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Resumen 

Heterogeneidad en la expresión de adhesinas y polimorfismos de 
SIR3 en una colección de aislados clínicos de Candida glabrata. 

Candida glabrata ha surgido recientemente como la segunda causa más 

común de candidiasis invasiva en pacientes inmunocomprometidos, después de 

Candida albicans. La capacidad de adhesión de varias especies de Candida es 

importante para la colonización de mucosas. Bajo ciertas condiciones in vitro, la 

cepa de  Candida glabrata (BG14) que estudiamos en el laboratorio, se adhiere a 

células epiteliales y endoteliales  mediante las proteínas de pared celular Epa1, 

Epa6 y Epa7 (adhesinas epiteliales), codificadas por los genes EPA. Estos genes 

forman una familia  de genes (de 17 a 23 según la cepa), la mayoría de los cuales 

se encuentran en regiones cercanas a los telómeros, y son regulados 

negativamente por las proteínas de la maquinaria del silenciamiento 

subtelomérico: Sir2, Sir3, Sir4, yKu70, yKu80, Rap1 y Rif1. En este trabajo 

caracterizamos la capacidad de adhesión a células epiteliales, o a superficies de 

plástico, de una colección de 79 aislados clínicos de C. glabrata, de diferentes 

orígenes. Once de ellos mostraron ser  hiper-adherentes a células HeLa en 

condiciones en las que la cepa BG14 no se adhiere; sin embargo, casi todos 

tienen una capacidad de adherencia similar y uno de ellos mucha menor 

capacidad de formación de biofilms sobre superficies de plástico. La mayoría de 

los aislados hiperadherentes sobreexpresan uno o varios de los genes EPA.. En 

este trabajo amplificamos y secuenciamos los genes HDF1 y SIR3 de varios 

aislados hiperadherentes. Los datos muestran que el gen SIR3 de los aislados 

hiperadherentes tiene varios polimorfismos (silenciosos y/o con cambio de 

aminoácido) con respecto a la cepa BG14 y  algunos de estos  se localizan 

flanqueando regiones que en la proteína Sir3 de Saccharomyces cerevisiae son 

necesarias para el silenciamiento. 

PALABRAS CLAVE: Hiperadherencia, genes EPA, biopelículas, silenciamiento.   
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Abstract 

Heterogeneity in expression of adhesins and SIR3 polymorphisms 
in a collection of clinical isolates of Candida glabrata. 

Candida glabrata has recently emerged as the second cause of candidiasis in 

immunocompromised patients after Candida albicans. Adherence to epithelial cells 

by Candida species is thought to be important for colonization of mucosal tissue. 

This adherence is mainly mediated by the cell wall proteins Epa1, Epa6 and Epa7 

(called epithelial adhesins), encoded by the corresponding EPA genes. The EPA 

gene family is composed of 17 to 23 genes (depending on the strain), the majority 

of which are localized close to the telomeres and are negatively regulated by the 

silencing proteins Sir2, Sir3, Sir4, yKu70, yKu80, Rap1 and Rif1. In strain BG14, 

the majority of the EPA genes are not expressed in vitro due to subtelomeric 

silencing.  In this work we characterized the ability to adhere to epithelial cells or 

plastic surfaces of a collection of 79 C. glabrata clinical isolates from different 

origins. Eleven of these are hyperadherent to HeLa cells under conditions in which 

strain BG14 is non-adherent. However, almost all of the hyperadherent isolates 

display the same ability to form biofilms on plastic surfaces.  The majority of the 

hyperadherent isolates overexpress one or several of the EPA genes analyzed 

although each one presents a different expression pattern and there is no direct 

correlation between EPA gene expression and the adherence to plastic or 

epithelial cells.  In this work we amplified and sequenced HDF1 and SIR3 of some 

hyperadherent clinical isolates.  Our data show that the SIR3 gene of these 

isolates contain several polymorphisms respect to strain BG14, and some of these 

changes are localized at positions that flank regions required for silencing in the 

Sir3 protein of Saccharomyces cerevisiae.   

Keywords: Hyperadherence, EPA genes,  biofilms,  silencing.
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ANTECEDENTES  GENERALES 

 

1. Generalidades biológicas de Candida glabrata  

Candida glabrata es una levadura saprófita, que forma parte de la microbiota 

comensal de individuos sanos, es un residente normal del tracto digestivo y de la 

vagina, que por lo general no causa ningún daño. Cuando las condiciones 

ambientales son particularmente favorables (por ejemplo, en un clima cálido y 

húmedo) o si las defensas inmunitarias de una persona están debilitadas, la 

levadura puede infectar la piel; cuando se atenúa el sistema inmunológico por 

quimioterapias, cirugías o trasplantes de órganos, puede colonizar otros tejidos y 

causar enfermedades graves. Posee forma de blastoconidia  (Figura 1) y es la 

única especie del género Candida que no forma pseudo-hifas a más de 37°C, 

aunque puede formarlas en respuesta a limitación de nitrógeno, una condición 

ambiental extrema (Csank & Haynes 2000). Las blastoconidias de C. glabrata 

miden de 1 a 4 µm y son más pequeñas que las de Candida albicans, que miden 

de 4 a 6 µm, y de las demás especies de Candida. C. glabrata forma colonias de 

color crema, lisas y brillantes, que son relativamente indistinguibles de las colonias 

de otras especies de Candida, excepto por su tamaño menor (Fidel et al. 1999).  

 

C. glabrata solo fermenta y asimila glucosa y trehalosa en contraste con otras 

especies de Candida que fermentan y asimilan varios azúcares  (Fidel  et al.1999).  

Aunque la gran mayoría de los genes de C. glabrata tienen ortólogos en S. 

cerevisiae, C. glabrata redujo su capacidad metabólica, posiblemente debido a su 

asociación íntima con su hospedero, pues ha perdido genes para la asimilación de 

galactosa y sacarosa, el metabolismo de fosfato, nitrógeno y azufre, y para la 

biosíntesis de tiamina, piridoxina y ácido nicotínico (Kaur et al. 2005). 
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Candida glabrata 
 
Figura 1. Blastoconidias.	  	  Estructuras de reproducción asexual que se originan por 

gemación en hongos levaduriformes como C. glabrata. Se crean gemaciones de 

manera repetida, formando cadenas y separadas por septos.  

 

C. glabrata es una levadura haploide, filogenéticamente cercana a 

Saccharomyces cerevisiae que a C. albicans (Wong et al. 2003) por lo que todas 

las técnicas de biología molecular desarrolladas para S. cerevisiae se pueden 

utilizar en C. glabrata (Figura 2). Además es posible hacer estudios genéticos con 

facilidad ya que es haploide, y otra gran ventaja es que su genoma ha sido 

secuenciado en su totalidad y está disponible en bases de datos públicos.  

El análisis del genoma de C. glabrata ha mostrado que es de un tamaño y 

contenido relativo de bases similares al de S. cerevisiae. El genoma de Candida 

glabrata es de 12.3 Mb y contiene 13 cromosomas, tiene un contenido G+C de 

38.8% (Dujon et al. 2004). Cabe señalar que se ha descrito la presencia de 

rearreglos cromosómicos en aislados clínicos de C. glabrata y esto está 

relacionado con la obtención de cepas resistentes a azoles. 

En la naturaleza, C. glabrata y C. albicans sólo se asocian con mamíferos 

(Kaur et al. 2005). Candida glabrata es un organismo comensal en las mucosas 

(vaginal, oral e intestinal) de individuos sanos, sin embargo, cuando se atenúa el 
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sistema inmunológico por quimioterapias, cirugías o trasplantes de órganos, puede 

colonizar otros tejidos (retina, cerebro,  riñones, corazón,	   piel, esófago, vías 

urinarias y/o sangre) y causar enfermedades graves (Castano et al. 2006). 

 

 

Figura 2. C. glabrata es una levadura haploide, filogenéticamente mucho más 

relacionada con S. cerevisiae una levadura no patógena que a C. albicans que es 

una levadura diploide y patógena que pertenece al clado de las especies de 

Candida a diferencia de C. glabrata que pertenece al clado de Saccharomyces.  
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2. Epidemiología de C. glabrata 

Existen más de 150 especies de Candida, aunque sólo 15 de ellas se 

reconocen como patógenas para el hombre (Pappas et al 2006). El género 

Candida es responsable del 11% de todas las infecciones sistémicas hospitalarias; 

más de la mitad de todas las candidiasis se deben a C. albicans y el 15% a C. 

glabrata (Almirante et al. 2005; Manzano-Gayosso et al. 2000; Trick et al. 2002).  

En México también se ha reportado que el 12% de las vulvovaginitis y el 13% de 

las infecciones sistémicas por Candida se deben a C. glabrata (Manzano-Gayosso 

et al 2000; Buitron et al 2002). C. glabrata es frecuentemente aislada de catéteres 

intravenosos, heces, orina, y mucosas de pacientes con HIV, con procesos 

oncológicos, pacientes de trasplante, diabéticos, con quemaduras graves y 

neonatos (Aisner et al. 1976; Hickey et al. 1983; Kao et al. 1999; Rangel Frausto et 

al 1999; Wingard et al 1993).  

C. glabrata, se aísla tanto en infecciones intra-hospitalarias como en 

infecciones superficiales, fundamentalmente en candidiasis vulvovaginal (Fidel et 

al. 1996, Luo et al. 1999). En general, dentro del hospital, afecta a pacientes 

inmunocomprometidos o debilitados; se asocia al uso previo de antibacterianos y 

antifúngicos como fluconazol; puede ser portada en las manos del personal y 

asociarse a infección, en conjunto con otras especies de Candida (infección mixta) 

(Calderone et al 2002).  Recientemente se ha reportado un incremento en el 

aislamiento de este agente en infecciones sistémicas  (Pfaller et al. 2007). C. 

glabrata es el segundo agente en frecuencia aislado después de  C. albicans en 

infecciones superficiales y característicamente se aísla con mayor frecuencia en 

candidiasis vulvovaginal recurrente, presentando además una mayor resistencia al 

fármaco fluconazol (Sobel et al  2007).  
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3. Factores de virulencia de C. glabrata 

Aunque históricamente este microorganismo fue considerado como no 

patogénico, con el uso de la terapia antifúngica de amplio espectro, la frecuencia 

de infecciones superficiales y profundas por este agente ha aumentado 

significativamente en los últimos años, por lo que se considera un patógeno 

emergente.  

