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Resumen

Candida albicans es una levadura comensal que forma parte de la microbiota humana, pero que en pacientes
inmunosuprimidos puede causar infecciones cuténeas, subcutaneas y sistémicas. Tiene la capacidad de formar
una biopelicula, mediante la produccion de polisacaridos extracelulares que le permite adherirse a practicamente
cualquier tipo de superficie, vivir en comunidades y evadir la accién del sistema inmunolégico, aumentando consi-
derablemente su resistencia a moléculas antimicrobianas en comparaciéon con microorganismos en estado libre o
plancténico. El fluconazol y la anfotericina B son los principales medicamentos usados contra la infeccién causada
por este microorganismo; sin embargo, la resistencia a estos antiflngicos y otros azoles constituye un problema
clinicamente importante.

En esta revision se destaca la proteémica como una herramienta alternativa para el analisis de los mecanismos de
resistencia de C. albicans.
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Abstract

Candida albicans is a commensal yeast of the human microbiota, but that in immunosuppressed patients can
cause localized and systemic infections. It has the ability to form a biofilm, through the production of extracellular
polysaccharides that allow it to adhere to virtually any type of surface, live in communities and evade the action of
the immune system. This capacity increases its resistance to antimicrobial molecules compared to microorganisms
in free or planktonic state. Fluconazole and amphotericin B are the main drugs used against the infection caused by
this microorganism; however, resistance to these antifungals and other azoles is a growing problem.

In this review, proteomics is highlighted as an alternative tool for the analysis of C. albicans resistance mechanisms.
Keywords: Candida albicans, resistance mechanisms, proteomics.
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Infroduccion

Candida es una levadura que se encuentra en el ser humano
como flora normal en la piel y las mucosas, que a su vez tiene
la capacidad de ser patbgena debido a la presencia de facto-
res predisponentes que le permiten la diseminacién de ésta
en el hospedero. Las infecciones causadas por esta levadura
pueden ser asintomaticas y estar localizadas en areas prin-
cipalmente como boca, conducto gastrointestinal y vagina.'
La alta incidencia de micosis causadas por Candida
spp. hace necesario el diagnéstico precoz para realizar un
tratamiento oportuno, ya que este hongo ha generado meca-
nismos de resistencia frente a los farmacos comunes en el

tratamiento terapéutico de candidiasis. Teniendo en cuenta
que dicha resistencia se ha relacionado con la formacion de
biopelicula, la cual se considera un factor de persistencia de
la infeccién, se estén desarrollando alternativas terapéuticas
que buscan inhibir su formacion.!

Actualmente, las especies de Candida se encuentran
entre los principales responsables de micosis oportunis-
tas. De éstas, la mayor parte de infecciones flngicas son
producidas por Candida albicans (mas de 50%). Entre las
diversas infecciones, en la actualidad la candidiasis vul-
vovaginal representa un problema de salud publica por su
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recurrencia, frecuencia y dificil tratamiento. Esto ultimo po-
siblemente esté ligado a la produccién de biopelicula, pues
es su crecimiento adherida a superficie lo que le confiere
esencialmente la mayor resistencia a los tratamientos como
polienos, azoles y equinocandinas. Por ello es imperativo
contar con una identificacion pronta y precisa, no sélo para
dar un tratamiento efectivo sino para prevenir la apariciéon de
cepas resistentes a farmacos.?

Se ha encontrado que al menos siete especies cau-
san patologia, por lo que es importante la identificacién y
determinacién de la especie, ya que la terapéutica puede ser
diferente debido a que es posible que cada especie presente
distintos mecanismos de resistencia a los antimicéticos de
uso comun.®

La candidiasis vulvovaginal (cw) es un problema ac-
tual de salud en el mundo, que afecta a todos los estratos
sociales. Los mecanismos patogénicos de esta infeccion no
son totalmente conocidos, pero el estado de crecimiento de
Candida adherida a una superficie juega un papel importante.

