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Resumen

En la presente investigacion se trata de una infeccion sistémica en pacientes con fungemia donde fueron aisladas cepas
de C. albicans a partir de hemocultivos. El objetivo de esta investigacion fue determinar la prevalencia de genes resisten-
tes a fluconazol y voriconazol en cepas de Candida albicans aisladas de hemocultivos en pacientes del Complejo Hospita-
lario Policial Luis Nicasio Saenz-2018. Se recolectaron 176 cepas de Candida spp. que fueron aisladas de hemocultivos y
para la identificacion de C. albicans, se realizé la prueba de tubo germinativo y se confirmé con la prueba de identificacion
MicroScan RAPID YEAST ID PANEL. Para la prueba de susceptibilidad se realizé el método de difusion en disco, luego
se realizé un analisis por PCR para obtener el secuenciamiento con el ABI 3730xI (Applied Biosystems, Foster City, Cali-
fornia, EE.UU.) del gen ERG11 y ser analizado por BLAST y MEGA 6.0, obteniendo como resultado que 39 (22 %) fueron
C. albicans. Se determiné que la resistencia a fluconazol y voriconazol fue 3 (7,7 %)y 2 (5,1 %) respectivamente para C.
albicans, de las cepas aisladas de C. albicans con resistencia a los azoles (fluconazol y voriconazol) fueron tres las cepas
resistentes a mas de un antifungico. En las tres cepas (cepa_Ca1, cepa_Ca2 y cepa_Ca3), se determind la presencia del
gen ERG11. Para la caracterizacion genotipica del gen ERG 11, se realiz6 el secuenciamiento y luego se compararon con
la secuencia publicada en GenBank de C. albicans del gen ERG11 cuya secuencia genémica AY856352 de 1587 pb. Por
lo tanto, en las tres cepas (cepa_Ca1, cepa_Ca2 y cepa_Cag3) aisladas, se encontré mas de una mutaciéon. La mutacion
en el T769C esta relacionada en el cambio de aminoacidos Y257H que se encontraron en las tres cepas, concluyendo que
el Y257H esta relacionado con una susceptibilidad reducida para los azoles.

Palabras clave: Candida albicans; prevalencia; fluconazol; voriconazol; gen ERG11, Y257H; genes de resistencia;
pacientes; centro hospitalario.

Abstract

Infections caused by C. albicans are of three types: cutaneous, mucosal, and systemic. In our investigation, it was a sys-
temic infection in patients with fungemia who were isolated strains of C. albicans from blood cultures. The purpose of this
research was to determine the prevalence of genes for resistance to fluconazole and voriconazole in strains of Candida
albicans isolated from blood cultures in patients from the Luis Nicasio Saenz-2018 Police Hospital Complex. 176 strains
of Candida spp. that were isolated from blood cultures and for the identification of C. albicans, the germ tube test was
performed and confirmed with the MicroScan RAPID YEAST ID PANEL identification test. For the susceptibility test, it
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was performed by the disk diffusion method. Then a PCR analysis is carried out and then sequencing with the ABI 3730xI
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) of the ERG11 gene and analyzed by BLAST and MEGA 6.0 obtaining
39 (22 %) were C. albicans. The resistance of fluconazole and voriconazole was determined was 3 (7.7 %) and 2 (5.1 %)
respectively for C. albicans. The isolated strains of C. albicans with resistance to azoles (fluconazole and voriconazole)
were three strains resistant to more than one antifungal. The three strains (strain_Ca1, strain_Ca2 and strain_Ca3), the
presence of the ERG11 gene in said strains was determined. For the genotypic characterization of the ERG17 gene,
sequencing was performed and then they were compared with the sequence published in GenBank of C. albicans of the
ERG11 gene whose genomic sequence AY856352 of 1587 bp. Therefore, the three isolates (strain_Ca1, strain_Ca2 and
strain_Ca3) isolated found more than one mutation. The mutation in the T769C is related to the change of amino acids
Y257H that were found in the three strains. It is concluded that Y257H is related to a reduced susceptibility to azoles.

