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Resumen

Objetivos. Caracterizar las especies de Can-
dida que colonizan el conducto vaginal y su
relacion con sintomatologia en las pacientes
a quienes se les hace citologia vaginal en Ar-
menia (Quindio) y establecer el mejor cebador
para la técnica de amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico (Random Amplified Polymor-
phic DNA, RAPD).

Materiales y métodos. Se recolectaron 226
muestras de flujo vaginal de mujeres que asis-
tian a citologia rutinaria preventiva y se les rea-
lizd cultivo en medio de Sabouraud, prueba de
tubo germinal y baterfa de asimilacion de car-
bohidratos. Se probaron tres cebadores para la
amplificacion aleatoria de ADN polimérfico.

Resultados. Se encontrd una prevalencia de
cultivos positivos en Sabouraud de 31,8% (77
de 226 muestras) con un predominio de Candi-
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da albicans, que represento el 71% de las espe-
cies cultivadas (55 de 77 cultivos). La frecuencia
de sintomas de vaginitis fue mayor en mujeres
con cultivo positivo para levadura (93%) que en
las que tuvieron cultivo negativo (37%). El me-
jor método de extracciéon de ADN fue congela-
miento y descongelamiento, y lisis con liticasa.
La técnica de amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico fue aplicada a 47 aislamientos, y
entre tres cebadores utilizados, el OPA9 fue
el que permiti6 obtener mayores polimorfis-
mos. Los andlisis por dendrogramas mostraron
6 nodos predominantes, entre los cuales dos
nodos incluyeron sélo aislamientos que produ-
cian sintomas (nodo IV y nodo V). En el nodo
V se encontré que todos los aislamientos de C.
albicans eran del mismo centro de salud.
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Conclusiones. En conclusién, C. albicans
predomina y produce sintomas en mujeres de
Armenia y el método de amplificacion aleato-
ria de ADN polimérfico con el cebador OPA9,
permitié obtener polimorfismos suficientes
para conformar agrupamientos de las cepas
de Candida.

Palabras clave: Candida, vaginitis, levaduras,
RAPD, polimorfismos, epidemiologia molecular

Abstract

Objectives: To characterize the Candida spe-
cies in samples of routine vaginal cytology in
Armenia (Colombia) and their relationship with
symptoms. Also, to select the adequate primer
for a random amplified polymorphismc DNA
analysis (RAPD) applied to the Candida species
to determine the level of genetic relation.

Materials and methods: A total of 226
samples of vaginal secretions were obtained
in patients that assist for routine preventive
vaginal cytology. The samples were cultured in
Sabouraud and then germ tube assay and car-
bohydrates assimilation test were performed.
Three primers were assayed to determine the
best for a reproducible RAPD technique.

Results: The prevalence of Sabouraud posi-
tive cultures was 31.8% (77 of 226 samples)
and Candida albicans was the predominant
species, representing 71% (55 de 77 sam-
ples). Vaginitis symptoms were more frequent
in women with positive Sabouraud cultures
(93%) vs. women with negative Sabouraud
cultures (37%). The best extraction method
for DNA extraction was freezing and thawing
cycles followed by enzymatic lyses with lytica-
se. In 47 isolates of Candida species, the best
primer that resulted in significant polymor-
phisms was the OPA 9. A 95% similarity co-
efficient was obtained 6 clusters. Clusters IV

and V only included C. albicans isolates pro-
ducing symptoms. In cluster V all the isolates
were from the same consultation center.

Conclusions: C. albicans was the predomi-
nant yeast in Armenia and was related with a
greater frequency of symptoms. The RAPD te-
chnigue with OPA9 primer in Armenia, unra-
vel genetic relations of C. albicans isolates that
could be used for epidemiological studies.

Key words: Candida, vaginitis, yeast, RAPD,
polymorphisms, molecular epidemiology

Introducciéon

Las levaduras oportunistas pertenecientes del
género Candida son los agentes causantes de
la candidiasis vaginal que, por su frecuencia
y dificil tratamiento, se ha convertido en un
problema sanitario de importancia .

Se ha encontrado que cerca de 75% de las
mujeres pueden llegar a tener un episodio de
infeccion vaginal durante su vida y, de ellas,
la mitad presentan, al menos, dos o tres epi-
sodios infecciosos en un ano. Se estima que
15% de las mujeres sin factores predisponen-
tes conocidos podrian tener episodios repetiti-
vos en los tres meses siguientes al tratamiento
M. En 5% de los casos la enfermedad se vuel-
ve crénica y se convierte en una candidiasis
vulvovaginal recurrente, la cual se establece
cuando se diagnostican cuatro episodios de
candidiasis a lo largo de un ano. Candida albi-
cans es la especie predominante causante de
vaginitis, con una prevalencia que oscila entre
70% y 90% segun los reportes; y otras espe-
cies, tales como Candida glabrata y Candida
tropicalis, se encuentran en 5% a 10%. Can-
dida parapsilosis y Candida krusei se conside-
ran patbgenos emergentes asociados a candi-
diasis recurrente ©@.
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En Colombia, aunque no hay muchos estu-
dios, los reportes indican que C. albicans es
la especie de mayor aparicion en candidiasis
vulvovaginal, sequida de C. parapsilosis, C.
glabrata'y C. krusei ®. A nivel mundial se han
visto diferencias para cada regién o pais; sin
embargo C. albicans sigue siendo la especie
mas aislada, no sélo en vulvovaginitis candi-
didsica, sino también a nivel sistémico . Dado
gue nuestro reservorio de medicamentos con-
tra Candida es muy limitado, es necesario el
desarrollo de nuevas estrategias para la pre-
vencion y el tratamiento.

