CAPITULOII
MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Origen de los reactivos

Los reactivos utilizados se adquirieron de las siguientes compaiiias:

Sigma Chemical Co. De St. Louis, Missouri, US:

Liticasa, bromuro de etidio, glicerol, alcohol isoamilico, cloroformo, etanol
absoluto, Acido etilendiaminotetracético, Tritén X-100, xilencianol, azul de
bromofenol, xilosa, sorbitol

Gibco BRL.:

Agarosa, fenol saturado, Marcador de 100 pb.

Bio-Rad, Richmond Laboratories, CA:

Trizma base, f-mercaptoetanol, SDS

Promega:

Taqg DNA polimerasa

Boehringer Mannheim:

Desoxinucleétidos.

EM Science:

Acido clorhidrico 36 N

Quimica Dindmica S.A. de C.V.:



Acido acético glacial

Difco:

Sacarosa, Rafinosa

Merck de México:

Trealosa, Arabinosa, Maltosa

_ Fisher Scientific Company:
Galactosa

Reactivos Quimicos Monterrey:
Glucosa

Drogueria Benavides S.A.de C.V.:
Aceite mineral

Biomeriux :

Sistema API-20C

Beckman:

isodine

2.1.2 Material biolégico

2.1.21 Cepas control obtenidas de la coleccion de cultivos tipo de
Estados Unidos (American Type Culture Collection ATCC)

Se utilizaron 3 cepas control de la ATCC, Candida albicans ATCC 90028,
Candida glabrata ATCC 90030 y Candida parapsilosis ATCC 22019.



2.1.2.2 Cepas obtenidas en el estudio

En el lapso de enero de 1996 a noviembre de 1997 se obtuvieron 60
cepas provenientes de muestras urinarias y fecales de 29 pacientes las cuales
fueron: 17 cepas de Candida tropicalis, 6 de Candida glabrata, 4 de Candida
albicans, 1 de Candida parapsilosis, 1 de Trichosporon cutaneum, y 1 de
Trichosporon beigelli aisladas de orina, y 15 de Candida tropicalis, 5 de
Candida glabrata, 5 de Candida albicans, 1 de Candida parapsilosis, 2 de
Trichosporum beigelli, 1 de Trnichosporum cutaneum y 1 de Trichosporum spp

aisiadas de heces.

2.1.3 Equipo

En la fase experimental se utilizd un termociclador PTC-200 de MJ
Research, un microscopio standard 25 de Zeiss, una incubadora modelo 417 de
Lab. Line Instruments, Inc, un refrigerador a 4°C Torrey, una centrifuga IEC HN-
S Damon/lec Division, un autoclave modelo 254 M marca Tuttnaver, un bafio de
agua 180 Series Precision Scientific, una cAmara de electroforesis Horizon 20-
25 Life Technologies; una fuente de poder Pac 300 Biorad; una placa de
calentamiento Nuova Il Sybron, una microcentrifuga modelo V. VWR Scientific,
un congelador a —20°C MFCO9M3 FW1, White Westinghouse, un agitador MT-
51 American Scientific, una balanza granataria electrénica PT150 Sartorius, una
balanza analitica electrénica AE100 Mettler, un medidor de pH modelo 330
Orion, un refrigerador WRT 14 P Whirlpool, una lampara de luz ultravioleta UVL

56 Listed insp & Meas Eq, un sistema de camara gelcam de polaroid, un



espectrofotémetro spectronic gol, de Milton Roy, un sistema analizador de geles
de Bio-Rad, un analizador de Eastman Kodak Company, Rochester N.Y.

2.2 METODOS

2.2.1 La estrategia general que se siguié en este estudio se muestra en la
figura 4.

Figura 4.-Estrategia general
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2.2.2 Definiciones operacionales

2.2.2.1 Colonizacién urinaria por Candida
Presencia de levaduras en las muestras de orina en cantidades menores
a 10,000 UFC/mL, de pacientes con o sin manifestaciones clinicas y con

presencia o ausencia de alteraciones en el sedimento urinario.

2.2.2.2 Infeccion urinaria por Candida

Presencia de levaduras en cuentas mayores a 10,000 UFC/mL en
muestras de orina, sin aislamiento bacteriano y con leucocituria de al menos 10
leucocitos por campo 0 bien con sintomas de infeccién urinaria como disuria o

fiebre.

2.2.2 3 Candiduria de origen endégeno

Colonizacion simultanea en las vias urinarias y el tubo digestivo de un
paciente, por la misma cepa de levaduras. Para afirmar que corresponden a la
misma cepa se requiere demostrar tanto concordancia de especie, como de su

patrén genético.

2.2.2.4 Candiduria de origen exégeno
Cuando la cepa colonizante de las vias urinarias de un paciente no es la
misma encontrada en el tubo digestivo, se inferird por exclusion, su origen

exégeno.
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2.2.3 Disefio del estudio
Se realiz6 un estudio longitudinal, descriptivo y prospectivo, el cual

consiste en el seguimiento de una cohorte.

2.2.4 Caracteristicas de los pacientes

2.2.4.1 Poblacién de estudio
Pacientes adultos hospitalizados en alguna de las Unidades Criticas del
Hospital Universitario: la Unidad de Cuidados Intensivos Adultos y la Unidad de

Cuidados Intensivos Post-quirirgicos

2.2.4.2 Criterios de inclusién
Pacientes adultos hospitalizados en las Unidades Criticas seialadas, con

sonda urinaria cuya permanencia previa maxima sea de 24 horas.

2.2.4.3 Criterios de exclusiéon
Pacientes ya colonizados por levaduras al momento de su
identificacion.

Pacientes que estuvieran recibiendo tratamiento con antifingicos

2.2.4.4 Criterios de eliminacién

Pacientes que una vez incluidos les fuera retirada la sonda, fallecieran 0

fueran egresados antes de tomar al menos una muestra de seguimiento.
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2.2.4.5 Controles

Todo paciente que no desamollé candiduria durante su seguimiento fue
considerado elegible como control para el estudio clinico. Se incluirdan 60
pacientes con al menos una muestra de seguimiento (2 controles por cada

caso).

2.2.4.6 Tamafio de la muestra
Para calcular el tamafio de la muestra se utilizd la formula para
estimacion a partir de proporciones.
Proporcion: 80%; Tolerancia: 10%
Un a de: 5%, un p de:10%

Resultado: 62 casos evaluables (pares de cepas) 31

2.2.5 Inclusion de casos

2.2.5.1 Captacion de los casos

Por medio de visitas diarias a las Unidades de Cuidados Intensivos del
Hospital se buscaron pacientes que reunieran los criterios de inclusion y
superaran los de exclusidon. A aquellos elegibles se les solicitd consentimiento
para su inclusién al estudio, el cual expresaron en forma escrita por medio de la

Carta de Consentimiento como se muestra en el Apéndice A.
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2.2.5.2 Captacién de datos clinicos
Los datos clinicos de los pacientes fueron captados en una hoja de

captura disefiada para el estudio y que se muestra en el Apéndice A.

2.2.5.3 Evaluacion basal
Con el objeto de descartar colonizacién previa por levaduras se tomé una
muestra basal de orina para observacion microsdépica del sedimento. Ademas

se tomaron muestras basales de orina y heces para cultivo de levaduras.

2.2.5.4 Seguimiento

Dos veces por semana durante todo su intemamiento se tomaron
muestras de orina hasta identificar candiduria. Paralelamente se realizaron
coprocultivos para levaduras con el objeto de comparar las especies

colonizantes.