Keywords: Candida albicans; prevalence; fluconazole; voriconazole; ERG11 gene, Y257H; resistance genes; patients;

hospital.

INTRODUCCION

Las micosis es causadas por hongos y estd asociadas con
el aumento de la poblacién de pacientes con inmuno-
deficiencia o sometidos a terapia inmunosupresora, por
lo tanto es un problema creciente en la atencién médica
moderna'. La infeccién causada por Candida spp. de-
nominada candidiasis es de tres tipos: cutineo, mucosa
y sistémica®”’.

Candida albicans, es un hongo polimérfico de forma
unicelular y es miembro de la flora gastrointestinal hu-
mana‘. Los enfoques terapéuticos actuales tienen una
efectividad limitada, especialmente una vez que se es-
tablece una infeccién sistémica, debido a la falta de una
respuesta inmune efectiva. Impulsar la respuesta inmu-
ne a C. albicans ha sido el objetivo de la inmunoterapia,
pero tiene que hacerse de forma selectiva para prevenir
la hiperinflamacién nociva’. Aunque es necesaria una
respuesta inflamatoria eficiente para combatir la infec-
cién, la respuesta tipica a C. albicans provoca dafos co-
laterales en los tejidos, lo que agrava los efectos patolé-
gicos de la infeccion. En C. albicans y otras especies de
levaduras como C. glabrata se han descrito hasta diez
genes diferentes relacionados con la produccién de los
transportadores ABC, llamados CDRI - CDRI0. La re-
sistencia a azoles se ha observado en cepas con aumento
en la expresion de los genes CDRI y CDR2. Las bombas
de eflujo MFS, codificadas por los genes MDR, emplean
el gradiente de protones como fuente de energia, en lu-
gar del ATP y se han asociado con resistencia secundaria
al fluconazol y quizd al voriconazol®.

En el Hospital Nacional Guillermo Almenara de EsSa-
lud, se ha reportado una incidencia de 1,18 casos de
candidemia por cada 1 000 hospitalizaciones durante el
afo 2012 y 20137; por tal motivo es necesario plantear
estudios con mayor fortaleza metodolégica para conocer
la prevalencia de resistencia a fluconazol y voriconazol
con el objetivo de encontrar asociaciones que permitan
inferir las cualidades o tipo de infeccién micdtica. Ade-
mds, que se debe contar con estudios que involucren
poblaciones con diferentes condiciones médicas y for-
talecer los programas de vigilancia micética en nuestras
instituciones para permitirnos llegar a conclusiones cer-
canas a la realidad.
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Por lo expuesto, el objetivo de la siguiente investigacion
fue determinar la prevalencia de genes resistente a fluco-
nazol y voriconazol en cepas de Candida albicans.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio. Es un estudio de tipo observacional,
descriptivo de corte transversal.

Poblacién y muestra

Poblacién: Estuvo constituida por la totalidad de cepas
positivas a Candida spp procedentes de hemocultivos de
pacientes del Complejo Hospitalario Policial Luis Nica-
sio Sdenz, durante el aho 2018.

Muestra: Estuvo compuesta por cepas de C. albicans
procedentes de hemocultivos de pacientes del Complejo
Hospitalario Policial Luis Nicasio Sdenz. Lima, Peru-
2018.

METODOLOGIA
Aislamiento e identificacién de Candida albicans

Las muestras de C. albicans, fueron aisladas a partir de
frascos de hemocultivos automatizados por BacTAlert
(Organon). Se inocularon mds de 10 mL de sangre pe-
riférica de pacientes en cada frasco de hemocultivo, se
incubaron a 37 °C por 7 dias. Se consideré un hemo-
cultivo negativo cuando no hubo un sistema de alerta
durante los 7 dfas en el equipo automatizado. Un hemo-
cultivo positivo fue sembrado en agar sabouraud dextro-
sa (ASD) suplementado con cloranfenicol. Se sembra-
ron por estrias y con ayuda de una pipeta Pasteur estéril
se coloco una cantidad considerable de muestra en el
medio de cultivo ASD, realizdindose por duplicado. Los
medios de cultivo uno fue incubado a 37 °C durante
24 h y el otro, a temperatura ambiente (18°C - 25°C)
durante 72 h. Posteriormente, se realizé un repique en
el medio de cultivo ASD, con la finalidad de verificar la
pureza de las mismas’.