El éxito de C. glabrata como patógeno se debe, en parte,  a que posee varios 

factores de virulencia. A continuación se describen los principales.  

 

3.1  Resistencia a fluconazol 

C. glabrata se aísla generalmente de pacientes que han recibido tratamiento 

antifúngico previo y se asocia a falla terapéutica por su mayor resistencia a 

fluconazol (Pfaller et al. 2004).  Las infecciones por C. glabrata son difíciles de 

tratar; por sus características genéticas presenta resistencia innata a fármacos 

azólicos, principalmente a fluconazol. Debe solicitarse antifungigrama cuando se 

aísla esta levadura. 

En C. albicans y en C. glabrata los azoles inhiben la enzima demetilasa de 

lanosterol 14α, codificada por el gen ERG11, que participa en la biosíntesis de 

ergosterol (Morschhauser et al. 2009; Kaur, Domergue et al. 2005). 

En C. albicans, los transportadores de la familia ABC (ATP-Binding Cassette) 

Cdr1 y Cdr2, así como el transportador Mdr1 de la familia MFS (Major Facilitator 

Superfamily) participan en la resistencia a los azoles. De manera similar, C. 

glabrata resiste a los azoles al incrementar la expresión de CDR1, CDR2 (PDH1) y 

ERG11. El ortólogo en C. glabrata de MDR1 confiere resistencia a los azoles 

cuando se expresa en S. cerevisiae (Morschhauser J., 2009; Kaur, Domergue et 

al. 2005).  
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Adicionalmente, el gen PDR1 de C. glabrata es un factor de transcripción 

pleiotrópico de resistencia a fármacos que participa en la resistencia a estos 

compuestos, de manera similar a lo descrito en S. cerevisiae. En C. glabrata, Pdr1 

incrementa la expresión de CDR1 y CDR2 (Morschhauser J., 2009; Kaur et al. 

2005). 

 

3.2  Resistencia a estrés oxidante 

Una gran variedad de patógenos tienen la capacidad de evadir el ataque 

oxidante de las células fagocíticas, por especies reactivas de oxígeno (ERO), esto 

mediante mecanismos enzimáticos y no enzimáticos que le permiten mantener 

niveles bajos de las ERO producidas naturalmente durante la respiración aeróbica. 

In vitro, C. glabrata es mucho más resistente que C. albicans y S. cerevisiae a 

altos niveles de peróxido de hidrógeno (Cuellar-Cruz et al. 2008) y puede evadir la 

muerte por células fagocíticas (Kaur et al. 2007). Esta resistencia a estrés oxidante 

depende de los factores de transcripción relacionados con estrés Yap1p, Skn7p, 

Msn2 y Msn4p (Cuellar-Cruz et al. 2008). 

 

 

3.3  Hidrolasas 

En C. albicans las hidrolasas secretadas participan en su virulencia, sin 

embargo, hasta hace poco estas enzimas parecían ser menos importantes en la 

virulencia de C. glabrata. Las aspartil proteasas secretadas (SAPs, por sus siglas 

en inglés) de C. albicans se expresan durante la infección y se requieren para la 

virulencia en modelos de infecciones de mucosas y diseminadas (Naglik et al. 

2004). El genoma de C. glabrata codifica varios ortólogos de los genes que 

codifican aspartil proteasas asociadas a glicosil fosfatidilinositol (GPI, por sus 

siglas en inglés) en S. cerevisiae llamadas yapsinas (genes YPS). Recientemente 

se mostró que células de C. glabrata en el interior de macrófagos incrementan la 

expresión de varios genes que codifican estas yapsinas. Los genes YPS de C. 
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glabrata participan en la integridad de la pared celular, adherencia a células de 

mamíferos y supervivencia en el interior de macrófagos (Kaur et al. 2007). 

En C. albicans, la actividad de fosfolipasa B está implicada en su 

diseminación en el tracto gastrointestinal y en la sangre. El genoma de C. glabrata 

codifica tres genes de fosfolipasa B (PBL) con ortólogos en S. cerevisiae. C. 

glabrata posee actividad de fosfolipasa B (Kantarcioglu & Yucel 2002), pero no se 

ha determinado todavía su función en la virulencia. 

 

 

3.4  Rearreglos cromosómicos 

En general, en eucariontes, la pérdida y ganancia de cromosomas es un 

fenómeno poco frecuente, por lo que tienden a conservarse bien su número y 

organización cromosómica. Sin embargo, en algunos parásitos protozoarios como 

Leishmania la pérdida y ganancia de cromosomas está relacionada con su 

elevada capacidad patogénica. Los cromosomas de aislados clínicos de C. 

glabrata difieren drásticamente en su estructura y organización, mostrando 

translocaciones en los brazos cromosómicos, duplicaciones de segmentos 

grandes y ocasionalmente cromosomas nuevos que incluyen genes relacionados 

con virulencia (Polakova et al. 2009). 

La plasticidad que presenta el genoma de los aislados de C. glabrata 

correlaciona con su resistencia a anti fúngicos y se propone que la plasticidad es 

una ventaja para sobrevivir en un ambiente cambiante, tal como el de su 

hospedero humano (Polakova et al. 2009). 

 

3.5  Formación de biofilms 

Otra característica que podría contribuir a la virulencia de C. glabrata es su 

alta capacidad para formar bio-películas en superficies de plástico debido a la 

expresión de los genes EPA. Se ha mostrado que la adhesina Epa6, es crucial 

para la formación de bio-películas, ya que la falta del gen EPA6, pero no de los 
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genes EPA1-5, disminuye la formación de bio-películas in vitro. Además, mutantes  

en el gen SIR4, que codifica para una de las proteínas que controlan el 

silenciamiento subtelomérico, muestran inducción transcripcional de los genes 

EPA6 y EPA7 y una capacidad aumentada para formar bio-películas in vitro.  

Estos resultados podrían tener implicaciones clínicas importantes, debido a que la 

infecciones por C. glabrata están asociadas con catéteres implantados (Iraqui et 

al. 2005). 

 

 

3.6  Adherencia 

La adherencia de las especies de Candida al tejido epitelial del hospedero 

es una característica importante de su virulencia. C. albicans se adhiere a células 

de mamífero por medio de las proteínas de pared celular que contienen sitio de 

ancla de glucosilfosfatidilinositol (GPI-CWPs, por sus siglas en inglés) Hwp1 

(Hyphal cell wall protein) y Als1 (Agglutinin-like sequence) (Kaur et al. 2005). 

C. glabrata se adhiere eficientemente a células epiteliales de mamíferos y 

esta capacidad depende, in vitro, de la proteína de pared celular Epa1 (Epithelial 

adhesin 1), codificada por el gen EPA1, que pertenece al grupo de las GPI-CWPs 

y se describe por primera vez la función de esta proteína en C. glabrata por  

Cormack y colaboradores en 1999 (Cormack et al. 1999). El genoma de C. 

glabrata tiene una familia de entre 17 y 23 genes parálogos de EPA1, 

dependiendo de la cepa (Figura 3). Algunos de estos codifican adhesinas 

funcionales, y la gran mayoría se ubican en regiones cercanas a los telómeros 

(subteloméricas). En la cepa silvestre BG14, todos los genes EPA subteloméricos 

cuya expresión se ha evaluado in vitro excepto EPA1, están silenciados por un 

mecanismo denominado silenciamiento subtelomérico o efecto por posición 

cercana al telómero (TPE por sus siglas en inglés), que se describirá más adelante 

(de Las Penas et al. 2003; Castano et al. 2005). 

 



9	  

	  

Castaño, Cormack, De las Peñas., 2006.

EPA 1
EPA 7

EPA 6
EPA 16

EPA 17
EPA 15
EPA 12

EPA 14
EPA 3

EPA 8
EPA 11

EPA 13
EPA 10

EPA 9
EPA 18
EPA 2
EPA 4
EPA 5

EPA 19
EPA 20

EPA 21

 
 

Figura 3. Filogenia de los genes EPA que codifican para las adhesinas 

subteloméricas en C. glabrata. La adhesina más importante es Epa1 seguida por 

Epa6 y Epa7, las cuales filogenéticamente son las más parecidas entre sí.  

 

Los genes EPA1 a 7 se ubican en cuatro telómeros de C. glabrata y están 

sujetos a silenciamiento subtelomérico controlado por las proteínas Sir, Rap1, Ku y 

Rif1 (de Las Penas  et al. 2003; Castano et al. 2005). Mutantes de los genes SIR, 

RAP1, HDF1 y RIF1 eliminan el silenciamiento subtelomérico de algunos genes 

EPA, y las células se vuelven hiperadherentes en condiciones en las que EPA1 no 

se expresa, debido a la expresión de varios genes EPA (Castano et al. 2005; 

Rosas-Hernandez et al. 2008). 
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La expresión de las adhesinas es importante para la virulencia de C. 

glabrata in vivo, pues al utilizar un modelo múrido de infección sistémica, se 

observó que una mutante nula del gen SIR3 coloniza mejor el riñón que la cepa 

silvestre (Castano  et al. 2005). Además, una cepa que carece de los genes EPA1, 

6 y 7 no coloniza eficientemente la vejiga de ratones infectados en vías urinarias 

(Domergue  et al. 2005). Finalmente, debido a la deficiencia de ácido nicotínico 

(precursor de NAD+) en la orina, el gen EPA6 se induce en la vejiga y el riñón 

durante una infección de vías urinarias de ratón. Este efecto se debe a que la 

desacetilasa de histonas Sir2 requiere como cofactor NAD+ para silenciar las 

regiones subteloméricas donde se encuentra EPA6 (Domergue et al. 2005). 

