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Las biopeliculas estan constituidas por microcolonias incluidas dentro de una
matriz polimérica y representan una forma de crecimiento microbiano.

Candida albicans puede colonizar las superficies de catéteres, protesis y
epitelios formando biopeliculas que son resistentes a las drogas antiflngicas.

El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion genotipica de aislamientos
clinicos de C. albicans formadores de biopeliculas usando la técnica RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA).

Fueron estudiados 25 aislamientos clinicos de C. albicans de fauces, sangre,
piel, uias, materia fecal, biopsia de eso6fago, y flujo vaginal de pacientes

con candidiasis. Cada cepa fue previamente analizada en su capacidad de
crecer y adherirse a la superficie de poliestireno, y la cuantificacion de la
biopelicula formada fue realizada mediante el ensayo de reduccion de XTT
[2,3-bis (2-metoxi-4 nitro-5 sulfofenil) -2 H tetrazolio-5 carboxanilidal.

Los coeficientes de similitud generados por RAPD variaron entre el 49 y el 91%
con los cuatro iniciadores usados, revelando un alto nivel de variabilidad
genética. El dendrograma agrupé los aislamientos en cuatro grupos, incluyendo
todos ellos cepas con muy diferente capacidad para formar biopeliculas.
Aislamientos con genotipos similares mostraron diferente capacidad de
formacién de biopeliculas. Las cepas fueron agrupadas independientemente del
origen de la muestra. Nuestros resultados sugieren que en poblaciones
naturales de C. albicans no existe correlacion entre la capacidad de formar
biopeliculas y el genotipo determinado por PCR-RAPD.

Candida albicans, Candidiasis, Biopeliculas, RAPD, Variabilidad genética,
Polimorfismo

Examination of the genetic variability among
biofilm-forming Candida albicans clinical isolates

Biofilms are microbial communities encased in a self-produced polymeric matrix
and represent a common mode of microbial growth. Candida albicans is able to
colonize the surface of catheters, prostheses, and epithelia, forming biofilms that
are highly resistant to antimicrobial drugs. The objective of this study was the
genotypic characterization of biofilm-forming C. albicans clinical isolates using
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

We have studied 25 clinical isolates of C. albicans from oral cavities, blood, skin,
nail, stool, oesophagus biopsy and vaginal fluids from patients suffering from
candidiasis. For each strain biofilm formation was analysed by measuring the
ability to adhere to and grow on polystyrene plastic surfaces using XTT [2,3-bis
(2-methoxi-4nitro-5sulfophenil) -2H tetrazolium-5carboxanilide] reduction assay.
The similarity coefficients generated by RAPD using four different primers varied
from 49 to 91%, indicating a high degree of genetic variability between the
clinical isolates. The dendrogram clustered the isolates in four related groups, all
groups included strains with very different abilities to form biofilms. The isolates
with similar genotypes often showed very different biofilm formation abilities.
Strains were grouped into clusters independently of their clinical sources.

Our results suggested that a direct correlation does not exist between the
biofilm-forming ability of natural populations of C. albicans and the genotype as
determined by RAPD.
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Introduccion

Las biopeliculas son comunidades microbianas
estructuradas que estdn adheridas a una superficie y embe-
bidas en una matriz de exopolisacaridos [2-4,19]. En las
candidiasis sistémicas se puede producir la formacién de
biopeliculas sobre material biomédico, como catéteres,
vdlvulas cardiacas protésicas, o prétesis dentales [9,16].
Candida albicans y otras especies estrechamente relacio-
nadas del género Candida, son la cuarta causa mas comun
de infecciones del torrente circulatorio [17]. En las biope-
liculas, las levaduras de Candida adquieren cierta resis-
tencia a la accién terapéutica de los antifiingicos, como la
anfotericina B y el fluconazol, lo que explicaria la persis-
tencia de muchas infecciones a pesar del tratamiento
[1,2,6,11,12]. Se han desarrollado diversos métodos para
estudiar la generacion de biopeliculas de Candida in vitro;
los métodos directos consisten principalmente en técnicas
microscépicas, que permiten la visualizacién [5]. Los
métodos indirectos estiman el nimero de microorganismos
adheridos in situ, o requieren la separacioén del sustrato y
cuantificacion.