Caracterizacién fenotipica de C. albicans

A partir del aislamiento de las especies fungicas, se pro-
cedi6 a verificar las caracteristicas morfolégicas de las
colonias: tamano, aspecto, forma, color, elevacién de la
colonia, que orientaron hacia el grupo en estudio. Can-
dida albicans en ASD, desarrollo colonias de crecimiento
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rapido, cremosas, de color blanco o ligeramente crema,
lisas, convexas, de aspecto mate u opaco®. También se
realizé la prueba de tubo germinativo y se confirmé con
sistema de identificacién automatizada MicroScan RA-

PID YEAST ID PANEL.
Prueba de Susceptibilidad para C. albicans

Para la determinacién de la sensibilidad antifingica, se
realizé segtin lo recomendado por Meiss et al.®. El pro-
cedimiento de difusién en disco se llevd a cabo de la
siguiente manera: se tomaron de 3 - 5 colonias de C.
albicans, luego con ayuda de un hisopo estéril, se sembré
por diseminacién sobre la superficie de la placa de agar
Mueller Hinton modificado (se adiciono 2 % glucosa
y 0.5 mg/mL de azul de metileno), la cual se dejé se-
car de 3 - 5 minutos, posteriormente con ayuda de una
pinza estéril, se presion6 suavemente sobre la superficie
del agar y se colocaron los discos de antimicéticos de
eleccién: fluconazol (25 pg), y voriconazol (1 pg). Des-
pués, estas placas se incubaron a 37 °C durante 24 h en
aerobiosis, al cabo de ese tiempo se realiz6 la medicién
de los halos de inhibicién y dependiendo del tamafio se
clasificaron, segtin las categorias establecidas por Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI) del 2019,
en sensible (S), intermedio (I) y resistente (R). Ademds,
para el control de calidad del método difusién en disco
y para la determinacién de susceptibilidad se utilizaron

cepa de C. albicans ATCC 90028.

Amplificacién del gen ERG11 de resistencia para C.
albicans

Se realiz6 segtin lo recomendado por Wu et al.” las le-
vaduras fueron sembradas en medio caldo de Peptona
Dextrosa Extracto de Levadura (YEPD) a 37 °C con
agitacion, hasta alcanzar fase exponencial y se extrajo
el ADN genémico mediante el sistema comercial High

Tabla 1. Cebadores utilizado para la amplificacion del gen ERG11

Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche) de acuer-
do a las instrucciones del fabricante. Se amplifico por
PCR 83 pb de la regién 405-488 del gen ERG11 (Gene
ID: 3641571). Cada reaccién estuvo compuesta por
tampén de PCR 1X, MgCI2 2 mM, dNTP 0,2 mM,
Taq polimerasa Biolasa (Bioline”) 5 U y cebadores 0,2
pM (Tabla 1), 10 pL de ADN de cada muestra y se
completé el volumen a 50 pL con agua bidestilada.

