 1.27 y se construyd un
arbol filogenético con el programa MEGA XI, utilizando el método Neighborn

Joining y un soporte estadistico de 1000 bootstrap.

Ademas, del mismo material genético, también se secuencié el gen ERG11
utilizando primers especificos (14). Las secuencias del gen ERG11 entregadas
por Macrogen fueron sometidas a un proceso de edicién en los programas
Chromas y Aliview 1.27 (35) antes de su alineamiento con la secuencia del
mismo gen de una cepa de C. albicans de tipo salvaje (Cddigo de acceso:
XM_711668.2) depositada en bases de datos publicas y de acceso libre del

NCBI (36,37).

Utilizando el programa AliView 1.27 también se hizo la identificacion de
mutaciones en cada una de las secuencias de nucledtidos. Por ultimo, se utilizo
la herramienta ORF finder para la traduccién de cada una de las secuencias, se
eligio el marco de lectura (ORF) éptimo y luego se alined con el ORF de la
secuencia de la cepa salvaje de C. albicans utilizando también el programa
AliView 1.27 para la identificacion de mutaciones en las secuencias de

aminoéacidos correspondientes al gen ERG11.
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3.7.

Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

La asociacion de la frecuencia de los aislamientos resistentes con las variables
categoricas, establecidas como grupos, fue determinada por analisis estadistico
mediante la prueba de chi?, con un nivel de confianza de 95% y un p<0,05 como

significativo, empleando el paquete estadistico SPSS v. 23.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados
4.1.1 Caracteristicas clinicas de los aislamientos de Candida albicans
Se recolectaron un total de 98 aislamientos clinicos provenientes de pacientes con
diversas infecciones e identificados hasta el nivel de género como Candida spp en el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital 1l EsSalud de Cajamarca. De este total,
62 aislamientos fueron identificados preliminarmente como C. albicans mediante la
prueba del tubo germinativo (Figura 1), en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Cajamarca, e incorporados a este estudio. Las principales

caracteristicas clinicas de estos aislamientos se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los aislamientos identificados como C. albicans

obtenidas del Hospital Il EsSalud-Cajamarca para este estudio

Caracteristica Frecuencia de aislamientos Porcentaje

por caracteristica clinica

Sexo
Mujer 48 77,4
Hombre 14 22,6
Tipo de atencién
Ambulatoria 39 62,9
Hospitalaria 23 37,1
Servicio Hospitalario
Ginecologia 27 43,5
UcCl 23 37,1
Medicina General 9 14,5
Pediatria 3 4,8
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Continuacion de la tabla 2.

Tipo de muestra

Aspirado bronquial 10 16,1
Secrecion faringea 4 6,5

Orina 2 3,2

LA, 3\ “«
£ Givon ¢ s0]

Figura 1. Identificacion presuntiva de C. albicans mediante la presencia de tubo
germinativo en preparados en fresco con suero. En los circulos en rojo se logra
apreciar la presencia de tubo germinativo.

La distribucion de frecuencias de C. albicans por género fue de: 77.4 % en mujeres
y 22.6 % en varones; segin el tipo de atencion, el 62.9 % de aislamientos
provinieron de pacientes atendidos a nivel ambulatorio mientras que el 37.1 % fue
de origen hospitalario, siendo el servicio de ginecologia de donde se obtuvieron la
mayoria los aislamientos (43.5 %). La principal fuente de levaduras fueron las
muestras de secrecion vaginal con el 48.4 % de los aislamientos. Ninguna de las
variables de agrupacién (caracteristicas clinicas) mostr6é asociacion estadistica con

la resistencia al fluconazol, siendo en todos los casos el valor de p > 0.05.
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4.1.2 Determinacion de susceptibilidad frente a fluconazol

De los 62 aislamientos identificados como C. albicans y sometidos a la prueba de
susceptibilidad frente a fluconazol sélo 12 aislamientos (19 %) presentaron resistencia a
fluconazol y los 50 aislamientos (81 %) restantes fueron susceptibles (Figura 2)
(Apéndice 3, Tabla 13).