2.2.8 Procedimiento de cultivos

2.2.6.1 Urocultivo cuantitativo de levaduras

Previo aseo con antiséptico se aspird a través de la sonda urinaria para
obtener 3-5 mL de orina. Cada muestra de orina se dividi6 en dos tubos: uno
de los tubos se centrifugd por 10 minutos a 2,500 rpm y se observd el
sedimento al microscopio. La muestra de orina del segundo tubo se destind al
cultivo cuantitativo. Fueron sembrados tanto la muestra directa asi como
diluciones 1:10 y 1:100; sin embargo, cuando la observacién microscopica del
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sedimento en muestras subsecuentes revelé abundantes levaduras o la
presencia de pseudohifas se realizaron ademas diluciones 1:1,000 y 1:10,000.
Para la técnica cuantitativa se sembré 0.1 mL de orina con la técnica de la
varilla en L sobre medio de agar Saboureaud adicionado con los siguientes
antibiéticos: penicilina (80,000 U/mL) y estreptomicina (80 mg/mL) y se procedié
a incubar a 37°C durante 24 a 48 hrs. Para la cuantificacién de levaduras se
seleccionaron aquellas placas que tuvieran entre 30 y 300 UFC. El nimero de
levaduras resultante del conteo se multiplicé por 10 ademas de por el valor de

la dilucién obteniéndose la cantidad de UFC/mL de orina®.

2.2.6.2 Coprocultivo de levaduras

Las muesiras de heces fueron obtenidas de evacuacion espontanea o
bien por medio de raspado rectal utilizando una cucharilia rectal. La cucharilla
se introdujo en un tubo con caldo de Saboureaud adicionado con antibidticos y
se incubd a 37°C durante 24 horas. Posterior a lo cual se realizaron diluciones
1:10, 1:100 y 1:1000 que se sembraron con la técnica de varilla en L en placas
con agar Sabouread con antibidticos y se incubaron durante 24 a 48 horas a

37°C2

2.2.7 Métodos de conservacion de levaduras
Las levaduras recuperadas se conservaron en placas de Petri con agar
Saboureaud a 4°C selladas con Parafim. Cada dos meses se realizaron

resiembras para asegurar su viabilidad.
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2.2.8 Identificacién de especies de levaduras
2.2.8.1 Prueba de morfologia

Ya que diferentes especies de levaduras se caracterizan por adoptar
diferentes morfologia en medios con agentes tensoactivos, una colonia de cada
levadura se inoculé por puncién utilizando un asa en forma de L en una placa
con agar oxgall, se cubridé con un portaobjetos y se sellé con papel parafiim para
incubarla a 37°C. Después de 72 hrs. se observd la morfologia que
presentaron las levaduras buscando la produccién de micelios, clamidosporas o

blastosporas’ . Estas se clasificaron de acuerdo a la Tabla | del Apéndice B .

2.2.8.2 Prueba de resistencia al actidione (cicloheximida)

Esta prueba se basa en la capacidad que tienen algunas especies de
levaduras de crecer en presencia de cicloheximida. Cada levadura problema se
sembrd en agar con 0.4 g/L de cicloheximida (agar de seleccién para hongos
patégenos Micosel) y se incubdé a 37°C por 24 a 48 hrs’. El desarrollo en
presencia de cicloheximida sugiere que se trate de Candida albicans o C.

stellatoidea .

2.2.8.3 Prueba de asimilaciéon de carbohidratos

Esta prueba se basa en la diversa capacidad para asimilar a los
carbohidratos que tienen las diferentes especies del género Candida.
Se tomé una colonia pura de cada levadura con 48 hrs. de crecimiento y se
suspendid en agua destilada estéril ajustandose la turbidez al tubo no. 1 del
nefeldmetro de Mc. Farland. Con dos gotas de la suspension se inocularon los
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tubos con solucién al 2.5% de los siguientes carbohidratos: glucosa, mattosa,
sacarosa, galactosa, lactosa, rafinosa, inositol, xilosa y trealosa y se incubaron
a 37°C por 48-72 hs. La presencia de turbidez, que representa la capacidad de
asimilar dicho carbohidrato, se denominé una prueba positiva®. Para la
identificacion de las especies de levaduras los resuitados de asimilacién

obtenidos se cotejaron con la Tabla Il del Apéndice B.

2.2.8.4 Prueba de fermentacion de carbohidratos

Esta prueba se basa en la capacidad que tienen las diferentes especies
del género Candida para fermentar diferentes carbohidratos, produciendo acido
y gas.

Se tomé una colonia pura de cada levadura con 48 hrs. de crecimiento y
se suspendidé en agua destilada estéril ajustandose la turbidez al tubo no. 1 del
nefeldmetro de Mc. Farland y se colocaron dos gotas de la suspension en los
tubos con solucion al 1.0% de los carbohidratos glucosa, galactosa, lactosa,
sacarosa y maltosa (0.5%) para incubarios a 37°C por 48-72 hrs. Durante un
periodo de 3 semanas los tubos fueron regularmente examinados y
reincubados buscando notar un viraje en el color del medio de morado a
amarillo o bien la presencia de una burbuja de gas en la campana Durham [o
que nos indicé un resultado positivo®. Estos resultados se compararon con la
Tabla lil del Apéndice B. La preparacién de soluciones de carbohidratos asi

como la de medios de cultivo se muestran en el Apéndice C.
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2.2.8.5 Sistema API-20 C

De cada levadura problema se tomé una colonia y se coloc6é en un tubo
con agua ajustandose la turbidez al tubo no. 2 del nefelometro de Mc. Farland.
De esta suspension se tomaron 100 ulL y se transfirieron al medio C. A
continuacion con una pipeta Pasteur se tomé una alicuota de esta solucion y se
inoculé la galeria de reactivos con aproximadamente 3 gotas de la solucién, las
pruebas de fermentacion se sellaron con aceite mineral estéril y se incubaron
durante 24 a 48 hrs. Las pruebas de fermentacibn se consideraron positivas
cuando se observé un cambio de color de morado a amarillo, mientras que las
pruebas de asimilacion se consideraron positivas al notar turbidez en el pozo.

Los resultados se interpretaron de acuerdo a la Tabla IV del Apéndice B.

2.2.9 Andlisis y comparacion genotipica
2.2.9.1 Técnica de extraccién del DNA

Para la técnica de extraccion del DNA se procedid a realizar la técnica de
TSNT (Triton X-100, SDS, NaCl y Tris-EDTA) **, esta técnica se muestra en el
Apéndice D. Sin embargo con esta técnica no se logré la extraccion del DNA
para las diferentes especies de Candida y el Trichosporon, por lo cual se realizd
la técnica de Ann Bostok ¥, la cual utiliza la enzima liticasa que se utiliza para
la degradacién de la pared de las levaduras y que se muestra en el Apéndice D.
Finalmente se realiz6 una combinacién de ambas técnicas, el procedimiento
que se realizd fue el siguiente: La levadura se sembrd en un tubo cbnico con 5

mL de caldo Sabouraud, se separé el paquete celular por centrifugacion durante
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10 min a 2,500 rpm y se lavd 2 veces con 1 mL de sorbitol 1M. Se separd el
paquete celular por centrifugacion 10 min a 2,500 rpm y se afadié 1 mL de
buffer SE (sorbitol-EDTA) con 1 ul de p-mercaptoetanol y 85 ug de liticasa. Se
incubd por 8 hrs a 37°C y se separd el paquete celular por centrifugacion. Se
afadieron 500 pulL de solucién de lisis TSNT; se mezcld por inversion y se
afiadieron 200 pL de fenol saturado; se mezclé por inversion y se le afiadieron
100 uL de solucidn Sevag. Se agitd en vortex por 5 minutos y se afiadieron 200
pul de buffer TE (Tris-EDTA) 1X y se mezclé por inversion. Se centrifugd
durante 10 min a 2,500 rpm y la fase acuosa se transfiri¢ a un tubo Eppendorff y
se precipitd el DNA con 1 mL de etanol absoluto, se mezcld lentamente por
inversion hasta observar la precipitacion del DNA en forma de hebra blanca. Se
centrifugd 8 min a 14,000 rpm y se decanté el sobrenadante teniendo cuidado
que no se desprendiera la pastilla de DNA. Se lavé con 1 mL de etanol al 70%
y nuevamente se centrifugd por 8 minutos a 14,000 rpm, después de decantar
el sobrenadante se dejo secar a temperatura ambiente de 5 a 10 min. El DNA
se resuspendié en 20-50 pul de TE 1X.