Secuenciacién del gen ERG11

Los productos de PCR se purificaron usando el sistema
enzimdtico ExoProStar. Se mezclaron 40 pL de produc-
to PCR y 16 pL de mezcla enzimdtica ExoProStar y se
incubaron en termociclador a 37 °C durante 15 min y
luego a 80 °C durante 15 min, con el fin de inactivar la
enzima. Las muestras fueron secuenciadas en el equipo
ABI 3730xl (Applied Biosystems, Foster City, Califor-
nia, EE.UU.) en el Instituto Nacional de Salud (Lima,
Perti), se utilizaron los cebadores disefiados por el pro-
grama Primers 3 (Tabla 2). Los primers utilizados para
el secuenciamiento es ERG11-Forward: 5'-GAAAGG-
GAATTCAATCG y ERG11-Reverse: 3'-TGTTAATC-
CAACTAAGTAAC. Una vez secuenciadas las muestras,
se depuraron las secuencias usando el programa Mega

6.0.
Procesamiento de la informacién o de datos

Todos los datos fueron obtenidos a través de una base
de datos establecido por un formato. Se evalué, la pre-
valencia de genes de resistencia con el paquete estadis-
tico STATA 12 y variabilidad genética con el programa
Mega 6.0.

RESULTADOS

Se aislaron un total de 176 cepas de Candida spp. a par-
tir de los hemocultivos, en el laboratorio del Complejo

Gen Nombre 5a 3’ Secuencia Tamaio
CaERG11_1 Sentido GAAAGGGAATTCAATCG
ERG11 1745 pb
CaERG11_2 Antisentido TGTTAATCCAACTAAGTAAC
Fuente: Wu et al. 2018
Tabla 2. Cebadores utilizado para la secuenciacién del gen ERG11
Gen Nombre 5ad Secuencia
CaERG11_1 Sentido GAAAGGGAATTCAATCG
CaERG11_2 Antisentido TGTTAATCCAACTAAGTAAC
CaERG11_3 Sentido CTTCATATGGTCAACAACC
CaERG11_4 Antisentido ATGAAACAGAATTAGCTTTG
ERGTT CaERG11_5 Sentido GTTATGAAAACTCAACCAG
CaERG11_6 Antisentido GAGGTAAAGGTAAATTAGGG
CaERG11_7 Sentido TCCAGGTTATGCTCATACTA
CaERG11_8 Antisentido TACCGAAAACTGGAGTAGT
Fuente: Xu et al. 2008
CIENCIA E INVESTIGACION 2021; 24(1) 41
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Hospitalario Policial Luis Nicasio Sdenz durante el 2018.
Luego fueron reactivadas las cepas y se procedieron a iden-
tificar para Candida albicans. En la Figura 1, se observa
C. albicans por la prueba de tubo germinativo. Ademis,
fueron confirmados por el sistema de identificacién auto-
matizada por MicroScan RAPID YEAST ID PANEL. Se
obtuvieron 39 (22,2 %) identificados como C. albicansy

137 (77,8 %) como Candida no albicans.
Prueba de sensibilidad para Candida albicans.

La prueba de sensibilidad para C. albicans se realizé de
acuerdo al procedimiento Meis®, y los criterios de inter-
pretacién que se observa en la Tabla 3, para la prueba
de difusién en disco de fluconazol y voriconazol fueron
de la CLSI (10-12). En la Tabla 4, se muestran los
resultados obtenidos en la siguiente prueba de sensibi-
lidad para C. albicans. En la Tabla 5, se obtuvieron las
cepas aisladas de C. albicans con resistencia a los azoles
(fluconazol y voriconazol), fueron resistentes a mds de
un antifingico. También se puede observar en la Figura
2 y Figura 3 los halos de inhibicién para las cepas_Cal
y cepa_Ca2 respectivamente.

Caracterizacién molecular del gen de resistencia a
fluconazol y voriconazol.

Se observa en la Figura 4, las tres cepas (cepa_Cal,
cepa_Ca2 y cepa_Ca3), se amplifica el gen ERG11 por
reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR), detectdn-
dose mutaciones en las tres cepas dicho gen.

Secuenciamiento del gen ERGI1 con resistencia a
fluconazol y voriconazol

El andlisis por Mega 6.0 se obtuvieron las secuencias
consenso de las cepas (cepa_Cal, cepa_Ca2 y cepa_
Ca3). Después en la Tabla 6, se refiere a las secuencias
analizadas por BLAST las secuencias consenso y com-
paradas con la secuencia del gen ERG11 de C. albicans
existente en GenBank (AY856352 de 1587 pb).

