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l.- Prélogo

“El futuro de la ciencia sera una mezcla de proyectos grandes y pequefios [...]”
Freeman Dyson

Al momento de formar parte de este proyecto senti un gran interés por el hecho ser
una técnica hibrida entre biologia molecular y bioinformatica. Creciendo mi interés
a la constante informacion sobre levaduras patégenas y las enfermedades

causadas.

El presente trabajo de tesis que lleva por nombre “DISENO Y EVALUACION
EXPERIMENTAL DE LA SELECTIVIDAD DE OLIGONUCLEOTIDOS CEBADORES
ESPECIE-ESPECIFICOS PARA LA LEVADURA PATOGENA Candida glabrata”
proporciona una recopilaciéon de conocimientos sobre diversos temas abarcados en
biotecnologia, donde se pretende contribuir a la identificacion de hongos patégenos
(de gran importancia en la salud publica), mediante herramientas bioinformaticas y

de biologia molecular accesibles.

Poder contribuir al area de investigacion con una herramienta que permita reducir
el tiempo de deteccion y por consiguiente disminuir el costo de tratamiento de las
enfermedades causadas por C. glabrata esta levadura patégena representa una

aportacion y progreso en los métodos de deteccidn.

A lo largo de este escrito se puede encontrar informacion necesaria para el
conocimiento sobre levaduras, su patogenicidad, tratamientos, asi como los
métodos de deteccién utilizados actualmente (ventajas y desventajas) por
consiguiente la herramienta presentada puede ser de suma ayuda para optimizar

y/o mejorar diferentes técnicas/métodos con los cuales se disponen actualmente.




Il. Introduccion

Muchas especies de levadura ascomicetos del género Candida estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza y actuan como constituyentes saprofitos comunes de
la microflora humana normal. Sin embargo, algunas de estas especies de hongos
también pueden convertirse en patdogenos oportunistas tras una transicion de una
fase comensal a una patégena, inducida por alteraciones en el entorno huésped
(Papon et al., 2013).

Las infecciones fungicas invasivas tales como candidiasis, representan un
problema de salud publica de gran importancia. En los ultimos 10 afios, el numero
de infecciones causadas por especies de Candida ha aumentado progresivamente.
Aunque la mayoria de los casos de candidiasis se han atribuido a Candida albicans,
recientemente se han identificado otras especies (C. parapsilosis, C. tropicalis y C.
glabrata) como patégenos comunes (Silva et al., 2009).

Una de las principales contribuciones a la virulencia de Candida es su
versatilidad para adaptarse a una variedad de habitats y la formacion de
comunidades microbianas adheridas a las superficies conocidas como biopeliculas.
La capacidad de formacion de biopeliculas puede conferir una ventaja ecologica,
ayudando a la supervivencia como comensales y patégenos de los humanos al
permitirles evadir los mecanismos inmunes del huésped, resistir el tratamiento
antifungicos y resistir la presion competitiva de otros microorganismos (Silva et al.,
2009). Ademas, cuentan con adhesinas, bombas de extrusion multi-drogas vy flujo
de salida de antibioticos que confieren resistencia a diferentes antifungicos. Estas
especies de levadura muestran resistencia diferencial a multiples farmacos como
azoles, incluidas las equinocandinas y la anfotericina, y debido a una mala
identificacion de las especies se puede administrar una terapia antifungica
inadecuada, por lo cual destaca la importancia de la identificacion correcta de las
especies (Schelenz et al., 2016).

La identificacion rapida y confiable de la especie de Candida que esta

ocasionando la invasion en el hospedero, mejora los resultados del paciente y




acorta el tiempo de hospitalizacion (Schelenz et al., 2016). Existen diferentes
meétodos de deteccion como hemocultivo que es considerado como convencional,
es inespecifico y el tiempo de identificacion tiende a ser de 3 a 4 dias. Se han
desarrollado otras técnicas como ELISA, MALDI-TOF, (Zheng et al., 2014). Estos
métodos de deteccion aportan alta sensibilidad y especificidad en periodos cortos
de procesamiento, eliminan las limitaciones de los métodos convencionales para la
deteccion e identificacion de patdégenos, ahorran mano de obra y reducen errores
humanos, al contar con un proceso automatizado; sin embargo, cada uno de estos
métodos presenta sus limitaciones como el alto costo y el dificil acceso de todos los
laboratorios de analisis como en el caso del método que utiliza el espectrometro de
masas (MALDI-TOF) (Huertas et al., 2019).

Para la identificacidn rapida y confiable se necesita de un método altamente
especifico, sensible, rapido y que su costo no sea tan elevado. Los métodos
basados en ADN han mostrado tener esas caracteristicas, sin embargo estas
técnicas requieren del empleo de oligonucledtidos disefiados de tal manera que
puedan ser dirigidos a blancos especificos presentes en el genoma del patégeno.
En este trabajo se presenta una herramienta que permite identificar regiones unicas
de un genoma determinado, por ejemplo el genoma de una especie patdgena como
Candida glabrata. Esta herramienta se llama BESTur (Herramienta de busqueda
potenciada por BLAST). Empleamos esta herramienta bioinformatica para ayudar
en el disefio de los oligonucledtidos cebadores especificos para la especie de
levadura patégena C. glabrata y poder implementar una técnica basada en ADN
como lo es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El disefio de los
oligonucledtidos dirigidos a esas regiones unicas identificadas en el genoma de la
levadura empleando la herramienta BESTur, le dieron mucha especificidad a la
técnica de PCR. En este trabajo se muestran los resultados de las pruebas
bioinformaticas y de especificidad experimental, asi como la identificacion de
regiones unicas del genoma de esta levadura patdgena y el disefio de
oligonucledtidos cebadores especie-especificos.

Palabras clave: PCR, Candida glabrata, Levaduras patdgenas, Bioinformatica.




lll. Revision de literatura.

3.1 Hongos y levaduras.

3.1.1 Definicion.

Los hongos son organismos eucariotas de presencia global y estan agrupados en
el reino fungi. Este reino esta constituido por un gran grupo de organismos diversos
y muy extendidos, que incluye a setas, hongos filamentosos y levaduras (Madigan
et al., 2016).

Se pueden encontrar en la estratosfera y en el fondo del mar, desde glaciares
antarticos hasta desiertos torridos, desde el intestino de las moscas hasta
sedimentos oceanicos profundos y en cualquier punto intermedio. Los hongos son
actores poderosos en la biogeoquimica global, reciclando carbono y movilizando
nitrégeno, fosforo y otros bioelementos (Naranjo & Gabaldon., 2019).

Un gran numero de especies de hongos son parasitos de plantas y animales,
incluyéndose los seres humanos. Algunos también pueden establecer asociaciones
simbidticas beneficiosas con muchas plantas y animales. Numerosos hongos son
empleados de forma beneficiosa para llevar a cabo ciertos procesos fermentativos
y la sintesis de antibidticos o productos de interés industrial (Madigan et al., 2016).

Todos los hongos son heterotrofos (quimiorganotrofos), por lo tanto,
requieren materia organica para utilizarla como fuente de energia y de carbono en
la sintesis de estructuras celulares. Tienen necesidades nutricionales habitualmente
sencillas y en su mayoria bajo condiciones aerobias. Se alimentan de compuestos
organicos complejos como polisacaridos o proteinas digeridos hasta obtener los
monomeros constituyentes mediante la accion de enzimas que secretan al medio
(Madigan et al., 2015).

3.1.2 Clasificacion filogenética de levaduras de la familia Saccharomycetaceae.




Segun Naranjo y Gabaldén (2019), los hongos verdaderos se dividen en
nueve linajes principales: Opisthosporidia, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota,
Blastocladiomycota, Zoopagomycota, Mucoromycota, Glomeromycota,
Basidiomycota, Ascomycota. Los dos ultimos filos, Basidiomycota y Ascomycota se
han agrupado en un subreino llamado Dykarya que abarca un gran numero de
especies, siendo ademas el mejor estudiado.

El linaje Ascomycota es considerado el filo fungico mas grande, comprende
aproximadamente dos tercios de todas las especies descritas. Ascomycota abarca
desde levaduras simples hasta hongos con cuerpos fructiferos macroscopicos de
gran complejidad. El filo contiene tres clases principales: Taphrinomycotina
(anteriormente  conocida como  Aarchiascomycota), = Saccharomycotina
(anteriormente conocida como Hemiascomycota) y Pezizomycotina (anteriormente

conocida como Euascomycota) (Naranjo & Gabaldon, 2019).

Segun estudios realizados Saccharomycotina comprende un gran orden
(Saccharomycetales) donde todos los miembros se caracterizan por (i) la posesién
de ninguna o solo hifas rudimentarias, (ii) células vegetativas que se multiplican por
gemacion o fision, (iii) paredes celulares que carecen de quitina y (iv) asci que se
forman de manera individual o en cadenas (Diezmann et al., 2004).

Ademas, este orden posee diversas especies de importancia practica e
interés cientifico, incluidas varias especies que son patégenas para los humanos,
como Candida parapsilosis, Candida tropicalis y Candida albicans, que es el hongo
patégeno humano mas frecuente. Otras especies de Saccharomycetales son
explotadas por la industria para producir metabolitos secundarios y subproductos

fermentados (Diezmann et al., 2004).




I. “Monokaryotic™ fungi
Il. Basidiomycota

Ill. Ascomycota f &

”ﬂzﬂ:.ﬂﬂ]‘;ﬂﬂh \ﬁb
euno?

Figura 1. Representacion topoldgica del drbol del proteoma del reino de los
hongos. Las ramas de los tres grupos principales se observan de color verde
para el grupo I (hongos monokaryotic), rojo para el grupo II (Basidiomycota)
y violeta para el grupo III (Ascomycota). Todos los protistas estdn en azul, las
ramas de dos conjuntos de externos estdn en negro. Los nombres de nueve
grupos a nivel de filo pertenecientes a los tres grupos principales se muestran
alrededor del circulo (Choi & Kim., 2017).
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Figura 2. Relaciones del grupo de especies de C. glabrata. Los nombres de especies en rojo
y con un asterisco indican patégenos fiingicos humanos (Turner & Butler., 2014).

3.2 Biologia celular de los hongos ascomicetos.

Los hongos ascomicetos crecen de manera filamentosa o de forma de
levadura. Los filamentos individuales se denominan hifas y estan rodeados a
menudo (aunque no siempre) por quitina como componente principal de las paredes
de estos hongos. Las hifas crecen solo en sus extremos, por lo que los hongos
presentan crecimiento apical, y se ramifican periédicamente detras de los apices,
dando como resultado una red de hifas a la que se denomina micelio. Las hifas
pueden ser septadas o no septadas (Deacon, 2013). Las esporas son las células
sexuales de estos hongos y normalmente se encuentran dentro de un saco

denominado asca, de ahi su nombre ascomicetos (Nabors, 2006).




En contraste con los hongos que desarrollan micelio, algunos otros crecen
como organismos unicelulares, como las levaduras que se multiplican por gemacion
en donde la célula hija brota y crece en un extremo de la célula madre. Las levaduras
producen una estructura sexual llamada asca que contempla el 100% de la célula,
en donde se desarrollan las esporas. Al final las células sexuales se liberan del asca
y se dispersan en el medio (Kuhar & Papinutt., 2013).

Las levaduras son organismos unicelulares relativamente grandes (si se las
compara con una bacteria comun). Su tamafo varia entre uno y cinco micrometros
(um) de ancho por cinco a 30 ym de largo, aunque la mayoria oscila entre tres y
ocho uym de diametro (Deacon, 2013). Una levadura tipica tiene forma ovoide, sin
embargo, también existen formas alargadas, esféricas o incluso irregulares, cada
especie tiene su forma caracteristica.