El conocimiento de la variabilidad genética de
Candida es un requisito para poder esclarecer
las variaciones de los patrones de resistencia
a agentes antifungicos, y la patogenicidad de
cepas y especies del género. La patogénesis
de la candidiasis vaginal involucra la interac-
cion de factores como la especie de Candida
implicada, la microevolucion y la substitucion
de cepas saprofitas por otras virulentas, lo cual
puede observarse en C. albicans y otras cepas
gue no son C. albicans .

Hasta el momento, sélo existe un reporte
previo de tipificacion molecular para el género
en Colombia, el cual se hizo sobre aislamien-
tos de C. guillermondii obtenidos en un brote
ocurrido en una unidad neonatal, por el mé-
todo de huella digital por PCR @. La biologia
molecular puede aportar informacion epide-
mioldgica sobre cadenas de transmision y la
diseminacion de cepas virulentas o resistentes
a medicamentos.

De los métodos disponibles para esto, el de
amplificacion aleatoria de ADN polimorfico
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD)
presenta una gran validez, ya que los resul-
tados obtenidos nos permiten realizar com-
paraciones entre especies y dentro de una
especie. Esta técnica ayuda a determinar el

grado de clonalidad dentro de una especie y
las tendencias filogenéticas entre especies de
los aislamientos, lo cual nos lleva a entender la
dindmica epidemiolégica del género.

Los objetivos del presente estudio fueron
determinar la prevalencia y caracterizar las es-
pecies de Candida que colonizan el conducto
vaginal y su relacion con sintomatologia, en
las pacientes a quienes se les hace citologia
vaginal en Armenia (Quindio), y establecer el
mejor cebador para la técnica de amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico.

Materiales y mérodos
Poblacién de estudio

Se obtuvo un tamafo de muestra de 226
pacientes, calculado en el programa Statcalc
de Epilnfo, version 6 (Centers for Disease Con-
trol and Prevention, Atlanta, Estados Unidos)
a partir de un universo de 600 pacientes, que
es el numero que por afo consulta para ci-
tologia preventiva, a los diferentes centros de
salud de primer nivel de atencién de Armenia.
El calculo se realizé a partir de una frecuencia
esperada de 40%, un resultado peor esperado
de 35% y un intervalo de confianza de 95%.

El criterio de ingreso al estudio fue: mujeres
con edades entre 15y 55 afos, que asistieron
a los procedimientos de citologia de diferen-
tes centros médicos de Armenia, con sintomas
(prurito, dolor y dispareunia) de candidiasis
vaginal o sin ellos. Se tuvieron en cuenta cri-
terios de exclusion tales como diagnéstico de
VIH, cancer, embarazo o que se encontraran
en terapia con corticoides.

Los datos de las pacientes se consignaron
en formularios de encuestas en las que se
preguntaba por los signos (caracteristicas del
flujo vaginal) y sintomas, asi como sobre epi-
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sodios anteriores y medicamentos para tratar-
los. Esto ultimo se hizo con el fin de reconocer
casos de candidiasis vulvovaginal recurrente.
Con los datos obtenidos se cred una base de
datos en Excel con la informacién completa
de las encuestas, asi como los resultados de
las pruebas de laboratorio.

Analisis de las muestras de flujo vaginal

Se usaron las técnicas microbiolégicas descri-
tas previamente por otros autores en estudios
similares ©7. Las muestras fueron tomadas
por el personal del centro de salud con esco-
billén estéril, el cual se deposité dentro de un
tubo de ensayo con solucién salina estéril. Al
recibirse la muestra en el laboratorio y en pre-
sencia de mecheros, se tomaron los escobillo-
nes y se frotaron suavemente sobre placas de
Petri con agar Sabouraud y cloramfenicol (0,5
g/L). Se hizo frotis para la observacion directa
y coloracién de Gram para buscar cocobacilos
y células guia. Si se observaban cocobacilos,
se hacia test de amina.

Cada una de las cajas de Petri se incub6 a
37°C por 8 dias, o menos si habia aparicion
temprana de colonias sugestivas de Candida
spp. Posteriormente, para la identificacion de
los aislamientos, las colonias se sometieron a
examen directo al microscopio. Si la morfologia
observada correspondia a blastoconidias, éstas
eran repicadas en medio agar Sabouraud y clo-
ramfenicol por aislamiento en estria multiple.