Del mismo modo se identificd que el 59 % (7/12) de los aislamientos resistentes
provinieron de muestras clinicas tipo secrecion vaginal, el 33 % (4/12) de aspirado
bronquial y sélo el 8 % (1/12) pertenecia a muestras de esputo (Gréafico 1), procedentes

de Ginecologia, UCI y Medicina general, respectivamente.

59%

33%

w

N

8%

0 ]

Secrecién vaginal Aspirado bronquial Esputo

=

Gréfico 1. Distribucion de frecuencias por tipo de muestra clinica de C.
albicans resistente a fluconazol.

Figura 2. Evaluacién de sensibilidad a fluconazol con disco (25 ug). El
aislamiento (SV389) fue susceptible, en el lado izquierdo se observa la
presencia del halo de inhibicién. El aislamiento (SV148) fue resistente,
como se observa a la derecha, no hay presencia del halo de inhibicion.
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4.1.3

Identificacion molecular y analisis filogenético de los aislamientos

La tabla 3 muestra los porcentajes de identidad de los aislamientos de C. albicans

resistentes a fluconazol obtenidos en este estudio, luego del andlisis de las secuencias

del gen 18S ARNr. Todos los aislamientos mostraron valores iguales 0 mayores al 99 %

al comparar las secuencias 18S con la base de datos Nucleotide del GenBank. Los

nameros de acceso de las levaduras homologas también se muestran en la misma tabla.

Tabla 3. Identificacion molecular mediante el andlisis del gen 18S ARNr de los
aislamientos de C. albicans resistentes a fluconazol comparados con secuencias del

GenBank.

Aislamiento Especie Coincidencias/total Identidad  Homdlogo en NUmero de
identificada (%) GenBank acceso

svos ~ Ccandida 1657/1658 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

svig7g ~ candida 1651/1653 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

svigy ~ candida 1655/1657 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

AB250  Candida 1661/1663 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

svieey ~ candida 1650/1652 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

Continuacién de Tabla 3.

svigop ~ Ccandida 1647/1647 100 Candida CP025165.1
albicans albicans

Espggg ~ candida 1659/1660 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

sv37s  candida 1653/1653 100 Candida CP025165.1
albicans albicans

AB502 ~ candida 1652/1654 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

AB202  Candida 1647/1648 99 Candida CP025165.1
albicans albicans

svigg ~ candida 1659/1662 99 Candida CP025165.1
albicans albicans
Candida Candida

AB52 albicans 1662/1664 99 albicans CP025165.1

En la Figura 3 se muestran las relaciones filogenéticas de todos los aislamientos de C.

albicans resistentes a fluconazol con aislamientos cuyas secuencias se encuentran
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depositadas en el GenBank. La mayoria de los aislamientos de este estudio se agruparon
en dos clusters distintos (lineas puntadas en la Figura 3) y filogenéticamente cercanos.
La presencia marcada de los dos clusters estd determinada por el tipo de muestra de

donde se obtuvo cada uno de los aislamientos, asi como de las obtenidas del GenBank.
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Figura 3. Arbol filogenético inferido a partir de la comparacion de las secuencias 185 ARNr consenso de los aislados resistentes de C.
albicans resistentes a fluconazol (vifieta verde) con las secuencias homologas obtenidas del GenBank (nimero de acceso descritos en el arbol),
mediante el método NJ y bootstrap = 1000. Las lineas punteadas muestran los dos clusters mas importantes.
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4.1.4 Anélisis de las mutaciones en el gen ERG11

Este analisis se hizo para identificar las posibles mutaciones puntuales en el gen ERG11 que
den lugar a cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina 14-a-desmetilasa del
lanosterol asociadas a la resistencia a fluconazol, de los 12 aislamientos de C. albicans

resistentes en la prueba de susceptibilidad con disco de este estudio.