La estructura celular de una levadura es como la de una tipica célula
eucarionte, por lo que contiene estructuras subcelulares caracteristicas de ese tipo
celular: como una pared celular compuesta por diversos polisacaridos
principalmente quitina y proteinas. También muestra una membrana plasmatica
compuesta por una bicapa fosfolipidica, diversas proteinas y esteroles.

Dentro de la célula encontramos el citoplasma compuesto por los organelos
como las mitocondrias, (ya que las levaduras son heterétrofas), el aparato de Golgi,
los reticulos endoplasmaticos, vacuola y el citoesqueleto que da forma a la
estructura caracteristica de la levadura. El nucleo, que es uno de los componentes
subcelulares que distinguen a una célula eucarionta, contiene en su interior el ADN
y toda la maquinaria molecular encargada de mantener y expresar la informacion

genética codificada.

3.3 Biologia molecular de levaduras

3.3.1 ADN, cromosomas y genes

El genoma de levadura posee una gran densidad de genes que constituye
alrededor del 72% (excluyendo el rDNA), lo cual deja muy poco espacio para DNA
no codificante y otros elementos funcionales. Dado el patron de tamafios de ORFs,




la compactacion del genoma se debe a la rareza y pequefio tamafio de los intrones
(el mas largo es de 1 kb, aunque habitualmente son mucho mas pequefios) y a las
cortas distancias intergénicas. Un gen tipico de levadura tiene una pauta de 1000 -
1500 pb de marco de lectura abierta, una region minima promotora que oscila entre
los 300 pb y una regién terminadora de un tamafio promedio de 160 pb. La densidad
de genes no es uniforme a lo largo de los cromosomas. En muchos cromosomas
hay regiones de alta densidad de genes (85%) separadas por otras de baja
densidad (50%). Las regiones centroméricas y teloméricas siempre son de baja
densidad (Pérez, 1997).

Una levadura haploide (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae) contiene 16
cromosomas variando en tamano de 200 a 2200 Kb (Gonzalez & Valenzuela., 2004),
cerrado en sus dos extremos por dos estructuras especiales, constituidas por
repeticiones de TG de unas 150-350 pb. A estas regiones le siguen las zonas
subteloméricas, de un tamafio de 25 Kb, pobres en GC y en genes, que contienen
elementos repetidos. En una posiciéon aproximadamente central se encuentra la
region centromérica, que es muy pequefia (125 pb), también con una composicion

rica en AT que incluyen algunas secuencias consenso (Pérez, 1997).

3.3.2 ADN mitocondrial

EI ADN mitocondrial (ADNmt) de levadura representa en promedio el 15% del
contenido total de ADN nuclear, consiste principalmente en moléculas lineales de
longitud variable de ~75 a150 Kb, pero también estan presentes pequefas
cantidades de ADN circular (Malina et al., 2018). Las caracteristicas del ADNmt en
el género Candida varia en cada especie, el genoma mitocondrial de C. albicans es
mas compacto que el de S. cerevisiae, y las regiones codificantes cubren la mayor

parte de su secuencia. Tiene un tamafo molecular de 41 kb.

3.4 Levaduras comensales y patégenas en humanos.

3.4.1 Levaduras comensales en humanos.




Los microorganismos comensales son aquellos que cohabitan en diferentes
regiones anatémicas de los individuos sin causar dafo, es decir, conviven en
contacto directo con el hombre, de modo que se establece una relacion simbidtica
(beneficios bidireccionales) (La Rosa et al., 2014). Entre esta clase de
microorganismos estan presentes los hongos, que pueden asociarse con nuestros
cuerpos, ya sea en la piel grasa o en el intestino anaerdbico. Los mamiferos han
evolucionado en presencia de diversos hongos, y nuestros sistemas inmunes estan

adaptados a su presencia (Wheeler et al., 2017).

Figura 3. Saccharomyces cerevisiae. Microscopia electrénica de barrido (Das Murtey
& Ramasamy, 2016).

En el intestino, por ejemplo, esfuerzos de secuenciacion han sugerido que
los hongos constituyen aproximadamente el 0.1% de los microorganimos (Wheeler
et al., 2017). y se ha demostrado que en el intestino habitan mas de 50 géneros de
especies de hongos como: Candida, Saccharomyces y Cladosporium,
(particularmente comunes) (Underhill & lliev., 2014).

El sistema gastrointestinal humano tiene una poblacion pequefia pero
constante de C. albicans. Asi mismo existen otras especies que pueden colonizar la
mucosa oral, epidermis y del tracto gastrointestinal humano como C. glabrata, C.

parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. krusei (Biasoli, 2013). Algunas




levaduras como es el caso del género Saccharomyces comunmente se encuentran
presentes en el tracto gastrointestinal como un microorganismo comensal, pero
también es considerada benéfica ya que es empleada como probidtico (Leonard,
2007). A mencion de este género de levadura se puede comprender que algunos
comensales son benéficos para el hospedero.

En contraste, enfoques dependientes de cultivo han identificado muchos
hongos comensales asociados con la piel, Malassezia quien es el residente
dominante de la piel, requiere lipidos para crecer, por lo tanto, se encuentra
asociada con areas de la piel donde hay secreciones sebaceas, en menor grado se
encuentran Penicillium y Aspergillus. También se han cultivado otros hongos como
Alternaria, Candida, Rhodotorula, Cladosporium y Mucor, pero con menor
frecuencia (Underhill & lliev, 2014).

Bajo un estado fisiolégico normal, la cavidad oral alberga una diversa
microbiota con especies de Candida que se encuentran en hasta el 75% de las
personas sanas. Estudios basados en secuenciacion de regiones espaciadoras
transcritas internas (ITS) para la evaluacion de microbioma oral se identifico mas de
80 géneros de hongos y se descubrié que Candida y Clodosporium se detectaban
mas abundantemente en individuos sanos (Wheeler et al., 2017).

Diferentes partes del cuerpo humano se encuentran expuestas a la presencia
de diversos hongos. Los pulmones estan constantemente expuestos a hongos
orales y ambientales. Por lo tanto, el sistema inmunitario de la mucosa en los
pulmones se encuentra continuamente con hongos y antigenos fungicos. Los
hongos comunmente encontrados en este entorno incluyen Aspergillus sp. y
Scedosporium sp. dos mohos filamentosos formadores de esporas (Underhill & lliev.,
2014).

Al igual que otras superficies mucosas, la vagina alberga un grupo de
ocupantes microbianos, diversos estudios sugieren la presencia de 11-20 géneros
diferentes, con hongos comunmente detectados que incluyen Candida,

Saccharomyces, Aspergillus, Alternaria 'y Cladosporium (Underhill & lliev, 2014).
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3.4.2 De levaduras comensales a patégenas.

Las interacciones entre el Sistema inmune y el microbioma son reconocidos como
importantes para la homeostasis inmune (Wheeler et al., 2017). Se cree que la
interaccién entre microorganismos comensales y/o ambientales y el sistema inmune
en individuos sanos promueve una “coexistencia pacifica” entre el huésped y el
microbio. Por lo tanto, es logico suponer que algunos hongos comensales
desarrollarian mecanismos para remover su tolerancia por parte del sistema

inmunitario del huésped para establecer la colonizacién (Wheeler et al., 2017).

Airborne fungi Common food fungi

Aspergillus Saccharomyces
Alt . Penicillium
ernaria Agaricus
Cladosporium Aspergillus
Cladosporium
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Figura 4. Distribucion de hongos comensales comunes. El nivel de prevalencia de estos
géneros de hongos se describe con el tamafio de los caracteres; entre mds grande es el
caracter, mds prevalente es el hongo de ese género (Wheeler et al., 2017).

Los hongos comensales responden al estado inmunitario del huésped y este
es un determinante importante del comensalismo versus la invasion fungica
patoldgica. Normalmente estamos colonizados con muchos hongos, de los cuales
pueden generar enfermedades (por ejemplo, en la piel, mucosas o en el intestino).

Al romperse la proteccion del sistema inmune las infecciones fungicas superficiales
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e invasivas causan enfermedades que van desde irritantes hasta mortales (Wheeler
et al,. 2017).

Muchas especies de hongos que se encuentran como parte del microbioma
normal (filo Ascomycota y Basidiomicota) de los mamiferos pueden asociarse con
enfermedades; sin embargo, a menudo es dificil establecer si los hongos patégenos
se derivan realmente de cepas comensales. Estudios previos han sefialado que las
cepas que causan enfermedades coinciden con las cepas comensales
transportadas por los pacientes (Wheeler et al., 2017). Segun estudios de Gouba y
Drancourt (2015) se demostré mediante genotipado que el microbioma intestinal
representa una fuente de infeccidbn micotica causada por Candida albicans vy
Candida glabrata. Con base a los estudios realizados por Nucci and Anaissie (2001)
sugieren que la colonizacion intestinal por Candida que lleva a la inmunosupresion
conduce a la candidiasis diseminada. Tedricamente se habla de que las diferentes
especies de Candida spp. comensales realizan translocaciéon y asi pueden causar
enfermedades en diferentes ubicaciones.

C. albicans es un miembro de la microbiota saludable, colonizando
asintomaticamente el tracto gastrointestinal, el tracto reproductivo, la cavidad oral y
la piel de la mayoria de los humanos. En individuos saludables es inofensiva, se
mantiene en equilibrio con otros miembros de la microbiota local. Sin embargo
alteraciones en la microbiota del huésped, cambios en la respuesta inmune del
huésped o variaciones en el entorno local pueden permitir que C. albicans crezca
demasiado y cause infeccion (Nobile & Johnson, 2015).

Las infecciones varian desde infecciones superficiales de la mucosa vy
dérmicas, como aftas, infecciones diseminadas de manera hematdgena con tasas
considerables de mortalidad. C. albicans se encuentra entre la cuarta causa mas
frecuente de infecciones del torrente sanguineo en entornos clinicos que puede
conducir a infecciones invasivas sistémicas de tejidos y 6rganos (Wheeler et al.,
2017).

Por su parte, la microbiota vaginal comprende una comunidad de microbios
con diversidad moderada y juega un papel mutualista en el mantenimiento de la

salud vaginal. Estudios han sugerido que la interrupcidn en la composicion
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microbiana puede conducir a una mayor susceptibilidad a diversas enfermedades
infecciosas (Liu et al., 2013). Aunque Candida forma parte normal del microbioma
vaginal, del 5 al 8% de las mujeres adultas experimentan candidiasis vulvovaginal
recurrente. La naturaleza recurrente de tales infecciones sugiere frecuentemente
que las cepas comensales causan enfermedades, no la reintroduccion constante de
cepas extrafas (Wheeler et al., 2017).

Las levaduras vaginales se vuelven patdégenas cuando el sitio de
colonizacion en el huésped es favorable para su desarrollo. Varios factores que
pueden aumentar este riesgo son, la colonizacion previa por la levadura,
enfermedades inmunosupresoras, diabetes mellitus (DM), entre otros (Gunther et
al., 2014).

La candidiasis sistémica es el tipo mas comun de infecciones micaéticas del
torrente sanguineo documentada en el mundo, se cree que se origina comunmente
a partir de la translocacion de hongos intestinales o de la mucosa en la sangre. Se
ha documentado que mas de una docena de especies de Candida causan
infecciones del torrente sanguineo en humanos, de las cuales el 95% son causadas
por C. albicans, C. glabrata, C. paripsilosis, C. tropicalis y C. krusei (Wheeler et al.,
2017).

La colonizacién oral por levaduras es uno de los principales procesos
iniciales que pueden progresar a infeccion si el sistema inmunitario innato vy
adaptativo se ve interrumpido. La candidiasis oral es una de las principales
infecciones fungicas oportunistas que ocurren en mas de 90% de las personas
infectadas por el VIH durante el transcurso de la enfermedad. La colonizacion de la
cavidad oral por Candida spp. en la poblacion sana varia del 17% al 75% en todo el
mundo. Las terapias multiples y principalmente el tratamiento con antibiéticos entre
las personas infectadas con VIH es uno de los factores que pueden influir en la
colonizacion oral de Candida (Mushi et al., 2016).