Se hizo prueba de tubo germinal a todos los
cultivos en los que hubo crecimiento de colo-
nias; para ello, las colonias aisladas de cada una
de las muestras se emulsionaron en 0,5 ml de
suero humano y se incubaron por 2 horas en
bano de maria a 37°C para, luego, observarlas
en el microscopio con aumento de 100X.

La identificacién bioguimica se hizo con los
estuches comerciales RaplD Yeast Plus System

(Remel, USA) y APl 20 C AUX (BioMérieux,
Francia), y se siguieron las indicaciones del fa-
bricante. Para el caso de los aislamientos que
el programa de identificacion del estuche API
20C AUX determind como correspondientes a
Cryptococcus laurentii, con 44% de confiabili-
dad, se realiz6 la prueba de la ureasa; para ha-
cerlo, las levaduras se sembraron en un medio
de cultivo rico en urea y se incubaron durante
48 horas con observaciones periédicas, hasta
visualizar viraje en la tonalidad del medio. Las
tonalidades rosa o fucsia en los medios ino-
culados se consideran como pruebas positivas
para la ureasa. Una vez identificadas las mues-
tras, se tomo de cada una un indculo de 4 co-
lonias y se almacenaron en crioviales de 2 ml
que contenian una solucion de glicerol al 10%
(glicerol al 87%, Merck, USA) en congelador a
-70 °C (Revco, USA).

Cepas de referencia

Para el andlisis filogenético entre las cepas
obtenidas de pacientes, se utilizaron, ade-
mas, las siguientes cepas de referencia de
Candida, donadas gentilmente por la docto-
ra Toubas del Laboratorio de Parasitologia y
Micologia del Centro Hospitalario Universita-
rio de Reims (Francia): C. albicans 1P121580 —
ATCC28516, C. albicans IP1332 — ATCC26275,
C. albicans IP118079 — ATCC2091, C. parapsi-
losis M 0500396, C. parapsilosis M 0500506,
C. krusei ATCC6258, C. glabrata 1P2114993
— ATCC66032, C. tropicalis M 0500362, C.
tropicalis M 0500390 y C. dubliniensis M
0500378.

Extraccién y purificacion del ADN
de los aislados de Candida spp.

Se probaron tres diferentes protocolos de
rompimiento de la pared para luego proceder
a la extraccion de ADN.
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Protocolo A: rompimiento mecanico por
agitacion con perlas de vidrio; para esto, las
levaduras se resuspendieron en 400 pl de so-
lucion tampon lisis (0,2 M NaCl; 0,4% SDS;
0,1 M tris hidroxi-metil-amino-metano clor-
hidrato pH 7,5; 5 mM EDTA pH 8). Luego,
se adicionaron 400 pl de fenol, pH 8,0, mas
perlas de vidrio de 0,5 mm, y se mezclé con
una agitadora vorticial por 30 minutos. Este
procedimiento se hizo por dos veces y luego
se precipitd con etanol 2,5 vol.

Protocolo B: lisis de levaduras con 500 pl de
solucion tampon Tris- EDTA (TE) 1Xy 0,5 pl de
Triton 1X; se calent6 en bafo de maria por 20
minutos, se congeld a -20°C por 12 horas y se
centrifugd a 12.000g por 15 minutos a 4°C;
luego se sometié a extraccion con etanol.

Protocolo C: rompimiento quimico de la pa-
red celular con la enzima liticasa (Sigma, USA,
ref L2524) con EDTA pH 8,0. Para esta ultima,
la liticasa a una concentracion inicial de 2.000
unidades/mg de proteina fue diluida y se utili-
zaron 40 U por cada muestra de ADN.

Luego de estos procesos, las muestras se pro-
cesaron con el estuche comercial Wizard Ge-
nomics (Promega, USA). En resumen, segun lo
indicado por los fabricantes, las levaduras se
resuspendieron en 300 pl de agua destilada y
enseguida se centrifugaron a 5.000g durante
2 minutos a temperatura ambiente. Se elimi-
noé el exceso de sobrenadante y se resuspen-
di6 en 293 p | de EDTA 50 mM con 7,5 pl de
liticasa, y se incub6 a 37°C por una hora. Des-
pués se centrifugdé a 13.000g por 2 minutos
y se eliminé el sobrenadante. Se adicionaron
300 pl de solucion tampdn para la lisis nuclear
al botdn obtenido y se pipeted varias veces.
Se adicionaron 100 pl de solucion tampon
de precipitacion de proteinas y se mezcld con
una agitadora vorticial durante 20 segundos y
se dejo en hielo por 5 minutos. Se centrifugd

a 13.000g por 3 minutos y el sobrenadante se
transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1,5
ml estéril. Se adicionaron 300 pl de isopropanol
y se invirtioé varias veces; luego, se centrifugd a
14.000g por 2 minutos. Se eliminé el sobrena-
dante y se dejo secar sobre papel absorbente.
Después se lavo con 300 pl de etanol al 70%
y se centrifugd por 2 minutos a 12.000g. Se
descart6 el sobrenadante y el boton fue re-
hidratado con 70 ol de solucién tampoén de
rehidratacion de ADN y se almacend a 2-8°C
durante 24 horas. La concentracion de ADN
se estimo frente a un patrén de concentracion
conocido en electroforesis en gel de agarosa
y tincion con bromuro de etidio, y la calidad,
en relacién con presencia de proteinas, se es-
tablecié por espectrofotometria.