La calidad del DNA obtenido se verificd haciendo una electroforesis en gel con

una concentracién de agarosa al 0.8%, a 70 volts durante 90 min.

2.2.9.2 Cuantificacién del DNA
Se hizo una dilucién 1:1,000 colocando 1 uL del DNA en 1 mL de buffer

TE 1X y se colocd en el espectrofotdbmetro para leer la densidad éptica a 260
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nm, ajustando el blance con buffer TE 1X. El valor obtenido se multiplicd por el
factor 50 y por la dilucién para obtener la concentracién de DNA en ng/ulL.
La preparacién de todas las soluciones utilizadas en las diferentes técnicas de

biologia molecular se encuentran en el Apéndice C*,

2.2.9.3 Técnica de amplificacion al azar del DNA ( Random Amplified
Polimorfic DNA RAPD)

En un tubo para PCR se agregé agua, buffer para PCR, cloruro de
magnesio, desoxinucleétidos e iniciadores, por dltimo se colocéd la muestra y
agregb la enzima Taq DNA polimerasa. Se colocé en el termociclador y se
programd el tiempo y nimero de ciclos.

Los iniciadores probados fueron los 4 propuestos por Lehmann® y
colaboradores que a continuacion se describen:

SOY: 5AGGTCACTGA 3

RP-2: 5 AAGGATCAGA &

RP4'2; 5 CACATGCTTC 3

RP1'4: 5 TAGGATCAGA 3

Las concentraciones de los reactivos utilizados en el ensayo inicial fueron
las descritas por Lehmann y cols *:
Concentracién de iniciadores 0.8 uM
Concentracién de MgCl, 2.7 mM

Cantidad total de DNA 10 ng
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Volumen final de reaccién de 50 plL

Cantidad total de Taq polimerasa 1.25 U

Las condiciones utilizadas fueron: 1 min a 94°C, 1 min a 36°C y 2 min a

72°C, durante 45 ciclos, con una extension final de 10 min a 72°C%,

2.2.9.4 Estandarizacién de la técnica de amplificacién al azar
Debido a que con las condiciones propuestas originaimente no se
obtuvieron los resultados esperados se procedid a la estandarizacion del

método utilizando variaciones en los iniciadores, y se utilizaron mezclas de los

mismos:
1.- SOY - RP-2 4.- RP-2 - RP4-2
2.- SOY - RP4-2 5.- RP-2 - RP1-4
3.- SOY -RP14 6.- RP4-2 - RP1-4
La concentracién de iniciadores: 1,2y3uM
La cantidad de Taq polimerasa: 1.25,25y5U
La cantidad de DNA: 250, 500 y 750 ng
La temperatura de apareamiento: 45°C* para C. tropicalis
2.2.9.5 Electroforesis

Las condiciones para la realizacion de la electroforesis fueron: gel de

agarosa al 2% con buffer TAE 1X, a 75 volts por 270 min33-3%
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2.2.9.6 Conservacién de las imagenes
Los geles se revisaron en un sistema analizador de geles (Gel Doc) y las

imagenes se conservaron en un disco de 3 'f,.

2.2.10 Calculo del tamaiio de la banda

De cada uno de los 3 ensayos se imprimieron los geles y se midi6 la
distancia en centimetros que recorrié la banda, desde el pozo inicial hasta la
parte media de cada banda, de cada una de ellas. La distancia recorida por
cada banda se dividid entre la distancia recorrida por la Gltima banda para
obtener asi el factor “Rf" de cada banda. Este procedimiento primeramente se
realiz6 en el marcador de 100 pares de bases y posteriormente en cada una de
las cepas problema para comparario con el control. E| marcador generd 16
bandas cuyo tamafio se sabe que es de 2,072 pares de bases, 1500, 1400,
1300, 1,200 1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 y 100 pb. A
estos valores se les calculd el logaritmo natural y se hizo una gréfica de
dispersion con el factor Rf vs el logaritmo natural de los pares de bases, donde
se calculd la pendiente, el intercepto y el coeficiente de cormelacion. Con la
pendiente y el intercepto, utilizando la ecuacién de la recta (y=mx+b, donde “m"
es la pendiente, “X* es el Rf de la banda y “b" es el intercepto) fue posible
calcular el tamario de las bandas de las cepas problema del mismo gel,
expresado en logaritmo natural de los pares de bases, el cual se elev a su
exponencial para obtener el tamaiio de cada una de las bandas en pares de
bases. Para realizar estos ensayos es necesario utilizar el marcador de 100

pares de bases por medio del cual es posible calcular el tamafio de las bandas
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de las cepas, a continuacién se presenta una descripcion del marcador de 100

pares de bases de Gibco BRL.
2.072 ob .
1.500 ob 1,400pb
1,300 pb
1,200 pb
1,100 pb
. ﬁ 1,000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
\
Figura 5 Marcador de 100 pb

Este marcador tiene un total de 16 bandas, la primera banda tiene un
tamaiio de 2,072 pb y con una intensidad muy alta, la siguiente banda es de
1,500 pb y asi subsecuentemente las bandas van disminuyendo en tamafio de
100 en 100 hasta llegar a la banda de 100 pb. La intensidad de la banda de
600 pb es doble, como una sefial para guiarse al momento de calcular el
tamario.

2.2.11 Definicion de concordancia en el tamafio de las bandas

Se procedio a estimar el intervaio maximo de variacién en el tamafio de

cada banda, que fuera considerado aceptable para comparar las bandas de

cepas diferentes. Utilizando la misma férmula de la recta y con un margen de
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variaciéon de 1 mm ( £ 0.5 mm), para cada banda pudieron calcularse los valores
maximo y minimo que definieron el intervalo dentro del cual se definirfa

concordancia entre dos bandas a comparar.

2.2.12 Comparacion de las cepas control con las cepas de pacientes

Se compararon por nimero y tamafio las bandas de las cepas control de
Candida glabrata ATCC 90030, de Candida albicans ATCC 90028 y de Candida
parapsilosis ATCC 22019 con las cepas obtenidas de los pacientes. Debido a
que no se tenia una cepa control del ATCC de la Candida tropicalis, se tomaron
como controles a las tres cepas con las que se realizd el andlisis de
reproducibilidad, dos cepas obtenidas de orina y una cepa de heces, y se

compararon con las cepas aisladas de los pacientes.