El producto secuenciado obtenido fue de 1600 pb aproximadamente para cada aislamiento
(Tabla 4) y la calidad de las secuencias fue observada en el programa Chromas siendo

calificada como buena (Figura 4).

Tabla 4. Producto obtenido de la secuenciacion del gen ERG11 para los aislamientos de este

estudio.

SV05 1637 pb
SV1976 1630 pb
SV182 1633 pb
AB250 1641 pb
SV1661 1637 pb
SV1400 1641 pb
ESP399 1639 pb
SV375 1593 pb
AB502 1636 pb
AB202 1683 pb
SV148 1635 pb
AB52 1605 pb
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ATTTAGGTCCARRAGGICRAT GRAATT ATGCTARARATTIRARTCIGRTIG
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Figura 4. Cromatograma de una de las secuencias del gen ERG11, visualizada en el
programa Chromas.
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El anélisis de las secuencias nucleotidicas y de las traducidas del gen ERG11 de los 12
aislamientos revelé 73 mutaciones, incluidas 50 mutaciones silenciosas y 23 mutaciones que
originaron cambios en la estructura de la proteina al modificarse los aminoacidos; estas
mutaciones se dieron en el 92 % (n=11) de las aislamientos resistentes, aunque solo el 83 %
(n=10) revel6 cambios en la secuencia de aminoacidos y sélo el 25 % (n=3) presentd

mutaciones reportadas y asociadas a la resistencia a fluconazol (Figura 5; Tabla 5).
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Figura 5. Alineacion de las secuencias de aminoacidos del ERG11 de los aislamientos
resistentes de C. albicans en donde se observa las variaciones en aminoacidos. Las lineas
punteadas son fragmentos de lectura no traducidas.

Tabla 5. Mutaciones encontradas en el gen ERG11 de los aislamientos de C. albicans
resistentes.

SV05 NO NO No aplica
G340T A114S Desgrita oMo una mutacion Unica en
aislados resistentes a fluconazol
T549G H183Q NO
SV1976 T664C S222P NO
Solo descrito en aislados resistentes a
T769C Y257H azoles. Combinacion con G464S

aumenta significativamente CMI a FLZ

No asociado con la resistencia. Descrito

T315C K128T en aislamientos sensibles y resistentes a
los azoles
SV182 A383C Mutacién silenciosa No aplica
C411T Mutacion silenciosa No aplica
C658T Mutacion silenciosa No aplica
Al1440G Mutacién silenciosa No aplica
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AB250

SV1661

SV1400

ESP399

SV375

G340T

T456G
T549G

T769C

G340T

T769C

T315C

A383C

CA411T
C658T
Al1440G
T549G
T996C
T1575-
T1575-
T315C
C411T
C658T

A798C

T996C
A1025G
C1110T
T1140C
T1203C
T1233C
T1302C
T1470C

Al14S

Mutacion silenciosa
H183Q

Y257H

Al14S

Y257H

Mutacion silenciosa
K128T

Mutacion silenciosa
Mutacién silenciosa
Mutacién silenciosa
Mutacién silenciosa
Mutacion silenciosa

C526V

M527C
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa

E266D

Mutacion silenciosa
K342R
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa
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Descrita como una mutacion Unica en
aislados resistentes a fluconazol

No aplica
NO

So6lo descrito en aislados resistentes a
azoles. Combinacion con G464S
aumenta significativamente CMI a FLZ

Descrita como una mutacién Unica en
aislados resistentes a fluconazol

Sélo descrito en aislados resistentes a
azoles. Combinacion con G464S
aumenta significativamente CMI a FLZ

No asociado con la resistencia. Descrito
en aislamientos sensibles y resistentes a
los azoles

No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
NO
NO
No aplica
No aplica
No aplica
No asociado con la resistencia. Descrito

en aislamientos sensibles y resistentes a
los azoles

No aplica
NO
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica



AB502

AB202

SV148

T549C
C658T

AT798C

T996C
A1026G
C1110T
T1203C
T1257C

G1309A

C716T
T996C
C1110T
T1140C
T1203C

G1309A

Al1440G
T1575-
T1575-
T996C

A1083G

C1110T

T1203C

T1284C

Al1440G

T1470C

Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa

E266D

Mutacidn silenciosa
Mutacidn silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacidn silenciosa
Mutacidn silenciosa

