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Resumen. La infeccién causada por el complejo Candida parapsilosis puede presen-
tarse esporadicamente o en forma de brotes, por lo que el estudio de la variabilidad genética
de los aislados clinicos puede revelar la presencia de genotipos endémicos y la ocurrencia de
transmision horizontal. Este estudio analizo, mediante Amplificacion al Azar del ADN Poli-
morfico (RAPD) con cuatro oligonucleétidos (M13, AP3, T3B y R108), la variabilidad genéti-
cade 11 aislados clinicos del complejo C. parapsilosis, obtenidos en los servicios de Medicina
Interna y Cirugia General de un hospital de la Ciudad de México, e identificar si los pacientes
fueron infectados por el mismo genotipo. La cepa ATCC® 22019™ fue incluida en el analisis.
Los aislados se identificaron por VITEK 2 Compact® y PCR. Con base en los perfiles polimor-
ficos, se construy6 un dendrograma por UPGMA y se calcularon el coeficiente de correlacion
cofenética(CCCr), el indice de asociacion (/,) y los indicadores de diversidad genética. Todos
los aislados fueron identificados como C. parapsilosis sensu stricto. El dendrograma mostro
dos grupos (I y II), en el I se encontraron tres genotipos integrados por la cepa 22019 y cinco
aislados asociados en su mayoria a candidiasis invasiva; el Il mostrd seis genotipos integrados
por seis aislados asociados en su mayoria a candidiasis mucocutanea. El I, y los indicadores de
diversidad genética obtenidos revelaron un sistema de reproduccioén recombinante. EIl RAPD
con los oligonucleotidos M13, AP3, T3B y R108 es 1til en la investigacion de posibles brotes
causados por C. parapsilosis'y en la determinacion de su variabilidad genética.
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Abstract.The infection caused by the Candida parapsilosis complex may occur spora-
dically or in the form of outbreaks, so the study of the genetic variability in clinical isolates
may reveal the presence of endemic genotypes and the occurrence of horizontal transmission.
This study analyzed the genetic variability of 11 clinical isolates of the C. parapsilosis complex
obtained from Internal Medicine and General Surgery services of a hospital in Mexico City,
using Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) with four oligonucleotides (M13,
AP3, T3B and R108), also evaluated whether the patients were infected by the same genotype.
The strain ATCC® 22019 ™ was included in the analysis. Isolates were identified by VITEK 2
Compact® and PCR. With the polymorphic profiles, a dendrogram was constructed by UPGMA
and the cophenetic correlation coefficient (CCCr), the association index (/,), and the indicators
of genetic diversity were calculated. All isolates were identified as C. parapsilosis sensu stricto.
The dendrogram showed two groups (I and II). Three genotypes integrated by the strain 22019
and five isolates, mostly associated with invasive candidiasis, were found in the group 1. The
group II showed six genotypes composed of six isolates, mostly associated with mucocutaneous
candidiasis. The /, and the indicators of genetic diversity obtained, revealed a recombinant
reproduction system. The RAPD with the oligonucleotides M13, AP3, T3B and R108 is useful
in the investigation of possible outbreaks caused by C. parapsilosis and in the determination of

their genetic variability.
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INTRODUCCION

Candida parapsilosis es un hongo levadu-
riforme, ubicuo, comensal del tejido epitelial
y mucosas del humano, que no habia sido con-
siderado como un patégeno importante, hasta
que se aislo de infecciones severas en pacientes
inmunocomprometidos y drogadictos (1). Can-
dida parapsilosis sensu lato representa un com-
plejo de hongos compuesto por tres especies ge-
néticamente relacionadas: Candida parapsilosis
sensu stricto, Candida orthopsilosis y Candida
metapsilosis. Actualmente, este complejo esta