2.2.13 Analisis de reproducibilidad del método

Con el objetivo de calcular los coeficientes de variacién intra e
interensayo se procedié a realizar por triplicado el ensayo de amplificacién al
azar del DNA de 3 de Candida tropicalis (dos obtenidas de muestras de orina y
una de heces) de 3 pacientes elegidos al azar. Los ensayos se corrieron en 3
fechas diferentes: 6 de mayo, 11 de mayo y 14 de julio de 1999.
2.2.13.1 Variabilidad intraensayo

Para este andlisis se utilizaron 3 geles diferentes con 3 cepas de la
levadura Candida tropicalis. Existen varios factores que se toman en cuenta en
la realizacién de una técnica, por ejemplo: el analista que realiza el estudio, el

laboratorio, los equipos (termocicladores, camaras de electroforesis) y la fecha
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del estudio entre otros, en este caso para este analisis todos estos factores son
exactamente iguales. Para esto se procedié primeramente a contar el nimero
de bandas en los geles, a calcular el tamaiio de c¢ada una y posteriormente
utilizando el sistema analizador de imagenes se midié la intensidad neta. La
intensidad de la banda 1 del primer carril del gel 1 (Intensidad 1) se comparé
con la banda 1 del primer carril del segundo gel (Intensidad 2) y con la banda 1
del primer carril del gel 3 (Intensidad 3). A estos valores se les calculé: el
promedio, la desviacion estandar y su coeficiente de variacion. De la misma
forma se realizaron los célculos para todas las muestras de los 3 geles. Se
determiné el intervalo de los coeficientes de variacién para cada banda y carmil
de los tres geles.
2.2.13.2 Variabilidad interensayo

Para este analisis se cont6é el nimero de bandas en el gel y se calculd el
tamafio de cada una de ellas, posteriormente con la finalidad de conocer la
vanacion en la intensidad de las bandas, después de medir la intensidad de
cada una de las bandas se eligié la banda 1 como banda de referencia y para
cada una de las demas bandas del mismo carril se dividié el valor de su
intensidad entre la intensidad de la banda de referencia (ejemplo: Intensidad de
la banda 2 entre la intensidad de la banda 1) y asi sucesivamente hasta
completar todas las bandas del carril. Se realizé el mismo procedimiento para
los carriies dos y tres que fueron repeticiones de la misma cepa. Con los
coeficientes obtenidos de los tres carriles que provenian de la misma cepa se

calculd el promedio, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion,
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2.2.14 Comparacion de los pares de cepas de levaduras de orina y heces

2.2.14.1 Comparacion de especies: andlisis fenotipico

Para cada par de levaduras se compard las especie identificada de la
muestra de orina con la identificada de la muestra de heces del mismo paciente.
2.2.14.2 Comparacién genotipica

De aquellos pares de levaduras concordantes en especie, por cada
especie Candida ftropicalis, C. glabrata, C. albicans, C. parapsilosis y
Trichosporon cutaneum y T. beigelli se procedi®6 a comparar el nimero y
tamaio de las bandas de los pares de cepas de orina y heces de cada

paciente.

2.2.15 Andlisis estadistico

La concordancia fenotipica (por especie) de las levaduras colonizantes
de orina y heces se reportd en frecuencia y porcentaje. La concordancia
genotipica de los pares de cepas igualmente se describid en frecuencia y
porcentaje. La proporcidon de candiduria de origen endbgeno se describié para
la muestra total y por especie.

2.2.16 Consideraciones éticas

Previamente al ingreso de cada paciente al estudio, se obtuvo su

consentimiento informado, firmado por el paciente o su familiar responsable.

43



CAPITULO Il
RESULTADOS

3.1 Pacientes

En el lapso de 23 meses desde enero de 1996 a noviembre de 1997 se
captaron un total de 189 pacientes intemados en las Unidades criticas del
Hospital Universitario con cateterizacion de las vias urinarias. Treinta y tres se
excluyeron debido a que al momento de su identificacion se documenté que ya
estaban colonizados por levaduras y otros 2 pacientes por estar recibiendo
tratamiento con antifungicos.

Un total de 149 (81%) pacientes fueron vigilados durante su estancia
intrahospitalaria, sin embargo en un tiempo promedio de 4.6 dias hasta su
egreso o el retiro de la sonda urinaria no desarrollaron candiduria. Ciento veinte
dejaron de ser evaluables durante el seguimiento: 66 (55%) por retiro de la
sonda urinaria, 44 (36%) por fallecimiento, 2 (3.3%) por traslado, 1 (1.66%) por
alta voluntaria y 1 (1.66%) porque desarrollé una micosis pulmonar que requirid
tratamiento con antifingicos.

Un total de 29 pacientes se siguieron hasta el desarrollo de colonizacion
urinaria por Candida, lo cual correspondié a un 19% de los pacientes incluidos.
La candiduria se detecté en un tiempo promedio de 6.6 dias, dos dias mas que
los pacientes eliminados del seguimiento.

De los pacientes que se incluyeron 17 fueron del sexo masculino y 12 del
sexo femenino, con un intervalo de edad entre 16 y 80 aiios, con una mediana

de 44 afios.



Los factores de riesgo que fueron identificados en nuestro grupo de
pacientes fueron los siguientes, 28 (96%) estaban recibiendo antibiéticos, 10
(35%) tenian diabetes mellitus, 24 (83%) tenian cirugia previa y 4 (14%) tenian

enfermedad inmunosupresora (cancer).

De los 29 pacientes evaluados, se obtuvieron 30 pares de cepas ya que
uno de los pacientes desarrollé candiduria simultaneamente por dos especies
de levaduras, por lo cual se obtuvieron 30 levaduras colonizantes de las vias
urinarias, para cada una de las cuales se emparejd con una levadura aislada
simultaneamente del intestino.

En los casos en que se aislaron dos o mas levaduras en heces con una
sola levadura en orina 6 viceversa se eligié la cepa de la misma especie y la

otra se descarté.

Las 30 especies de levaduras aisladas en orina fueron:

Candida tropicalis 17 (56%)
Candida glabrata 6 (20%)
Candida albicans 4 (13%)
Candida parapsilosis 1 (3%)
Trichosporon cutaneum 1(3%)

Trichosporon beigelli 1(3%)
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3.2 Cepas colonizantes y cepas Infectantes

En los 30 casos de candiduria, el 57% (17) desarrollaron colonizacién
urinaria que previamente fue definida como una cuenta menor a 10,000
UFC/mL. En estos 17 casos las cuentas fluctuaron entre 1,100 y 8,333 UFC/mL,
con una cuenta mediana de 2,000 UFC/mL. En los trece casos restantes (43%)
la magnitud de las cuentas de levaduras rebasé 10,000 UFC/mL catalogandose
como infeccién urinaria, con cuentas desde 11,000 hasta 1 X 10° UFC/mL.

De los 17 casos de colonizacion, 8 (47%) progresaron a infeccién en el
transcurso de su seguimiento, completandose un total de 21 casos de infeccion

urinaria por levaduras.

3.3 Comparacién de las caracteristicas clinicas y microbiolégicas de los
casos de colonizacion vs infeccién por levaduras

Al comparar las caracteristicas clinicas de los pacientes en los que
ocurrié solamente colonizacion urinaria y los que desarrollaron infeccion
encontramos que la edad mediana en los primeros fue de 40 vs 53 en los

infectados.