 

 

4.  El silenciamiento subtelomérico  

 

4.1  El silenciamiento subtelomérico en C. glabrata 

Resultados de nuestro laboratorio muestran que la cepa BG14 posee cuatro 

regiones subteloméricas que albergan los genes codificantes de adhesinas EPA1 

a 7, las cuales están sujetas a silenciamiento (Figura 4). Esto se determinó al 

analizar la expresión o represión del gen reportero URA3 insertado en regiones 

intergénicas de los genes EPA y entre los genes EPA y sus telómeros. Para ello 

se utilizaron cepas de C. glabrata cuyo gen endógeno URA3 se eliminó 

completamente (genotipo ura3Δ) y en un paso posterior, se les insertó el gen 

URA3 como reportero de la estructura de la cromatina, utilizando el transposón 

Tn7-URA3 modificado (Castano et al. 2003). 

El silenciamiento subtelomérico en C. glabrata se puede establecer de 

manera eficiente hasta una distancia de ~24 Kb del telómero (Rosas-Hernandez  

et al. 2008). Estudios sistemáticos con mutantes nulas de genes de la maquinaria 

de silenciamiento subtelomérico, muestran que Rap1p y Sir2, 3 y 4 son esenciales 

para el silenciamiento de las regiones subteloméricas de los cromosomas E-R, I-R, 

C-L y C-R, sin embargo, el requerimiento de las proteínas yKu70, yKu80 y Rif1 varía 
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en estas regiones (Figura 4) (de Las Penas et al. 2003; Castano et al. 2005; 

Rosas-Hernandez et al. 2008). 

 

 
 
 
Figura 4. Complejo proteico de la maquinaria del silenciamiento de genes 

subteloméricos en C. glabrata. 

 

El patrón de expresión de los genes EPA1-7 en mutantes nulas para las 

proteínas  Ku (hdf1Δ y hdf2Δ), muestra que hay una des-represión de los genes 

EPA4/ EPA5, EPA6 y EPA7, pero no de EPA1, EPA2 y EPA3. En cambio, en 

mutantes sir2Δ, sir3Δ y sir4Δ  hay una expresión simultánea de todos los genes 

EPA analizados, lo que sugiere que todas las proteínas Sir se requieren en todos 

los telómeros estudiados para mantener el silenciamiento subtelomérico. Sin 

embargo, las proteínas Ku no se requieren para establecer el silenciamiento en el 

telómero E-R, donde se encuentran EPA1, EPA2 y EPA3. De manera que la 

expresión del gen reportero URA3 insertado en las regiones subteloméricas 
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mencionadas, correlaciona con la expresión de los genes EPA nativos de estas 

regiones (Rosas-Hernandez et al. 2008; Juárez-Reyes et al. 2012).  

 

Otra evidencia sobre el papel de las adhesinas Epa en la virulencia de 

cepas de C. glabrata, es el trabajo de Halliwell y colaboradores (Halliwell et al. 

2012). Este trabajo muestra, que existe una elevada heterogeneidad en la 

expresión de la adhesina Epa1 entre diferentes cepas de C. glabrata. Incluso en 

una misma población de células de C. glabrata existen dos subpoblaciones, una 

que expresa gran cantidad de Epa1 y otra que expresa poca. El principal 

mecanismo de regulación de la expresión de Epa1 en la cepa BG2 es el 

silenciamiento mediado por las proteínas Sir, sin embargo esto no sucede en la 

cepa CBS138. En esta última hay un silenciamiento ineficiente, el cual no se debe 

a diferencias en el gen EPA1 o en la longitud de los telómeros, sino 

probablemente a la presencia de un alelo de SIR3 menos eficiente o que se 

expresa a bajos niveles, ya que se observa que la expresión ectópica en la cepa 

CBS138 de su propio SIR3 incrementa el silenciamiento en esas células y 

disminuye casi en su totalidad la expresión de Epa1 en esas células.   
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

 

En un estudio cualitativo previo se encontró que en la colección de 79 aislados 

clínicos de C. glabrata que posee el laboratorio, existen al menos 11 aislados que 

presentan mayor capacidad de adhesión que la cepa silvestre BG14 en 

condiciones en las que Epa1 no se expresa. Además, algunos aislados 

hiperadherentes presentaron un patrón de sobre-expresión de varias adhesinas, lo 

que podría indicar que la regulación global por silenciamiento subtelomérico es 

menos eficiente en estos aislados hiperadherentes. Inicialmente amplificamos 

algunos de los genes de la maquinaria del silenciamiento (SIR2, SIR3, SIR4, 

HDF1, HDF2) para detectar polimorfismos con dos enzimas de restricción que 

cortan frecuentemente (Tsp509 y Sau3A) y encontramos que algunos de estos 

aislados clínicos presentan polimorfismos en los genes HDF1, SIR3 y SIR4. Esto 

podría indicar la presencia de cambios en la secuencia de amino ácidos en los 

genes que presentan estos polimorfismos y  que podrían afectar el grado de 

silenciamiento subtelomérico y en consecuencia la expresión de los genes EPA. 
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Tabla1.  Existen aislados clínicos de C. glabrata que son hiperadherentes y 
algunas de ellas presentan polimorfismos genéticos en genes del silenciamiento 
subtelomérico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes sub-teloméricos 
estudiados 

Aislados clínicos que poseen 
polimorfismos en fragmentos de 

restricción 

HDF1 (Ku70p) MC25, MC29, MC65 

SIR3 MC29, MC68 

SIR4 MC48, MC66 

SIR2, HDF2 (Ku80p) ------- 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Se ha propuesto que la adherencia es una característica importante para la 

virulencia de varios organismos patógenos como C. albicans  y C. glabrata, ya que 

mutantes de C. glabrata que no son capaces de adherirse a células epiteliales 

[(epa1,6,7)∆] tienen una colonización disminuida en la vejiga en modelos múridos 

de infección de vías urinarias (Domergue et al. 2005).  

En el fondo genético de la cepa BG14, la expresión de la gran mayoría de las 

adhesinas está controlada negativamente por el silenciamiento subtelomérico, de 

manera que no hay expresión detectable de ella en condiciones in vitro. 

Nos preguntamos si dentro de una colección de aislados clínicos de 

diferentes orígenes, había algunos que tuvieran mayor capacidad de adhesión 

tanto a células epiteliales como a superficies inertes. Además nos preguntamos si 

la mayor adhesión correlaciona con una mayor expresión de varias de las 

adhesinas que median adherencia a estos sustratos, y si estos aislados contienen 

mutaciones en algunas proteínas del silenciamiento. 

 

 

HIPÓTESIS 

 

La hipótesis del presente trabajo es que los aislados clínicos de C. glabrata 

que presentan una mayor adherencia a células epiteliales y/o superficies inertes, 

sobreexpresan varias adhesinas, probablemente debido a mutaciones en alguna o 

algunas de las proteínas del silenciamiento.   
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ESTRATEGIA 

 

Para comprobar que existen cambios en los fenotipos de estos aislados 

clínicos se procedió a realizar una caracterización molecular de los mismos y se 

evaluó su capacidad para adherirse a células HeLa, la capacidad para formar 

biofilms en superficies inertes como el plástico y además se secuenciaron algunos 

genes de la maquinaria del silenciamiento en busca de cambios genéticos en 

algunos de estos genes. 

 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

El objetivo principal de este proyecto es, la determinación cuantitativa de la 

capacidad de adherencia de una colección de 79 aislados clínicos de nuestro 

laboratorio, e investigar cuales son los mecanismos moleculares que median el 

fenotipo de hiperadherencia en algunos de estos aislados clínicos. Para ello 

analizaremos la expresión de varios genes que codifican adhesinas, y posibles 

mutaciones en algunos de los genes de la maquinaria del silenciamiento 

subtelomérico de las adhesinas (HDF1 y SIR3). 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Determinar de manera cuantitativa la adherencia de los aislados clínicos 

clasificados como hiperadherentes, algunos no adherentes comparados con la 

cepa silvestre (BG14), y cepas mutantes en genes EPA específicos o en 

genes de la maquinaria del silenciamiento.    

2.  Evaluar la capacidad de formación de biofilms en superficies inertes (plástico) 

de todas las cepas bajo estudio (aislados clínicos hiperadherentes, no 

adherentes,  mutantes en genes de la maquinaria del silenciamiento y 

mutantes en genes EPA). 

3.  Determinar por RT-PCR el patrón de expresión in vitro de los genes EPA que 

codifican para adhesinas en C. glabrata, en cultivos en fase estacionaria 

donde no hay expresión de los genes EPA  en la cepa BG14. 

4. Secuenciar los genes HDF1 y SIR3 de los aislados clínicos hiperadherentes que 

presentan un patrón de restricción diferente en estos genes, identificar 

posibles cambios (polimorfismos), comparados con la secuencia de la cepa 

silvestre BG14, que pudieran afectar la función de silenciamiento normal de 

estas proteínas. 
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RESULTADOS 

From: "Mycopathologia (MYCO)" <kaushika.mahesh@springer.com> 

Subject: MYCO-D-12-02219R1 - Editor Decision 

Date: January 27, 2013 8:07:59 PM CST 

To: Irene Castaño <icastano@ipicyt.edu.mx> 

 

Dear Dr. Castaño, 
 
We are pleased to inform you that your manuscript,  

"Sir3 polymorphisms in Candida glabrata clinical isolates.", has 
been accepted for publication in  
 
Mycopathologia. 
 