V4371

Mutacién silenciosa
Mutacién silenciosa
Mutacién silenciosa
Mutacién silenciosa
Mutacién silenciosa

V4371
Mutacion silenciosa

C526V
M527C

Mutacidn silenciosa
Mutacidn silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacidn silenciosa
Mutacidn silenciosa
Mutacion silenciosa
Mutacion silenciosa
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No aplica
No aplica
No asociado con la resistencia. Descrito en

aislamientos sensibles y resistentes a los
azoles

No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No asociado con la resistencia. Descrito en

aislamientos sensibles y resistentes a los
azoles

No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No aplica
No asociado con la resistencia. Descrito en

aislamientos sensibles y resistentes a los
azoles

No aplica
NO
NO

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica

No aplica



T315C Mutacion silenciosa No aplica

C411T Mutacion silenciosa No aplica
C658T Mutacion silenciosa No aplica
No asociado con la resistencia. Descrito
A798C E266D en aislamientos sensibles y resistentes a
los azoles
T996C Mutacion silenciosa No aplica
AB52 . . .
A1025G K342R Descrito en un aislado sensible a azoles
C1110T Mutacion silenciosa No aplica
T1140C Mutacion silenciosa No aplica
T1203C Mutacion silenciosa No aplica
T1233C Mutacion silenciosa No aplica
T1302C Mutacion silenciosa No aplica
A1562G E521G NO

Mutaciones asociadas a la resistencia de
Fluconazol

Cambios aminoacidos

Mutaciones en el gen ERG11

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

M Presenté ® No presento

Gréfico 2. Distribucién de frecuencias de las mutaciones en el gen ERG11 en C.
albicans resistentes a fluconazol.



4.2 Discusion
El objetivo principal de esta investigacion fue determinar la frecuencia con la que aparecen
mutaciones en el gen ERG11 de aislamientos clinicos de C. albicans resistentes a
fluconazol procedentes de distintos servicios del Hospital 1l EsSalud de Cajamarca.
Aunque esta levadura puede formar parte de la microbiota de personas sanas al colonizar
las mucosas de la boca, el tracto gastrointestinal y el sistema genitourinario (37, 38), en
individuos inmunocomprometidos es un patégeno oportunista capaz de causar infecciones
en las mucosas e infecciones sistémicas (39, 40). C. albicans es un microorganismo que de
manera regular se reproduce por gemacién, sin embargo, algunos factores ambientales
pueden influir de manera importante en su desarrollo patogénico, tal es el caso del pH que
cuando es superior a 7 permite el cambio de la forma levaduriforme a hifa, estructura

responsable de la invasién de tejidos y por tanto de la patogenicidad de la levadura (42).

El 63.3 % de los aislamientos clinicos obtenidos en este estudio fueron identificados como
C. albicans a traves de la presencia de tubo germinativo propio de la especia (Figura 1),
estos resultados se asemejan al estudio hecho por Magalhdes y su equipo en el 2015,
identificando el 41.7 % de sus aislamientos como C. albicans siendo la especie de mayor
prevalencia en su estudio (43). Asi mismo, algo similar fue reportado por Khadka y
colaboradores quienes identificaron, en el afio 2017, que el 56 % de los aislamientos de sus
muestras clinicas eran C. albicans (44). Estudios en el Per( acerca de la presencia
intrahospitalaria de Candida spp. entre los afios 2011-2014 describen que el 46.48 % de los
aislamientos pertenecen a C. albicans, esto refleja el aumento de casos clinicos con
infeccion por C. albicans (45), siendo las muestras de secrecion vaginal las que presentaron

la mayor cantidad de aislamientos de C. albicans con el 48.4 % (Tabla 2, grafico 1). La
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técnica de identificacion, por tubo germinativo resulta muy efectiva de determinar y/o

discriminar a los aislamientos como C. albicans.