En pacientes con cancer que reciben quimioterapia, son tratados con
cocteles de antibidticos que pueden inducir a disbiosis de la microbiota intestinal
normal y un crecimiento patolégico excesivo de Candida spp. comensal (Wheeler et
al., 2017).
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3.5 Caracteristicas de las candidemias.

3.5.1 Factores de virulencia.

Las levaduras asi como otros microorganismos poseen diferentes factores de
virulencia que favorecen su accion invasora. Candida albicans es la especie fungica
mas prevalente de la microbiota humana debido a sus diferentes factores de
virulencia como biopeliculas, secrecion de enzimas hidroliticas y la presencia de

transportadores de membrana (Rodrigues et al., 2014).
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Figura 5. Etapas de la formacion de biopeliculas de Candida albicans. (1) adhesién de
levaduras a una superficie. (2) proliferacion o division celular, forman una capa basal
de células de anclaje. (3) Maduracién, comienza la produccion de material de matriz
extracelular. (4) Dispersion, liberacién de células en forma de levadura de la biopelicula
que colonizaran nuevas superficies (Nobile & Jhonson, 2015).

Las biopeliculas son el estado de crecimiento predominante de muchos

microorganismos (Nobile & Johnson., 2015). Estas forman comunidades bioldgicas
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con un grado extraordinario de organizacion, en el que los microorganismos forman
comunidades estructuradas, coordinadas y funcionales, incrustadas en una matriz
extracelular de creacion propia (Rodrigues et al., 2014).

En el estudio realizado por Nobile & Johnson (2015) se menciona que la
matriz de biopeliculas de C. albicans esta compuesta predominantemente por
proteinas y glucoproteinas (55%), carbohidratos (25%), lipidos (15%) y acidos

nucleicos (5%). Ademas se identificaron mas de 500 proteinas en la matriz.

C. albicans produce biopeliculas altamente estructuradas, compuestas de
multiples tipos de células (es decir, células redondas, en forma de levadura en
ciernes; ceélulas seudohifales ovales; y células de hifas cilindricas alargadas)
encerradas en una matriz extracelular. La formacién de biopeliculas in vitro, en su
mayor parte, se correlaciona bien con los modelos de biopeliculas in vivo y ex vivo.
Las hifas en las biopeliculas contribuyen a la estabilidad arquitectonica general de
la biopelicula, actuando como un andamio de soporte para las células de levadura
y otras hifas promoviendo el desarrollo de las biopeliculas. (Nobile & Johnson.,
2015).

Sin embargo C. albicans no es la Unica especie fungica que puede formar
biopeliculas en un huésped mamifero. Las especies estrechamente relacionadas C.
dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei han sido implicadas en
infecciones asociadas a biopeliculas. Cada una de estas especies puede formar
una biopelicula in vitro, pero el grosor, la resistencia y la robustez en diferentes
condiciones ambientales disminuyen a medida que las especies divergen
filogenéticamente de C. albicans (Hasan et al, 2008). Adicionalmente la matriz
extracelular secretada también contribuye a la resistencia de la biopelicula ante el
farmaco, actuando como una barrera fisica para la penetracion del farmaco y
contribuyendo directamente a la integridad estructural general de la biopelicula
(Nobile & Johnson., 2015).

Otro factor importante son las adhesinas que median la adhesion a otros
microorganismos, a superficies abidticas (Mayer et al., 2013), y tienen una gran
capacidad de adaptacion y facilitan la unién del hongo con los epitelios del huésped.
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También puede favorecer a la virulencia de Candida la capacidad de generar
cambios en su morfologia, o alterar las propiedades de la superficie celular y/o
bioquimicas (Garcia et al., 2013).

En el género Candida, los llamados factores de virulencia comprenden no
solo la adhesion y la formacion de biopeliculas, sino también la capacidad de
destruir los tejidos huésped, lo que puede facilitarse mediante la liberacion de
enzimas hidroliticas en el entorno local. La secrecidn general de enzimas, como
proteasas, fosfolipasas, lipasas y hemolisinas, ayudan a las levaduras a sobrevivir
y replicarse dentro de los macrofagos, pudiendo destruir el epitelio. Algunas
especies no producen proteasas como lo es C. glabrata, en oposicion al resto de
las especies de Candida (Rodrigues et al., 2014).

Segun Figueiredo et al. (2017) en las especies de Candida, las enzimas
hidroliticas extracelulares facilitan la nutricion, adherencia, colonizacion,
penetracion de tejidos o células, invasion, diseminacion y escape de las respuestas
inmunes del huésped. Ademas la secrecidn de enzimas hidroliticas tiene la
capacidad de regular la resistencia a los medicamentos antifungicos de Candida
spp.

Candida glabrata puede producir hemolisinas in vitro, produciendo lisis de
eritrocitos parciales o totales. Aunque se sabe que las hemolisinas son factores de
virulencia putativos que respaldan la patogenicidad en la especie Candida, la
expresion genética de la actividad hemolitica en C. glabrata es poco entendida
(Rodrigues et al., 2014).

Todas las especies de Candida poseen la capacidad de responder a las
alteraciones ambientales destinadas a adaptarse a la presencia de agentes
antifungicos (Rodrigues et al., 2014). Las levaduras cuentan con un flujo de salida
que modula la actividad de un gran numero de antifungicos. Este flujo de salida es
constituido por proteinas de la gran superfamilia de casetes de union a ATP, e
incluyendo la glucoproteina P en el grupo MDR (resistencia a multiples farmacos) y
la MRP (proteina de resistencia a multiples farmacos), han sido reconocidas como

responsables del eflujo de salida de antibiéticos (Prasad & Goffeau, 2012).
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Entre los diversos mecanismos que contribuyen al fenobmeno MDR, la
sobreexpresion de las bombas de extrusidbn multidrogas de tamafio completo
pertenecientes a la superfamilia ABC es la causa mas frecuente de resistencia a los
antifungicos, herbicidas, medicamentos contra el cancer y otros medicamentos. En
C. glabrata Una gran cantidad de transportadores ABC multidrogas pertenecen a la
subfamilia de proteinas Pdr. La subfamilia fungica de la proteina Pdr comprende al
menos 10 grupos filogenéticos. En la mayoria de estos grupos como el grupo A que

contiene Pdr5p de S. cerevisiae y Cdr1p de C. albicans (Prasad & Goffeau, 2012).

ATP ADP+P; ATP ADP+P,

Figura 6. La topologia predicha de los transportadores de casete de uniéon a ATP (ABC)
pertenecientes a la subfamilia de resistencia a fdrmacos pleiotropicos. Estos
transportadores tienen 12 segmentos transmembrana (TMS) y dos dominios de unién a
nucleédtidos (NBD), organizados en topologia inversa (NBD TMS6) 2. Los dos NBD (NBD
N-y C-terminales) se muestran como octdgonos. Se indican los dominios transmembrana
(TMD1 y TMD2). Cada TMD consta de seis TMS. Se indican los terminales amino y
carboxilo de la proteina (Prasad & Goffeau, 2012).

3.5.2 Inicio y desarrollo de la infeccion.

Como se menciond anteriormente, la patogenicidad de las especies de Candida
estd mediada por una serie de factores de virulencia, incluida la adherencia y la
formacion de biopeliculas en el tejido del huésped, la capacidad de evadir las
defensas del huésped y la produccion de enzimas hidroliticas que dafian los tejidos

(por ejemplo, proteasas, fosfolipasas y hemolisinas) (Silva et al., 2012).
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La transicion entre la colonizacién y la invasién de mucosas o la diseminacién
de la infeccidon depende mayoritariamente de la respuesta inmunolégica que sea

capaz de ofrecer el huésped frente al hongo. La infeccion por Candida spp. se divide

en dos grandes grupos: infeccion mucocutanea e invasiva (Basmaciyan et al., 2019).

El evento primario en la infeccion por Candida es la adherencia a las
superficies del huésped, que se requiere para la colonizacion inicial. La adherencia
contribuye a la persistencia del organismo dentro del huésped y se considera
esencial en el establecimiento de la enfermedad. (Silva et al., 2012). En el huésped
la primera linea de defensa frente a Candida lo constituyen los diferentes
mecanismos de inmunidad innata locales a nivel de las mucosas (Garcia et al.,
2013). La unién de Candida al huésped es seguida por la division celular, la
proliferacion y el posterior desarrollo de biopeliculas (Silva et al., 2012).

La destruccion de los tejidos del huésped por las especies de Candida puede
verse facilitada por la liberacion de enzimas hidroliticas en el medio ambiente local.
Una vez atravesadas las barreras mucocutaneas, los neutrofilos y monocitos son
las células claves en los estadios iniciales de la respuesta del huésped frente a la
infeccion (Garcia et al., 2013).

Las especies del género Candida tienen mecanismos para evadir la
respuesta inmunolégica producida por el hospedero. C. glabratay C. albicans tienen

la capacidad de sobrevivir a la fagocitosis de los macréfagos (Toth et al., 2014).

3.5.3 Tratamientos.

En el tratamiento de las candidemias se han perfilado tres grupos de medicamentos,
usados en varias estrategias de manejo: los azoles que constituyen los
medicamentos de primera eleccién, con el fuconazol como principal exponente y
posterior itraconazol, los policétidos como la anfotericina B y el grupo de las
equinocandinas con caspofungina, micofungina y anidulafungina que se
caracterizan por reducir el riesgo de resistencia a los antifungicés (Lazo et al., 2018).

Los azoles inhiben la biosistesis de ergoesterol al interferir con la enzima

fungica, lanosterol desmetilasa, una funcién clave de esta enzima es convertir el
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lanosterol en ergoesterol y la inhibicion de este conduce al agotamiento del esterol
en la membrana celular fungica. Esto provoca deficiencias durante la biosintesis de
la membrana plasmatica (Silva et al., 2012).

Los antifungicos de policétidos, como la anfotericina B, son fungicidas debido
a su capacidad de interactuar con el componente ergoesterol dentro de la
membrana celular para generar poros, lo que provoca una fuga de la membrana
celular que conduce a la pérdida del contenido citoplasmatico. La anfotericina B es
considerada el espectro mas amplio de actividad antifungica y se usa en casos de
infecciones graves e invasivas por Candida, como en el tratamiento de infecciones
sistémicas en pacientes hospitalizados (Silva et al., 2012).

El grupo de las equinocandinas se dirigen a los componentes de la pared
celular, por ejemplo B-1,3- D- glucano, un componente clave de la pared celular
fungica que no esta presente dentro de las células de mamiferos. La interferencia
con la enzima 3-1,3- D- glucano sintetasa puede inhibir la sintesis de B-1,3- D-
glucano (Mesa et al., 2012).

Otro antifungicos utilizado es la 5-flucitosina que ingresa a la celula fungica
a través de una permeasa de citosina y luego el hongo lo convierte en 5-fluorurucilo.
Este analogo de nucleosido se incorpora a las moléculas de ARN y posteriormente
interfiere con la sintesis de proteinas dentro de la célula fungica provocando la
muerte de esta (Silva et al., 2012).

3.5.4 Problemas mas comunes en el tratamiento de las candidemias.

Un gran problema que se esta presentando en el manejo de las candidemias es el
desarrollo de resistencia a los antifungicos. El uso repetitivo y prolongado de azoles
sin justificacion terapéutica es una practica que debe evitarse, ya que ha sido uno
de los motivos generadores de dicha resistencia (Lazo et al., 2018).