El comportamiento de las diferentes especies de levaduras para el
desarrollo de colonizacion 6 infeccion fue: Candida tropicalis causé infeccién
urinaria en 12 (70%) y en 5 (30%) solamente se encontrdé como colonizante, en
el caso de Candida glabrata las 6 (100%) cepas aisladas se encontraron
causando infeccion urinaria, mientras que Candida albicans solamente en 1

(25%) se encontrd como causante de infeccidn urinaria. Ambas especies de
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Trichosporon causaron infeccién urinaria y Candida parapsilosis solamente se
presenté como colonizacién. En la tabla | se muestra la comparacién de las

cepas:

Tabla I.- Comparacidén de factores clinicos y microbiolégicos entre las
cepas colonizantes contra cepas infectantes

| | cOLONIZANTES | INFECTANTES

| | n=9 (30%) | N=21(70%)
| Edad |  Mediana=40 | Mediana =53
iempo de estancia ia=9.6 ia=11.
[Tiempo d [ Medi [ Media=11.0
Sexo Masculino 6 (67%) 11 (52%)
Femenino 3 (33%) 10 (48%)
| Diabetes mellitus | 6.7% [ 20%
| Nimero de antibiéticos | 0-4 [ 1-6
| Inmunosupresores [ 10% k- 30%
| Dias de estanciaprevios | Media=7.3 | Media = 8.1
| Candida tropicalis | 5 (30%) | 12 (70%)
| Candida glabrata | 0 (0%) | 6 (100%)
| Candida albicans [ 3 (75%) | 1 (25%)
| Candida parapsilosis | 1 (100%) I 0 (0%)
| Trichosporon beigelli | 0 (0%) l 1 (100%)
| Trichosporon cutaneum || 0(0%) | 1(100%)

3.3.1 Comparacion de especies

De las 17 especies de Candida tropicalis encontradas en orina, 15 fueron
concordantes (C) con la especie encontrada en heces y en 2 se encontré una
especie discordante (D) en heces, en un caso Candida glabrata y en el otro

Candida albicans.
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En los 6 casos de Candida glabrata en 4 hubo concordancia con la cepa

de heces, mientras que en dos casos la especie aislada en heces fue

Trichosporon spp.

En los 4 casos de Candida albicans hubo concordancia de la cepa de
orina y heces, en Candida parapsilosis y en las especies de Trichosporon
también hubo concordancia. (Tabla Il)

Tabla Il Comparacién fenotipica de los pares de cepas de levaduras
aisladas de orina y heces.

CEPA DE ORINA CEPA DE HECES RELACION

L] e AR sl Candida tropicalis ~ Concordante
2 || PNm | Candida tropicalis ~ Concordante
[ 3 || FHM || Candida tropicalis _Concordante
[ 4 [ RLH [ Candida tropicalis Concordante
5 [ €GO [ Candida tropicalis Concordante
[ 6 [ NMC [  Candida tropicalis Concordante
[ 7 [ GPG [  Candida tropicalis Concordante
[ 8 |[ RoS |} Candida tropicalis Concordante
[9 [ s@@ || Candida tropicalis Concordante
10 [ EGR [  Candida fropicalis _ Concordante
O Candida tropicalis Concordante
[ 12 [ #e | Candida tropicalis Concordante
[ 13 || RPM || Candida tropicalis Concordante
[ 14 [ MV Candida tropicalis Concordante
15 [ RCM [  Candida tropicalls _ Concordante




La concordancia fenotipica fue del 86%.

3.4. Anilisis genotipico de los pares de cepas concordantes

Se procedid a la extraccion del DNA de los 26 pares de cepas
concordantes fenotipicamente. Para la extraccion del DNA de las especies de
Candida y Trnichosporon se realizd por la técnica del TSNT, la cual fue
modificada en su fase inicial que pretende logra la formacién de esferoplastos
(células sin pared) por lo que fue necesario utilizar la enzima liticasa para
causar lisis de la pared en un tiempo de hasta 8 horas, para posteriormente
proceder a la extraccién del DNA siguiendo la técnica del TSNT. En la figura 6,

como ejemplo se muestran los resultados obtenidos en 11 de los casos.

73 91 %

Figura 6.- Demostracién de la obtencién del DNA. Se muestran 11 cepas
de heces y orina de diferentes pacientes: 20-0, 19-0, 25-O, 26-H, 24-H,7-H,
29-0, 20-0, 25-H, 26-O y 30-H. Carriles del 1 al 11 respectivamente.
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Para proceder a la técnica de amplificacion al azar de acuerdo a la
técnica de Lehmann y col ¥, se procedi inicialmente a la estandarizacién del
método, para 0o cual se realizaron diversag modificaciones en las
concentraciones de iniciadores, concentracibn de 7aq DNA polimerasa y
concentracion del DNA. En la figura 7 se muestran los resultados del

experimento con las diferentes condiciones utilizadas:

Panel | Panel | Panel il
2.5 U de Tag DNA 1.25 U de Tag DNA
5 U de Taq DNA polimerasa | polimerasa polimerasa
v
A BCABCABC] ABCABCABC A BCABCABC

250 ng 500ng  750ng 250 ng 500 ng 750 ng 250 ng 500 ng 750 ng

Figura 7.- Resultados de la estandarizacién de la técnica de amplificacion
al azar. Se probaron diferentes concentraciones de iniciadores 1uM (A),2
uM (B), y 3 uM, (C), vy cantidad de Tag DNA polimerasa: 5, 2.5 y 1.25
Unidades y de DNA: 250, 500 y 750 ng. *Marcador de 100 pb
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Las condiciones que lograron mayor cantidad de bandas y con mejor
definicion fueron: 250 ng de DNA, 5 Unidades de Tag DNA polimerasay 3 uM
de cada iniciador, que se identifica con una flecha en el cuarto carril (Panel 1) de

la figura 7.

3.4.1 Evaluacion de 1a reproducibilidad de fa amplificacién al azar del DNA

Se seleccionaron al azar tres cepas de Candida tropicalis (2 de orina y
una de heces) a cada una de las cuales se le realizd amplificacién al azar del
DNA por triplicado en fechas diferentes. En el gel de la figura 8 se muestran las
tres cepas por triplicado de la siguiente manera: cepa 7 O: carriles 24, cepa 8
O: carmiles 5-7 y cepa 14 H: carriles 8-10 y el marcador de 100 pb: carril 1, de
uno de los experimentos. A cada una de las bandas se definié su intensidad y
su tamafio. La intensidad neta se midi6 en un sistema analizador de geles y
posteriormente se calculé la intensidad relativa, con la primera banda de cada
carril; ademas se calculd el tamafio de cada banda de acuerdo a la metodologia
previamente descrita. Se procedi6 a calcular el coeficiente de variacién inter
intra-ensayo para cada uno de estos tres parametros: intensidad neta,

intensidad relativa y tamaiio de banda.
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7 8

Figura 8.- Amplificacién de 3 cepas de Candida tropicalis seleccionadas al
azar, 7 O, carriles 2, 3y 4, 8 O carriles 5,6 y 7 y 14 H carriles 8, 9y 10, las
cuales fueron evaluadas por triplicado para el andlisis de reproducibilidad.
Carril 1 Marcador de 100 pares de bases.
3.4.2 Variabilidad intraensayo

El nimero de bandas para este andlisis fue de 10 con un tamaiio de
1691, 1537, 1154, 895, 740, 694, 592, 474, 392, y 294 pb paralacepa 7 O. En
la tabla Ill se muestran todos los tamafios de las bandas para las 3 cepas, 7 O,
8 O y 14 H, en esta misma tabla se encuentran también los coeficientes de
variacion por banda, los cuales se observa que van de 2.4 a 5.1% para la cepa
7 0, de 1.22 a 7.20% para la cepa 8 O y de 2.39 a 3.6% para la cepa 14 H. Se

comparé ademas la intensidad absoluta de todas las bandas de cada cepa con

su correspondiente de cada uno de los 3 geles.
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En la tabla [V se muestran las intensidades absolutas de cada una de las
10 bandas de la cepa 7 O en los tres geles. Por ejemplo: la banda 1 de la
misma cepa (7 O) en los tres experimentos diferentes la intensidad fluctué
desde 12007, 12731 y 4738 calculandose un coeficiente de variacién de 45%.
En los experimentos por triplicado para esta misma banda los coeficientes
variaron entre 47 y 41%; y observandose coeficientes de 44, 48, 66, 155, 67,
125, 72, 74 y 40% para cada una de las 10 bandas sucesivamente, asi mismo

se analizaron las cepas 8 Oy 14 H.

Tabla Il Coeficiente de variacién intraensayo por el tamafio de la banda en
pares de bases.