DISCUSION

La fungemia, es la presencia de un hongo en la sangre por
lo tanto Candida spp. es la mds prevalente en un hemo-
cultivo. Los tratamientos para una fungemia son por lo

™

Figura 1. Caracteristica fenotipica de C. albicans por la prueba de tubo germinativo
Fuente: Elaboracién propia, marzo 2018

Tabla 3. Interpretacion de la prueba de difusion en disco (mm) para Candida albicans

Antifungico S SDD R
Fluconazol =19 15-18 <14
Voriconazol 217 14-16 <13

S: sensible; SDD: susceptibilidad dependiente de la dosis R: resistente.

Fuente: CLSI M44-A. 2017
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Cepa_Ca 2

Figura 2: Difusion en disco para C. albicans (cepa_Ca1). 1: Figura 3. Difusién en disco para C. albicans (cepa_Ca2). 1:
Fluconazol (FCA25); 2: Voriconazol (VCZ1) Fluconazol (FCA25); 2: Voriconazol (VCZ1)
Fuente: Elaboracion propia, marzo 2018 Fuente: Elaboracién propia, marzo 2018

2000 pb  e—

1500 pb  e——

1000 ph  e—

Figura 4. Reaccion de la cadena de la polimerasa para la amplificacion del gen ERG11 (1587
pb). Carril 1: marcador de peso molecular; Carril 2, 3 y 4: marcador del gen ERG11 en cepa_
Ca1, cepa_Ca2, cepa_Ca3 respectivamente.

Fuente: Elaboracion propia, marzo 2018
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Tabla 6. Resultado del secuenciamiento de las cepas resistente a los azoles

N° de cepas Mutacién de nucleétido Cambios en los aminoacidos
cepa_Ca1l T769C, A427C, A395T, T613G Y257H, K143Q, Y132F, Y205E
cepa_Ca2 T769C, T613G, A779T, A395T Y257H, Y205E, E260V, Y132F
cepa_Ca3 T769C, A427C, A395T, T613G, A395T Y257H, K143Q, Y132F, Y205E, D116E

La secuencia de C. albicans fueron comparado con GenBank AY856352

Abreviatura de los aminoacidos: D, (Acido aspartico); E, (Acido glutamico); F, (Fenilalanina); H, (Histidina); K, (Lisina); Q, (Glutamina); V, (Valina); Y, (Tirosi-
na). Abreviatura de los nucleétidos: A, (Adenina); T, (Timina); G, (Guanina); C, (Citosina).

Fuente: Elaboracién propia, marzo 2021

general fluconazol y voriconazol, aunque C. albicans ya
presenta varios mecanismos de resistencias a los azoles.

En la presente investigacién, se evaluaron las cepas de
Candida spp aisladas a partir de hemocultivo, de las cua-
les 39 (22 %) fueron C. albicans. En la tabla 4, se obser-
va los resultados del antibiograma por difusién en disco
para los azoles (fluconazol y voriconazol) y en la tabla 5
las cepas resistentes 3 (7,7 %) y 2 (5,1 %) para fluco-
nazol y voriconazol respectivamente. En un reporte de
candidemia realizado en un hospital nacional en el Pert,
durante 2004-2006, el 39 % por C. albicans fue reporta-
do en unidad de cuidados intensivo (UCI) "y otro estu-
dio realizado también en el Pert durante 2013-2015, a
partir de hemocultivo se aisl6 el 27,8 % de C. albicans®,
por lo tanto, en nuestro nosocomio la frecuencia de ais-
lamiento por C. albicans con respecto a otros estudios
realizados en hospitales del Perti no habiendo diferencia
significativa en el aislamiento de C. albicans a partir de
hemocultivos. Con respecto a la resistencia a flucona-
zol, en un estudio realizado por Rodriguez et al, solo 1
(1,1 %) presento resistencia al fluconazol, no reportan-
do resistencia al voriconazol para C. albicans a partir de
hemocultivos. Mientras la resistencia a fluconazol es 1
(0,5 %) para América latina'*y 1 (2,2 %) en Perd", po-
demos decir que en nuestro estudio han aumentado los
nimeros de casos que tiene resistencia a fluconazol con
respecto a C. albicans ya sea por un mecanismo de resis-
tencia a los azoles debido a una terapia antimicrobiana
de amplio espectro o terapia inmunosupresora. En un
estudio realizado respecto a la resistencia a voriconazol
fue 1 (0,3 %) para Brasil'®y 3 (5.0 %) en Perd'. A
comparacién con nuestro estudio la resistencia a vorico-
nazol no tiene diferencia significativa con los casos que
se dieron en Brasil y Peru.