La resistencia a la anfotericina B es poco frecuente durante el tratamiento,
pero los informes de aislamiento que muestran una concentracion minima inhibitoria
(CIM) elevada se han vuelto mas frecuentes. Se cree que la resistencia a los

policétidos es el resultado de la alteracion del contenido o composicion de esteroles
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en la membrana celular resultado de una mutacion en el gen ERG3, (Silva et al.,
2012).

El desarrollo de los antifungicos azolicos mejoro las opciones de tratamiento
para las infecciones por hongos y su reducida toxicidad en el huésped ha llevado a
Su uso generalizado. En consecuencia, con este uso extenso, se ha encontrado
resistencia a estos agentes, particularmente fluconazol. La resistencia a los azoles
puede ser el resultado de mutaciones puntuales en ERG11, estas mutaciones
conducen a sustituciones de aminoacidos que alteran la estructura de la proteina y
hacen que la unién de los azoles sea menos eficiente (Silva et al., 2012; Berkow &
Lockhart, 2017).

Otro mecanismo primario por el cual las especies de Candida resisten los
efectos de los antifungicos azélicos implica el flujo de salida activo del medicamento
fuera de la célula mediante la activacion de dos tipos de proteinas de transporte de
flujo de salida codificadas por genes MDR o CDR. La caracteristica mas importante
de Candida es la formacion de biopeliculas por su papel en el aumento de la
tolerancia ante la terapia antifungica convencional (Silva et al., 2012).

Un estudio realizado por Lockhart et al. (2017). Donde se llevaron a cabo 54
aislamientos de Candida auris a partir de muestras de sangre, orina, tejidos blando
y otros sitios de pacientes hospitalizados de Pakistan, India, Sudafrica y Venezuela
se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicética donde se obtuvieron los
siguientes resultados: 50 aislamientos (93%) fueron resistentes al fluconazol, 29
(54%) al voriconazol, 19 (35%) a la anfotericina B, 4 (7%) a equinocandinas y 3 (6%)
fueron resistentes a la flucitosina. Este estudio demostrd la alta capacidad de
resistencia ante multiples farmacos como los azoles y una alta distribucién a nivel
geografico. Adicionalmente, En los EE. UU., C. albicans tiene una baja incidencia
de resistencia al fluconazol, aproximadamente 0.5 a 2%. C. tropicalis , C.
parapsilosis 'y C. glabrata , por otro lado, tienen tasas mas altas en 4-9%, 2-6% y
11-13%, respectivamente (Berkow & Lockhart., 2017).

Como se ha visto, la resistencia a farmacos es variable entre especies,

incluso entre cepas de la misma especie del género Candida. Por lo que la
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identificacion correcta de la especie es de suma importancia para tomar una

decision acertada en el tratamiento.

3.6 Métodos de deteccion.

Las infecciones causadas por Candida estan asociadas con una alta mortalidad y
un exceso en costos de hospitalizacion. La mortalidad atribuible varia de 11% a mas
del 47%, dependiendo del tiempo hasta el inicio de la terapia antimicoética,
aumentando en mas de 10% por dia de retraso en el tratamiento desde el momento
del inicio sospechoso. La identificacion temprana de la candidemia y la
administracién oportuna de la terapia antimicotica adecuada es fundamental para
mejorar los resultados (Bilir et al., 2015).

Para los pacientes candidemicos, la terapia especifica de especie se
administra solo después de que los diagnosticos basados en hemocultivo aislen un
patdgeno y lo identifiquen mediante métodos candnicos, y esto puede tomar al
menos entre 4 a 7 dias debido al lento crecimiento de Candida, aumentando la
mortalidad y los costos (Bilir et al., 2015).

La candidemia y otras formas de candidiasis invasivas representan un
desafio significativo para el diagndstico. Para proporcionar el mejor tratamiento, es
importante identificar la especie. Histéricamente, el diagndstico de infeccion por
Candida dependia de tres enfoques clasicos de laboratorio: microbioldgico,

inmunoldgico e histopatoldgico; y ahora incluye nuevos métodos, como técnicas

radiograficas, métodos moleculares, protedmicos y bioquimicos (Pfaller et al., 2016).

3.6.1 Métodos de identificacion mas utilizados

Hemocultivo

El cultivo de sangre es el estandar de oro para el diagndstico de infecciones del
torrente sanguineo causado por bacterias y hongos. (Menchinelli et al., 2019). Sin
embargo, se necesitan al menos 24 horas para obtener el crecimiento de las

muestras clinicas, y otras 24 horas adicionales para la caracterizacion de aislados
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en pasos subsecuentes. Ademas, cuenta con baja sensibilidad (40%) (Martinez-
Garnica et al., 2015).

ELISA

Los métodos inmunoldgicos son una herramienta de gran valor que se basan en la
deteccion de antigenos o anticuerpos a través de ensayos de inmunofluorescencia
indirecta, aglutinacion en latex o de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
(Guilarte & Pardi, 2009). Los parametros de diagndstico muestran una alta
especificidad diagndstica para ELISA del 97% y una sensibilidad del 83%. Sin
embargo esta técnica puede dar reaccion cruzada entre patdogenos
filogenéticamente cercanos (Moudni et al., 1998).

Existen otras variaciones de ensayos inmunoldégicos como Inmunoensayo
enzimatico (EIA), ensayo fluorescente ligado a enzimas (ELFA), ensayo
inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayo de inyeccion de flujo, los

cuales requieren menos tiempo de operacion(Alahi & Mukhopadhyay, 2017).

MALDI-TOF

El método que emplea el espectrometro de masas MALDI-TOF identifica
rapidamente organismos después del aislamiento de muestras de las especies
bacterianas y de levadura. La integraciéon de MALDI-TOF en el flujo de trabajo de
microbiologia clinica disminuye el tiempo de identificacion del organismo en 1.2-1.5
dias en comparacion con los métodos convencionales. Sin embargo se requiere que
el patdogeno sea aislado y ademas el perfil del espectro de masas de los
componentes de la membrana plasmatica (Huang et al.,, 2013). Ademas, la
adquisicién de estos instrumentos puede tener un costo restrictivo para laboratorios

de recursos limitados (Kothari et al., 2014).

Hibridacion “in situ” fluorescente (FISH)
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La hibridacién fluorescente in situ es una técnica que detecta secuencias de acidos
nucleicos en células o tejidos preservados mediante el empleo de una sonda
marcada con un fluorocromo, la cual va dirigida hacia un lugar especifico del
cromosoma y que emite fluorescencia que puede ser observada por medio de un
microscopio. (Martinez & Otero, 2013). FISH es robusto, facil de realizar y
considerablemente rapido, con un tiempo de resultado de alrededor de 5 horas.
Ademas, tiene la capacidad de identificar los hongos directamente en las muestras
biolégicas y no requiere subcultivos (Da Silva et al., 2015).

La exactitud y confiabilidad de los resultados obtenidos por FISH depende de
lo especifica que sea la sonda de oligonucleétidos. El disefo, asi como la evaluacién
exhaustiva de nuevas sondas, son pasos criticos. A pesar de que la sonda haya
sido bien disefiada y probada se puede presentar la union a microorganismos que

no se hayan descrito hasta el momento (Martinez & Otero, 2013).

Métodos moleculares basados en ADN

Los métodos basados en ADN como: PCR, gPCR, PCR-multiplex, y biosensores
son muy rapidos, son faciles de implementar y no requieren de personal técnico muy
capacitado para su manipulacién. Y a pesar de que algunos de ellos son muy
sensibles, todos ellos requieren que el disefio de los oligonucledtidos sea altamente
especifico para incrementar la exactitud y confiabilidad, y evitar falsos positivos. Por
lo tanto para que estos métodos de identificacion de patdgenos sean muy eficientes,
rapidos, sensibles y sobre todo especificos, es necesario crear una herramienta
bioinformatica que permita disefiar esos oligonucledtidos especie-especificos que

le van a dar la exactitud y confiabilidad.

3.7 Recursos bioinformaticos

En la actualidad, el uso de ordenadores en el quehacer cientifico ha ido en
incremento. Siendo éstos de mucha utilidad para realizar investigaciones, analizar

datos y contestar incognitas en muchas disciplinas. La biotecnologia es una
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disciplina de la biologia que se ha aprovechado del uso de los ordenadores y la
bioinformatica para el desarrollo tecnoldgico y del conocimiento. La bioinformatica
es una rama multidisciplinaria de la biologia, bioquimica, matematicas, estadistica
y ciencias computacionales o informaticas que tiene como objetivo el desarrollo y
empleo de herramientas computacionales destinadas al analisis masivo de datos
biolégicos de diversos tipos para contestar preguntas en el area de la biologia y
todas sus disciplinas (de Carvalho et al., 2019).

Con el desarrollo de nuevas tecnologias, como la secuenciacion masiva de
nueva y tercera generacion, se han recopilado una cantidad inimaginablemente
grande de datos; dichos datos se ordenan en bases de datos que se encuentran
almacenadas en repositorios. Un repositorio muy reconocido en la actualidad es el
Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI) que es un sistema
centralizado de recoleccién y ordenamiento de la informacion obtenida a partir de
experimentos cientificos del area de la biologia para ofrecérsela al publico de
manera gratuita y comprensiva (Wheeler et al., 2007).

El NCBI cuenta con una gama amplia de bases de datos como las que
contienen informacion sobre taxonomia, hasta aquellas que contienen las secuencia
de nucledtidos de genomas completos de muchas especies de diferentes reinos.
Toda esta informacién es de mucha relevancia para el disefio de oligonucledétidos
especificos para un patégeno dado ya que podemos realizar un analisis de
discriminacion de aquellas secuencias del genoma del patégeno que son similares
a alguna subsecuencia de microorganismos pertenecientes a otras especies
(Wheeler et al., 2007).

Para lograr este objetivo contamos con una herramienta bioinformatica que
permite realizar este tipo de analisis de manera automatica y sistematica. Dicha
herramienta se desarrolld6 en el area de Bioinformatica del Departamento de
Ciencias Basicas de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en
colaboraciéon con la divisibn de Biologia Molecular del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A.C. (IPICYT). Esa herramienta se llama

“BESTur” ( https://www.github.com/exsevier/bestur).
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3.8 BESTur: Herramienta de busqueda potenciada por BLAST.

BESTur es una implementacién en tuberia de comandos que en un primer proceso
fracciona el genoma del patégeno (por ejemplo, C. glabrata) en fragmentos de
tamano determinado y a cada cierta distancia entre cada fragmento. Estos
parametros los llamamos tamafo de ventana y tamafo de salto (Figura 7). Para
realizar el analisis de discriminacion de secuencias similares, BESTur prepara y
formatea una base de datos con las secuencias de genomas completos de
microorganismos de diferentes especies y que no contiene el genoma del patégeno

en cuestion.

Figura 7. Descripcion grdfica del proceso de fragmentado del genoma consulta. La
barra gris representa una region del genoma consulta, y las barras cortas de color azul
son los fragmentos obtenidos después del corte. (S) es el tamario del salto, que es el
niimero de nucledtidos que BESTur salta entre cortes. (W) es el tamanio de la ventana,
que es el niimero de nucleétidos del fragmento obtenido.

Después BESTur realiza una busqueda por BLASTn (Altschul et al., 1990)
utilizando diversos parametros de corte como (% identidad, % de cobertura HSP de
la secuencia consulta, y el valor esperado (e-value), toma como secuencia consulta
cada fragmento generado a partir del genoma del patégeno y lo compara con el
primer genoma seleccionado de la base de datos. BESTur selecciona todos los
fragmentos del genoma que dieron la mejor puntuacion en su alineamiento con
alguna subsecuencia del genoma de la base de datos, tomando en cuenta los
parametros de corte.

25



Porcentaje de la cobertura HSP de la secuencia consulta

Porcentaje de identidad es el nimero de nucleétidos
idénticos dividido entre el nimero de nucledtidos

comparados.
High-Scoring Pairwise segment. Regién de un genoma de la base de
[Segmento pareado de alto puntaje] datos.