Técnica de polimorfismos amplificados
aleatoriamente (RAPD)

Se  probaron los  cebadores  BO3
(CATCCCCCTG), B02 (5'-CCTTGACGCA-3')
y OPA 09 (GGGTAACGCC) sintetizados por
Invitrogen (Estados Unidos) y utilizados pre-
viamente por otros autores ©®. Se probaron
variaciones en las condiciones, como la con-
centracion del ADN, de los iniciadores y de
los pasos de la reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR), asi como la electroforesis més
apta para la visualizacion de los patrones de
bandeo. En el siguiente cuadro se muestran
las condiciones de la mezcla de PCR que se
probaron con el fin de estandarizar la técnica
basada en un trabajo previo 7.

Se trabajoé una desnaturalizacion inicial de
94°C por 5 minutos y 40 ciclos cada uno, con
una desnaturalizacion a 94°C por un minuto
y tres diferentes condiciones de hibridizacion:
30°C por 1 minuto, 35°C por 1 minuto o0 40°C
por 1 minuto, y tres diferentes tiempos de ex-
tension: 30 segundos, 1 minuto o 2 minutos.
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Componente (unidades) Modificaciones

Cl2Mg (mM) (Invitrogen) 15 |2 2,5 3 3,5 4
ADN molde (ng) 50 | 100 |150 200 250 300
Taq polimerasa (U) (Invitrogen) 0,5 |1 1,5 2 2,5 3
Cebador (uM) (Invitrogen) 1 1.5 2 2.5 3 3
dNTP (uM) (Invitrogen) 50 | 100 |150 200 250 300

Agua ultrapura (Invitrogen)

segun el volumen

Solucién tampdn de la PCR (Invitrogen)

segun indicaciones de la Tag

Analisis filogenético

Para el analisis de los resultados obtenidos
por la técnica de amplificacién aleatoria de
ADN polimérfico, las bandas individuales se
definieron como presentes o ausentes (1 o 0)
para cada aislamiento, aplicando el programa
UN SCAN IT, version 5.1 (Silk Scientific Inc.,
Utah, USA). Los perfiles de amplificacion alea-
toria de ADN polimérfico evidenciados en gel
se consideraron diferentes cuando se detecto,
al menos, una banda polimérfica de ADN. La
relacion entre las muestras de ADN se estimé
utilizando el coeficiente definido por Jaccard,
PS=a/(a+b+c), donde a es el nimero de ban-
das de ADN compartidas entre las cepas 1y 2,
b es el nimero de bandas de ADN presentes
en 1 peronoen 2y ces el numero de bandas
de ADN presentes en 2 pero no en 1.

La relaciéon filogenética se determiné usan-
do la estrategia de agrupaciones mediante el
paquete del programa NTSYSpc 2.0. Para ello
se construy6 una tabla de datos (NTedit) con
codificacion binaria, en la que se asignaba el
valor 1 si el espaciador estaba presente y el
valor O si estaba ausente. Con la herramienta
Similarity, la cual utiliza una matriz de seme-
janza por comparaciéon de cepas (coeficiente
DICE), se elaboré la representacion grafica
de los dendrogramas de homologia con la
raiz UPGMA (unweighted pair group method

using arithmetic averages). La matriz se elabo-
ré a partir de los datos electroforéticos obteni-
dos con el cebador OPA 9 eligiendo arbitraria-
mente un coeficiente de semejanza genética
de 1,0 para representar cepas idénticas, uno
de 0,80 a 0,99 para cepas muy similares y los
de valores de inferiores a 0,90 para cepas no
relacionadas ©.

Analisis estadistico entre variables
clinicas y microbiolégicas

Los datos clinicos y microbioldgicos se or-
ganizaron en una hoja de trabajo de Excel
para luego ser importados a Epilnfo, version
6 (CDC, Atlanta, 2004). Se analizo la relacion
existente entre las variables, como especie de
Candida y presencia de sintomas, mediante el
estadistico odds ratio (OR) y el calculo de los
intervalos de confianza del 95%. Para el caso
de las prevalencias, se calcularon los porcenta-
jes observados de especies asi como los casos
de colonizacién comensal y de candidiasis va-
ginal. Se us6 la prueba de ji al cuadrado (x2)
para determinar si habia diferencias estadisti-
camente significativas entre los porcentajes.

Aspectos éticos

Se utilizé una encuesta con un consentimien-
to informado, siguiendo lo estipulado por el
Articulo 15 del Decreto 8430 de 1993 del Mi-
nisterio de Salud de Colombia, el cual la pa-
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ciente debi¢ leer y aceptar antes de la toma de
la muestra. El estudio se considera de riesgo
minimo, ya que se utilizaron muestras del flujo
femenino normal tomadas por personal califi-
cado dentro de los programas de prevencion
de cancer de cuello uterino; por lo tanto, este
estudio no implic6 muestras adicionales a las
requeridas para este procedimiento especifico.