Un segundo objetivo fue determinar la frecuencia de la resistencia de los aislamientos
identificados como C. albicans sometiéndolos a una prueba de sensibilidad frente a
fluconazol (Figura 2, Apéndice 4), una de las principales opciones para el tratamiento de
candidiasis, desde la introduccion de los azoles debido a su seguridad y eficiencia, el cual
por su uso generalizado y descontrolado desencadend el desarrollo de C. albicans

resistentes aumentando su virulencia y su patogenicidad (45, 46).

Realizada la prueba de sensibilidad a fluconazol se encontré que el 19 % (n=12) de los
aislamientos presentaban resistencia y el 81% fue sensible a la concentracion de 25 ug de
fluconazol, siendo las muestras de secrecion vaginal las cuales presentaron la mayoria de
aislamientos resistentes con el 58 %, seguido de los aspirados bronquiales (33 %) y las
muestras de esputo (8 %) (Grafico 1). Estos resultados se asemejan a lo encontrado por
Badiee y Alborzi quienes aislaron distintas especies del género Candida a partir de
muestras clinicas, las cuales identificaron y sometieron a pruebas de susceptibilidad a
diferentes agentes antifungicos, encontrando que el 10.5 % de los aislamientos de C.
albicans fueron resistentes a fluconazol (48) en donde se puede observar el incremento en

el porcentaje de aislamientos resistentes.

La determinacion de la susceptibilidad a los farmacos en C. albicans es fundamental para el
establecimiento del tratamiento adecuado, porque existen aislamientos que son
intrinsecamente resistentes a alguno de los antifangicos, como pueden ser los azoles; por

ello, el conocimiento de la sensibilidad a cada grupo de farmacos antifingicos puede
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repercutir en la toma de decisiones con respecto al tratamiento y prondstico. Al respecto, un
estudio de vigilancia antifungica menciona que en 10 especies la resistencia al fluconazol
se incrementd de manera notable: C. albicans paso de 0.8 a 1.5 %, C. tropicalis de 3 a 6.6

%, C. parapsilosis de 2 a 4.2 %, C. lusitaniae de 1.6 a 6.6 % y C. kefyr de 0 a 5.7 % (5).

El andlisis estadistico determind que la resistencia no se encuentra asociada con las
caracteristicas clinicas determinadas (p valor > 0.05), lo que significa que la resistencia es
independiente del género del paciente, del tipo de atencién, del servicio hospitalario y del

tipo de muestra de donde se aislo la levadura (Apéndice 3).

Existen muchos mecanismos por la cual C. albicans pude adquirir resistencia a fluconazol,
tales como el incremento de la permeabilidad celular que impide el ingreso de
antimicoticos al interior de la célula, el incremento en la degradacion del antimicético, la
sobreexpresion de la bomba de flujo que contrarresta la entrada del antimicético, la
formacion de biopeliculas, la presencia de vacuolas que restringen las moléculas de
fluconazol y las mutaciones puntuales en el gen que codifica a la enzima diana 14DM (5,

46, 48).

Un tercer objetivo fue identificar las mutaciones en el gen ERG11 que estuvieran asociadas
a la resistencia de C. albicans, dicho gen que codifica para la enzima 14-a-lanosterol
desmetilasa, una enzima importante en la sintesis del ergosterol, componente principal de la
estructura de la membrana de las levaduras (50). Recientemente, se han descrito
mutaciones en el gen ERG11 que dan como resultado el cambio aproximado de 160
aminoacidos (51), y la consecuente expresion de resistencia al fluconazol; en esta