You will receive an email from Springer in due course with regards to 
the following items: 
 
1. Offprints 
2. Colour figures 
3. Transfer of Copyright 
 
Please remember to quote the manuscript number, MYCO-D-12-
02219R1, whenever inquiring about your manuscript. 
 
With best regards, 
K.-Y. Yuen 
Editor 
Mycopathologia 
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS DEL ARTÍCULO 

 

Figura Suplementaria 1. Niveles de adherencia cuantitativa en cultivos de fase 

estacionaria de cepas epaΔ construídas en el fondo genético de la cepa BG14. 

Cultivos en fase estacionaria, de diferentes cepas mutantes en uno o más genes 

EPA o mutantes en sir3Δ en el fondo genético de la cepa BG14, se añadieron a 

las células HeLa previamente fijadas y después se eliminaron las células no 

adherentes con lavados. Las células adheridas de cada cepa se recuperan y se 

siembran para obtener el número de CFUs que corresponden a ese número de 

células recuperadas para cada cepa. El porcentaje de adherencia se expresa 

como la razón entre el número de CFUs que permanecieron adheridas a las 

células HeLa sobre las CFUs obtenidas del input de células que se incuban 
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inicialmente con las células HeLa para cada cepa. Bajo estas condiciones, la cepa 

BG14 mantiene reprimida la gran mayoría de los genes EPA y las células son 

normalmente no adherentes (<3% de adherencia). La poca adherencia basal que 

se observa en algunas cepas esta mediada por Epa1. La diferencia entre la 

adherencia de la cepa BG14 y sir3Δ es estadísticamente significante (P<0.01). Por 

otro lado, las cepas epa6Δ y epa(6,7)Δ tienen una adherencia mayor que la cepa 

BG14 (P<0.05). Y la adherencia de las cepas epa1Δ, epa (1,6,7)Δ y 

sir3Δ epa(1,6,7)Δ no es significativamente menor que la adherencia de la BG14 

(P>0.05, ANOVA Dunnet multiple comparisons test). 
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FIGURAS SUPLEMENTARIAS DEL ARTÍCULO 

 

Figura Suplementaria 2. Formación de biofilms por cepas mutantes en genes 

EPA y sir3Δ. La formación de biofilms es mediada principalmente por Epa6, y en 

un fondo genético sir3Δ, posiblemente otras adhesinas pueden mediar adherencia 

al plástico en un modelo de ensayo en microplaca. En este ensayo células de las 

cepas mutantes que se indican se crecieron hasta fase estacionaria y se indujo la 

formación de los biofilms como se describe en Material y Métodos. La capacidad 

de formar biofilms se expresa como la absorbancia obtenida a 492nm después de 

2hr de incubación normalizado con el valor obtenido para la cepa silvestre BG14. 

El análisis estadístico de estos datos, indica que la formación de biofilms en la 

cepa epa (6,7)Δ es significativamente menor que en la cepa silvestre BG14 

(P<0.05) (ANOVA Dunnet multiple comparisons test). El resto de las cepas 

analizadas no difieren significativamente de los valores obtenidos para la cepa 

silvestre, pero las diferencias son reproducibles.   
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TABLAS SUPLEMENTARIAS 
 
 
Tabla Suplementaria 1. Cepas de E. coli y C. glabrata utilizadas en el presente 
trabajo. 
 
Cepas de E. coli  Genotipo Referencia 

DH10B 
F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80dlacZ∆M15 
∆lacX74 deoR recA1 endA1 araD139 
∆(ara,leu)7697 galU galK λ- rpsL nupG 

Calvin and 
Hanawalt, 
1988 

 

Cepas C. glabrata Genotipo Referencia 
BG14 ura3∆::Tn903 G418R Cormack and 

Falkow, 1999 

BG1048 ura3∆::Tn903 G418R sir2∆::hph HygR 
(pAP596/Sac I-Kpn I) 

Domergue et 
al,  2005 

BG312 ura3∆::Tn903 G418R sir3∆  De Las Peñas  
et al, 2003 

BG1050 ura3∆::Tn903 G418R  sir4∆::hph HygR (pAP598 
Bsg I) 

Rosas-
Hernández et 
al,  2008 

BG1080 ura3∆::Tn903 G418R  hdf1∆::hph HygR (pAP611 
Bcg I) 

Rosas-
Hernández et 
al,  2008 

BG1081 ura3∆::Tn903 G418R  hdf2∆::hph HygR (pAP612 
Bcg I) 

Rosas-
Hernández et 
al,  2008 

BG509 ura3∆::Tn903 G418R  rif1∆ Castaño et al,  
2005 

BG64 ura3∆::Tn903 G418R  epa1∆ Castaño et al,  
2005 

BG612 

 
ura3∆::Tn903 G418R  epa6∆ Castaño et al, 

2005 

BG873 ura3∆::Tn903 G418R  (epa6, epa7)∆ Castaño et al, 
2005 
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BG923 ura3∆::Tn903 G418R (epa1, epa6, epa7)∆ Castaño et al, 
2005 

BG945 ura3∆::Tn903 G418R  rif1∆ (epa1,epa6, epa7)∆ Castaño et al, 
2005 

BG966 ura3∆::Tn903 G418R  sir3∆ (epa1, epa6, epa7)∆ Castaño et al, 
2005 

 

 
Tabla Suplementaria 2. Plásmidos utilizados y generados en el presente trabajo.  
	  
Plásmidos Genotipo relevante Reference 

Vectores de clonación utilizados 

pMB11 Vector de clonación, CmR, SacS Briones 
Martin del 
Campo, et 
al.  

pAP379 Vector replicativo y de clonación, AmpR De Las 
Penas, Pan 
et al. 2003 

pAP701 Vector replicativo con cassete de NATMx, AmpR De Las 
Penas, Pan 
et al. 2003; 
Sikorski and 
Hieter 1989  

Vectores generados  

pMJ1 
pMJ2 

HDF1 de la cepa BG14, amplificado con la enzima 
Phusion generó un fragmento romo de PCR de 1.821 Kb 
(oligos #354 y #355) y se clonó en pMB11 con StuI, CmR 

This work 

pMJ3 
pMJ4 
 
 

HDF1 de la cepa CBS138, amplificado con la enzima 
Phusion generó un fragmento romo de PCR de 1.821 Kb 
(oligos #354 y #355) y se clonó en pMB11 con StuI, CmR 

This work 

pMJ5 
pMJ6 

HDF1 de la cepa MC25, amplificado con la enzima 
Phusion generó un fragmento romo de PCR de 1.821 Kb 
(oligos #354 y #355) y se clonó en pMB11 con StuI, CmR 

This work 
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pMJ7 
pMJ8 

HDF1 de la cepa MC29, amplificado con la enzima 
Phusion generó un fragmento romo de PCR de 1.821 Kb 
(oligos #354 y #355) y se clonó en pMB11 con StuI, CmR 

This work 

pMJ9 
pMJ10 

HDF1 de la cepa MC65, amplificado con la enzima 
Phusion generó un fragmento romo de PCR de 1.821 Kb 
(oligos #354 y #355) y se clonó en pMB11 con StuI, CmR 

This work 

pMJ13 
pMJ14 
 

HDF1 de la cepa BG14, amplificado con la enzima 
TaqExpand Long generó un fragmento de PCR de 3.824 
Kb (oligos #671 y #672) y se clonó en pAP379 digiriendo 
vector e inserto con KpnI y BamHI , AmpR 

This work 

pMJ15 
pMJ16 

HDF1 de la cepa CBS138, amplificado con la enzima 
TaqExpand Long generó un fragmento de PCR de 3.824 
Kb (oligos #671 y #672) y se clonó en pAP379 digiriendo 
vector e inserto con KpnI y BamHI , AmpR 

This work 

pMJ17 
pMJ18 

HDF1 de la cepa MC25, amplificado con la enzima 
TaqExpand Long generó un fragmento de PCR de 3.824 
Kb (oligos #671 y #672) y se clonó en pAP379 digiriendo 
vector e inserto con KpnI y BamHI , AmpR 

This work 

pMJ19 
pMJ20 

HDF1 de la cepa MC29, amplificado con la enzima 
TaqExpand Long generó un fragmento de PCR de 3.824 
Kb (oligos #671 y #672) y se clonó en pAP379 digiriendo 
vector e inserto con KpnI y BamHI , AmpR 

This work 

pMJ21 HDF1 de la cepa MC65, amplificado con la enzima 
TaqExpand Long generó un fragmento de PCR de 3.824 
Kb (oligos #671 y #672) y se clonó en pAP379 digiriendo 
vector e inserto con KpnI y BamHI , AmpR 

This work 

pMJ22 
pMJ23 
 

Vector replicativo NATMx. pAP379 digerido con PmlI y 
KpnI, cassete NATMx proviene de pAP701 y se digiere 
con SacI y KpnI. SacI se rellena con T4 DNA Pol para 
generar sitio romo. Fragmento NATMx (SacI /T4 DNA Pol 
y KpnI) se liga con pAP379 (PmlI y KpnI).  