B1 [ 1691 || 1612 || 1651 || 1651.33 || 39.50 | 2.4% || 1.22% |[ 2.39% |
| B2 |[ 1537 | 1478 | 1401 || 1472.00 | 68.20 || 4.6% || 1.03% || 3.07% |
| B3 |[ 1154 ] 1108 || 1051 || 1104.33 || 51.60 || 4.7% | 1.04% |[ 2.77% |
- B4 |[ 895 || 855 | 821 | 857.00 || 37.04 || 4.3% || 3.56% || 2.81% |
740 || 784 || 697 || 740.33 || 4350 | 59% || 3.89% | 3.24% |
694 || 679 | 616 | 663.00 || 41.39 | 6.2% || 4.61% || 2.96% |
- B7 |[ 592 || 588 || 545 || 575.00 || 26.06 | 4.5% || 4.86% || 6.16% |
B8 [ 474 |[ 481 |[ 492 |[ 48233 |[ 9.07 || 1.9% |[ 4.62% |[ 4.62% |
B9 | 392 [ 404 |[ 376 |[ 390.67 |[ 14.05 |[ 3.6% |[ 6.17% |[ 2.37% |
' B10 [ 204 [ 312 |[ 282 |[ 296.00 |[ 15.10 |[ 54% |[ 7.20% |[ 3.60% |

(4]

o
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Tabla IV Coeficiente de variacién intraensayo calculado por la intensidad
absoluta de cada una de las bandas.

BT ][ 12007 12731 4738 smﬂLuzo.s‘“ 45% (41-47) 61%(53-41) || 74%(80-98) |

35813 | 35303 14021| 28379 |/12436.8| 44%(44-51) |  44%(53-26) || 67%(66-76) |
‘B3 || 18267| 17047 | 6110|[13808.1| 6694.4| 48%(36-52)|  43%(40-33)|  71%(19-52)]
B4 || sie2|[ 7249 21773|[123049| 81348| 66%(53-72) | 21%(5-54) || 66%(75-94) |
L 874 | 1255|| 27703 | 9944.4|/15380.9| 155%(46-150)||  63%(65-60) | 144%(129-129) |

6 || 5008| 5565| 16499| 9324| 6216|[ 67%(6267)| 102%(79-143) || 70%(30-36) |
2009 |[ 2437 || 19377 || 7940.9| 9906.0|[125%(132-148) ||  98%(105-44) ||  119%(138-102) |
4517|  3635| 12756 || 6969.3| 5031 72%(107-137) || 112%(124-124) ||  151%(149-147) |
3715|3738 12106|[ €519.6| 4837.7|[ 74%(87-113)|[  72%(45-40) || 126%(122-102) |
zeselr 30991] 5481” 3755.5” 1504.9” 40%(36-77) || B3%(69-15) |  131%(146-144) |

* En el apéndice E se muestran las tablas completas con todos los
valores de intensidades y tamarios de bandas y sus calculos de promedios y

desviaciones estandar en los diferentes experimentos.

3.4.3 Variabilidad interensayo

En este analisis se obtuvieron un total de 10 bandas, con tamafios de
1691, 1537, 1154, 895, 740, 694, 592, 474, 392, y 294 pb para la cepa 7 O en
los carriles 1,2 y 3. El tamaiio de las bandas para la cepa 8 O carriles 1,2y 3y
la cepa 14 H camiles 1, 2 y 3 se muestra en la tabla V, asi como el coeficiente

de variacion entre las mismas. El tamafio de banda en las 3 repeticiones de la




misma cepa no mostré diferencias, lo que representdé un coeficiente de

variacion interensayo de 0%.

En la variacién interensayo se compard la intensidad relativa de todas las
bandas entre los tres carmiles (repeticiones de la misma cepa) en el mismo
experimento y para tres cepas distintas: 7-0, 8-0 y 14 H. En la tabla VI se
muestran las intensidades relativas de cada una de las 10 bandas de las tres
repeticiones de la cepa cepa 7 O y su variacion interensayo, asi como las
variaciones para las cepas 8-0 y 14 H. Por ejemplo: las intensidades relativas
de la segunda banda en los tres carriles fueron 3.0, 3.2 y 2.9, calculandose un

coeficiente de variacion de 6%.

Tabla V Coeficiente de variacién interensayo por el tamafio de la banda en
pares de bases.

T T | e e T e
B1_ ]| 1691 |[ 1691 )| 0 |[0% | 1638 |[ 0% |[ 1691 | 0% |
| 1537 ][ 1537 )| o |[ 0% |[ 1489 ][ 0% |[ 1489 [ 0% |
1 1154 || 1154 ]| o0 |[ 0% ][ 1118 ][ 0% |[ 1154 |[ 0% ]
895 || 895 || 0 |[[0% || 840 |[ 0% | 867 | 0% ]

740 || 740 || [ 0% |[ 764 ][ 0% |[ 717 ][ 0% |
694 || 694 || [ 0% ][ 651 ][ 0% ][ 672 ][ 0% |

0
0
502 || 592 || 0 |[0% ][ 538 ][ 0% |[ 521 |[ 0% |
474 || 474 || 0 |[[ 0% |[ 455 [ 0% |[ 445 |[ 0% |
0
0

392 || 392 || 0% [ 367 [ 0% [ 379 |[ 0% ]
204 || 294 || 0 [[0%][ 285 [ 0% | 294 |[ 0% |
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Tabla VI Coeficiente de variacién interensayo calculado por la intensidad
relativa de cada una de las bandas.

-II | If H-H | I I
ANDA 1* 1 1
3 32| 29] 30 |[017] 6% | 8% | 9% |
15| 1.0][ 1.36 ][ 0.28]| 21% | 26% || 19% |
BANDA4 || 07| 0.76] 06| 069 | 0.07] 10% | 21% | 17% |
SANDA 5 [[0.07] 0.09] 0.1/ 0.09 |[0.01| 15% | 89% | 31% |

6 |[ 05 05] 075 058 | 0.14| 25% || 45% || 46% |
\DA7 |[0.16] 0.17][ 0.08] 0.14 |/ 0.05| 34% | 52% | 56% |

BANDA 8 |[0.37] 0.31][ 0.17][ 029 | 0.1 35% | 33% | 24% |
BANDA 9 |[0.30] 0.29][ 0.26][ 029 ||0.02|| 7% || 40% || 14% |
"BANDA 10 |[0.22|[ 0.24][ 0.28][ 0.25 |[0.03][12% | 30% |[ 32% |

* Banda de referencia

Se observa que la méxima variacion en la intensidad relativa de las bandas
en las tres repeticiones de la cepa 7 O fue de 35%, para la cepa 8 O de 85% y

para la cepa 14 H de 56%.

3.5 Andlisis genotipico de los pares concordantes de Candida fropicalis
Se obtuvieron un total de 17 pares de Candida tropicalis, de los cuales 15
fueron concordantes por especie, por lo cual de éstos se procedié a realizar su

anélisis genotipico.

3.5.1 Seleccioén de iniciadores
Primeramente se procedi6 a seleccionar los iniciadores, entre 4 de ellos y
6 mezclas de los mismos, numerados de acuerdo a los carriles 1 al 10 de la
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figura 9. Se seleccionaron los que presentaron mayor nimero de bandas y en
consecuencia permitieron un mayor poder discriminatorio, que fueron el

iniciador RP4-2 (carril 4) y [a mezcla RP2/RP1-4 (carril 10).

1 23 456 78 9 10 11

Figura 9.- Seleccion de iniciadores para Candida tropicalis. Los carriles 2
al 5§ muestran el resultado de los iniciadores SQOY, RP2, RP4-2 y RP1-4,
respectivamente, y en seguida las mezclas de iniciadores SOY/RP2,
SOY/RP4-2, SOY/RP14, RP2/RP4-2, RP2/RP1-4 y RP4-2/RP14,

respectivamente. El carril 1 corresponde al marcador de 100 pares de
bases.