En diversos estudios se destaca que muchas bac-
terias y hongos se encuentran predominantemente como
comunidades adheridas a la superficie, referidas como bio-
peliculas. La formacion de biopelicula se ve a menudo como
una parte de su viabilidad, en la cual las células adquieren
componentes fenotipicos que son distintos de sus homo-
logos plancténicos, por lo que la formacién de biopelicula
es critica para numerosas interacciones que afectan la salud
humana, y que dentro de estas interacciones se expresan
una variedad de proteinas especificas que contribuyen en su
formacién y desarrollo.*®

Candidiasis

La candidiasis es una infeccién micdtica producida por
levaduras del género Candida, que va desde infeccion su-
perficial, cutanea y mucocutanea, hasta una infeccién de
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tipo sistémica. Se encuentra clasificada dentro de las mi-
cosis oportunistas, pues este microorganismo solo resulta
patolégico en pacientes inmunocomprometidos, lo que les
impide evitar el proceso de invasién.

En todo el mundo, la candidiasis presenta una inci-
dencia y prevalencia alta, siendo la cuarta causa principal
de infeccion del torrente sanguineo a nivel nosocomial.®’
Estos casos son producidos por al menos 17 especies dife-
rentes de Candida, entre las mas importantes encontramos
C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C.
krusei. Candida albicans es la especie que se presenta con
mayor frecuencia (40.3%), el resto corresponde a especies
no albicans. C. albicans es la especie preponderante en
las infecciones de mucosas (60-80%), especialmente en
pacientes con irrupcién en la barrera mucosa o cutanea,
defectos en el nimero o funcién de los neutréfilos, disfun-
ciones metabdlicas o pacientes en edades extremas (recién
nacidos, lactantes y adultos mayores).%%8° Candida albicans
es la especie predominante que se aisla de infecciones cau-
sadas por el uso de dispositivos médicos (cuadro 1).'°

La vulvovaginitis por Cdndida es responsable de un
tercio de todos los casos presentados en mujeres en edad
reproductiva; al menos 70% de ellas refiere haber tenido
esta patologia en alglin momento de su vida, y alrededor
de 8% de las mujeres presentaron infeccién recurrente pro-
ducida con mayor frecuencia por C. albicans (al menos 90%
de los casos).” La candidiasis vulvovaginal se presenta
con un cuadro de incomodidad, irritacién, ardor y prurito
en la zona vulvovaginal. La mayor parte de las pacientes
ignoran los sintomas hasta que el cuadro se autorresuelve,
se tratan con terapéuticas alternativas o sin receta médica.
En el examen clinico se puede encontrar eritema vulvar y
vaginal, escoriaciones, secrecién adherente blanca espesa
e hinchazén, algunas pacientes tendran poca o ninguna se-
crecion. Para definir la etiologia, es necesario realizar estu-
dios complementarios que incluyen pruebas de humedad,
prueba de olory pH.2

Cuadro 1
Infecciones comunes asociadas a Céandida albicans que ocurren a fravés del uso de dispositivos médicos
colonizados por una biopelicula o diseminados por la misma

Infecciones causadas por biopelicula de Candida albicans

Aislada de dispositivos médicos

Infeccién diseminada a partir de biopelicula

Dentadura postiza

Infeccién en oido

Lentes de contacto

Placa dental

Tubos endotraqueales

Infeccion en piel

Catéter vascular central y periférico

Infeccion en pulmoén

Catéter urinario

Septicemia

Stent cardiaco, marcapasos, valvula cardiaca

Infecciones vaginales por levaduras

Protesis de cadera, implante ortopédico

Infeccién de una herida
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Mecanismos patogénicos y de
resistencia

Las micosis oportunistas causadas por Candida albicans se
deben a sus factores de patogenicidad vy virulencia. Esta
levadura contiene en su pared celular manano (50 a 70%),
quitina (20%), proteinas (3-6%), lipidos y carbohidratos (1-
5%), los cuales son importantes en los procesos de adhe-
rencia al epitelio antes de invadirlo.'*'® Tiene la capacidad
de obtener acidos carboxilicos de cadena corta, producto
del metabolismo de los azucares, logrando un ambiente
acido éptimo para su crecimiento.