clasificado como un grupo de patdégenos opor-
tunistas que causa infecciones nosocomiales,
siendo C. parapsilosis la segunda especie mas
aislada, después de C. albicans, en los casos de
candidemia, endocarditis, peritonitis, artritis
séptica y endoftalmitis (2, 3). Las infecciones
por C. parapsilosis, generalmente estan asocia-
das con dispositivos protésicos, catéteres in-
travasculares e hiperalimentacion intravenosa,
debido a su habilidad para adherirse a distintas
superficies (1,4-6). Los pacientes mds propen-
sos a adquirir una infeccion por C. parapsilosis
son los neonatos, particularmente los de bajo
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peso, los pacientes con cancer o trasplantadosy
los pacientes criticamente enfermos de las uni-
dades de cuidados intensivos, quienes han reci-
bido nutricion parenteral o terapia antiflingica
previa y aquellos con estancias hospitalarias
prolongadas (7-9).

La transmision de las infecciones nosoco-
miales por C. parapsilosis puede ser a través de
diferentes fuentes, ya que en el medio hospita-
lario se han identificado diversos depdsitos de
hongos, que incluyen el aire no filtrado, los sis-
temas de ventilacion, el polvo generado durante
la construccion de hospitales, el agua y los ali-
mentos (10). C. parapsilosis también se ha aisla-
do de dispositivos médicos, tales como protesis,
catéteres intravasculares, lineas de nutricion pa-
renteral, asi como de la piel y ufias de las manos
de los trabajadores de la salud (11). Esta fuente
ambiental de contaminacion se ha asociado con
casos esporadicos y brotes de infecciones fingi-
cas invasivas en pacientes inmunocomprometi-
dos (12).

Para la prevencion y control de estos bro-
tes, el estudio de la distribucion de los aislados
de C. parapsilosis causantes de infeccion en un
hospital puede revelar la presencia de genotipos
endémicos y la ocurrencia de transmision hori-
zontal. Para estos fines, se emplean métodos de
caracterizacion genética; los mas utilizados son
la electroforesis en gel de campo pulsado y de
enzimas multilocus, el polimorfismo en la lon-
gitud de los fragmentos de restriccion (RFLP),
el andlisis de microsatélites y secuencias mul-
tilocus y la amplificacion al azar del ADN po-
limorfico (RAPD) (8, 13-15). Estudios previos,
mediante varios métodos, entre ellos el analisis
de RAPD, han encontrado que los aislados de C.
parapsilosis sensu lato se dividen en tres grupos,
lo que puso en evidencia un complejo de espe-
cies (16). Posteriormente Tavanti y col. (17),
reconocieron a los grupos Il y Il de C. parapsi-
losis como especies separadas, C.orthopsilosis
y C.metapsilosis, respectivamente, con base en

la tipificacion de secuencia multilocus, por lo
que la técnica RAPD ha mostrado ser util en la
tipificacion y en la evaluacion de la variabilidad
genética de hongos utilizando oligonucledtidos
especie especificos, como los oligonucleotidos
M13,AP3, T3B y R108, los cuales permiten dis-
criminar entre cepas de una misma especie, con
base en los perfiles polimérficos (13, 14, 18, 19).
La tipificacion molecular de los aislados de una
misma especie también es util para discriminar
entre brotes y “pseudo-brotes” o casos esporadi-
cos que coinciden en el tiempo y el espacio (8).
En México, los estudios sobre la epidemiologia
molecular de C. parapsilosis son escasos (20,
21), por lo que, en este estudio se analizo la va-
riabilidad genética de aislados del complejo C.
parapsilosis, mediante RAPD, recuperados de
dos servicios médicos de un hospital de tercer
nivel de la Ciudad de México, con el propdsito
de evaluar la propagacion del patdgeno en ese
nosocomio e investigar si los pacientes fueron
infectados por el mismo genotipo.