This work 

pMJ24 
pMJ25 
 

SIR2  de la cepa CBS138, amplificado con la enzima 
TaqExpand Long generó un fragmento de PCR de 3.707 
Kb (oligos #523 y #524) y se clonó como KpnI / MfeI en 
pMJ22 digerido con KpnI  / EcoRI, AmpR 

This work 

pMJ26 
pMJ27 

SIR2  de la cepa BG14, amplificado con la enzima 
TaqExpand Long generó un fragmento de PCR de 3.707 
Kb (oligos #523 y #524) y se clonó como KpnI / MfeI en 
pMJ22 digerido con KpnI  / EcoRI, AmpR 

This work 
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Tabla Suplementaria 3. Oligonucleótidos adicionales utilizados en este trabajo 
 

Oligo Secuencia (5’-3’) Sitio (s) 
añadidos 

 
Clonación de HDF1 
355 CGCGAGCTCGAAGGAGATATAAAATGTCAGAGTTGGATTTCCC SacI 
354 GCGCTCGAGGTTTAGTTTAGGCTTTTTTTCAGA XhoI 
671 GCGAGGTACGAAGATATAGAACGC  
672 CCCGTACTACAACTAACAATGCAGC  
 
Clonación de SIR2 
523 AACCGCTGAAATTATTAGAGCCACG  
524 TTGGGCAGAGGTGTTCAACTCTAGACC  
 
Secuenciación de HDF1 en pMB11 
80 CGGAACATATGTTCGAGGTAC  
81 GGAATGTTTAGTTTCTTATTCTGATC  
376 CAAACTAGTATATGAAAACCAGGAAATAAGG SpeI 
604 AAAAATATCAAGTTCCTGAATTCG  
605 CAAAGACGATGTGGTGGTAGCC  
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RESULTADOS ADICIONALES  

 

1. CLONACIÓN DE LOS GENES DE HDF1 en pMB11. 

 

 

 

Fig 5. A partir de extractos de DNA total de la cepa silvestre BG14 (CGM1) y los 

aislados clínicos hiperadherentes con diferente patrón de restricción que la cepa 

silvestre, se amplificó el gen HDF1 con una enzima de alta fidelidad (Phusion 

Enzyme) y los productos de PCR se clonaron en el vector pMB11 para su 

posterior secuenciación con el uso de oligos internos. 
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2. SECUENCIACIÓN DE ALELOS DE HDF1 CLONADOS EN pMB11.  

En el estudio preliminar de los aislados clínicos hiperadherentes realizado por 

Cuellar (datos no publicados), se encontraron  cambios en los patrones de 

restricción de varios genes de la maquinaria del silenciamiento provenientes de 

esos aislados. En el caso particular del gen HDF1 se encontró que, los aislados 

MC25, MC29 y MC65 presentaban cambios en los patrones de restricción 

generados por la enzima Tsp509I. Sin embargo para el caso del gen HDF2 

ninguno de los aislados clínicos hiperadherentes presentaban cambios en los 

patrones de restricción, aunque eso no significa que no existan mutaciones dentro 

del gen. En el presente trabajo se clonó el ORF de los genes HDF1 y HDF2 

proveniente de los aislados hiperadherentes MC25, MC29, MC65 y la cepa BG14. 

Sin embargo sólo se secuenciaron los genes HDF1 provenientes de los MC25, 

MC29 y MC65 así como la cepa silvestre BG14 (CGM1) y se compararon las 

secuencias obtenidas con la secuencia reportada del gen HDF1 para la cepa 

silvestre. 

 

 

 

Fig 6. Análisis de las secuencias de HDF1 proveniente de aislados clínicos 

hiperadherentes y la cepa silvestre BG14 (CGM1). Encontramos el sitio de 

restricción de la enzima Tsp509I (AATT) que se perdió en los tres aislados 

secuenciados y esto genera un patrón de restricción diferente al de la cepa BG14, 
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sin embargo, este cambio no genera un cambio en el aminoácido codificado por 

dicha secuencia. Es decir, el cambio en la secuencia de HDF1 en los aislados 

hiperadherentes es una mutación “silenciosa” que no genera un cambio en la 

proteína Ku70p codificada por el gen HDF1.  

 

3. GENERACIÓN DE VECTORES REPLICATIVOS  

 

Se generaron varios vectores replicativos que contienen genes de la maquinaria 

del silenciamiento con sus secuencias de las regiones 5’ y 3’, que son los 

siguientes:  

 

1) Vectores que contienen HDF1 de diferentes cepas de C. glabrata y que tienen 

marcador de resistencia a Higromicina (pMJ13 hasta pMJ21). Se clonó HDF1 

proveniente de BG14 (pMJ13, 14), CBS138 (pMJ15, 16), MC25 (pMJ17, 18), 

MC29 (pMJ19, 20) y MC65 (pMJ21).  

2) Vector replicativo que contiene un cassete de resistencia a NATMx en lugar del 

cassete de resistencia a Higromicina.  

3) Sobre el vector de NATMx se clonaron los genes SIR2 provenientes de las 

cepas silvestres BG14 y CBS138.  
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Vectores replicativos que contienen genes de la maquinaria del silenciamiento. 

 

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

1) 2) 

3) 
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4. ENSAYOS DE INHIBICIÓN DE ADHERENCIA EN CEPAS DE C. glabrata 
CON  DIFERENTES AZÚCARES (LACTOSA Y GALACTOSA). 

 

El papel de la mayoría de las proteínas Epa no se entiende por completo 

todavía. Se sabe que la adherencia mediada por Epa1 es inhibida por lactosa y N-

acetillactosamina (Cormack & Falkow 1999) y se ha demostrado que Epa6 y Epa7 

median adherencia a células epiteliales in vitro (Castano et al. 2005; Domergue et 

al. 2005). Sin embargo, se sabe muy poco acerca de los ligandos que une cada 

una de las proteínas Epa. Las proteínas Epa son proteínas de pared celular con 

un ancla GPI (glicosilfosfatidilinositol) [GPI-CWP].  

Entre las principales características de las proteínas GPI-CWP incluyen una 

región central rica en serina y treonina con varias repeticiones, así como una señal 

N-terminal tipo lectina que le da la especificidad para los ligandos y una secuencia 

hidrofóbica hacia el C-terminal que es necesaria para llevar a cabo la unión de la 

proteína a la pared celular (Kapteyn et al. 1999).  

 

 

 

 

Fig 8. Estructura básica de las adhesinas, clasificadas como proteínas GPI-CWP 

(GPI-Cell Wall Proteins). El extremo N-terminal tipo lectina es el que les da la 

especificidad para los diferentes ligandos, en el caso de las proteínas Epa se han 

identificado ligandos tipo azúcares como lactosa y galactosa, entre otros.   

Dominio N-terminal 
tipo lectina 

Repetidos internos, O-glicosilados Dominio 
C-terminal 

Ancla GPI 
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Se ha comprobado que la porción N-terminal de estás adhesinas es el dominio 

que está expuesto hacia el espacio extracelular para la unión con su respectivo 

ligando tipo lectina, además se han generado construcciones funcionales de las 

proteínas Als (Sheppard  et al. 2004) y las proteínas Epa (Frieman et al. 2002), 

dichas construcciones fusionan el dominio N-terminal de la adhesina con el 

dominio C-terminal de diferentes proteínas GPI-CWP. 

 

La expresión de estas construcciones en la levadura no patógena 

Saccharomyces cerevisiae, normalmente no adherente, le confiere a este 

organismo la capacidad de adherirse a diferentes células epiteliales de mamífero  

(Frieman et al. 2002; Sheppard et al. 2004).   

 

En el caso de C. glabrata, el gran repertorio de genes EPA presentes en su 

genoma y algunos con funciones redundantes, hacen impráctica la construcción 

de cepas de C. glabrata que expresen sólo una de las adhesinas Epa. Por lo tanto, 

el uso de cepas de S. cerevisiae que expresen de forma heteróloga adhesinas 

Epa, es una herramienta indispensable para evaluar la función de las proteínas 

Epa en el fenómeno de adherencia mediado por cepas de C. glabrata.  

 

En un reporte reciente de Zupancic y colaboradores (Zupancic et al. 2008), 

donde utilizan la estrategia mencionada anteriormente, encuentran que tres 

miembros de la familia de proteínas Epa, funcionalmente caracterizados como 

adhesinas en C. glabrata (Epa1, Epa6 y Epa7) se unen a ligandos que contienen 

un residuo terminal de galactosa.  
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Fig 9. Inhibición de la adherencia, de S. cerevisiae, mediada por Epas a células 

lec2 (ovario de hámster). En función de  A) concentración de lactosa or B) 
concentración de galactosa.  

 

En el presente trabajo se realizaron ensayos de inhibición de adherencia 

utilizando lactosa (200mM), por el estudio de Zupancic et al. (2008) sabemos que 

a esa concentración de lactosa se inhibe casi al 100% la adherencia mediada por 

Epa1, Epa6 y Epa7. También se utilizó galactosa (100 mM), con la cual se inhibe 

casi al 100% de adherencia mediada por Epa6, pero sólo un 60% de adherencia 

mediada por Epa7 y un 40% de adherencia mediada por Epa1. Al realizar ensayos 

utilizando estos azúcares esperábamos poder determinar si Epa6 contribuye de 

manera importante a la adherencia que presenta el aislado MC48 (y planeamos 

realizarlo para los demás también); ya que si la adición de galactosa inhibiera 

A B 
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notablemente la adherencia, esto sugeriría que Epa6 contribuye significativamente 

a la adherencia en ese caso. 

Los ensayos de adherencia en presencia de diferentes azúcares, se realizaron 

con la cepa BG14 como control y el aislado clínico 48, que sabemos tiene un 

fenotipo hiperadherente  (~30-40% de adherencia) a células HeLa en fase 

estacionaria in vitro. Se crecen cultivos de las cepas mencionadas por 48hrs para 

alcanzar la fase estacionaria, que son condiciones en las que Epa1 no se expresa. 

Se coloca una cantidad fija (OD600nm) de células de las diferentes cepas a probar 

en contacto con el azúcar correspondiente, durante un periodo de 1hr que es lo 

que dura el procedimiento de adherencia in vitro, los azúcares se disuelven en 

solución de Hanks a la concentración requerida y en esa solución se ajusta la 

cantidad de levaduras adecuada para incubarlas con las células HeLa. 