Recientemente, Ramage et al. [19] han descrito los
modelos experimentales de formacién de biopeliculas de
C. albicans desarrollados por diferentes grupos de investi-
gadores. En modelos animales de infeccién de Candida
asociados a catéter, las biopeliculas formadas in vivo
resultaron estructuralmente similares a las producidas in
vitro al ser observadas en el microscopio.

La relacion entre el genotipo y la plasticidad feno-
tipica que muestra C. albicans en el laboratorio no ha sido
ampliamente estudiada. Es relativamente poco conocida la
variacion genética que existe entre cepas de poblaciones
naturales de levaduras formadoras de biopeliculas médica-
mente importantes. Las técnicas RFLP (Restriction Frag-
ment Length Polymorphism), cariotipificacion electroforé-
tica (EK), PCR fingerprinting, RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) y el andlisis de secuencias son las mas
comunmente usadas en la genotipificacién de especies de
Candida [7,14,21,23,24]. La técnica RAPD implica la
amplificacién simultdnea de varios /oci anénimos en el
genoma utilizando un tnico iniciador de secuencia arbitra-
ria, complementaria a una regién blanco desconocida [25].
El objetivo de esta investigacion fue determinar mediante
marcadores de RAPD la diferente capacidad de generar
biopeliculas, y si existe relacion entre el patrén genético y
los valores de cuantificacién de las biopeliculas formadas
por C. albicans.

Materiales y métodos

Cepas. Se estudi6 la capacidad de formacion de
biopeliculas de 63 aislamientos de C. albicans provenien-
tes de pacientes con candidiasis, 32 de fuentes no invaso-
ras (sitios no estériles), y 31 de fuentes invasoras (sitios
estériles).

Formacion de las biopeliculas. Se inocularon ma-
traces tipo Erlenmeyer conteniendo 20 ml de caldo YPD
(extracto de levadura 1%, bacto-peptona 2% y glucosa
2%) con las diferentes cepas de C. albicans, y se incuba-
ron en agitacién (100 rpm/min) durante 24 h a 37 °C. Las
levaduras obtenidas se lavaron 3 veces con PBS (0,14 M
NaCl; 2,7 mM KClI; 8,5 mM Na:HPO., 1,8 mM KH:POs,
pH 7) y se preparé a continuacién una suspensién de 10°
cel/ml de los cultivos en RPMI con 2% de glucosa. La for-
macion de biopeliculas se realizé en microplacas estériles
de poliestireno (Becton Dickinson, EE.UU.), de fondo
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plano y con 96 pocillos, que se inocularon con 200 pl de
la suspension de las levaduras, incubdndose durante 48 h a
37 °C. A continuacion, las células no adheridas se desecha-
ron mediante lavados con tamp6n PBS. La cuantificacion
se realizé mediante la reduccién metabdlica por las deshi-
drogenasas mitocondriales de las levaduras sobre el XTT
(Sigma Chemical Co., EE.UU.) [2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-
5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida] a formazan
XTT en un lector de placas de ELISA a 490 nm. (Mod 550
BioRad, California, EE.UU.) [13,18]. Cada cepa se estudi6
por triplicado y los pocillos conteniendo solo RPMI con
2% de glucosa se usaron como blanco.

El andlisis estadistico de la produccién de biopeli-
culas segitin el origen de las cepas de C. albicans se realizé
mediante la prueba t- Student para varianzas iguales.

Para la técnica RAPD se seleccionaron al azar 25 ce-
pas de C. albicans (Tabla 1) provenientes de hemocultivos
(n = 11), coprocultivos (n = 3), exudado de fauces (n = 1),
flujo vaginal (n = 4), escamas de piel (n = 1), ufias (n = 4)
y biopsia esofagica, (n = 1).