Candida albicans presenta una mayor capacidad de
adherencia y penetracion en relaciéon con las otras espe-
cies de Candida, que se facilita por la transformacién de
levadura a micelio,”® lo que remarca la patogenicidad de
este microorganismo al tener la habilidad para cambiar
su morfologia entre levaduras, hifas y pseudohifas.” Este
agente es capaz de invadir tejidos y evadir la fagocitosis,
por lo cual demuestra los diversos elementos de virulencia
gue se manifiestan en infecciones en tejidos profundos.
Entre éstos se encuentran proteinas, esterasas, proteasas
asparticas secretoras, la capacidad de adherencia a las
superficies de las células del hospedero, la produccién de
tubo germinativo y fosfolipasas.'®?? La fosfolipasa consti-
tuye un componente antigénico principal, cuya produccién
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se asocia con una glicoproteina que se encuentra en la pa-
red celular. Al ser una enzima capaz de catalizar la hidrélisis
de fosfolipidos, el mayor componente de las membranas
celulares, se facilita su penetracion a la célula. 2

Entre sus mecanismos de resistencia el mas estu-
diado y de mayor relevancia es la formaciéon de biopelicula,
la que se da en tres etapas bésicas, de adhesion, creci-
miento y maduracion: 7) unién y colonizacion de células de
levadura a una superficie, 2) crecimiento y proliferacién de
células de levadura para permitir la formacién de una capa
basal de células de anclaje, y 3) crecimiento de pseudohifas
e hifas extensas concomitantes con la produccién de mate-
rial de matriz extracelular.?6.?

Se sabe que estructuralmente la biopelicula esta
constituida por tres componentes: la masa de células, la
cual puede estar formada por una sola especie o por mul-
tiples especies microbioldgicas, los espacios intercelulares
o canales, y la matriz extracelular que lo rodea compuesta
por una mezcla de exopolisacéaridos, proteinas, acidos nu-
cleicos y otras sustancias? (figura 1). La biopelicula es un
mecanismo de resistencia intrinseca por la alta densidad de
células dentro de ésta, los efectos de la matriz propios de
la biopelicula, por la disminucién de la tasa de crecimiento
y limitacion de nutrientes, la expresién de genes de resis-
tencia, particularmente aquellos que codifican bombas de
eflujo, y por la presencia de células “persister”.

Figura 1
El ciclo de biopelicula. Proceso de formacion de la biopelicula y su dispersion
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De los aproximadamente 1 850 genes que presenta
C. albicans, segun Garcia y colaboradores, 325 regulan para
la formacion y mantenimiento de la biopelicula. De éstos, 317
genes son expresados independientemente de la formacién
de hifa y 86 dependen del desarrollo micelial.? Diversos es-
tudios destacan que la morfogénesis de la hifa es necesaria

para la formacién de biopelicula, desde el contacto con la
superficie celular comienza una regulacién positiva de varios
genes biosintéticos. Por ejemplo, existe una red transcripcio-
nal que controla el desarrollo de la biopelicula (Efg1, Tec1,
Ber1, Brg1 Ndt80, y Rob1), que son reguladores positivos
principales de la transicion de levadura a hifa. Cada uno de
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éstos son necesarios para el desarrollo de biopeliculas en
modelos in vitro e in vivo.® Durante el desarrollo de la matriz
del biofilm de Candida también se conoce que la proteasa
S-aspartil se ha relacionado con el nimero de genes sAP en
especies patégenas de Candida. Las proteinasas fungicas
pueden ayudar a evadir las defensas del huésped a través de
la degradacién directa de las moléculas asociadas con una
enzima lisosomal intracelular y la activacién del sistema del
complemento.30s2