Posteriormente se cuantifica el número de células (CFUs) que se recuperan tras la 

incubación con los azúcares correspondientes y se evalúa el efecto de los 

azúcares en el proceso de adherencia a esta línea celular.  

 

Enseguida se muestran los resultados de los ensayos de adherencia que se 

realizaron en presencia de lactosa y galactosa con cultivos de cepas en fase 

estacionaria.      
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Fig 10.  Inhibición de la adherencia a células HeLa mediante lactosa y 
galactosa. Se observa en el panel A) que la adición de galactosa 100mM 

disminuye aproximadamente 10% la adherencia del aislado MC48, además se 

observa un incremento de la adherencia por parte de la cepa silvestre BG14 tras la 

adición de galactosa 100mM. En el panel B) podemos observar que la adición de 

lactosa 200mM disminuye drásticamente la adherencia del MC48 e incrementa un 

poco la adherencia de la cepa silvestre BG14.  

 

De acuerdo a lo observado en el presente ensayo, podemos concluír que al 

menos para el aislado clínico MC48, el fenotipo de adherencia que observamos 

está mediado principalmente por Epa1, 6 y 7 pero existe una adherencia basal que 

no es inhibida con estos azúcares y posiblemente existan otras adhesinas 

implicadas en este proceso de adherencia pero que no usan como ligandos 

lactosa ni galactosa. Además se observó que en estos ensayos al poner en 

contacto a la cepa BG14 con los diferentes azúcares, se incrementa el porcentaje 

de adherencia en estas células, quizá exista la posibilidad de que estos azúcares 

induzcan a la cepa BG14 para expresar mayor cantidad de adhesinas u otros tipos 

de adhesinas en presencia de estos azúcares. 
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DISCUSIÓN  

Desde inicios de 1980, los hongos han emergido como una de las principales 

causas de enfermedad en humanos (Beck-Sague & Jarvis et al. 1993; Pfaller et al. 

2007). A partir de la década de los 90’s en que se aprobó el uso de fluconazol se 

ha visto un incremento en la aparición de las enfermedades infecciosas causadas 

por hongos oportunistas (Trick et al. 2002), principalmente en la población 

inmunocomprometida y en aquellos pacientes hospitalizados con enfermedades 

debilitantes, algunos ejemplos son pacientes de cáncer sujetos a tratamiento de 

quimioterapia, pacientes de cirugía y receptores de trasplantes de órganos 

tratados con inmuno-supresores (Krcmery et al. 1999). La mayoría de las micosis 

oportunistas están asociadas con especies de Candida, Aspergillus y Criptococcus   

(Richardson et al. 1991; Pfaller et al. 2006; Lass-Florl et al. 2009) y en los últimos 

años se han incrementado las causadas por las especies de Candida no albicans 

(C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei) (Trick et al. 2002). Las 

infecciones causadas por C. glabrata son la segunda o tercera en frecuencia 

después de C. albicans, son difíciles de tratar y están asociadas con un alto índice 

de mortalidad (Fidel et al. 1999; Wisplinghoff et al. 2004).  

Cada microorganismo patógeno posee factores de virulencia importantes que 

les confieren la capacidad de poder sobrevivir en el hospedero y así causar 

enfermedad (Pirofski & Casadevall 2012; Ehrlich et al. 2008). En la levadura 

patógena C. glabrata se han descrito varios factores de virulencia que la 

convierten en un patógeno exitoso como son: la resistencia innata a fluconazol, a 

estrés oxidante, producción de hidrolasas, generación de rearreglos 

cromosómicos, formación de biofilms y adherencia a células epiteliales. Estos 

factores contribuyen a su capacidad para sobrevivir a los ambientes hostiles a los 

que se enfrenta (Cormack et al. 1999; de Las Penas et al. 2003; Naglik et al. 2004; 

Pfaller et al. 2004; Castano et al. 2005; Domergue et al. 2005; Iraqui et al. 2005; 

Kaur et al. 2007; Cuellar-Cruz et al. 2008; Polakova et al. 2009). 
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En el presente trabajo investigamos la capacidad que poseen múltiples 

aislados clínicos de C. glabrata para adherirse a diferentes substratos (biológicos 

e inertes), como son células epiteliales (HeLa) y la formación de biofilms sobre 

plástico y determinamos el patrón de expresión de algunas de las adhesinas que 

median adherencia a este tipo de sustratos. Además, investigamos si algunas de 

las proteínas de la maquinaria del silenciamiento poseen polimorfismos asociados 

con la mayor expresión de ciertas adhesinas.  

 La adherencia de cada aislado clínico de C. glabrata a cada uno de los dos 

sistemas que utilizamos simulan por un lado, uno de los nichos en los que es 

capaz de colonizar C. glabrata (células HeLa que son un modelo de células del 

epitelio cervical) y además realizamos ensayos de formación de biofilms sobre 

superficies plásticas en placas de poliestireno, para simular las superficies sobre 

las que generalmente C. glabrata forma biofilms (catéteres, sondas, prótesis 

dentales, etc.).  

 

Aislados clínicos de C. glabrata tienen diferentes capacidades de adhesión a 
células epiteliales (HeLa). 

La adherencia de C. glabrata a células epiteliales del hospedero en su 

mayoría esta mediada por la familia de genes EPA (Epithelial Adhesin). El genoma 

de C. glabrata codifica para múltiples genes EPA (de Las Penas et al. 2003; 

Castano et al. 2005). La cepa BG2 de C. glabrata (Cormack & Falkow 1999),  un 

aislado clínico de vaginitis humana que también es virulento en un modelo murino 

de vaginitis (Fidel  et al. 1996), se adhiere a células epiteliales humanas (HEp2) in 

vitro vía una proteína de pared celular (una lectina) codificada por el gen EPA1, la 

cual reconoce en las células del hospedero glico-conjugados que contienen N-

acetil-lactosamina (Cormack et al. 1999).  

Clasificamos a los aislados clínicos con respecto a la capacidad de adherencia 

que presentan, comparada con la adherencia que presenta nuestra cepa de 
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laboratorio en condiciones en las que Epa1 no se expresa, es decir en cultivos en 

fase estacionaria. En estas condiciones, la cepa BG14 se considera no adherente 

ya que solamente una pequeña fracción de la población permanece adherida a 

células HeLa in vitro (~2%).  

Los aislados clínicos (en fase estacionaria) se pueden clasificar en al menos 

cuatro grupos: no adherentes (<3 % adherencia), adherencia moderada (10–15 

%), adherencia elevada (25–45 %) y adherencia muy elevada (>45 %). La mayoría 

de los aislados clínicos analizados caen dentro de la clasificación de aislados 

clínicos hiperadherentes (25-45% de adherencia), incluyendo a la cepa 

secuenciada CBS138.  

 Las mutantes nulas en cada una de las proteínas del silenciamiento 

subtelomérico, presentan también niveles mucho mayores de adherencia que la 

cepa silvestre BG14 (derivada ura3∆ de la cepa BG2 Cormack y Falkow Genetics 

1999), y estos también podrían clasificarse en grupos según su capacidad de 

adherencia a células HeLa. Mutantes nulas en los genes SIR2 o SIR3 presentan 

adherencia moderada en estas condiciones mientras que mutantes sir4Δ, hdf1Δ y 

hdf2Δ  tienen adherencia elevada y las cepas rif1Δ corresponden a adherencia 

muy elevada.                

El fenotipo de hiper-adherencia que presentan los 11 aislados clínicos 

hiperadherentes identificados de nuestra colección, podría haberse originado por 

varias causas. Una posibilidad es que se hayan generado mediante mutaciones en 

la región regulatoria de uno o varios de los genes EPA que codifican las 

principales adhesinas en C. glabrata. Otra posibilidad es que existan mutaciones, 

en algunos de los genes que regulan la expresión de las adhesinas EPA por 

medio del silenciamiento subtelomérico (SIR2, SIR3, SIR4, HDF1, HDF2 y RIF1). 

También es posible que estos aislados tengan rearreglos cromosómicos que 

abarquen regiones grandes del genoma, y que esto resulte en mayor expresión de 

algunas adhesinas, tal como se ha descrito en el caso de algunos aislados clínicos 

en los que se presentan inserciones, deleciones o duplicaciones cromosómicas 
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que afectan gran variedad de genes y se ha correlacionado con una mayor 

resistencia al antimicótico fluconazol (Polakova et al. 2009).  

 

La capacidad para formar Biofilms sobre superficies de plástico es una 
característica que distingue a ciertas cepas y aislados clínicos de C. 
glabrata.  

Las infecciones por Candida están comúnmente asociadas con la formación 

de biofilms, los cuales pueden formarse sobre mucosas, superficies plásticas o 

dispositivos permanentes. Esta estructura especializada, llamada biofilm, consiste 

de microcolonias de levaduras inmersas en una matriz extracelular secretada por 

las células que forman parte del microambiente generado en el sitio de la 

infección, todo esto forma una estructura compleja sobre diferentes substratos y 

es difícil de eliminar por los antifúngicos convencionales utilizados en la terapia 

habitual (Hasan et al. 2009).   

C. glabrata presenta una elevada capacidad de formar biofilms en superficies 

de plástico, y se le ha atribuido un papel importante a la adhesina Epa6. Así 

mismo, mutaciones en sir4 (que afectan el silenciamiento), forman biofilms con 

una mayor eficiencia, presumiblemente por la sobre-expresión de EPA6 (Iraqui et 

al. 2005). Estos resultados pueden tener importantes implicaciones clínicas ya que 

muchas de las infecciones están asociadas con catéteres implantados o sondas.  

Aunado a la adherencia, la formación de biofilms genera una mayor 

persistencia de Candida o cualquier microorganismo capaz de formar éstas 

estructuras especializadas en el hospedero, lo cual conlleva a generar infecciones 

difíciles de tratar y una elevada tasa de tratamientos fallidos en estas 

enfermedades oportunistas.  