MATERIAL Y METODOS

Aislados

En este estudio, se incluyé un total de 11
aislados del complejo C. parapsilosis, recupe-
rados de 11 pacientes adultos hospitalizados en
dos servicios (Medicina Interna y Cirugia Gene-
ral) de un hospital de tercer nivel en la Ciudad
de México (Tabla I), durante un periodo de tres
meses. Ademas se incluy¢ la cepa de referencia
C. parapsilosis ATCC® 22019™,

Las levaduras fueron identificadas con tar-
jetas YST, segun la metodologia del sistema au-
tomatizado VITEK 2 Compact® (BioMérieux,
Bruz, FR).

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN de los aislados
del complejo C. parapsilosis, se inocul6 una co-
lonia en 3 mL de medio YPD (glucosa 2%, ex-
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, TABLA 1
AISLADOS CLINICOS DEL COMPLEJO Candida parapsilosis
Aislado .Fechz} 15 Fuente Servicio Diagnostico Candidiasis
aislamiento
80 16/jun/16 Punta de catéter MI Meningitis Invasiva
86 17/jun/16 Punta de catéter MI Pancreatitis Invasiva
88 22/jun/16 Hemocultivo MI Neumonia Invasiva
89 MI Anemia Invasiva
megaloblastica

91 27/jun/16 Hemocultivo MI Neumonia Invasiva
112 8/jul/16 Cultivo de abscesos MI Apendicitis Mucocutanea
113 22/jul/16 ~ Cultivo de abscesos MI Apendicitis Mucocutanea
118 26/jul/16 ~ Cultivo de abscesos MI Apendicitis Mucocutanea
119 3/ago/16 ~ Cultivo de abscesos CG  Herniainguinal ~ Mucocutdnea
120 17/ago/16  Cultivo de abscesos MI Apendicitis Mucocutanea
122 25/ago/16 ~ Cultivo de abscesos MI Apendicitis Mucocutanea

MI: Medicina Interna; CG: Cirugia General

tracto de levadura 1%, peptona 2%) y se incubd
a 28 °C con agitacion orbital a 100 rpm, durante
toda la noche. Después se centrifug6 el cultivo
a 1.117 x g durante 5 minutos, se desecho el so-
brenadante, se agregaron 500 puL de amortigua-
dor fosfato salino (PBS), pH 7,4 y se centrifugd
durante 3 minutos a 12.410 x g, para lavar el
boton. El boton se lavé dos veces y posterior-
mente se extrajo el ADN con el estuche comer-
cial Yeast DNA Preparation (Jena Bioscience,
Jena, GE), de acuerdo con las instrucciones de
la casa comercial. La concentracion y pureza
del ADN se determiné en un espectrofotometro
DS-11 (DeNovix, Wilmington, EUA) a 260 nm
y por la relacion de absorbancia a 260/280 nm,
respectivamente. El ADN se conservo a -20°C
hasta su uso.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Para distinguir entre los miembros del com-

plejo C. parapsilosis, sellevo acabouna PCR, uti-
lizando los oligonucle6tidos MnSODF (5'-GC-
TTTAGTGGACAAATCAATGAYCT-3") y
MnSODR  (5'-AGTTGATGTAACCACCAC-
CRTTG-3"), que amplifican fragmentos de 171,
250y 235 pb correspondientes a C. parapsilosis
sensu stricto, C. metapsilosis'y C. orthopsilosis,
respectivamente. La PCR se realizé de acuerdo
con lo descrito por Feng y col.(22).

Amplificacion al Azar del ADN Polimérfico
(RAPD)