investigacion se describen tres aislamientos resistentes (SV05, AB250, SV1661) que
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presentaron mutaciones en dicho gen con los cambios correspondientes en sus
aminoacidos, tales como G340T (A114S), T769C (Y257H) (Figura 5, Tabla 5). Estas
variaciones han sido descritas como mutaciones asociadas a la resistencia a fluconazol (49),
y los aislamientos con presencia de estas mutaciones asociadas a la resistencia
representaron el 25 % (n=3) de los aislamientos resistentes a fluconazol identificados en
este estudio (Grafico 2); resultados que se asemejan a los encontrados por Dovo y sus
colaboradores, en el afio 2022, en donde muestran la presencia de estas mutaciones en el
9.79 % (n=15) de sus aislamientos clinicos de C. albicans (52), la presencia de estas
mutaciones en el gen ERG11 producen cambios estructurales en la enzima 14-a-lanosterol
desmetilasa, que disminuye su afinidad al fluconazol desencadenando asi la resistencia

(50).

La mutacién A114S, cambio de una Alanina por una Serina en el aminoacido 114, ha sido
identificada en aislamientos resistentes SV05, AB250, SV1661 siendo descrita como una
mutacion que se encuentra cerca del canal del sustrato y es una mutacion asociada a la
resistencia que disminuye la afinidad de unién entre la molécula del fluconazol y el
objetivo (30, 48, 52), asi mismo, la mutacién Y257H, cambio de una Tirosina por una
Histidina en el aminodcido 257, ha sido identificada en los mismos tres aislamientos siendo
descrita en otras investigaciones como una mutacién que se encuentra ubicado en la hélice
G, lejos del centro activo de la proteina, asi que el efecto de una mutacién en esta posicion
no es inmediata (30, 48, 53, 54). Las mutaciones K128T, E266D, V4371 que fueron
identificadas en seis aislamientos resistentes a fluconazol (SV182, SV1400, SV375,
AB502, AB202, AB52) ya han sido descritas como mutaciones que no se asocian con la

resistencia a fluconazol (56-61). De las mutaciones H183Q, S222P, Y257P, C526V,
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K342R M527C, E521G identificadas en 6 aislamientos resistentes no se tiene un registro

aun de que exista asociacion con la resistencia a fluconazol (Figura 5, Tabla 5).

El aislamiento SV05 no presentd mutaciones en el gen ERG11 (Figura 5, Tabla 5), sin
embargo, presenta resistencia a fluconazol por lo que su resistencia debe estar asociada a
otros mecanismos como la sobreexpresion del gen ERG11 que promueve el incremento de
la enzima diana del fluconazol o la sobreexpresion de genes que incrementa las proteinas
de transporte que permiten una mayor salida del fluconazol hacia el exterior de la célula

disminuyendo la sensibilidad al antimicotico (62).

Esta investigacion advierte sobre la circulacion de aislamientos de C. albicans que
presentan mutaciones en su secuencia genémica, relacionados a la resistencia frente a la
principal droga empleada para el tratamiento de la candidiasis, que es el fluconazol. Este
estudio, ademas, deja en evidencia la existencia de otros mecanismos que pueden ocasionar
la resistencia en aislamientos de nuestra comunidad por lo que es necesario el desarrollo de
investigaciones que aborden el andlisis de esos otros mecanismos de resistencia a
fluconazol diferentes a la mutacién en el gen ERG11, hecho que es una de las limitaciones
en este estudio, ya que, por ejemplo, nos habria ayudado a dilucidar la resistencia en el

aislamiento SV05.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

En este estudio se logré identificar 62 aislamientos de C. albicans de origen clinico, de
las cuales el 19 % presento resistencia a fluconazol. El analisis molecular revel6 que el
93 % de los aislamientos resistentes presentaron mutaciones en la secuencia del gen
ERG11, sin embargo, solo el 83 % presentd6 mutaciones que cambiaban
estructuralmente la proteina objetivo lanosterol 14a-desmetilasa, y solo las mutaciones
Al114S y Y257H en el 25 % de los aislamientos resistentes, han sido reportadas antes

como mutaciones relacionadas a la resistencia al fluconazol.

RECOMENDACIONES
Con sustento en los resultados de esta investigacion se recomienda seguir realizando
estudios que permitan proponer medidas para prevenir la diseminacion de los

microorganismos resistentes en nuestra comunidad.