Los 11 aislados clínicos hiperadherentes que utilizamos en este estudio, así 

como los no adherentes, presentan en general (excepto uno de ellos, MC66), una 

capacidad similar de formación de biofilms a la cepa de referencia BG14; sin 
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embargo, la cepa secuenciada CBS138 tiene una mayor capacidad de formación 

de biofilms.  

Es claro que no hay una correlación clara entre la capacidad de adherencia a 

células HeLa y la capacidad de formación de biofilms de los aislados clínicos 

hiperadherentes. Por ejemplo, los dos aislados no adherentes (MC39 y MC56) 

tienen una baja adherencia e igual capacidad para formar biofilms que los aislados 

hiper-adherentes MC48 o MC2. La única cepa que tiene una capacidad para 

formar biofilms mucho menor que la cepa BG14 es el aislado hiperadherente 

MC66 , mientras que la cepa secuenciada CBS138, con elevada adherencia, tiene 

una mayor capacidad para formar biofilms que la cepa silvestre.  

La capacidad de formación de biofilms, para todas las mutantes sencillas en 

genes de la maquinaría del silenciemiento (sir2Δ, sir3∆, sir4∆, hdf1∆, hdf2∆ y rif1Δ) 

es mayor comparada con la cepa silvestre, esto correlaciona con el hecho de que 

estas mutantes sobre-expresan varias adhesinas EPA. En los ensayos realizados 

encontramos que el MC66 posee menos capacidad de formar biofilms y la 

CBS138 una mayor capacidad, esto con respecto a la cepa BG14 (ANOVA, 

P<0.01) 

Como no todos los aislados clínicos que presentan mayor adherencia a 

células HeLa que la cepa silvestre, poseen la misma capacidad para formar 

biofilms, es probable que ambos fenómenos sean mediados por un conjunto de 

adhesinas diferente en cada caso. Además todos los aislados clínicos presentan el 

mismo nivel relativo de formación de biofilms que la cepa BG14, excepto MC66, el 

cual presenta una reducción significativa en la capacidad para formar biofilms. 

 De forma interesante, las cepas CBS138 y MC66 ambos pertenecen al 

grupo de aislados clínicos moderadamente hiperadherentes, sin embargo, 

CBS138 presenta la mayor capacidad para formar biofilms mientras que MC66 la 

menor, indicando que la hiperadherencia, quizá mediante la sobre-expresión de 

los genes EPA analizados, no altera la capacidad de formación de biofilms. Por 

ejemplo EPA3, el cual es expresado en la superficie celular durante la formación 
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de biofilms, se expresa solo en tres aislados (MC29, MC68 y MC66) y en la 

CBS138, esto sugiere que la expresión de EPA3 podría deberse a la disminución 

de la eficiencia del silenciamiento. Sin embargo, los niveles de adherencia a 

células HeLa in vitro no correlacionan con la habilidad para formar biofilms en el 

modelo de microplaca.   

 

La expresión de genes EPA podría conferir diferentes capacidades de 
adhesión a sustratos biológicos o superficies inertes.  

En cultivos en fase estacionaria de la cepa BG14, se observa una expresión 

muy baja de la mayoría de los genes EPA, por ejemplo EPA1, EPA3 y EPA6, 

EPA7 y EPA12, que se pueden detectar por medio de RT-PCR. En cambio en los 

aislados clínicos hiper-adherentes se observó una expresión diferencial de estos 

genes comparado con la cepa silvestre.  

Nosotros encontramos que todos los aislados hiperadherentes sobreexpresan 

al menos dos de los genes EPA analizados con respecto a la cepa BG14. Por 

ejemplo, el aislado ligeramente adherente MC65 y el aislado de la clase altamente 

hiperadherentes (MC2), sobreexpresan EPA1, EPA6 y EPA7, mientras los dos 

aislados moderadamente hiperadherentes MC29 y MC68, y la cepa CBS138, 

sobreexpresan todas las adhesinas evaluadas EPA1, EPA3, EPA6, EPA7 y 

EPA12. Por otro lado, el otro aislado ligeramente hiperadherente MC25 sobre-

expresa EPA1 y EPA6 y el aislado moderadamente hiperadherente MC51 sobre-

expresa principalmente EPA1 y EPA7 (Fig. 3 y Tabla 3).  

Los aislados moderadamente hiperadherentes MC61 y MC73 en general 

sobreexpresan EPA6, EPA7 y EPA12, y posiblemente también EPA1 (Fig. 3 y 

Tabla 3). El MC66 fue el único aislado que no tuvo ensayos reproducibles de RT-

PCR, esto probablemente en parte debido a que es un aislado que en cultivo 

presenta un elevado grado de floculación, lo cual sugiere que la expresión de 

proteínas de pared incrementa la interacción célula a célula. En esta cepa, la 
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cantidad de RNA presente en las muestras es muy variable debido al número de 

células obtenidas en las extracciones.  

Este análisis demuestra sin embargo, que todos los aislados hiperadherentes, 

sobreexpresan una combinación de Epa1 y Epa6 o Epa7 relativo a la cepa BG14 

(excepto posiblemente el MC66). Es posible que las células HeLa utilizadas para 

los experimentos in vitro de adherencia, expresen en la superficie una 

concentración relativamente elevada de azúcares a los cuales se pueden unir 

Epa6 o Epa7. En relación a esto, un estudio reciente muestra que las células HeLa 

presentan en su superficie azúcares que consisten de un residuo de galactosa 

unido vía un enlace β1-4 a la glucosa o N-acetilglucosa. Epa6 tiene un amplio 

repertorio de ligandos que contienen un residuo terminal de galactosa unido a 

residuos de galactosa o glucosa con enlaces α1-3, α1-4; o uniones β1-3 o β1-4 

con residuos de galactosa o glucosa o derivados N-acetilados. Epa7 posee un 

estrecho espectro de especificidad en los ligandos y se une a galactosa terminal 

con uniones β1-3 a otros residuos de galactosa o uniones β1-4 a residuos de 

glucosa, pero puede reconocer los azúcares expresados por las células HeLa 

(Arndt et al. 2011; Maestre-Reyna et al. 2012; Zupancic et al. 2008). Además, 

varios aislados hiperadherentes también expresan Epa12, pero esta proteína no 

ha sido caracterizada como una adhesina funcional. Un hallazgo muy importante 

que encontramos en el presente estudio fue que los dos aislados caracterizados 

como no adherentes MC39 y MC56, presentan niveles reducidos de todos los 

genes EPA analizados en este estudio, y esto es consistente con su fenotipo no 

adherente.     
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Polimorfismos en la secuencia del gen SIR3 de algunos aislados clínicos 
podrían explicar su elevada capacidad de adherencia a diferentes sustratos 
biológicos o superficies inertes.  

Previamente a este estudio, se realizó un análisis de polimorfismos mediante 

los fragmentos de restricción producidos por las enzimas Sau3A y Tsp509 

(RFLPs) en los genes de la maquinaria del silenciamiento, provenientes de 

algunos de los aislados clínicos clasificados como hiperadherentes. Se encontró 

que, algunos aislados presentan polimorfismos en el gen SIR3 (MC29 y MC68). 

Se amplificó y secuenció el gen SIR3 de los aislados clínicos MC29 y MC68 que 

presentan RFLPs en este gen. Encontramos que existen varios cambios en la 

secuencia de nucleótidos del gen SIR3 proveniente de estos aislados clínicos 

comparando con la secuencia de la cepa BG14. Algunos de estos cambios, si 

producen un cambio en el aminoácido correspondiente. También secuenciamos la 

región completa del gen SIR3 proveniente de dos aislados de cada clase de los 

niveles de adherencia (y se incluyeron dos aislados no adherentes como control).  

La cepa BG14 contiene al menos 23 genes EPA en su genoma y el 

silenciamiento subtelomérico controla negativamente la expresión de la mayoría 

de estos genes (Gallegos-García et al. 2012; Halliwell et al. 2012; de Las Penas, 

Pan et al. 2003; Castano et al. 2005). Debido a que nosotros encontramos que 

algunos aislados clínicos como MC29 y MC68 sobreexpresan todas las adhesinas 

evaluadas en este estudio, y la mayoría de los demás aislados sobreexpresan 

más de una adhesina, consideramos la posibilidad de que estos aislados tengan 

un silenciamiento subtelomérico deficiente, el cual podría resultar en la 

sobreexpresión de varias adhesinas simultáneamente.  

Por otro lado, es muy importante mencionar un hallazgo que es relevante para 

los fenotipos encontrados en nuestras cepas de C. glabrata, al comparar la 

secuencia de Sir3 de los aislados clínicos 29 y 68 con la secuencia de la cepa 

secuenciada CBS138, observamos que hay 3 cambios que comparte con los 

aislados clínicos MC29 y MC68 y esto podría correlacionar con lo encontrado 
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previamente al evaluar la adherencia de la cepa CBS138 que resultó ser  

hiperadherente a células HeLa, al igual que los aislados 29 y 68. Probablemente 

los alelos de SIR3 en estas cepas no sean tan eficientes para llevar a cabo su 

función o estos cambios eliminan la función de la proteína.  