I Fragmento del genoma consulta.

Figura 8. Definicion grdfica de los pardmetros porcentaje de cobertura HSP de la
secuencia consulta y porcentaje de identidad. La barra gris representa una region dada
del genoma de la base de datos. La barra azul representa un fragmento del genoma
consulta y la region sombreada de color rosa representa el segmento pareado de alto
puntaje. El porcentaje de cobertura HSP de la secuencia consulta es el porcentaje de la
region sombreada de color rosa con respecto al tamaiio total de la barra azul que
representa el fragmento.

Los identificadores de los fragmentos que selecciond son utilizados para
eliminar esos fragmentos en el conjunto original de fragmentos y luego proceder con
la siguiente busqueda de BLAST con el siguiente genoma de la base de datos. Este
procedimiento lo realiza con todos los genomas de la base de datos hasta que
acaba con todos y al final se queda con los fragmentos que en ninguna busqueda
dieron un alineamiento con buena puntuacién. Estos fragmentos son utilizados en
un proceso subsecuente de ensamble con las herramientas de la nueva version de
“tuxedo suit” (Petrea et al., 2016) y “samtools” (Li et al., 2009) que tiene el propdsito
de ensamblar aquellos fragmentos que estan contiguos para obtener fragmentos
mas grandes y bien representados.

2,403 bp

6.400 bp 6.600 bp 6.800 bp 7.000 bp 7.200 bp 7,400 bp 7.600 bp

MFPT
OR

26



Figura 9. Descripcion grdfica de los pardmetros de ensamble. niimero de fragmentos
minimos por ensamble (MFPT) y niimero de nucledtidos mdximo para considerar ambos
fragmentos dentro de un ensamble (OR). En la parte superior se muestra una region del
genoma consulta asi como una regla que muestra el tamafio de la region. A bajo se
muestran los fragmentos consulta mapeados en esa region.

Figura 10. Diagrama de flujo de la tuberia de comandos de BESTur.

3.9 Parametros de corte en la busqueda con BLAST.

BLASTn utiliza diversos parametros en sus busquedas. Nosotros utilizamos para
modular la busqueda tres parametros que miden la similitud entre la secuencia
consulta y alguna region del genoma de la base de datos. Estos son el porcentaje
de identidad, el porcentaje de la cobertura HSP de la secuencia consulta y el valor
esperado (e-value).

El porcentaje de identidad es el porcentaje de nucledtidos de la secuencia

consulta que son idénticos a alguna secuencia del genoma de la base de datos que
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genero un segmento pareado de alto puntaje. El porcentaje de la cobertura HSP de
la secuencia consulta se refiere al porcentaje de la secuencia consulta que generé
un segmento pareado de alta puntuacion entre la secuencia consulta y alguna
secuencia del genoma de la base de datos. El e-value es un valor que esta
relacionado con el score, el tamano de la base de datos y el tamafo de la secuencia

consulta.
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IV. Materiales y métodos

4.1 Descarga de la base de datos de secuencias

Las secuencias de ADN de diversas levaduras pertenecientes al género Candida
(Tabla 1) se descargaron del repositorio del Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés). La descarga se logré con las
herramientas “eutils” y “edirect” proporcionadas por el mismo NCBI. El formato de

archivos que seleccionamos para almacenar la base de datos fue FASTA.

Tabla 1. Levaduras de interés médico del género Candida.

Nombre cientifico No. acceso (GenBank)

Candida glabrata GCA_000002545.2
Candida albicans GCA_000182965.3
Candida orthopsilosis GCA_000315875.1
Candida parapsilosis GCA_000182765.2
Candida tropicalis GCA_000006335.3
Candida guilliermondii GCA_000149425.1
Candida auris GCA_002775015.1
Candida krusei GCA_003054445.1
Candida pseudohaemulonii GCA_002933435.1
Candida haemulonii GCA_002926055.1
Candida duobushaemulonis GCA_002926085.1

4.2 Identificacion de regiones Unicas en el genoma de Candida glabrata

Se prepard una base de datos solo con las secuencias del genoma de casi todas
las especies de Candidas de interés médico que se muestran en la (Tabla 1),
excepto la de C. glabrata. La base de datos fue formateada para ser sometida a
analisis usando la tuberia de comandos BESTur; un programa de computadora
desarrollado en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en colaboracién con
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el Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica A.C. para identificar
regiones unicas en el genoma de la levadura C. glabrata. La identificacion de esas
regiones unicas se logr6 mediante un proceso sistematico exhaustivo de
comparacion entre el genoma de C. glabrata y la base de datos.

Para evaluar el funcionamiento de la herramienta BESTur y seleccionar los
parametros optimos de busqueda, decidimos variar los valores del porcentaje de
identidad (10%, 30%, 50%, 60%, 65% y 70%) y porcentaje de cobertura HSP de la
secuencia consulta (20% y 40%). Los parametros adicionales que utilizamos los
mantuvimos constantes durante todos los analisis: tamafno de la ventana 500
nucleodtidos, tamano del salto 250 nucledtidos, e-value 10, numero de fragmentos
minimos por fragmento ensamblado 5, y radio de sobreempalme 50 nucleétidos.
Utilizamos las siguientes puntuaciones para el alineamiento: recompensa por un
buen apareamiento entre nucleétidos 1, penalizacion por mal apareamiento de
nucledtidos -1, penalizacion por existencia de espacios 0, y penalizacion por
extension del espacio -1. El algoritmo utilizado de busqueda fue BLASTn.

Los resultados fueron analizados con el objetivo de encontrar los valores de
corte para los parametros evaluados. Las regiones unicas identificadas fueron
visualizadas en el visor “Integrative Genomic Viewer” (IGV) de “Broad Institute”
(Robinson et al., 2011). Las mejores predicciones de regiones unicas que
seleccionamos fueron aquellas que tuvieron suficiente apoyo con fragmentos del
genoma consulta retenidos y mapeados en dicha region asi como sintenia
conservada en regiones aledainas a la region unica.

Las regiones unicas ensambladas fueron extraidas de la secuencia del
genoma y almacenadas en un archivo en formato FASTA para su posterior uso en

el disefo de los cebadores de PCR.

4.3 Diseno de los oligonucleétidos cebadores de PCR

El disefio de los oligonucledtidos se realizé utilizando como molde las regiones
unicas identificadas con BESTur en el genoma de C. glabrata. Estas secuencias se

analizaron con el programa Primer3 core (Untergasser et al., 2012
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https://www.github.com/primer3-org/primer3) y se configuraron parametros de

calidad para el disefio 6ptimo de los oligonucleétidos:

1) Tamano 16 — 18 nucleotidos.

2) Porcentaje de GC 50% - 60%.

3) Temperatura de fusion 55% - 60%.

4) Evitar heterodimeros y homodimeros.
)

5) Evitar la formacion de estructuras secundarias estables.

Primer3_core regresa una lista con los disefios de los pares de oligonucleotidos con
una calificacion asociada. Entre mas cercana a 0 es la calificacion mas optimo es el
disefio de los cebadores. Por lo que ordenamos los pares de oligonucledtidos de la
calificacion minima a la calificacion maxima y nos quedamos con el primer par de

cebadores.

4.4 Extraccion del material genético de las levaduras.

Extrajimos el ADN genomico de las levaduras C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis y C. guilliemondii mediante el protocolo que se describe a
continuacion.

Crecimos las cepas a 30 °C en 5mL de medio YPD liquido, centrifugamos a
3,500 rpm por 5 min para recuperar el pelet. Resuspendimos el pelet en 500 pl de
Buffer A con detergente, con ayuda de vortex. Transferimos a tubos eppendorf y
agregamos 500 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Agitamos vigorosamente
con ayuda de vortex e Incubamos en un bloque a 44 °C por 30 min. Centrifugamos
a 13,000 rpm por 5 min y tomamos la fase acuosa (aprox. 450 ul) y la transferimos
a tubos eppendorf de 1mL, agregamos 50 ul de Buffer A sin detergente (No Triton,
No SDS) +0.3 yl de RNAasa coctel y agitamos suavemente.

Incubamos en un bloque a 30 °C por 30 min, y centrifugamos a 14,000 rpm
por 5 min. Transferimos el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1mL y agregamos

15 yl de 1M de Acetato de sodio. Adicionamos 1 mL de etanol helado al 100% vy
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mezclamos gentilmente. Centrifugamos a 13,000 rpm por 2 min, después
desechamos el sobrenadante y adicionamos 1mL de Etanol al 70% y mezclamos
gentilmente. Centrifugamos a 13,000 rpm por 1 min y repetimos el paso del lavado
con etanol al 70% dos veces. Después desechamos el sobrenadante y
centrifugamos por 30 seg. Dejamos secar los pelets a temperatura ambiente por 15

min y después resuspendimos en 50 pl de solucion TE.

Soluciones empleadas.

1) Buffer A:

-Tris 50mM (0.05M)

-EDTA 10mM (0.0IM)

-Acetato de sodio 150 mM (0.15M)
- Triton 1 %

-SDS 1%

- Agua Mili Q cbp

2) TE

-Tris 10mM
-EDTA 0.1mM
-Agua Mili Q cbp

De las muestras de ADN obtenidas tomamos una alicuota de 5 ul y las
cargamos en los pozos del gel de agarosa al 1% y corrimos una sesion de
electroforesis. Después tefiimos el gel con bromuro de etidio y lo revelamos en el

fotodocumentador con luz ultravioleta.

4.5 Prueba de selectividad de los oligonucleétidos cebadores de PCR.

Se tomaron alicuotas de las muestras de ADN gendmico que extrajimos de las
levaduras antes mencionadas para realizar reacciones de PCR con muestras que

contenian ADN gendomico en concentraciones equimolares. Para realizar este

32



experimento, primero preparamos dos mezclas de ADN gendmico, en la primera,
mezclamos alicuotas de 2 pl de todas las muestras de ADN gendmico, y en la
segunda mezcla que preparamos agregamos alicuotas de 2 pl de casi todas las
muestras de ADN gendmico excepto la que proviene de C. glabrata.

A partir de las mezclas de ADN gendmicos tomamos una alicuota de 1 pl para
realizar la amplificacion por medio de la reaccion de PCR con los oligonucleétidos
cebadores especificos de C. glabrata.

La reaccion de PCR la hicimos como sigue: Se emple6 una mezcla maestra
en la que contenia la mayoria de los reactivos (Green GoTaq PCR Mix). La solucién
de reaccion final fue: amortiguador 1X, cloruro de magnesio 1.5mM, mezcla de
dNTPs 1mM, cebador-1 0.5 yM, cebador-2 0.5 pM, GoTaq Polimerasa 1U, Para
llevar al volumen final la solucién de reaccion se utilizé agua miliQ estéril.

El programa de PCR fue como se indica a continuacién: desnaturalizacion
inicial de 94°C x 5 min., después 35 ciclos (94°C x 25 seg.; 59°C x 25 seg.; 72°C x
30s) y una extension final de 72°C x 10 min. Los amplicones obtenidos se
visualizaron en fotodocumentador después de haberse sometido a electroforesis en

gel de agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de etidio.
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V. Justificacion

Las infecciones por hongos se han convertido en un problema de salud publica de
gran importancia. Las distintas especies de Candida se consideran entre los
patdgenos fungicos humanos mas comunes y son responsables de infecciones
tanto superficiales (mucosas y cutaneas) como sistémicas (Turner & Butler, 2014).
La candidemia tiene una mortalidad atribuible del 15 al 35% para adultos y del 10 al
15% para los recién nacidos. La tasa de mortalidad esta claramente correlacionada
con un retraso en el inicio del tratamiento antimicético apropiado, debido a la mala

identificacion de especie (Guinea, 2014).