También se recomienda el estudio, busqueda y andlisis de nuevas mutaciones asociadas

o relacionadas con la resistencia al fluconazol y otros antifungicos en C. albicans y en

otras especies de esta levadura.

Se recomienda hacer uso de la investigacion para buscar nuevas opciones de

tratamiento que permitan combatir este tipo de levaduras resistentes.
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APENDICES

Apéndice 1. Ficha para la descripcion clinica de los aislamientos

Ficha de descripcion clinica de aislamientos

Codigo de aislamiento: ............... Fechade cultivo: ....../....../.......
Geénero: Edad: ...............

M|F
Origen:

Ambulatorio | Hospitalario

Servicio Hospitalario: ..........vvvvviiiiiiiniiveen e

Tipo de muestra clinica: .........cooevvevvierieee e
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Apéndice 2. Prueba de sensibilidad de C. albicans frente a fluconazol

Figura 6 Colocacion del disco de fluconazol (25ug) en una placa con cultivo de C. albicans
para la realizacién de la prueba de sensibilidad.

Apéndice 3. Anélisis estadisticos

Tabla 6. Prueba de chi-cuadrado para variables resistencia y sexo del paciente (p>0.05)

SEXO DEL PACIENTE

Mujer Varén Total
Sensible 39 11 50
RESISTENCIA )
Resistente 9 3 12
Total 48 14 62
Pruebas de chi-cuadrado
Significacién Significacién Significacion
Valor | df (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 0502 1 ,823
Correccion de continuidad® ,000 1 1,000
Razon de verosimilitud ,049 1 ,825
Prueba exacta de Fisher 1,000 ,546
Asociacion lineal por lineal ,049 1 ,825
N de casos validos 62

a. 1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 2,71.

b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

Tabla 7. Prueba de chi-cuadrado para variables resistencia y tipo de atencién (p>0.05)
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TIPO DE ATENCION

Ambulatorio  Hospitalario Total
RESISTENCIA Sensible 31 19 50
Resistente 8 4 12
Total 39 23 62

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion Significacién Significacién
asintotica exacta exacta
Vvalor  df (bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 0902 1 , 7164
Correccion de continuidad® ,000 1 1,000
Razon de verosimilitud ,091 1 ,762
Prueba exacta de Fisher 1,000 ,520
Asociacion lineal por lineal ,089 1 ,766
N de casos validos 62

a. 1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 4,45.

b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

Tabla 8. Prueba de chi-cuadrado para variables resistencia y servicio hospitalario (p>0.05)

SERVICIO HOSPITALARIO

Medicin
Ginecologia ucCl a Pediatria Total
General
RESISTENCIA Sensible 21 19 8 2 50
Resistente 6 4 1 1 12
Total 27 23 9 3 62
-cuadrado
Significacion
asintotica
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 19662 3 ,809
Razén de verosimilitud ,969 3 ,809
Asociacion lineal por lineal ,063 1 ,801
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N de casos validos 62

a. 4 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es ,58.
Tabla 9. Prueba de chi-cuadrado para variables resistencia y tipo de muestra clinica (p>0.05)

PO DE MUESTRA CLINICA

T
|
Secrecion Aspirado Secrecion Secrecion
vaginal bronquia bronquia faringea
I I
RESISTENCIA Sensible 23 6 13 4
Resistente 7 4 0
Total 30 10 13

TIPO DE MUESTRA

CLINICA
. Total
Esputo Orina
RESISTENCIA Sensible 2 2 50
Resistente 1 0 12
Total 3 2 62
Pruebas de chi-cuadrado
Significacién
| y asintotica
Valor d (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 79702 5 ,158
Razon de verosimilitud 11,049 5 ,050
Asociacion lineal por lineal 1,659 1 ,198
N de casos validos 62

a. 8 casillas (66,7%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es ,39.