Para el andlisis RAPD de los aislados del
complejo C. parapsilosis, se utilizaron cuatro
oligonucleotidos: M13 (5" GAGGGTGGCGG-
TTCT 3') (14), AP3 (5’-TCACGATGCA-3’),
T3B  (5'-AGGTCGCGGGTTCGAATCC-3")
(18) y R108 (5'-GTATTGCCCT-3") (19). Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo
con 10 ng de ADN genomico de los aislados
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de Candida en un volumen final de 25 pL que
contenia 50 pmol de oligonucledtido (Sigma Al-
drich, St. Louis, EUA), 200 uM de cada deso-
xinucleotido (Jena Bioscience), 2mM MgCl, y
1U de 7aq polimerasa en amortiguador 1X (pH
8,5) (Jena Bioscience). Como testigo negativo
se agregd agua destilada ultrapura (Sistema de
purificacion MilliQ, Millipore Corporation, Bi-
llerica, EUA). La amplificacion se llevo a cabo
en un termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-
Rad Laboratories Inc. Hercules, EUA) con el
programa: 1 ciclo a 94°C durante 5 minutos; 35
ciclos a: 94°C por 20 segundos,40°C durantel
minuto y 72°C durante 20 segundos, con una
extension final a 72°C por 6 minutos. Los ensa-
yos de RAPD se realizaron por duplicado.

Los productos de amplificacion fueron se-
parados por electroforesis en geles de agarosa
al 1,5% en amortiguador TBE 0,5X (45 mM
Tris-Base, 45 mM acido borico, | mM EDTA y
pH 8,3) a 90 v durante 60 minutos y visualizados
por tincién con GelRed 30X (Biotium,Fremont,
EUA). Como marcador de tamafio molecular se
utilizé el 100 bp DNA Ladder (Jena Bioscien-
ce). Las imagenes de los geles se capturaron en
un fotodocumentador Molecular Imager® Gel
Doc™ XR, (Bio-Rad Laboratories Inc.).

Analisis de datos

A partir de los patrones polimorficos, se
construy6 una matriz de presencia y ausencia de
bandas. Estos datos se procesaron para obtener
una matriz de similitud utilizando el coeficien-
te de Jaccard (23) y a partir de esta matriz, se
construyd un dendrograma por el Método de
Agrupamiento de Pares con la Media Aritméti-
ca no Ponderada (UPGMA) (24). Se calcul¢ el
coeficiente de correlacion cofenética (ccer) para
determinar la confiabilidad del dendrograma.
Asi mismo, se obtuvieron valores de bootstrap,
después de 5000 seudoréplicas, para determi-
nar la solidez de las agrupaciones. El analisis
se realizo con el programa NTSYS-PC version

2.0 (25). Para distinguir entre estructura clonal
y recombinante, se utilizo el indice de asocia-
cion (IA) (26), que es una prueba estadistica que
mide el grado de asociacion no aleatoria, entre
alelos de diferentes loci (desequilibrio de liga-
miento). Para este analisis se utilizo el programa
LIAN v 3.5 (27).

La diversidad genética de los marcadores
RAPD se calcul6 utilizando diferentes parame-
tros: indice de Shannon (S), asumiendo que cada
marcador fenotipico representa un locus distinto
(28), la diversidad genética de Nei (h) usando
frecuencias alélicas (29). Ademas se calcularon
la heterocigosidad esperada por poblacion (H) y
la heterocigosidad promedio (HW) mediante la
utilizacion de las frecuencias alélicas, de acuer-
do con el método Bayesiano de Zhivotovsky
(30).

RESULTADOS

De acuerdo con los resultados obtenidos por
VITEK 2 Compact®, los 11 aislados estudiados
fueron ubicados dentro del complejo C. parap-
silosis, mientras que por PCR, la amplificacion
de un fragmento de 171 pb identificé a todos
los aislados como C. parapsilosis sensu stricto
(Tabla II, Fig. 1).

Los perfiles obtenidos, para todos los aisla-
dos con los oligonucleotidos M13, AP3, T3B y
R108, se encontraron en el rango de 150-700,
250-1300, 150-700 y 100-1300 pb, respectiva-
mente (Fig. 2) y las bandas generadas fueron
reproducibles cuando se realizaron los ensayos
por duplicado. A partir de la matriz de similitud
se generd un dendrograma que formo6 dos gru-
pos (I y II). En el grupo I se encontraron tres
genotipos representados por la cepa de referen-
cia ATCC® 22019™ vy Jos aislados 80, 86, 88,
89 y 112, con 30% de similitud (Fig. 3).Todos
los aislados clinicos incluidos en el grupo I fue-
ron obtenidos a partir de cultivos de sangre o de
puntas de catéter, a excepcion del aislado 112
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) TABLAII )
IDENTIFICACION DE LOS AISLADOS CLINICOS ESTUDIADOS
Aislado VITEK 2 Compact® PCR
Probabilidad (%)  Nivel de identificacion Amplicéon (pb)