Resultados
Prevalencia de vaginitis por Candida

Se encontrd una prevalencia de cultivos posi-
tivos en Sabouraud de 31,8% (77 cultivos po-
sitivos entre 226 pacientes) en las muestras de
flujo vaginal estudiadas (figura 1) con predo-
minio de C. albicans, que represent6 el 71%
(55 de 77) de las especies cultivadas (tabla 1).
La frecuencia de los sintomas de vaginitis fue
mayor en mujeres con cultivo positivo para la
levadura (93%) que en las que tuvieron culti-
vo negativo (37%). Esta diferencia fue esta-

disticamente significativa (OR=23,9; 1C95%
8,6-71; p=0,0000000). En total, 56% de las
pacientes con sintomas de vaginitis tuvieron
cultivos positivos en medio de Sabouraud. En
77 pacientes con cultivo positivo para Candi-
da, ademas, se encontré Gardnerella spp. en
27 (35%) y Mobiluncus spp. en 4 (5%); nin-
guna presenté Trichomonas spp.

En las muestras de flujo vaginal estudiadas,
se observd una amplia aparicion de especies
diferentes de C. albicans, entre las que se en-
contraron C. guilliermondii, C. glabrata, C. pa-
rapsilosis, C. tropicalis, C. famata y Cryptococ-
cus laurentii (tabla 1). Se analizé la asociacion
entre la aparicién de sintomas con las especies
aisladas y se encontré que no existian diferen-
cias estadisticamente significativas entre la
presencia de C. albicans y la de otras especies
de Candida con algun signo o sintoma espe-
cifico (tabla 2).

Tabla 1. Numero de aislamientos y porcentajes de las especies aisladas entre 226 pacientes en la ciudad de Armenia

durante el periodo de diciembre 2004 a abril de 2005

C. albicans 55a 71,4
C. guillermondii 6 7,7
C. parapsilosis 4 5,2
C. glabrata 3 3,9
C. laurentii 2 2,6
C. tropicales 2 2,6
C. famata 3 3,9%
Rhodotorula spp. 1 1.3%
Trichosporon mucoides 1 1,3
Total 77

a En dos pacientes no se incluyo el dato de sintomas; por eso no se incluyen en el analisis de la figura 1.
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Para aceptar los resultados obtenidos, segun
el programa del estuche comercial APl 20C
AUX para la discriminacién de especies, se
tuvo en cuenta que los coeficientes de con-
fiabilidad arrojados por el programa APIWEB
fueran superiores a 85%. En el caso de los
aislamientos de C. laurentii, el programa arro-
j6 como resultado de la prueba varias espe-
cies, entre las cuales ésta fue la que obtuvo el
mas alto coeficiente de confiabilidad (50%).
Los aislamientos que habian sido previamente
identificados por el APIWEB como C. laurentii,
resultaron positivos para ureasa, lo cual con-
firmo que si pertenecian al género Cryptococ-
cus. De acuerdo con los resultados obtenidos
por identificacién bioquimica usando el estu-
che comercial API AUX 20D se aislo, durante
el presente estudio, un caso de Trichosporon
mucoides con 92,8% de correspondencia.

Estandarizacion de la técnica de extrac-
cion de ADN del género Candida spp.

y la técnica de amplificacion

aleatoria de ADN polimdrfico (RAPD)

De las tres técnicas de ADN ensayadas, sélo
el ensayo con liticasa permitié obtener canti-
dades adecuadas para el analisis con ampli-
ficacion aleatoria de ADN polimorfico. Luego
de varios ensayos se establecieron las concen-

traciones 6ptimas de la reaccion que permi-
tian observar el numero de bandas con mayor
intensidad, asi: CI,Mg 3,5 mM; cebador 1,5
uM; dNTPs 0,3 mM cada uno. En el control
negativo se incluyeron todos los componentes
de la reaccién de la amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico excepto el ADN molde y no
se observd ninguna banda de amplificacion,
lo cual indica que no hubo amplificaciones
inespecificas en el ensayo. Las concentracio-
nes de ADN mayores de 150 ng disminuyeron
el nimero de bandas observadas, por lo que
se utilizaron 100 ng de ADN en todos los ex-
perimentos. Referente a la utilizacién de la Tag
ADN polimerasa, se observd un incremento
del nimero de bandas al usar concentracio-
nes de enzima mayores de 1 U, con un punto
6ptimo al utilizar 1,5 U en la mezcla total.

En cuanto a las condiciones de amplificacion,
para la etapa de desnaturalizacion no se hicie-
ron modificaciones. En cambio, se probaron
tres temperaturas diferentes de hibridizacién
buscando optimizar las condiciones de uniéon
del cebador. Se encontré que las temperatu-
ras por encima de 40°C no generaban pro-
ductos en ninguna muestra y se necesité un
tiempo minimo de 1 minuto para obtener
un patron completo. Finalmente, las mejores
condiciones fueron: una desnaturalizacion ini-

Tabla 2. Relacion entre prueba de tubo germinal positiva, y presencia de signos y sitomas de candidiasis vaginal.