Las enfermedades causadas por Candida son diagnosticadas por diferentes
métodos, desde los candnicos (generalmente hemocultivo), aquellos basados en
inmunologia, hasta los de biologia molecular; no obstante, el diagnostico sigue
siendo un desafio, de hecho, la mitad de todos los casos de infecciones por Candida
pasan desapercibidos en los hemocultivos. Estos métodos varian de sensibilidad,

especificidad y costos (Martinez-Garnica et al., 2015; Menchinelli et al., 2019).

Los basados en biologia molecular como la PCR son utiles en el diagnéstico,
aunque su sensibilidad y especificidad depende del disefio del primer. Es por ello
que en el presente trabajo aprovechando el potencial de la PCR se disefié una
herramienta bioinformatica que se acopla a esta técnica para el diseio de
cebadores especificos que contribuira a la identificacidon especifica de especie para

un posterior tratamiento correcto.
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VI. Hipétesis.

Los oligonucleoétidos cebadores disefados en las regiones unicas del genoma de
Candida glabrata, identificadas previamente con la herramienta bioinformatica
BESTur, van a ser muy especificos y nos van a permitir detectar, de manera
selectiva, a esta levadura patdégena por medio de la técnica de PCR, incluso en una
muestra en donde estan presentes los ADN gendmicos de otras especies de

levaduras.
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VII. Objetivos

7.1 Objetivo general

Disefar oligonucleotidos cebadores especie-especificos para Candida glabrata con
la herramienta bioinformatica BESTur, y desarrollar una técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) altamente especifica para identificar dicha levadura
patdgena en muestras biologicas que contengan la presencia de ADN gendmico de

otras levaduras filogenéticamente cercanas.

7.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto que tienen los parametros porcentaje de identidad y porcentaje

de cobertura HSP sobre el porcentaje de fragmentos del genoma consulta retenidos.

2. Evaluar el efecto que tienen los parametros porcentaje de identidad y porcentaje
de cobertura HSP sobre el numero de fragmentos ensamblados y las caracteristicas

del ensamble.

3. Visualizar y seleccionar las regiones unicas del genoma de Candida glabrata y

disefiar los oligonucledtidos cebadores especie-especificos para esa levadura.

4. Probar experimentalmente la especificidad de los oligonucleétidos cebadores

especie-especificos disefiados para Candida glabrata.
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VIil. Resultados y discusion

8.1 Evaluacion de los parametros porcentaje de identidad y de cobertura
HSP sobre el porcentaje de fragmentos retenidos del genoma consulta.

Después de escribir y depurar la tuberia de comandos, la sometimos a prueba y
ejecutamos varias corridas en un ordenador HP con procesador x86 Ryzen 3 de
3.1GHz en donde utilizamos 2 nucleos y 9 GB de memoria RAM. En este analisis
utilizamos al genoma de la levadura C. glabrata como genoma consulta y éste lo
comparamos con varios genomas de 10 especies diferentes de levaduras
filogenéticamente cercanas (ver Tabla 1). En cada ejecucion de la tuberia de
comandos, probamos diferentes valores de porcentaje de identidad (10%, 30%,
50%, 60%, 65% y 70%) y diferentes valores de porcentaje de cobertura HSP del
fragmento consulta (20% y 40%). Estos valores nos permitieron evaluar la similitud
entre un fragmento del genoma consulta y los genomas de la base de datos y
eliminar aquellas secuencias similares.

Al incrementar el porcentaje de identidad observamos una tendencia de
incremento de los fragmentos del genoma consulta que no fueron eliminados
después de ser comparados con los genomas de la base de datos. La diferencia del
porcentaje de fragmentos retenidos es notoria entre los resultados obtenidos con
20% y 40% de porcentaje de cobertura HSP. De manera individual por cada

porcentaje de identidad analizado, siempre observamos mayor porcentaje de

fragmentos del genoma consulta retenidos cuando ejecutamos la tuberia con un 40%

de porcentaje de cobertura HSP en comparacién cuando usamos un 20%.

El porcentaje de fragmentos del genoma consulta retenidos en el analisis en
donde usamos 20% de cobertura HSP y a lo largo de los porcentajes de identidad
analizados, varia entre un 3% y un valor cercano al 50%. Cuando utilizamos un 40%
de cobertura HSP en el andlisis observamos que el porcentaje de fragmentos del

genoma consulta retenidos varia entre el 20% y un valor cercano al 60% (Figura 11).
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Los resultados que obtuvimos fueron esperados ya que al utilizar parametros
de corte muy rigurosos como porcentajes muy altos de identidad y cobertura HSP
debemos de esperar que un porcentaje muy pequefio de fragmentos del genoma
consulta sean muy similares con alguna subsecuencia de algun genoma de la base
de datos, y que por lo tanto sean eliminados, de esta forma el porcentaje de esos
fragmentos retenidos sera mayor en el escenario riguroso comparado con un
escenario menos riguroso donde se utilizan porcentajes muy bajos de identidad y

cobertura HSP como parametros.

8.2 Evaluacion del efecto de los parametros porcentaje de identidad y de
cobertura HSP sobre el numero de fragmentos ensamblados y las
caracteristicas del ensamble.

De los resultados que obtuvimos de las ejecuciones de la tuberia de comandos
BESTur en donde variamos los parametros de porcentajes de identidad y cobertura
HSP medimos como respuesta el numero de regiones ensambladas a partir de los
fragmentos del genoma consulta retenidos, el tamano obtenido de las regiones
ensambladas, el tamafio maximo obtenido por cada corrida BESTur y el estadistico
N50. Y evaluamos si los parametros antes mencionados tienen un efecto sobre

estas medidas.
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Figura 11. Porcentaje de fragmentos retenidos. Al incrementar el porcentaje de
identidad, se incrementa la cantidad de fragmentos retenidos. En el eje de las abscisas
se muestra el porcentaje de identidad evaluado y en el eje de las ordenadas se muestra
el porcentaje de fragmentos del genoma consulta que fueron retenidos. Las barras grises
representan los resultados obtenidos cuando utilizamos 40% de porcentaje de cobertura
HSPy las barras negras muestran los resultados para un 20% de porcentaje de cobertura
HSP.

Observamos que al incrementar el porcentaje de identidad se incrementa el
nuamero de fragmentos ensamblados. En el caso donde utilizamos el 20% de
cobertura HSP se observa un incremento continuo, sin embargo, cuando
ejecutamos el programa BESTur con 40% de cobertura HSP, el numero de
fragmentos ensamblados tiende a saturarse, incluso se llega a apreciar una
pequefa disminucion del numero de fragmentos ensamblados (Figura 12).
Respecto a los tamafos de los fragmentos ensamblados obtenidos, éstos también
muestran un incremento que tiende a ser exponencial conforme se incrementa el
porcentaje de identidad. Esto se puede observar en la (Figura 13), en donde el
grafico de cajas muestra la distribucion de los tamafios obtenidos por cada valor de

los parametros evaluados (porcentajes de identidad y de cobertura HSP). De
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manera general, observamos que los tamafos de los fragmentos ensamblados
obtenidos cuando utilizamos un porcentaje de cobertura HSP de 40% en el analisis
BESTur son mas grandes que los que obtuvimos con un 20% de cobertura.

Estos resultados que hemos obtenido hasta el momento son esperados, ya
que al incrementar la rigurosidad de los parametros de BESTur (mayor porcentaje
de identidad y de cobertura HSP), se obtiene un mayor porcentaje de fragmentos
retenidos del genoma consulta por lo que se pueden ensamblar mas fragmentos del
genoma y de un tamaio mayor porque existe una mayor cobertura del genoma
consulta. Por lo tanto, debe de haber una correlacion lineal entre el logaritmo base

10 del tamafio maximo obtenido y el estadistico N50.
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Figura 12. Numero de fragmentos ensamblados. Resultados del proceso de ensamble
de los fragmentos retenidos del genoma consulta. En el eje de las abscisas se muestran
los porcentajes de identidad y en el eje de las ordenadas se muestra el nimero de
fragmentos ensamblados.

En la (Figura 14) graficamos el logaritmo base 10 del tamafio maximo

obtenido y el estadistico N50 por cada ejecucion del programa BESTur en funcion




del numero de fragmentos retenidos del genoma consulta, y podemos observar que
hay una correlacion lineal entre estas variables como esperabamos. Si
incrementamos hasta el maximo los valores de estos parametros evaluados (100%
identidad y 100% cobertura HSP) deberiamos esperar una maxima cantidad de
fragmentos retenidos y por lo tanto una cobertura casi total del genoma, y por lo
tanto deberiamos ensamblar el total de cromosomas del genoma consulta y eso
deberia reflejarse en una disminucion en el numero de fragmentos ensamblados
pero un incremento en el tamafo promedio o maximo de los ensambles asi como el
estadistico N50.
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Figura 13. Tamaiio de los fragmentos ensamblados. Incremento en los porcentajes de
identidad y cobertura HSP correlaciona con el incremento de los tamafios de los
fragmentos ensamblados. Las cajas muestran la distribucion de los tamafios de los
fragmentos ensamblados.
En la (Figura 15) graficamos el numero de fragmentos ensamblados en
funcién del numero de fragmentos del genoma consulta y observamos que no existe
una correlacion lineal entre ellos. Lo que observamos fue que al incrementar el

numero de fragmentos retenidos del genoma consulta, hay un incremento inicial del
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numero de fragmentos ensamblados, pero después este incremento tiende a
disminuir.

Seleccionamos, para los analisis subsecuentes, los fragmentos ensamblados
obtenidos de la ejecucion de la tuberia de comandos BESTur en donde asignamos
los valores de 60% de identidad y ambos valores de 20% y 40% del parametro
porcentaje de cobertura HSP, ya que estos resultados no varian drasticamente al
compararlos con los resultados donde asignamos valores menores de los

parametros probados.

5.0

7| ®* Maxima longitud observada
Estadistico N50

Tamafio de los fragmentos ensamblados
25
I

| | | I | |
5000 10000 15000 20000 25000 30000

Fragmentos retenidos del genoma consulta

Figura 14. Correlacion lineal entre el tamario de fragmento mdximo obtenido y el
estadistico N50 con el niimero de fragmentos retenidos del genoma consulta. El tamafio
de los fragmentos estd dado en logaritmo base 10.
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Figura 15. La correlacion entre el niimero de fragmentos ensamblados y el niimero de
fragmentos retenidos no es lineal. El niimero de fragmentos ensamblados se satura y
disminuye después de 25000 fragmentos retenidos del genoma consulta. La correlacion
entre ambas variables no es lineal.

8.3. Visualizacion y seleccion de las regiones unicas.

Los fragmentos retenidos del genoma consulta son ensamblados mediante un
proceso guiado por genoma de referencia (el mismo genoma de donde provienen
los fragmentos retenidos). Los fragmentos retenidos contiguos que se sobreponen
son ensamblados en fragmentos mas grandes y esos fragmentos son mapeados en
el genoma de referencia. Esas regiones del genoma en donde se alinean los
fragmentos ensamblados las vamos a llamar de ahora en adelante como las
regiones Unicas identificadas en el genoma de C. glabrata (microorganismo de

interés).

Cuando ejecutamos la tuberia de comandos BESTur con el valor de 20%
para el parametro cobertura HSP y 60% para el pardmetro porcentaje de identidad
obtuvimos 1,202 fragmentos retenidos de 49,332 fragmentos totales del genoma
consulta, esto representa aproximadamente el 2.44% de los fragmentos totales.

Con estos fragmentos retenidos obtuvimos un total de 246 fragmentos
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ensamblados. Cuando corrimos la tuberia de comandos con un valor de 40% para
la cobertura HSP y el mismo valor para el parametro porcentaje de identidad
obtuvimos el 23.26% de fragmentos retenidos a partir del total de fragmentos del
genoma consulta, esto representa un total de 11,475 fragmentos retenidos. Con

estos fragmentos retenidos obtuvimos 2,469 fragmentos ensamblados.