80 88 Aceptable 171
86 91 Bueno 171
88 89 Bueno 171
89 92 Bueno 171
91 88 Aceptable 171
112 89 Bueno 171
113 88 Aceptable 171
118 89 Bueno 171
119 88 Aceptable 171
120 89 Bueno 171
122 88 Aceptable 171
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Fig.1. Identificacion de 11 aislados clinicos del complejo C. parapsilosis por PCR, con los oligonucle6tidos MnSO-
DF y MnSODR. M: marcador de tamafio molecular de 100 bp. C(-): control negativo.
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Fig.2. Patrones polimorficos de los aislados clinicos del complejo C. parapsilosis y la cepa de referencia ATCC®
22019™, generados por RAPD con los oligonucleotidos a) M13, b) AP3, ¢) T3B y d) R108.M: marcador de
tamafio molecular de 100 bp. C(-): control negativo.

que fue obtenido de cultivo de abscesos (Tabla
I). El grupo II mostro seis genotipos, representa-
dos por los aislados 91, 113, 118, 119, 120y 122
con 37% de similitud entre ellos (Fig. 3). Estos
aislados fueron obtenidos de cultivos de absce-
sos a excepcion del aislado 91 que provenia de
un hemocultivo. La agrupacion de los aislados
estudiados fue sustentada por valores de boots-
trap (>87%) y el valor de cccr (r=0,999).

Por otro lado, el valor de IA para todos los
aislados fue de 0,2801 (p< 0,001); este valor
indico6 un sistema de reproduccién recombi-
nante que es congruente con los resultados del
dendrograma (Fig. 3) y con los indicadores de

diversidad genética: polimorfismo 66,67%, nl-
mero efectivo de alelos 1,4675+0,3721, hetero-
cigosidad 0,2685+0,2046 e indice de diversidad
genética de Shannon 0,3922+0,2933.

DISCUSION

En México la epidemiologia del complejo
C. parapsilosis ha sido poco estudiada. En este
trabajo, se evalud la variabilidad entre los aisla-
dos del complejo C. parapsilosis obtenidos de
pacientes en un hospital terciario durante un pe-
riodo de tres meses, con la finalidad de eviden-
ciar si los pacientes fueron infectados por uno
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Fig.3. Dendrograma generado por UPGMA a partir de los patrones polimérficos RAPD con los oligonucledtidos
M13, AP3, T3B y R108. Los ntimeros sobre las ramas corresponden a los valores de bootstrap.

0 varios genotipos prevalentes en los dos servi-
cios hospitalarios incluidos en este estudio. Los
resultados obtenidos por PCR para discriminar
entre las especies del complejo C. parapsilosis,
demostraron que C. parapsilosis sensu stricto
fue la especie causante de las infecciones regis-
tradas durante el periodo de estudio. El analisis
por RAPD indicé que un mismo genotipo fue
causante de la infeccién entre pacientes, con
un porcentaje de similitud entre los aislados de
100%, lo que destaca la necesidad de continuar
recomendando las practicas hospitalarias ade-
cuadas en el manejo de los pacientes, principal-
mente el adecuado lavado de manos, para evitar
la transmision horizontal. En los ocho pacientes
restantes, se encontraron genotipos distintos, es
decir, que la infeccion en estos pacientes ocu-
rrié de manera esporadica. Estos resultados evi-
denciaron gran variabilidad genotipica, que fue
corroborada con los indicadores de diversidad
genética obtenidos y puede ser explicada por la
transmision horizontal del patdgeno.