Significancia estadistica: p< 0,05

Flujo amarillento 1,22 0,42 - 3,50 0,36
Flujo blanquecino 0,92 0,34 -2,50 0,44
Flujo hemorragico Indefinido Indefinido 0,35
Olor fétido del flujo 1,22 0,42 - 3,50 0,36
Prurito 1,61 0,59 - 4,38 0,17
Hinchazén vaginal 2,22 0,44 -11,03 0,26
Dispareunia 1,12 0,31-4,00 0,56
Placas vaginales 1,23 0,30 - 5,08 0,53
Candidiasis vaginal recurrente | 1,78 0,34-9,14 0,26
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cial @ 94°C por 4 minuto, seguida de un ciclo
adicional de 94°C por un minuto y, luego, 40
ciclos de hibiridizacién a 35°C por un minu-
to, una extension a 72°C por dos minutos y
una extension adicional final a 72°C por cua-
tro minutos. La reproducibilidad se confirmé
utilizando las condiciones optimizadas de la
amplificacion aleatoria de ADN polimorfico
con cada una de las muestras, repitiendo el
ensayo hasta tres veces durante el mismo dia
y en dias diferentes (figura 2). El nimero de
bandas y su posicion se conservaron iguales
de un dia a otro.

Analisis de perfiles genéticos de
amplificacion aleatoria de ADN
polimorfico y dendrogramas

El andlisis mediante amplificacién aleatoria
de ADN polimérfico con los cebadores B0O3
(CATCCCCCTG) y B0O2 (TGCTATCCAGGCTGT-
GCTA) no permitid obtener amplificacién. En
cambio, con el cebador OPA9 hubo amplifica-
cion y, entonces, se pudo realizar la prueba de
amplificacion aleatoria de ADN polimérfico con
47 cepas de las 77 aisladas (figuras 3y 4).

Los agrupamientos por dendrograma (figura
5) muestran que los aislamientos sintomaticos
tienen un porcentaje mayor de aislamientos
que tienden a agruparse o a ser mas homogé-
neos (33%), mientras que en los aislamientos
de pacientes no sintomaticos es menor el nu-
mero de aislamientos que se agrupan (16%).
Sin embargo, la diferencia entre estos porcen-
tajes no alcanzod a ser estadisticamente signi-
ficativa, posiblemente debido al tamafio de la
muestra (test de Fisher de una cola, p=0,57).
En el analisis del género Candida, se encontré
gue hubo perfiles de amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico similares entre aislamientos
de especies diferentes, como C. parapsilosis y
C. glabrata, es decir, la técnica no logré un ni-
vel de resolucién para la diferenciacion absolu-

ta entre aislamientos de especies diferentes.

En el analisis de todos los aislamientos del
género Candida se visualizaron aislamientos
con perfiles idénticos a otro y que formaron
un agrupamiento con valores de coeficien-
te de similaridad genética superiores a 0,99.
También, se encontraron15 aislamientos con
genotipo diferente pero relacionados y con
valores del coeficiente de similaridad genética
cercanos a 0,95y, de estos, dos correspondie-
ron a las cepas de referencia C. tropicalis y C.
glabrata que exhibieron un coeficiente de si-
milaridad genética menor de 0,90 (figura 5).

Al realizar el analisis del dendrograma (figura
5) teniendo como punto de corte una semejan-
za de 95%, se formaron 6 nodos predominan-
tes. Hubo 9 aislamientos de C. albicans (32,1%)
cuyos grupos incluyeron soélo aislamientos que
producian sintomas (nodo IV y nodo V). En el
nodo V se encontrd, ademas, que todos los ais-
lamientos de C. albicans eran del mismo centro
de salud. Ademas, se visualizaron 3 aislamien-
tos en el nodo VI, todos asintomaticos.