Tabla 10. Prueba de chi-cuadrado para variables resistencia y edad del paciente (p>0.05)

EDAD

Menor de edad  Adulto  Adulto mayor Total
RESISTENCIA Sensible 3 29 18 50
Resistente 1 6 5 12
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Total 4 35 23 62

Pruebas de chi-cuadrado

Significacién
asintotica
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2752 2 871
Razon de verosimilitud 271 2 ,873
Asociacion lineal por lineal ,031 1 ,860

N de casos validos 62

a. 3 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es ,77.

Tabla 11. Prueba de chi-cuadrado para variables resistencia y los servicios hospitalarios (p>0.05)

SERVICIOS
Ginecologia ucCl Otros Servicios Total
RESISTENCIA Sensible 21 19 10 50
Resistente 6 4 2 12
Total 27 23 12 62

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintética
Valor df (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2552 2 ,880
Razén de verosimilitud ,253 2 ,881
Asociacion lineal por lineal ,214 1 ,643
N de casos validos 62

a. 2 casillas (33,3%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 2,32.
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Tabla 12. Prueba de chi-cuadrado para variables resistencia y origen de la muestra(p>0.05)

MUESTRA
Tracto Tracto
genitourinari respiratori Total
0
RESISTENCIA Sensible 25 25 50
Resistente 7 5 12
Total 32 30 62

Pruebas de chi-cuadrado

Significacién Significacién Significacién
asintdtica exacta exacta

Valor df (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 2692 1 ,604
Correccion de continuidad® ,039 1 844
Raz6n de verosimilitud ,270 1 ,603
Prueba exacta de Fisher ,751 423
Asociacion lineal por lineal ,265 1 ,607
N de casos validos 62

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 5,81.

b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2
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Apéndice 4. Analisis del perfil de sensibilidad de C. albicans frente a Fluconazol

Tabla 13. Perfil de sensibilidad de aislamientos de C. albicans frente a Fluconazol

. . Perfil de Diametro (mm) de halo de
Aislamiento e e Elusonasol

SV134 Sensible 23.0
AB250 Resistente 10.9
AB565 Sensible 27.1
SV1096 Sensible 36.7
SV1400 Resistente 11.3
SV1637 Sensible 28.4
AB1660 Sensible 33.8
ESP1661 Sensible 17.9
SV2465 Sensible 20.2
SV05 Resistente 13.4
SVv182 Resistente 6.4
SVv318 Sensible 33.1
Sv781 Sensible 24.6
SVv3249 Sensible 35.4
SVv208 Sensible 29.8
SV1010 Sensible 23.6
SV1031 Sensible 18.7
SV1113 Sensible 29.8
SV1135 Sensible 28.1
SV1661 Resistente 13.6
SV1676 Sensible 22.7
SV1976 Resistente 11.2
SV2585 Sensible 29.8
AB116 Sensible 26.5
URO123 Sensible 22.4
SV167 Sensible 28.9
SV174 Sensible 28.9
AB202 Resistente 10.7
URO255 Sensible 26.5
AB215 Sensible 25.1
ESP399 Resistente 6.1
SB397 Sensible 22.5
AB473 Sensible 25.4
SB521 Sensible 23.7
SB43 Sensible 28.1
SF49 Sensible 30.7
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SB75 Sensible 26.3
SB89 Sensible 24.2
SVv123 Sensible 17.7
SVv184 Sensible 28.0
SF266 Sensible 25.2
SB313 Sensible 215
SF336 Sensible 22.7
SV373 Sensible 19.4
SV375 Resistente 6.5
SB471 Sensible 23.3
AB501 Sensible 39.9
SB504 Sensible 20.4
AB502 Resistente 7.5
SV531 Sensible 19.9
AB52 Resistente 7.2
SV148 Resistente 6.1
SVv389 Sensible 26.5
SB434 Sensible 31.2
SB561 Sensible 30.4
ESP608 Sensible 24.4
SB06 Sensible 28.6
SB19 Sensible 31.2
SB36 Sensible 27.1
SF11 Sensible 29.4
SV90 Sensible 24.7
SV133 Sensible 34.3
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