Mapeamos todos los fragmentos ensamblados en el genoma de referencia
(genoma de C. glabrata), y en la (Figura 16) mostramos el resultado de manera
gréafica del mapeo en el cromosoma H de C. glabrata. Como es de esperarse, existe
una mayor cantidad de fragmentos ensamblados mapeados en el cromosoma H del
genoma de referencia cuando utilizamos 40% de cobertura HSP en comparacion
con los resultados obtenidos con 20% de cobertura HSP. Es importante hacer notar
gue una gran mayoria de fragmentos ensamblados los localizamos en las regiones

intergénicas del genoma.

Al visualizar los resultados obtenidos hasta ese momento nos percatamos
gue algunos fragmentos ensamblados los localizamos en regiones del genoma con
muy poca representacion génica, dicho de otra manera regiones que carecen de
genes anotados o predichos. Eso nos llamé la atencion debido a que regiones
gendmicas con esas caracteristicas pueden ser producto de errores en la
secuenciacion o en el ensamble del genoma consulta; a estos errores se le conoce
como artefactos. Estos errores pueden afectar los resultados de un analisis por
medio de la tuberia de comandos BESTur, ya que existe una alta probabilidad de
gue esas secuencias artefacto sean muy disimilares con los genomas de la base de
datos que utilizamos para identificar las regiones unicas, por lo que decidimos

realizar un proceso de seleccion de regiones unicas.

Para lograr esa seleccion evaluamos algunas caracteristicas del ensamble y
el mapeo, estas caracteristicas son: 1) Si existen fragmentos ensamblados
mapeados al genoma de referencia tanto en la corrida de la tuberia de comandos
con el valor de 20% y 40% del parametro cobertura HSP, 2) el tamafio del fragmento
ensamblado y mapeado: entre mas grande sea el fragmento mayor puntuacion

obtiene la region Unica identificada. 3) que el fragmento ensamblado sea localizado
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y se expanda sobre una region que contenga genes anotados y que ademas tenga

representantes ort6logos en otras especies.
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Figura 16. Regiones tinicas identificadas en el cromosoma H de C. glabrata. La figura
se divide en 4 paneles, en el primero (A) de arriba hacia abajo se muestra el cromosoma
completo y una regla con subdivisiones graduadas, en el sequndo panel (B) se muestra
las anotaciones de todos los genes del cromosoma en forma de barras rojas, en el tercer
y cuarto panel (Cy D) se muestra las regiones tnicas identificadas en el cromosoma por
medio del andlisis de BESTur con (C) 20% y (D) 40% de cobertura HSP y 60% de
identidad. Las barras azules muestran la localizacién de dichas regiones tnicas.
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Figura 17. Un acercamiento al cromosoma A de C. glabrata. La figura se divide en 4
paneles, en el primero (A) de arriba hacia abajo se muestra el cromosoma A completo y
una regla con subdivisiones graduadas, en el sequndo panel (B) se muestra las
anotaciones de todos los genes del cromosoma en forma de barras rojas, en el tercer y
cuarto panel (Cy D) se muestra las regiones tnicas identificadas en el cromosoma por
medio del andlisis de BESTur con (C) 20% y (D) 40% de cobertura HSP y 60% de
identidad. Las barras azules muestran la localizacién de dichas regiones tnicas.



Por ejemplo, en la (Figura 17) mostramos una region del cromosoma A de C.
glabrata, en ella se puede observar la identificacién de una regién Unica de buena
calidad ya que existen fragmentos ensamblados de buen tamafio en las dos corridas
de la tuberia de comandos para una cobertura HSP de 20% y 40%, ya que el tamafio
maximo obtenido en ambas corridas es de 2kb y 8.5kb respectivamente, y estos
fragmento ensamblados miden aproximadamente 1kb y 2kb lo que corresponde al
50% y 23.5% del tamafio maximo obtenido respectivamente. Y ademas, los
fragmentos ensamblados los localizamos en una regiébn donde existen genes

anotados.

En la (Figura 18) mostramos un ejemplo de la identificacion de una region
Unica de baja calidad en comparacion con los resultados plasmados en la (Figura
17). En la figura podemos observar que los fragmentos ensamblados se expanden
en una regién donde hay ausencia de genes anotados, ademas no hay fragmentos
ensamblados localizados en esa region con el andlisis BESTur donde utilizamos el
20% de cobertura HSP como parametro de corte. La region Unica que identificamos
en el cromosoma H de C. glabrata (Figura 19), tiene todas las caracteristicas de una
region Unica de buena calidad, pero si las comparamos con las caracteristicas de la
region Unica identificada en el mismo cromosoma de la (Figura 17) podemos ver
que el fragmento ensamblado obtenido cuando usamos el 20% de cobertura HSP

en el analisis es de menor tamaiio.

Para calificar de manera sistematica todas las regiones Unicas utilizamos una

férmula muy inocente:
S=(A*B)+C eq. [1]

En donde S es la puntuacion de la region Unica, A es una variable binaria en donde
1 significa que existen fragmentos ensamblados obtenidos en ambas corridas de
BESTur donde utilizamos 20% o 40% de cobertura HSP que localizan en la misma
region del genoma, O significa que no existen fragmentos en ambas corridas, B es
el cociente del tamafio del fragmento ensamblado obtenido en el analisis BESTur
donde utilizamos 20% de cobertura HSP y el tamafio maximo obtenido de los

fragmentos ensamblados. C es otra variable binaria en donde 1 significa que los
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fragmentos ensamblados localizan y expanden en una region del genoma donde
existen genes anotados y que cuando menos uno de ellos tiene un gen ortélogo en
otra especie.

Calificamos todas las regiones unicas identificadas, las ordenamos de la mejor
calificada a la peor calificada, y nos quedamos con aproximadamente el 4% del total
de las regiones unicas identificadas con las mejores calificaciones. Esto representa

solo 10 regiones de buena calidad que llamamos regiones Unicas selectas.
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Figura 18. Regiones tinicas con poco soporte en el cromosoma C de C. glabrata. En
esta figura se muestra un acercamiento al cromosoma C y se puede observar regiones
ausentes de genes anotados y ademds no existe soporte de regiones tnicas identificadas
cuando se realizé el andlisis BESTur con 20% de cobertura HSP. La descripcién de los
paneles (A-D) es similar a la descripcién de la (Figura 17).
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Figura 19. Acercamiento al cromosoma H del genoma de C. glabrata. La descripcion
de esta figura es similar a la (Figura 17), pero en este caso es para el cromosoma H.
Podemos observar que la regién unica identificada estd apoyada por fragmentos
ensamblados para ambos andlisis (20% y 40% de cobertura HSP).

8.4 Diseno de los oligonucleétidos cebadores de PCR especificos para la
especie de levadura Candida glabrata.

Utilizamos las secuencias de las regiones Unicas selectas, que fueron identificadas
por BESTur y que seleccionamos previamente, como molde para disefar
oligonucledtidos cebadores de PCR. Las secuencias fueron formateadas y
almacenadas en archivos para ser procesadas con la herramienta Primer3_core
(Utergasser et al, 2012) para el disefio de los oligonucleétidos cebadores de PCR
especificos para la especie C. glabrata utilizamos los parametros de busqueda:
tamafio del oligonucledtido, temperatura de alineamiento, y porcentaje de GC como
los describimos en la seccibn de materiales y métodos. Con esta herramienta
disefiamos 55 pares de oligonucleétidos cebadores de buena calidad con las 10

regiones unicas selectas que usamos como molde.

Primer3_core es un programa de computadora que disefia oligonucledtidos
cebadores 0 sondas mediante un procedimiento en pasos. El primer paso es formar
todos los posibles pares de cebadores sentido y antisentido que se encuentren a
una distancia dentro del intervalo que seleccionamos. Si la distancia se desvia un
poco de ese intervalo, entonces los pares de cebadores obtienen menos

penalizacion en su calificacion. En un segundo paso, evalla si los pares de
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cebadores forman estructuras secundarias indeseables, y entre mas estables sean
esas estructuras se penaliza mas a esos pares. También califica, en un tercer paso,
si la temperatura y porcentaje de guaninas y citosinas estan dentro del intervalo que
establecimos. Al final se obtiene las secuencias de todos los posibles pares de
cebadores con las caracteristicas deseables dentro de los intervalos y asociados
con una calificacion; dicha calificacidon nos permite saber la buena o mala calidad

del disefio de los pares de cebadores de PCR.

Las secuencias de los cebadores de PCR fueron ordenados por su
calificacion de calidad, desde los mejores calificados a los peores calificados, y nos
guedamos con el primero en la lista. En la (Tabla 2) mostramos las secuencias de
los olionucledtidos cebadores de PCR tanto el cebador sentido como el antisentido,
y en la direccion 5’ a 3’. Ademas podemos ver los valores de la temperatura de
alineamiento (Tm) en grados celsius, el porcentaje de guaninas y citosinas (%GC)
y el tamafio esperado del amplicén en pares de bases (pb). El tamafio de ambos
oligonucledtidos cebadores es de 20 nucledtidos y todas las estructuras
secundarias indeseables que forman estos cebadores como: estructuras tallo-asa,
homodimeros y heterodimeros son inestables a la temperatura de alineamiento que

utilizamos en los experimentos de PCR.

Tabla 2. Oligonucleétidos cebadores de PCR especificos para la especie C. glabrata.

Tm Tamano Estructuras

. y_ o
Secuencia (5’ - 3°) °C) % GC (pb) secundarias®

ACAACGTGTGTAAATGCGGC 60.0 50
TTCGATAGCCACCATTCCGG 59.9 55

229 Inestables a 60°C

a: estructuras tallo-asa, homo y hetero-dimeros.

Los pares de oligonucleétidos cebadores de PCR que obtuvieron la mejor
calificacion los mapeamos en la parte central del cromosoma G de C. glabrata
(Figura 20A). Estos se encuentran en una region Unica soportada por fragmentos
ensamblados obtenidos de dos analisis BESTur en donde usamos 20% o 40% de

cobertura de HSP y 60% de identidad (Figura 20B). Estos fragmentos ensamblados
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se expanden en una region del genoma donde se encuentran 3 genes:
CAGLO0GO05511g (WHI4), CAGL0G05522g, CAGL0G05544g (HBT1). El primer gen
se encuentra sin caracterizar pero el gen ortdlogo en S. cerevisiae es WHI4 y
participa en la regulacién del tamafio celular. EI segundo gen es un ORF sin
caracterizar y no se encuentra ningun ortélogo descrito en otra levadura
filogenéticmente cercana. Y el tercer gen se encuentra sin caracterizar pero el gen
ortélogo en S. cerevisiae (HBT1) esta involucrado en la morfogénesis celular,
ademas de encontrar genes ortélogos en S. cerevsiae, también los encontramos en
otras levaduras del género Candida (“Candida genome database”

www.candidagenome.org).