Discusion

Se encontrd una gran frecuencia de sinto-
mas de vaginitis en pacientes con cultivo posi-
tivo para Candida (56,6%), lo que concuerda
con los reportado por Consolaro et al. en Bra-
sil @, Sin embargo, la frecuencia de cultivos
positivos de levadura en ellas fue de 56%,
mucho mayor en nuestra poblacién que en la
de Brasil, donde en 161 mujeres, s6lo 21,7%
de aquéllas con vaginitis presentaron cultivos
positivos para levaduras. Se observé que tanto
C. albicans como otras especies de Candida
se encuentran en pacientes con sintomas de
vaginitis en la Armenia. Nuestros resultados
estan de acuerdo con lo reportado durante los
ultimos anos, sobre un aumento considerable
de las infecciones causadas por otras especies
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Figura 1. Relacion entre sintomas y cultivo positivo para Candida. Resultados de los cultivos para levaduras (cultivo
Sabouraud positivo) y asociacion con sintomas de vaginitis en 224 pacientes con el dato de sintomas en la ciudad de
Armenia
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Figura 2. Reproducibilidad de condiciones de RAPD. Se analizé el mismo aislamiento clinico en dias diferentes y usando
la misma metodologfa. Resultado en dia 1: a); dia 2: b); dia 3: ¢). Se uso el cebador OPA 09. Identificacién de las lineas, 1:
C. albicans; 2: C. albicans; 3: C. dubliniensis; 4: C. albicans; 5: C. krusei; 6: C. albicans; 8: C. glabrata; 9: C guillermondii,
10) pm: marcador de peso molecular. Los productos de la PCR fueron revelados por electroforesis en geles de agarosa
al 2,5% en solucion tampdn TBE.
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Figura 3. Perfiles de RAPD usando el cebador OPA 09 en siete cepas de referencia de Candida usadas en el estudio,
donadas por la doctora Dominique Toubas del Laboratorio de Parasitologia y Micologia de Reims (Francia). MP: mar-
cador de peso molecular; 1: C. albicans IP121580; 2: C albicans IP 118079; 3: C. albicans IP 214992; 4: C. dubliniensis
M500578; 5: C. krusei ATCC 6258; 6: C. parapsilosis M500506; 8: C. glabrata IP 214992; 9: C guillermondii 3948. Los
productos de la PCR fueron revelados por electroforesis de agarosa al 2,5% en TBE.
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Figura 4. Perfiles de RAPD de siete aislados de pacientes con infeccién vaginal por cepas del género Candida usando el
cebador OPA 09. 51: C. glabrata; 52: C guillermondii; 54: C. albicans; 56: C. albicans; 58: C. albicans; 59: C. albicans;
60: C. albicans. MP: marcador de peso molecular. Los productos de la PCR fueron revelados por electroforesis de agarosa
al 2,5% en TBE.
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Figura 5. Dendrograma representativo de los agrupamientos de los aislamientos del género Candida de pacientes con vaginitis y
sin ella. Los valores de la escala indican la distancia genética en porcentaje.

de Candida . En el presente estudio sélo
6,5% de las pacientes con cultivo positivo
para levaduras eran asintomaticas. Segun la
literatura, los aislamientos de comensales se
presentan con frecuencias superiores a 30%
(12 Esto lleva a preguntarse si existe una ma-
yor frecuencia de cepas virulentas circulando
en la poblacién estudiada.

Con respecto a los resultados obtenidos por
Cardona et al. @y los obtenidos en el presente
estudio, C. albicans continua siendo la especie
mas frecuente, y los resultados divergen sélo
cuando se observa C. parapsilosis 'y C. krusei
en segundo y tercer lugar. En este trabajo se
observé a las especies C. guilliermondii y C.
glabrata en las mismas ubicaciones; se sabe
que las especies del género presentan pa-
trones de distribucion diversos segun el area

geografica 12, Ademas de aislarse levaduras
del género Candida spp., también se obtuvo
un aislamiento del género Rhodotorula spp.
en una paciente que referia sintomas de va-
ginitis. A pesar de esto, dicho aislamiento no
puede considerarse como el agente causal de
la enfermedad vaginal, pues este género no se
ha reportado previamente como agente cau-
sal de vaginitis, y autores como Llovera et al.
(19|13 han descrito como aislamiento comensal
de la mucosa vaginal.

La especie C. laurentii también se aisl6 en el
presente estudio en dos ocasiones, en las que
las pacientes referian sintomatologia caracteris-
tica de infeccion vaginal. Sin embargo, se ha
descrito como huésped ocasional; esto permite
considerarlo en este aislamiento como un colo-
nizador transitorio del conducto vaginal .
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Otro hallazgo fue la presencia de T. behrend,
una levadura anamorfica con caracteristicas
especificas que van de micelios verdaderos a
formas desarticuladas del tipo artroconidia.
Habitualmente se le encuentra en infecciones
profundas o asociada a infecciones de muco-
sas que colonizan el ano y la region perianal
de hombres homosexuales 3. Segun Makela
et al. ™, Trichosporon sp. se puede encontrar
de manera poco frecuente, en secreciéon vagi-
nal, como no patégeno y en mujeres de origen
afroamericano que presentan alteraciones en
la flora vaginal con un incremento del pH.

En este trabajo, la amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico fue el método de eleccion
para correlacionar genéticamente los aislados
de Candida ssp. obtenidos del flujo de mujeres
con sintomas de vaginitis y sin ellos, dado que
este método ofrece ventajas sobre otros mé-
todos convencionales, a saber: solo se necesi-
tan pequefas cantidades de ADN, se pueden
obtener significativas diferencias genotipicas
gue permiten distinguir entre aislamientos de
variadas fuentes, y es rapido comparado con
otras técnicas de andlisis de polimorfismos ge-
néticos ©81415 | os problemas de reproduci-
bilidad de la técnica, basicamente dados por
las bajas temperaturas de hibridizaciéon de los
cebadores, no fueron limitantes, lo cual se evi-
dencié en los resultados obtenidos del analisis
por duplicado y triplicado, teniendo en cuen-
ta un cuidadoso manejo del ADN y un segui-
miento estricto del protocolo de amplificacion
y de la interpretacion de resultados.