Una herramienta de andlisis para evidenciar los
mecanismos patogénicos de Candida albicans es a través
del uso de la técnica de gene editing crispr-Cas9, la cual
se puede observar en estudios recientes realizados con la
finalidad de editar de forma precisa puntos especificos en
el genoma de Candida, lo cual ha permitido dilucidar los dis-
tintos mecanismos genéticos que rigen la formacién de la
biopelicula y las fases que se requieren para llegar a ella.®33*

El tratamiento de la candidemia se ha basado prin-
cipalmente en antifungicos que ahora incluyen tres clases
principales de medicamentos: 7) azoles, los cuales se dividen
en triazoles (fluconazol, voriconazol, itraconazol) e imidazol
(miconazol, clotrimazol), 2) equinocandinas (caspofungina,
micafungina, anidulafungina) y 3) polienos (anfotericina B
desoxicolato [ams-d], anfotericina B liposomal [L-amB], com-
plejo lipidico anfotericina B [aBLc] y dispersién coloidal de
anfotericina B [ABCD]) y nistatina.'?? Sin embargo, actualmente
nuevas alternativas terapéuticas como los péptidos antimicro-
bianos y las nanoparticulas muestran resultados promisorios
en ensayos clinicos.® 3¢

Una de las razones principales por las que C. albicans
presenta resistencia a los azoles es por la presencia de genes
(MDR, cDRr1, cDR2) codificantes para bombas de flujo de azoles;
por otro lado, C. albicans tiene una organizacion particular
en los lipidos asociados a la membrana. En una biopelicula
precoz hay una mayor expresion de genes codificantes para
ergosterol (ERG25 ERGE y ERG16), o que la hace més suscepti-
ble a los antimicéticos; a medida que la biopelicula madura,
estos genes disminuyen y se elevan drasticamente los genes
codificantes para bombas de flujo. De esta forma, un enri-
quecimiento o redistribuciéon de esteroles en membranas de
biopelicula explica su resistencia a los agentes antifiingicos
derivados de azoles.®”*® La resistencia a las equinocandinas
se asocia con mutaciones en los genes Fks (Fks1, Fks2 y Fks3)
en C. albicans y especies relacionadas;?' la resistencia frente
a los polienos como anfotericina B se relaciona con la matriz
extracelular de la biopelicula, debido a la gran cantidad de
proteinas y carbohidratos que la componen.??

Andlisis convencionales

Pruebas microbioldgicas

Las pruebas microbioldgicas en principio se utilizan para el
diagndstico. Usualmente se realiza un pretratamiento de las
muestras cuyo objetivo es aumentar la probabilidad de ob-
servacion y aislamiento de hongos mediante procedimientos
como la centrifugacion, que permite concentrar el hongo
presente en dicha muestra, la lisis mediante centrifugacion
también favorece la liberaciéon de los microorganismos in-
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tracelulares en los hemocultivos en caso de la candidiasis
sistémica, y la maceracién en el caso de biopsias.*®)
Las pruebas de rutina son las siguientes:

a.Examen directo: con koH 0 empleando tinciones
(Gram, Wright, Giemsa o blanco de calcoflour) en el
microscopio se observan blastoconidias redondas,
ovaladas o alargadas de 4-8 mm, unigemantes o
multigemantes, de pared delgada con pseudohifas o
hifas, a excepcion de C. glabrata que soélo produce
blastoconidias.*®

b.Histopatologia: mediante el estudio de biopsias
en las cuales se emplean tinciones como hema-
toxilina-eosina, plata metenamina de Gomori (Gro-
cott-Gomori methenamine-silver stain, Gms) y &cido
periddico-Schiff (Pas), que permiten diferenciar entre
colonizacién e invasion.¢40