3.5.2 Comparacién genotipica de las cepas de Candida tropicalis

Se realizd el andlisis genotipico de los 15 pares de cepas de Candida
tropicalis que fueron concordantes. En la figura 10 se muestran solamente 4
ejemplos de las mismas. Al realizar el ensayo con la mezcla de iniciadores
RP2/RP1-4 y a 36°C se obtuvieron un total de 10 bandas en cada cepa y al

compararias individuaimente observamos que su tamafio fluctia entre 2006 y
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214 pb para las cepas 1 y 2, y entre 1920 y 214 pb para las cepas 9 y 10. En
cuanto a la persistencia de las bandas entre cada una de ellas se observa que
las bandas de 1542, 764, 614, 363 y 214 pb se presentan en todas las cepas;
mientras que las bandas de 994, 515 y 318 pb se presentan en el 75% de las

cepas, como se muestra en la tabla ViIl.

1 2 9 10
OH OHOH OH

Figura 10.- Comparacién genotipica de 4 cepas clinicas de Candida
tropicalis de orina y heces (1, 2 9 y 10) con la mezcla de iniciadores
RP2/RP1-4 a 36°C.
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Tabla VIl Tamaiio de las bandas de los cuatro pares de cepas clinicas 1, 2,
9 y 10 de Candida tropicalis (orina y heces) con la mezcla de iniciadores
RP-2/RP1-4, a 36°C. Las bandas totalmente consistentes se sefialan en

negritas y se subrayaron las que s$6lo se presentaron en el 75% de las
veces.

1 1 2 2 9 9 10 10
o H o) H 0) H

0 H
B[ 2006 | 2006 | B4 | 2006 |[ 2006 |[FBAH| | 1920 |[ 1920 B4 1920 1920
B2 1542|1542 |[B2]|| 1542 | 1542 |[B2][ 1542 |[1542|[B2]|| 1542 |[1542]
B3] 994 | 994 |[B3N( 994 | 994 |[IB3N[ 911 [ 911 |[IB8]][ 995 | 995 |
(AR | EE
851 764 |[ 764 |[B41|| 764 || 764 |[B41|| 764 |[ 764 |[B4] 764 || 764 |
B8 614 |[ 614 |[BS]|| 614 || 614 |[BS]|| 614 | 614 |[BE]| 614 || 614 |
BT 515 |[ 515 |MEEH [ 515 |[ 515 | MBS 515 |[515 |[EEEH[ 495 |[493 ]
B8 414 | 414 |[BT | 432 |[ 432 |[BF( 452 | 432 |[BE| 414 |[414 |
B9 363 | 363 |[[B8I 363 | 363 |[1B8| 363 | 363 |[B8|| 363 |[ 363 |
[ | |mesn[31s ][ 318 |[NE8N[ 318 |[ 318 |[BSN[ 318 |[ 318 |
[B10][ 214 [ 214 |[BA0][ 214 |[ 214 |[B0]| 214 |[ 214 |[BAO][ 214 |[ 214

Lel L ¢ L ¢l Lcl

Posteriormente se realizd el ensayo con el iniciador RP4-2 a la
temperatura de apareamiento de 36°C y se compararon los 4 pares de cepas
clinicas de Candida tropicalis. En la figura 11 podemos observar que todas las
cepas tienen igual nimero de bandas (13) cuyo tamaiio (en pares de bases)
fluctia entre 1884 y 249 para la cepa 1 y entre 1884 y 282 para las cepas 2, 9 y
10. Al comparar las cepas entre si observamos que las bandas de 1884, 1299,
973, 569 y 333 pb fueron consistentes en el 100% de las cepas. Las bandas de
1148, 729, 644, 426, 377 y 282 se presentan en el 75% de las cepas, segun se

muestra en la tabla Viil.
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1 2 9 10
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Figura 11.- Comparacién genotipica de 4 pares de cepas clinicas de
Candida tropicalis (orina y heces) (1,2 9 y 10) con el iniciador RP4-2
a la temperatura de apareamiento de 36°C.



Tabla VIll Tamafno de las bandas de los cuatro pares de cepas clinicas 1, 2,
9 y 10 de Candida tropicalis (orina y heces) con el iniciador RP4-2 a 36°C
de temperatura de apareamiento. Las bandas 100% consistentes se
sefialan en negritas y aquellas que se observaron en el 75% de las cepas
se subrayaron.

BEREEE w0
O jp HoJl -0 jEH 0 TITREE Sl e HW!

B 1as4 o84 [BT] o84 1604 BT 104 1664 [BE 104 1864
B2 1411 1411 (B2 1611 1011 (B2 w71 71 AN 11| 71
B3’ 1209 1209 [B3] 1200 1299 [BE] 1300 1300 [BE 1209 1200
B4 1148 1148 - f___ B8 1148 114

'B5 o973 973 [BA 973 | 973 1-1 973 | 973 [BS] o973 973

e ] L_-_ SRR | SRR BN § U T T AL

BBSN 806 (896 | | A8 Pt v o )
B8 760 760 -;_';_ﬂ 729 -l | 120 B8N 128 | 129

BT 544 :..‘;4._.4;_-'_;6@._;@_&
'B7 569 569 [BS 56 569 B8 596 596
‘B8 503 503 [B9N 463 __?!@}-fi}fz || 482 ]
‘B9 426 426 (B0 4 426 [BI0) 426 | 426
Bif 333 333 (B2 : 333 [Bi2] 333 333
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Debido a que en las 4 cepas se presentaron una gran cantidad de
bandas lo que indicaba muy poca resolucion, se procedié a hacer el mismo
experimento con un iniciador, solamente variando la temperatura de
apareamiento a 45°C. Al variar esta temperatura el nimero de bandas
disminuyé por lo cual fue posible obtener una mejor interpretacion en los
resultados. En la figura 12 se presentan los resultados con el iniciador RP4-2 a

la temperatura de apareamiento de 45°C, podemos observar que el nimero de
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bandas para las 4 cepas es diferente, para la cepa 1 es de 9 con un tamafio
que varia entre 3293 y 611 pb, la cepa 2 presenta Unicamente 3 bandas de
1600, 833 y 590 pb, la cepa 9 tiene 6 bandas que varian de 2170 a611 pb y la

cepa 10 tiene 7 bandas que van desde 2036 hasta 570 pb.

1 2 9 10
OH OHOH OH

2106 pb

1600 pb P
1302 pb

955 pb
892 pb

751 pb
611 pb

Figura 12.- Comparacién genotipica de 4 cepas clinicas de Candida
tropicalis (orina y heces) (1,2 9 y 10) con el iniciador RP4-2 a 45°C,

Al comparar las cepas entre si observamos que solamente una banda se

presenta en el 100% de las cepas la de 1,600 pb. La bandas de 611 se

presenta en un 75%, estos resultados se muestran en la tabla IX.
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Tabla IX Tamafio de las bandas de los cuatro pares de cepas clinicas 1, 2,
9 y 10 de Candida tropicalis obtenidas de las muestras de orina y heces
con el iniciador RP4-2 a 45°C. Las bandas en negrita se presentan en un
100%, las bandas subrayadas representan un 75%.
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3.5.3 Demostracién de dos pares de cepas discordantes.