Sélo uno de los tres cebadores evaluados (OPA
9) permitid obtener perfiles de amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico discriminatorios
entre los aislados evaluados. Esto es intrinseco
al principio del cebador seleccionado aleatoria-
mente y demuestra que un cebador utilizado
en una poblaciéon dada puede ser (til, pero en

otra poblacién puede no tener el mismo resul-
tado. Por ello, es necesario evaluar los cebado-
res de acuerdo con la poblacién analizada. En
ocasiones, es necesario evaluar una gran can-
tidad de cebadores antes de obtener uno que
logre un poder discriminatorio adecuado para
los fines de un estudio en particular ¢

En contraste con los resultados obtenidos por
Sansinoriano et al. ) para la técnica amplifica-
cion aleatoria de ADN polimorfico, se requirid
menos enzima Taq cuando se utilizé un paso
adicional de desnaturalizacion, lo cual lo hizo
menos costoso para nosotros. En este ensayo,
cuando se incrementd la concentracion del ce-
bador, se disminuy6 la intensidad de la bandas
de mayor tamafo y disminuyo la intensidad de
las pequenas. Estas diferencias pueden expli-
carse porque, al existir mayor cantidad del ce-
bador en la mezcla, se aumenta la unién en si-
tios diferentes en el ADN. Cuando se utilizaron
pequenas cantidades de cebadores, no hubo
amplificacion en algunas de las muestras. En
cuanto a la cantidad y calidad del ADN, en la
técnica de amplificacion aleatoria de ADN po-
limérfico se requieren pequefas cantidades;
sin embargo, es necesario conservar un buen
grado de pureza para una buena reproducibi-
lidad. En este trabajo se utiliz6 el método de
extraccion usando el estuche comercial Wizard
Genomics, del cual se obtuvieron patrones
electroforéticos de ADN libres de contamina-
cién y en concentraciones aceptables.

La gran semejanza genética de los aislamien-
tos en los dos agrupamientos sintomaticos, nos
permite evidenciar un predominio clonal de las
cepas circulantes en esta muestra de poblacion
y es un apoyo a la teoria de diseminacién clonal
de cepas virulentas de Candida 9. Los estudios
de epidemiologia molecular han demostrado
que diferentes personas pueden albergar es-
pecies de Candida con genotipos similares. Es
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llamativo el nodo que agrupé aislamientos del
mismo centro, especie y sintomatologia, lo cual
apoya lo reportado previamente que indica que
un proceso de seleccidon natural que podria fa-
vorecer la colonizacién por un genotipo especi-
fico con diseminacion de tipo clonal (617,

En los dendrogramas se evidencia la forma-
cion de grupos que incluyen aislamientos con
diferentes categorias clinicas (sintomaticas/
asintomaticas). En lo que se refiere a las 12 ce-
pas de Candida diferentes a C. albicans, todas
fueron genotipicamente diferentes unas de
otras. Los resultados anteriores difieren de lo
observado por Schmid et al. ® en aislamientos
de C. albicans a partir de flujo vaginal usando
sonda Ca3, quienes encontraron que la mayo-
ria de las otras cepas de Candida formaban un
agrupamiento diferente al de C. albicans.

En este estudio se incluyé un numero de ais-
lamientos mayor a lo reportado en otros traba-
jos en nuestro pais para el caso de la candidia-
sis vulvovaginal. Ademas, es valioso el hecho
de que todos los aislamientos pertenecian a
una misma area geografica, lo cual resulta im-
portante para el conocimiento epidemiolégico
regional. Los resultados de este trabajo son
similares a los reportes obtenidos de la litera-
tura, segun los cuales mediante amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico es posible obte-
ner perfiles polimérficos que permiten realizar
agrupamientos de cepas relacionadas ®. Se
encontrd un grupo formado por aislamientos
del mismo centro de salud y que producian
sintomas. Es necesario realizar estudios mas
amplios que incluyan un mayor nimero de ais-
lamientos no sintomaticos, para examinar mas
de cerca las posibles relaciones entre estas ce-
pas y la categoria clinica.

En conclusion, el presente estudio se constituye
en el primer ensayo en una ciudad colombiana
para ver la distribucion y el grado de agrupa-

miento de cepas del género Candlida, en pacien-
tes con sintomas de infeccion vaginal y sin ellos.
La estandarizacion de la técnica de extraccion
de ADN del género Candida spp. y la técnica
de amplificacion aleatoria de ADN polimérfico
(RAPD), permitieron distinguir los diferentes
fenotipos presentes en los aislamientos estudia-
dos y encontrar agrupamientos de la poblacion
segun sintomatologia y homogeneidad con este
cebador para aislamientos de un mismo centro
de salud, lo cual apoya la hipétesis de una es-
tructura clonal de la poblacién para cepas de
Candida que producen sintomas de vaginitis.
Finalmente, es de interés estudiar las cepas con
perfiles idénticos de amplificacion aleatoria de
ADN polimoérfico y que producen sintomatolo-
gia con otros marcadores genéticos.
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