Amplificaciéon por RAPD. Las levaduras fueron
cultivadas en caldo YPD durante toda la noche a 37 °C.
El ADN fue extraido usando la técnica de Scherer y Ste-
vens [21]. Las concentraciones de ADN se estimaron rea-
lizando una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, jun-
tamente con el marcador de peso molecular DNA lambda
(Pharmacia Biotech, Suecia) [20] y coloreado con bromuro
de etidio (0,5 pg/pl). Las concentraciones de ADN fueron
cuantificadas mediante un espectrofotémetro (Spectronic
spectrophotometres Genesys 5- Milton Roy U-3300,
EE.UU.) a 260 nm y 280 nm.

Lasregiones de ADN fueron amplificadas a través de la
técnica RAPD [25]. Se utilizaron cuatro iniciadores de Invitro-
gen: OPA 02 (TGCCGAGCTG), OPA 09 (GGGTAACGCC),
M13F (CGACGTTGTAAAACGACGCCCAGT) y M13R

Tabla 1. Aislamientos de Candida albicans, su origen, y valores de
formacion de biopeliculas por el método de reduccion de XTT.

N.° cepa Origen *Biopeliculas (media+ DE)
1 Hemocultivo 0,705 +0,084
3 Coprocultivo 1,463 +0,097
4 Exudado de fauces 1,656 +0,176
5 Hemocultivo 2,451 +0,094
6 Coprocultivo 1,560 +0,080
7 Hemocultivo 2,585 0,144
8 Hemocultivo 2,586 +0,093
9 Hemocultivo 2,164 +£0,093

10 Hemocultivo 1,156 +0,087
11 Hemocultivo 1,414 0,117
13 Flujo vaginal 0,332 0,145
14 Escamas de piel 0,305 +0,074
15 Escamas de ufias 1,577 +0,138
17 Hemocultivo 1,517 = 0,134
18 Escamas de ufas 0,618 + 0,005
19 Hemocultivo 0,971 +0,074
20 Hemocultivo 0,578 0,156
21 Hemocultivo 0,358 +0,100
22 Coprocultivo 2,412 0,038
24 Flujo vaginal 3,073 0,069
25 Flujo vaginal 2,320 +0,228
26 Escamas de ufias 2,604 +0,192
27 Flujo vaginal 1,719 0,114
29 Biopsia de eso6fago 1,580 +0,104
30 Escamas de ufas 0,785 0,029

*Las actividades de XTT fueron medidas colorimétricamente a 490 nm. Los resultados
representan la media + desvio estandar de tres experimentos independientes.
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(CAGGAAACAGCTATGAC). Las reacciones se realizaron
en un volumen final de 25 pl, conteniendo tampén 1x
(Invitrogen, Argentina), 0,2 mM de cada dNTP, MgCL
3 mM, iniciador 0,4 pM, y Tag DNA Polimerasa 1,5 U, y
aproximadamente 5 ng de ADN. La amplificacién fue rea-
lizada en un termociclador Minicycler TM MJ Research
Inc. (EE.UU.) programado como sigue: un ciclo de 4 min
a 92 °C; 40 ciclos de 1 min a 92 °C, 1,5 min a 37 °C, y
2 min a 72 °C; y un ciclo final de 3 min a 72 °C. Los frag-
mentos amplificados fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa al 1,4%. Fue usado el marcador de peso
molecular DNA ladder 100 pb (Invitrogen). El gel fue
coloreado con bromuro de etidio (0,5 pg/ul), observado en
un transiluminador UV (EPI-Chemi Darkroom. UVP
Laboratory Products, EE.UU.) y digitalizado en una com-
putadora personal. La imagen fue generada usando el pro-
grama VisionWorks 3.1 Imaging Software y almacenada
en el disco rigido de la computadora. El analisis de varia-
bilidad genética fue realizado con el Bionumerics Program
(Applied Mathematics, Belgica). El dendrograma fue
generado usando el coeficiente de similitud de Jaccard y el
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetical Average) [22].

Resultados

La cuantificacién de la formacién de biopeliculas a
través de la reduccion de XTT para las cepas de C. albi-
cans estudiadas mostré variaciones intraespecificas, si
bien estas diferencias no resultaron significativas al ana-
lizar el origen invasor o no de las cepas y la capacidad
de formar biopeliculas (t- Student para varianzas iguales
1,29 p = 0,8009).