En dos cepas no hubo concordancia en su patrén genético, en la
figura 13 se muestran los resultados de la cepa 12 la cual presentd
diferente patrén genotipico en orina y heces. En el panel A se muestran
las cepas de orina y heces con el iniciador RP4-2, en el panel B se
muestran las mismas cepas con la mezcla de iniciadores RP2/RP1-4,
ambos a la temperatura de apareamiento de 36°C. En el panel C se

presenta la misma cepa con el iniciador RP4-2 pero con una temperatura

de apareamiento de 45°C.
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2107 pb
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Figura 13.- Comparacién genotipica de una cepa discordante de

Candida tropicalis de orina y heces (12) con el iniciador RP4-2

(Panel A), con la mezcla de iniciadores RP2-RP1-4 (Panel B) a la

temperatura de apareamiento de 36°C y con el iniciador RP4-2 con

la temperatura de apareamiento de 45°C (Panel C).

Con un el iniciador RP4-2 se observa que el nimero de bandas en la
cepa de orina es de 13, mientras que en la cepa de heces es de 11, al calcular
el tamaiio de cada una de las bandas se observa que su tamafio es muy
variado en ambas cepas. Para la cepa de orina el tamaiio de las bandas varia
entre 1196 y 140 pb, mientras que la cepa de heces presenta bandas en un
rango de 2316 a 187 pb. Las bandas que estan presentes en ambas cepas de
orina y heces son, la de 1196 , 593 y 392 pb. El resto de las bandas no

corresponden a la misma en la cepa de heces y orina.



Con la mezcla de iniciadores RP-2/RP1-4 se observa que se
presentan 8 bandas en ambas cepas (orina y heces), sin embargo
solamente 4 bandas corresponden al mismo tamafio, estas bandas son:
la de 1683, 1238, 562 y 347 pb. El resto de las bandas es de un tamafio
diferente. Estos experimentos se realizaron a la temperatura de
apareamiento de 36°C. Al realizar el experimento con el iniciador RP4-2
y a la temperatura de apareamiento de 45°C se obtuvieron para la cepa
de orina 11 bandas con un rango entre 1656 y 297 pb, mientras que para
la cepa de heces se obtuvieron 13 bandas con un rango de 2107 a 225
pb. Se presentan 5 bandas que son iguales en ambas cepas, la banda
de 1656, 1135, 862, 497 y 297 pb, el resto de las bandas es diferente en

tamaiio, éstos resultados se muestran en la tabla X.



Tabla X Tamafio de las bandas de la cepa 12 discordante de Candida
tropicalis con el iniciador RP4-2 (Panel A), la mezcla de iniciadores
RP2/RP1-4 (Panel B) a la temperatura de apareamiento de 36°C y con el
iniciador RP4-2 a la temperatura de apareamiento de 45°C (Panel C). Las
bandas en negritas representan las que son concordantes en ambas
cepas, las bandas en cursiva son diferentes para las mismas.
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Un caso similar se presentd en el paciente 15, debido a que sus patrones
genéticos fueron diferentes con diferente nimero de bandas, los resuitados

obtenidos se muestran en la figura 14.
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Figura 14.- Comparacién genotipica de una cepa discordante de Candida
tropicalis de orina y heces (15) con el iniciador RP4-2 (Panel A), con la
mezcla de iniciadores RP2/RP1-4 (Panel B) a la temperatura de

apareamiento de 36°C y con el iniciador RP4-2 con la temperatura de
apareamiento de 45°C (Panel C).

Con un el iniciador RP4-2 se observa que el nimero de bandas en la
cepa de orina es de 12, mientras que en la cepa de heces es de 11, al calcular
el tamaiio de cada una de las bandas se observa que su tamafioc es muy similar
en ambas cepas. Para la cepa de orina el tamaiio de las bandas varia entre
1411 y 140 pb y en la cepa de heces va de 1412 a 140 pb. En este caso hay
similitud en casi todas las bandas, al realizar los calculos Unicamente 1 banda

fue diferente, la de 593 pb que esté presente en ia cepa de orina y ausente en
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la de heces. El resto de las bandas es del mismo tamafio. Con la mezcla de
iniciadores RP-2/RP1-4 se observa que en la cepa de orina se presentan 8
bandas de un tamaiio entre 872 y 188 pb, mientras en la cepa de heces hay €
bandas de tamario entre 732 y 188 pb. En ambas cepas se presentan 5§ bandas
de tamaiio 732, 472, 396, 267 y 188 pb, hay dos bandas que estan en la cepa
de orina que no estan presenies en la cepa de heces, éstas son las de 872 y
224 pb, mientras que la cepa de heces presenta una banda de 304 pb que esta
ausente en la cepa urinana. Estos experimentos se realizaron a la temperatura
de apareamiento de 36°C. Al realizar el experimento con el iniciador RP4-2 y
a la temperatura de apareamiento de 45°C se obtuvieron para la cepa de orina
9 bandas con un rango entre 1656 y 307 pb, mientras que para la cepa de
heces se obtuvieron § bandas con un rango de 1135 a 307 pb. Se presentan 5
bandas que son iguales en ambas cepas, la banda de 1135, 726, 590, 497 y
307 pb. Ademas en la cepa de orina se presentan 4 bandas mas de 1656,
1546, 862 y 404 pb que no estan en la cepa de heces, estos resultados se

muestran en la tabla XI.



Tabla XI Tamafio de las bandas de la cepa 15 discordante de Candida
tropicalis con el iniciador RP4-2 (Panel A), la mezcla de Iniciadores
RP2/RP1-4 (Panel B) a la temperatura de apareamiento de 36°C y con el
iniciador RP4-2 a la temperatura de apareamiento de 45°C (Panel C). Las
bandas en negritas representan las que son concordantes en ambas
cepas, las bandas en cursiva son diferentes para las mismas.
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3.6 Andlisis genotipico de los pares de cepas de Candida glabrata
De los 6 pares de cepas de Candida glabrata, en 4 hubo concordancia

fenotipica, de éstos se realizd su analisis genotipico.

3.6.1 Seleccion de iniciadores

Primeramente se seleccionaron los mejores iniciadores para el analisis,
se realizd un experimento donde se ensayé a Candida glabrata con los
iniciadores por separado, asi como con las mezclas de los mismos En la figura
15 se puede observar que el iniciador SOY (camil 1) y la mezcla SOY/RP1-4
(carril 7) presentan un mayor numero de bandas ko cual nos da un mayor poder
discriminatorio para las cepas y por esta razoén fueron seleccionados para

realizar el analisis genotipico.

1234 567 8 91011

Figura 15.- Seleccién de iniciadores para Candida glabrata. Carril 1al 4 se
probaron los iniciadores SOY, RP2, RP4-2 y RP1-4 y en los carriles del 5 al
10 las mezclas de iniciadores SOY/RP2, SOY/RP4-2, SOY/RP1-4, RP2/RP4-
2, RP2/RP1-4 y RP4-2/RP1-4 respectivamente, en el carril 11 estd el
marcador de 100 pares de bases.
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3.6.2 Anélisis genotipico de la cepa control de Candida glabrata
ATCC 90030

Enseguida se realizd el corrimiento de la cepa control de Candida

glabrata ATCC 90030 para calcular el nimero y tamaiio de las bandas.

1 23456

1569 pb 1589 pb
1184 pb 1184 pb
920 pb 920 pb
658 b 811 b
579 pb 511 pb
432 pb 450 pb
365 pb 350 pb
260 pb 260 pb

Figura 16.- Cepa control Candida glabrata ATCC 90030 con iniciador SOY,
carriles 1 al 3 y con la mezcla SOY/RP1-4 en los carriles 4 al 6

3.6.3 Comparacién genotipica de las cepas de Candida glabrata

Posteriormente se procedi6 a realizar la identificacion genotipica de los
pares de cepas de orina y heces de Candida glabrata, con el iniciador con el
iniciador SOY y a 36°C.

n