Los cuatro marcadores utilizados (M13,
AP3, T3B y R108) indicaron diversidad gené-

tica, evidenciada por la agrupacion de los ais-
lados en el dendrograma, lo que demostré que
estos marcadores son una herramienta util en la
investigacion de brotes con el fin de identificar
uno o varios genotipos en el ambiente hospita-
lario, lo que coincide con lo reportado en otros
trabajos en los que hallaron que entre aislados
clinicos de C. parapsilosis prevalece la clonali-
dad, pero también puede encontrarse variabili-
dad cuando la fuente de infeccion es ambiental
(31,32). La variabilidad genética entre aislados
estrechamente relacionados, ha sido demostra-
da incluso por técnicas moleculares distintas al
RAPD (33).También es importante mencionar
que, con base en el dendrograma y los indica-
dores de diversidad genética, aunque todos los
aislados estudiados fueron identificados como
C. parapsilosis sensu stricto, no todos mostra-
ron similitud genética con la cepa de referen-
cia. Esta variabilidad genética puede deberse a
la presencia de mutaciones que pueden ocurrir
con baja frecuencia en la naturaleza o a la re-
combinacion intracromosomica, recientemente
descrita en C. parapsilopsis por Pryszcz y col.
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(32), a través de la identificacion de repeticio-
nes en tindem, como un mecanismo para gene-
rar variaciones en el nimero de copias entre los
aislados, lo que implica la delecion de genes y la
creacion de nuevos genes potencialmente fusio-
nados y por la presencia de regiones genomicas
de alta variacion, como resultado probablemen-
te de los eventos de recombinacion entre dife-
rentes aislados.

Es interesante destacar que en el grupo I se
concentr6 la mayoria de los aislados obtenidos
de pacientes con la forma clinica diseminada,
mientras que el grupo II se integrd por la ma-
yoria de los aislados obtenidos de pacientes con
la forma clinica mucocutdnea (Tabla I). Esta
tendencia a la agrupacion entre los aislados de
C. parapsilosis causantes de infeccion invasiva
se ha relacionado con una mayor habilidad para
formar biopeliculas sobre dispositivos médicos,
como los catéteres (34). Esta asociacion entre el
genotipo y la severidad de la enfermedad, tam-
bién ha sido observada en otros hongos, como
Trichophyton tonsurans, un hongo dermatofito
que causa infecciones del cuero cabelludo con
un espectro amplio, que abarca desde un esta-
do de portador asintomatico, un proceso no in-
flamatorio persistente hasta enfermedad aguda
altamente inflamatoria; esta ultima se ha rela-
cionado con cepas que tienen determinadas va-
riaciones en la secuencia del espaciador intergé-
nico del ADNr de este hongo (35). Sin embargo,
es dificil establecer concretamente la relacion
entre la variabilidad genética de los patdégenos y
las manifestaciones clinicas, ya que se requiere
un gran namero de aislados.

Finalmente, es necesario mencionar que este
trabajo presenta limitaciones: la primera es el
bajo numero de aislados estudiados; la segunda
limitacion es que no se incluyeron aislados del
entorno de los pacientes, por ejemplo, obtenidos
de las manos del personal médico y de las super-
ficies de dispositivos o equipos médicos, lo que
impidi6 identificar la fuente de infeccion, por lo

que es necesario llevar a cabo un estudio mas
extenso para corroborar los hallazgos.

En conclusién, durante el periodo de estu-
dio, se encontraron nueve genotipos distintos
causantes de infeccion entre los pacientes de
dos servicios médicos de un hospital terciario.
La mayoria de los aislados del grupo I se asocia-
ron a casos de infeccidn invasiva y la mayoria
de los aislados en el grupo II se asociaron a la
forma clinica mucocutanea. E1 RAPD con los
oligonucle6tidos M13, AP3, T3B y R108 evi-
denci6 variabilidad genética entre los aislados
estudiados y mostré ser una herramienta util en
la investigacion de posibles brotes causados por
C. parapsilosis.
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