NC_006030.1 A
A LI

ban0p

Genoma 6,710 bp 21,000 50 sm,088p 20000
522,000 bp 523,000 bp 524,000 bp 525.000 bp 526,000 bp

1 | 1 1 | | 1 |
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C. glabrata XM_446600.1 CAGLOGO5522g CAGLOGOS5440

CAGLOGOSE11g XM_4408601.1 XM_440602.1
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20% cobertura HSP

CUFF.6.1

60% Identidad
40% cobertura HSP
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C cgla_fwd ) °
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Figura 20. Oligonucledtidos cebadores de PCR especificos para la especie C. glabrata
con la mejor puntuacion. Mostramos la localizacién de la region tinica identificada en
el genoma donde se alinean los cebadores, asi como como los fragmentos retenidos y
ensamblados que dan soporte a la regién tinica identificada. En el panel (A) se muestra
el cromosoma G como una barra blanca, y en la parte central de esa barra estd un
recuadro rojo que muestra la posicion en el cromosoma de donde obtenemos la
informacién que mostramos en los demds pdneles. En el panel (B) mostramos las
anotaciones de los genes en el cromosoma, los fragmentos retenidos y ensamblados del
genoma consulta para los andlisis BESTur con 20% o 40% de cobertura HSP y 60% de
identidad. En el panel (C) mostramos la posicion donde se alinean los oligonucleédtidos
cebadores de PCR (cgla_fwd y cgla_rev). En la figura embebida en el recuadro de color
negro podemos observar un acercamiento a la posiciéon en donde se encuentran los
cebadores.
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Encontramos los cebadores en la region cercana al 5 del primer gen
CAGL0G05511g (Figura 20C). Pensamos que el disefio de los cebadores es de
buena calidad, y ademas el blanco al que los dirigimos no representa algun artefacto
producto de errores en la secuenciacion y ensamble del genoma de C. glabrata.
Con estos resultados obtenidos decidimos mandar a sintetizar los oligonucleétidos
cebadores de PCR a la empresa Mexicana “T4 oligo”. Y decidimos evaluar
experimentalmente la selectividad de estos cebadores de PCR en un experimento
en donde los desafiamos a amplificar especificamente la regién del cromosoma G
de C. glabrata a partir de ADN gendmico en presencia de otros ADN gendmicos de

levaduras filogenéticamente cercanas pertenecientes al género Candida.

8.5 Identificacion especifica de Candida glabrata por PCR

Logramos identificar especificamente el ADN gendémico de C. glabrata por
PCR en una muestra en donde mezclamos el ADN gendémico de C. glabrata con los
ADN genomicos de otras especies de levadura relacionadas filogenéticamente a
esta levadura: a decir, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis. El material
génético fue donado amablemente por la Dra. Irene Beatriz Castafo Navarro, el Dr.
Alejandro de las Penas Nava y la Dra. Ma. Guadalupe Gutiérrez investigadores de
la Divisién de Biologia Molecular del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica A.C. (IPICYT).

La hipétesis de este experimento es que los oligonucledtidos cebadores que
disefiamos son altamente especificos para la levadura C. glabrata que van a lograr
identificar la presencia del ADN gendmico de esta levadura en una muestra de ADN
gendmicos de especies relacionadas. Por lo que decidimos hacer una mezcla
equitativa en concentracion de ADN gendmico de las tres levaduras antes
mencionadas que estan relacionadas filogenéticamente a C. glabrata. Esa muestra
se dividi6 en dos y a una de ellas se agregé una cantidad equitativa en
concentracion del ADN gendmico de C. glabrata y a la otra se agregé un volumen

similar pero de agua destilada estéril.
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En la (Figura 21A) mostramos los ADN gendmicos de las cuatro levaduras:
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. guilliermondii. En la (Figura 21B)
mostramos los resultados de electroforesis del desafio que le pusimos a los
oligonucledtidos cebadores especificos para C. glabrata. En el carril 1 mostramos
el amplicon obtenido con un control positivo donde utilizamos los cebadores que
disefiamos y ADN gendmico aislado de C. glabrata; ese es el tamafio esperado que
debemos de obtener. En el carril 2 mostramos el resultado de un amplicén de PCR
donde utilizamos cebadores que amplifican una regién del genoma de C. tropicalis.
Este control lo utilizamos para confirmar que la reaccién de PCR haya sucedido.

En el carril 3 mostramos el amplicon obtenido del ADN gendémico de C.
glabrata en una muestra donde mezclamos equitativamente los ADN genomicos de
otras levaduras cercanas a esta levadura y usamos los cebadores que disefiamos
en este trabajo. En el carril 4 mostramos el resultado de desafiar los cebadores
especificos para C. glabrata en una muestra donde mezclamos los ADN genémicos
de la levaduras relacionadas pero el ADN gendmico de C. glabrata esta ausente.

El carril 5 es el resultado del control de contaminacion: ahi mezclamos los
ADN gendmicos de todas las levadura pero no utilizamos ningun cebador. Los
resultados que observamos en los carriles 3 y 4 de la (Figura 21B) son la evidencia
que apoya la conclusion de que los cebadores que disefiamos en este trabajo
pueden discernir entre el ADN genomico de C. glabrata y el ADN genomico de C.
tropicalis, C. guilliermondii y C. parapsilosis. Esto muestra que la tuberia de
comandos BESTur es una herramienta util para el disefio de oligonucleotidos
cebadores de PCR especie-especificos que permitira la identificacion de la especie
de microorganismo de interés por medio de una reaccién de PCR, de manera

sencilla, rapida y econoémica.
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Figura 21. Evaluacion experimental de la selectividad de los oligonucleétidos
cebadores de PCR especificos para la especie de levadura C. glabrata. En (A)
mostramos el resultado de una andlisis de electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%.
Las bandas que se observan tefiidas con bromuro de etidio y reveladas con luz
ultravioleta representan el ADN gendémico de las levaduras del género Candida; en el
primer carril del gel se encuentra el marcador de peso molecular de 1kb. En (B)
mostramos los resultados de una andlisis de electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%
en donde las bandas son los productos de PCR que obtuvimos del experimento. El primer
carril es el marcador de peso molecular de 1kb y los carriles 1, 2 y 5 son controles de la
reaccion de PCR. DNA: ADN gendmico, Primers: cebadores, Cgla: Candida glabrata,
Cpar: Candida parapsilosis, Cqui: Candida guilliermondii, Ctro: Candida tropicalis.
Simbolos, (+): que estd presente en la reaccioén, (-): que estd ausente en la reaccion.

El comportamiento de la tuberia de comandos BESTur es el esperado, ya
que al incrementar los valores de corte de los parametros porcentaje de cobertura
HSP e identidad obtenemos un mayor porcentaje de fragmentos retenidos del
genoma consulta, un incremento inicial del numero de fragmentos ensamblados
pero con un decaimiento cuando se utilizan valores cercanos al 100% de los
parametros, y un incremento, con tendencia exponencial, de los tamafios maximos
y los valores del estadistico N50 de los fragmentos ensamblados. Esto es debido a
que si se configura BLAST para hacer busquedas muy estrictas, muy pocos
fragmentos del genoma consulta seran muy similares a alguna subsecuencia de los
genomas de las levaduras de la base de datos, por lo que obtendremos una

cantidad muy grande de fragmentos retenidos. Por el contrario si la busqueda no es
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muy estricta, estamos configurando a BLAST para encontrar secuencias algo
similares en la base de datos, por lo que obtendremos una cantidad pequeia de
fragmentos retenidos.

La disminucion en el numero de fragmentos ensamblados cuando se usan
valores cercanos a 100% en los parametros descritos es debido a que se obtiene
una mayor cantidad de fragmentos retenidos y por lo tanto hay una mayor cobertura
del genoma de referencia por lo que se empieza a ensamblar el genoma completo
observandose una disminucion en el numero de fragmentos ensamblados pero un
incremento en el tamafo y N50 de esos fragmentos.

Pensamos que seleccionar las regiones unicas tomando en cuenta las
caracteristicas descritas en este trabajo mejoraria la especificidad del disefio de los
oligonucledtidos cebadores, sin embargo no tenemos evidencia para concluir
respecto a si esa seleccion tiene un efecto positivo en la especificidad de los
cebadores.

En este trabajo observamos que la tuberia de comandos BESTur es una
herramienta que nos permitié disefar oligonucleétidos cebadores de PCR que
pueden discernir entre el genoma de C. glabrata y las especies C. parapsilosis, C.
guilliermondii, y C. tropicalis, pero no sabemos aun si pueden tener la misma
especificidad al desafiarlos con los genomas de las demas levadura
filogenéticamente relacionadas (Tabla 1) que faltaron evaluar en el experimento
pero que se contemplaron en el disefio de los cebadores.

También es preciso tener evidencia de la especificidad de los cebadores
disenados con BESTur al compararlos con cebadores disefiados en regiones del
genoma consulta al azar o con otras herramientas, asi como evidenciar mediante
un experimento las mejoras en la especificidad del disefio de los cebadores en
regiones unicas selectas al compararlos con los cebadores disefiados en las
regiones unicas con calificaciones bajas.

Estos resultados preliminares nos sugieren que BESTur es una herramienta
bioinformatica muy versatil que nos ayudara en el disefio de oligonucledtidos

cebadores de PCR muy especificos para un microorganismo de interés que
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permitiran identificarlo en una muestra que incluso puede tener ADN gendémico de

otras especies.
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IX. Conclusiones

1) El comportamiento durante la ejecucion de la tuberia de comandos BESTur
es el esperado.

2) BESTur es una tuberia de comandos que ayuda en el disefio de
oligonucleétidos cebadores muy especificos para un microorganismo de interés
y poder identificarlo por PCR punto final incluso en muestras contaminadas con
ADN genomico de otras especies.

3) En este trabajo logramos disefiar, con ayuda de BESTur, oligonucleotidos
cebadores de PCR que pueden discernir entre el ADN genomico de C. glabrata
y los ADN gendémicos de C. parapsilosis, C. guilliermondii y C. tropicalis.
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X. Perspectivas

Pensamos que esta tuberia de comandos (BESTur), una herramienta bioinformatica,
sera de utilidad en el diagnostico rapido, barato y especifico de enfermedades
causadas por agentes microbioldgicos que afectan no solo al ser humano, si no que
también a especies de animales y plantas de interés agropecuario. Ya que esta
herramienta explotara la informacion almacenada en las bases de datos de
genomas para identificar regiones unicas del genoma del microorganismo patégeno
de interés. Estas regiones son el blanco perfecto que nos va a permitir discernir
entre el genoma del patégeno y los demas genomas de otras especies de
microorganismos que comparten un nicho en el hospedero.

Queremos madurar esta tecnologia, desarrollar y estandarizar técnicas de
identificacion microbiolégica por PCR punto final para que sean utilizadas en
laboratorios clinicos de bajo presupuesto, ya que esta herramienta puede dar
resultados si se ejecuta en ordenadores de capacidades bajas como aquellas que
tienen memoria RAM de 8Gb, y procesadores Intel de 2.8GHz, y los cebadores
especie-especifico disefiados pueden ser implementados en una reacciéon de PCR
de rutina, en donde no se requerira el aislamiento del patégeno previo en medios
de cultivo selectivos, y esto disminuira los costos en la identificacion y el diagndstico
de la enfermedad asi como los tiempos de estadia del paciente en el hospital.

También, a lo largo de este trabajo nos hemos dado cuenta que la utilidad de
esta herramienta va mas alla del disefio de oligonucleétidos cebadores especie-
especifico. Ya que puede ser empleada para obtener informacién de regiones
unicas en genomas de microorganismos de interés y con esta informaciéon
podriamos realizar estudios evolutivos que involucran dichas regiones. La pregunta
que nos interesa contestar es saber cuales son las regiones conservadas entre
levaduras hemiascomicetos patdogenas y que ademas son las mas distantes
comparadas con genomas de levaduras del mismo clado pero que no son

patdgenas. Para explorar este camino vamos a emplear la herramienta BESTur y
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otra herramienta que busca regiones conservadas llamada “Eta for homology” (EFH)

que consiste en un recableado de la primera herramienta.
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Fe de erratas

1. En la figura 11 de la pagina XX falta el siguiente texto: de cobertura HSP y las
barras negras muestran los resultados para un 20% de porcentaje de cobertura
HSP.

2. En la figura 21 escribimos que los porcentajes de agarosa fueron de 0.8% para
visualizar los ADN genomicos y 1.5% para visualizar los amplicones. Los
porcentajes correctos son los que mencionamos en la seccion de materiales y
meétodos: 1% y 2% respectivamente.