c.Cultivo: para observar el crecimiento del hongo se
requiere de medios rutinarios para micologia, como
el agar Sabouraud, y en medios utilizados para bac-
terias (agar sangre, agar chocolate y caldos como el
BHI). También estan disponibles comercialmente me-
dios cromdégenos diferenciales, como el cHromagar
Candida® (Francia, Becton Dickinson) y Fungiscreen
4nt™m (BioRad), los cuales permiten detectar infeccio-
nes causadas por varias especies de Candida que se
deben usualmente incubar a 36 °C por un periodo de
siete dias. Igualmente estén los medios especificos
para C. albicans, CandiSelect® (Sanofi Diagnostic
Pasteur, Francia), Fluoroplate® (Merck, Alemania),
Murex ca 50® Diagnostic (Estados Unidos) y Albicans
D® (BioMerieux, Francia).®”4!
Las especies de este hongo crecen entre 48 y 72
horas, pero los cultivos se deben observar hasta por
dos semanas. Las colonias son cremosas de color
blanco o crema, brillantes o ligeramente opacas, de
lisas a rugosas. Pueden observarse los filamentos
que penetran en el agar.

Protedmica
La proteémica como nueva etapa de la investigacién bio-
l6gica busca determinar las propiedades funcionales vy
estructurales de las proteinas. Se han utilizado sistemas de
espectrometria de masa (MALDI-TOF) para la identificacion de
Candida con una identificacién acertiva hasta de 91%, uti-
lizando menos de 30 min. Este sistema MALD-TOF tiene una
tasa de éxito de 100% para la identificacion de aislamientos
de Candida, frente al 92% utilizando métodos bioquimicos
(VITEK 2 y API C AUX).4243

La disponibilidad de métodos especificos de diag-
néstico para la deteccién e identificacién de una candidemia
depende del marco clinico. Para los hospitales pequefos
que no atienden a pacientes trasplantados ni tratan a mu-
chos pacientes hematolégicos o inmunodeficientes, el re-
querimiento minimo sugerido es la capacidad de evaluar
la micromorfologia de las colonias, complementada con la
busqueda de las principales especies de Candida utilizando
el medio cHromagar Candida, alguna prueba comercializada o
un método simple para realizar las pruebas bioguimicas.® En
los hospitales de tercer nivel, ademas de la micromorfologia
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y del cHromagar Candida, se recomienda la identificacién
mediante sistemas comerciales manuales (api 20c, apl 32c¢),
sistemas comerciales automatizados (viTeEk 2) o métodos
moleculares. Se debe considerar el uso de métodos molecu-
lares para la identificacion de patégenos emergentes cuando
las herramientas convencionales brinden una identificacién
inconsistente y cuando se debe identificar un brote de infec-
ciones fungicas.*%

En cuanto al andlisis de las proteinas implicadas
en la produccién del biofilm, se han utilizado 2p-pPAGe con
geles tefnidos por medio de sondas sypro leidas por medio
de un generador de andlisis fluorescente (como BioRad,
BioSafe, Coomasie y Densitometer), y finalmente MALDI-TOF/
ms usando Applied Biosystems Voyager-be sTR, comparando
posteriormente los resultados obtenidos con las bases de
datos del Stanford Genome Technology Center.434®

Con el creciente reconocimiento del papel de la
biopelicula en la resistencia a los antifingicos usados
comunmente en el tratamiento para la candidiasis, es ne-
cesario conocer los mecanismos por los cuales Candida
forma la biopelicula. Usando herramientas proteémicas es
posible dilucidar de mejor manera las proteinas de mayor
importancia, como las proteinas de superficie, de las cuales
alrededor de 70 son significativas en el crecimiento planc-
tonico y en la formacion de la biopelicula. Adicionalmente
se han caracterizado ocho proteinas involucradas en el
crecimiento y la formacion de la biopelicula, seis reguladas
positivamente y dos de forma negativa comparado con el
crecimiento plancténico. Entre estas proteinas hay prepon-
derancia de enzimas glucoliticas, con niveles més altos de
expresion de la enolasa, alcohol deshidrogenasa y piruvato
descarboxilasa encontradas en los extractos de biopelicula.
Por esta razon, la biopelicula de C. albicans puede ser més
resistente al alcohol y es posible que llegue a acumular
etanol usando este mecanismo para defenderse de otros
microorganismos a nivel competitivo, puesto que otros
pueden no ser resistentes a altas concentraciones de alco-
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