A pesar que la resistencia a fluconazol y voriconazol en
nuestro estudio es bajo, el mecanismo de resistencia
a los azoles estd relacionado con la mutacién del gen
ERGI11'. El gen ERG11 produce la enzima 14-a-esterol
desmetilasa (CYP51A1), que participa en la biosintesis
del ergosterol y es el sitio activo de los azoles'*. Por tal
motivo en nuestro estudio en la figura 4 se tomo interés
en dicho gen ERG11 para una PCR encontrandose que
en las tres cepas (cepa_Cal, cepa_Ca2 y cepa_Ca3), tu-
vieron resistencia a los azoles.

El gen ERGI1 esti compuesto por 1587 pb, de los
cuales, los primeros 1560 pb estdn relacionado con la
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resistencia a los azoles, cuando ocurre una sobreexpre-
sién o mutacion®. En nuestro estudio de las cepas de C.
albicans aisladas a partir de hemocultivos, buscamos me-
diante secuenciamiento del gen £RG11 alguna mutacién
relacionada con la resistencia a los azoles. En la tabla 3
de nuestro estudio mostramos las 3 cepas (cepa_Cal,
cepa_Ca2 y cepa_Ca3) aisladas, se encontraron muta-
ciones en el T769C vy estd relacionado en el cambio de
aminodcidos Y257H. En estudios anteriores el Y257H
estd relacionado con una susceptibilidad reducida para
los azoles en C. albicans™*. En la cepa_Cal y cepa_Ca3
se encontraron las mismas mutaciones Y257H, K143Q,
Y132F y 205E. Aunque en la cepa_Ca3 tiene una muta-
cién mds D116E. Por lo tanto, la D116E, no se podria
aseverar si contribuye en la resistencia a los azoles. La
cepa_Ca2 se ha encontrado cuatro mutaciones Y257H,
Y205E, E260V y Y132F, aunque esta cepa solo se en-
contré resistencia a fluconazol y no a voriconazol. La
Y132F estd relacionado en un aumento en la resisten-
cia a fluconazol y voriconazol*, pero en nuestro estudio
solo se observé resistencia a fluconazol.

Existen varios estudios que han identificado mutaciones
puntuales para el gen ERGI1 en C. albicans resistente
a los azoles, por lo tanto, ocurren sustituciones de ami-
nodcidos y cambio estructural de la enzima CYP51A1
y altera su afinidad. Existen mds de 160 sustituciones
distintas de aminodcidos que han ocurrido en el gen

ERG11%%,
CONCLUSION

Las cepas de C. albicans aisladas con resistencia a los
azoles (cepa_Cal y cepa_Ca3) fueron resistente a flu-
conazol y voriconazol. Ademis, la cepa_Ca2 solo fue re-
sistente a fluconazol, pero no a voriconazol y mediante
el secuenciamiento del gen ERG 11 en las tres cepas, se
encontraron distintas mutaciones, siendo de sustitucion
del aminodcido tirosina por la histidina (Y257H), la re-
lacionada con la baja afinidad de los azoles.
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