En la tabla 1 se observa la formacién de la biopeli-
cula medida a través de la actividad de XXT a 490 nm
para las cepas de C. albicans caracterizadas por RAPD.

La figura 1 muestra el patrén electroforético de los
productos de amplificaciéon por RAPD de 25 cepas de
C. albicans con el iniciador OPA 02.

Con los cuatro iniciadores usados se obtuvieron un
total de 49 bandas, de las cuales el 91,8% de las bandas
fueron polimérficas. El dendrograma del andlisis de los
RAPD con los cuatro iniciadores mostré que los coefi-
cientes de similitud variaron entre el 49% y el 91%, y
agrupd los aislamientos en cuatro grupos principales con el
50% de similitud (Figura 2). Todos los grupos incluyeron
aislamientos con diferente capacidad para formar biopeli-
culas.

Discusion

Las placas de poliestireno resultaron dutiles en la
produccién de biopeliculas por diferentes aislamientos de
C. albicans, pues es conocido que este material promueve
la adherencia de las levaduras, una etapa inicial y de
importancia en la formacion de las biopeliculas [19],
siendo un método sencillo para ser aplicado a un nimero
importante de cepas [8]. Este método ha sido establecido y
propuesto como una técnica estandarizada para la forma-
cién de biopeliculas y para sus respectivos estudios de sen-
sibilidad frente a antiftingicos [18]. Nuestros resultados
muestran una falta de relacién entre la formacién de bio-
peliculas y el origen del aislamiento. Aunque existen tra-
bajos que mencionan una mayor formacion de las biopeli-
culas entre aislamientos de C. albicans recuperadas de
fuentes invasoras, éstos fueron analizados con otra meto-
dologia con un nimero pequefio de aislamientos estudia-
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Figura 1. Patron electroforético de los productos de amplificacion por
RAPD de 25 aislamientos de Candida albicans con el iniciador OPA 02.
(M, marcador de peso molecular DNA /adder 100 pb).
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Figura 2. Dendrograma generado por el método de agrupamiento
UPGMA, usando el coeficiente de Jaccard. Los valores indicados arriba
representan los coeficientes de similitud. A la derecha estan
representados los cédigos y origenes de los 25 aislamientos de Candida
albicans, asi como los grupos de similitud.

dos [10,13]. Nuestros hallazgos concuerdan con los de
otros autores que no pudieron establecer diferencias en la
formacién de biopeliculas entre aislamientos de C. albi-
cans provenientes de diferentes muestras clinicas [8,13,15]
o en relacién con la patogenicidad de las cepas [5].

Este es el primer estudio realizado en Argentina
para la caracterizacién molecular por RAPD de aislamien-
tos clinicos de C. albicans con diferente capacidad de pro-
ducir biopeliculas.

Los 25 aislamientos de C. albicans mostraron una
alta variabilidad genética intraespecifica, detectindose un
alto nivel de polimorfismo entre la poblacién de C. albi-
cans con diferente capacidad para formar biopeliculas. Los
aislamientos con genotipos similares mostraron con fre-
cuencia muy diferente capacidad de formacién de biopeli-
culas. Nuestros andlisis de los patrones de bandas de
RAPD no permitieron predecir la capacidad de formacién
de biopeliculas. Igualmente, Li et al. [13] observaron por
PCR-RFLP una alta variacién en la capacidad de forma-
cion de biopeliculas entre cepas del mismo clon o linaje
clonal en poblaciones naturales de C. albicans.



Nuestros resultados mostraron que existe una alta
diversidad genotipica entre las cepas en relacion a su capa-
cidad de formacién de biopeliculas, y sugieren que esas
variaciones estarian condicionadas por la expresion fenoti-
pica y no solo por la base genética [19]. La relacion entre
fenotipo y genotipo ha sido estudiada en otros aspectos
como la sensibilidad a antifiingicos, y la morfologia de las
colonias. Deberian realizarse nuevas investigaciones para
estudiar los mecanismos de regulacion genética implicados
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en la formacién de biopeliculas empleando ensayos in

vitro y modelos animales experimentales.
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