Un reporte reciente, donde utilizan como modelo a la cepa CBS138 para 

evaluar la expresión del gen EPA1 in vitro, encuentran que existe una 

heterogeneidad en la expresión de EPA1 en una misma población celular de 

levaduras provenientes de las cepas BG2 (la cepa parental de la cepa BG14 

utilizada en el presente estudio), mientras que en la cepa CBS138 la expresión de 

Epa1 es homogénea, así como en algunos aislados clínicos de C. glabrata. Esta 

heterogeneidad se debe al silenciamiento epigenético de la expresión de EPA1, y 

por lo tanto también encuentran que existe variabilidad en el silenciamiento y 

expresión de EPA1 entre diferentes cepas. Un hallazgo importante del presente 

estudio fue que, la expresión ectópica del propio gen SIR3 en la cepa CBS138 

permite una expresión heterogénea de EPA1, esto quizá es debido a que un 

silenciamiento ineficiente en la cepa CBS138 puede ser suprimido mediante la 

sobreexpresión de su propio gen SIR3 (Halliwell et al. 2012). Este trabajo previo, 

nos muestra que es importante evaluar la funcionalidad de los alelos de SIR3 y su 

relación con la expresión de las adhesinas subteloméricas para explicar el fenotipo 

hiperadherente de algunos aislados clínicos de C. glabrata.  

Nuestros resultados de secuenciación del gen SIR3 nos muestran que hay 

múltiples polimorfismos en las proteínas Sir3 provenientes de cada aislado relativo 

a la cepa BG14. La cepa CBS138, la cual posiblemente posea un silenciamiento 

ineficiente, contiene tres cambios: S236T, N268H y I503L relativos a la cepa 

BG14. Estos polimorfismos están presentes en la mayoría de los aislados 

hiperadherentes, pero también están presentes en uno de los aislados no 

adherentes (MC56), aunque no están en el otro aislado no adherente secuenciado 

MC39. De manera que estos tres cambios en Sir3 de la cepa CBS138 

probablemente no afectan la actividad de Sir3 (porque estos cambios también 

están presentes en el aislado no adherente MC56), y muestran que no existe una  
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correlación directa entre estos polimorfismos en Sir3 y el fenotipo de adherencia 

de la cepa CBS138. En este caso parece que el silenciamiento ineficiente que 

observamos en este estudio y la baja heterogeneidad en la expresión de EPA1 

(debido a un silenciamiento ineficiente)  observado por Halliwell et al ( 2012)  

puede ser debido a otras proteínas del silenciamiento además de Sir3; y el hecho 

de que la sobreexpresión de SIR3 de la CBS138 pueda incrementar la 

heterogeneidad en la CBS138, podría reflejar el efecto de una copia extra de su 

propio SIR3 sobre el resto de las proteínas del silenciamiento y por consiguiente 

en el silenciamiento subtelomérico de esta cepa.  

En la Fig. 4 se muestra esquemáticamente la proteína Sir3 de C. glabrata 

(CgSir3) comparada con Sir3 de S. cerevisiae, indicando los dominios funcionales 

de la proteína proveniente de S. cerevisiae que ha sido previamente caracterizada 

(Ehrentraut et al. 2011; Norris & Boeke 2010; Connelly et al. 2006). Las proteínas 

Sir3 de ambos organismos son solamente 38% similares; en efecto sólo el 

extremo amino terminal que corresponde al dominio BAH (Bromo-adjacent 

homology) del aminoácido 1 al 214, se encuentra bien conservado entre S. 

cerevisiae y C. glabrata (65% de similitud, 43% de identidad). Este dominio en 

ScSir3 interactúa con los nucleosomas y se han descrito varias mutaciones en el 

domino BAH que afectan el silenciamiento subtelomérico (Norris & Boeke 2010). 

Sin embargo, ninguno de los polimorfismos encontrados en los aislados clínicos 

hiperadherentes se localizan en este dominio, y todos los aislados son idénticos a 

la cepa BG14 y la cepa CBS138 en esta región. ScSir3 posee un dominio AAA+ 

poco conservado en los aminoácidos 532 al 845, y el dominio correspondiente en 

CgSir3 (residuos 632 al 947), es solamente 37% similar al dominio de S. 

cerevisiae. La mayoría de las sustituciones encontradas en los aislados clínicos 

hiperadherentes se acumulan en la región entre los aminoácidos 236 al 534 que 

es la región entre el dominio BAH y el posible dominio AAA+; con la excepción de 

dos aislados moderadamente hiperadherentes que son MC29 y MC68, los cuales 

contienen 3 sustituciones en el dominio AAA+ putativo. Además los alelos de 

D679E e I739N de CgSir3, ambos en el dominio putativo AAA de MC29 y MC68, 
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están flanqueados por dos bloques de aminoácidos que son esenciales para el 

silenciamiento subtelomérico en la región correspondiente de ScSir3 (Ehrentraut et 

al. 2011).  De forma interesante, las mutaciones en el dominio AAA+ putativo de 

los aislados moderadamente hiperadherentes no está presente en los aislados no 

adherentes (indicado con flechas en la Fig. 4). Además, cinco polimorfismos más 

en Sir3 en las cepas moderadamente hiperadherentes tampoco están presentes 

en los aislados no adherentes. Esto sugiere que los alelos encontrados en MC29 y 

MC68 podrían contribuir a la hiperadherencia y los fenotipos de sobreexpresión de 

los genes EPA, así que estos alelos podrían ser menos eficientes para establecer 

el silenciemiento subtelomérico en las células. En las otras dos clases de aislados 

hiperadherentes y en la CBS138, los alelos de Sir3 comparten muchos 

polimorfismos con los aislados no adherentes. Estos datos sugieren que la 

sobreexpresión de los genes EPA y los fenotipos de hiperadherencia encontrados 

en estas otras clases, son probablemente debido a algún otro mecanismo, tal vez 

a través de otras proteínas del silenciamiento que probablemente contienen 

polimorfismos que dan como resultado un silenciamiento menos eficiente. 

Además, un aislado proveniente de los grupos de los aislados muy poco 

adherentes y el altamente hiperadherente contiene polimorfismos adicionales que 

se encuentran después del dominio putativo AAA+, en el COO-terminal de Sir3, 

los cuales tampoco se encuentran en los aislados no adherentes. Estos datos 

sustentan la idea de que el dominio putativo de AAA+ y posiblemente todo el 

extremo carboxilo terminal podrían tener un rol en el silenciemiento subtelomérico 

de una manera análoga a lo descrito en ScSir3 (Ehrentraut et al. 2011; Norris & 

Boeke 2010). Es claro de los datos presentados en este trabajo que cada aislado 

de C. glabrata estudiado difiere significativamente de otros en términos de 

adhesión a células epiteliales o superficies plásticas así como la expresión de los 

genes para adhesinas. Estas diferencias no correlacionan directamente con alelos 

específicos de Sir3, pero alelos particulares de Sir3 (especialmente aquellos 

dentro del dominio putativo AAA+) podrían resultar en un silenciamiento 

subtelomérico menos eficiente de los genes EPA. Posiblemente la combinación 

específica de alelos de todas las proteínas del silenciamiento podría afectar el 
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silenciamiento subtelomérico de manera que resulta en un patrón de expresión 

particular de genes EPA que define la habilidad de ese aislado clínico para 

adherirse y persistir en el hospedero mamífero. Actualmente estamos investigando 

la posible participación de otras proteínas del silenciamiento en la regulación de la 

expresión de varios genes EPA en aislados clínicos de C. glabrata 

hiperadherentes.  

 

CONCLUSIONES Y APORTACIONES DEL TRABAJO 

Candida glabrata surge como un patógeno importante en la década de 1990. 

Anteriormente, en gran medida ignorado, este organismo recibió poca 

atención, por lo tanto, no es sorprendente que nuestro conocimiento de ella sea  

incompleto. Con las herramientas moleculares de que disponemos actualmente 

para estudiar a C. glabrata, se pueden realizar estudios que nos permitan 

identificar más factores importantes para la patogenicidad y virulencia de esta 

levadura.    

El presente trabajo nos aporta un primer acercamiento a la caracterización 

molecular de una colección de aislados clínicos de C. glabrata. 

Este estudio nos muestra que hay una gran variabilidad de fenotipos de 

adherencia a células epiteliales y a superficies plásticas, y no hay una correlación 

evidente entre estos fenotipos en los aislados estudiados.  Sin embargo, todos los 

aislados identificados como hiperadherentes presentan una sobre-expresión de 

una combinación particular de las adhesinas más importantes, la cual difiere de 

aislado a aislado.  De forma interesante, también mostramos que existen múltiples 

alelos de Sir3 entre los aislados de diferentes clases de hiper-adherencia, y en 

este caso tampoco existe una correlación clara entre alelos particulares de Sir3 y 

la capacidad de adherencia. Sin embargo, es posible que ciertos alelos 

particulares de Sir3 en el dominio AAA+ putativo resulte en una proteína menos 

eficiente para el establecimiento de silenciamiento subtelomérico.    
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Abstract 

The cell wall of human pathogenic fungi is a dynamic organelle that 

forms the interface between	   the fungus and its host environment. It gives 

shape, provides protection against the environmental conditions within the 

host, and mediates host-fungus interactions that allow the establishment of 

the infections. 

The fungal cell wall is a bi-layered structure composed of an inner 

network of complex carbohydrates and an outer layer of glycosylated 

mannoproteins (cell wall glycoproteins or CWPs) covalently linked to the 

wall glucans. There are two major types of cell surface glycoproteins: 

glycosylphosphatidylinositol-dependent glycoproteins (GPI-CWPs) and the 

Pir proteins: proteins with internal repeats (Pir-CWPs).  

The outer layer is essential for cell wall recognition processes such 

as adhesion to other fungal or mammalian cells. Proteins present at the 
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cell surface display variations among different species and also within a 

single species depending on the environment or the growth phase, 

allowing fungi to adapt to changing environmental conditions. One group of 

highly diverse GPI-CWPs is the adhesins, which mediate interactions 

between the fungus and the mammalian host cells and to abiotic surfaces 

to form biofilms.  

Candida glabrata, an opportunistic pathogenic yeast that adheres to 

epithelial and endothelial cells, is responsible for 18-26% of all Candida 

systemic infections in the US. The cell wall of C. glabrata contains 67 

adhesin-like GPI-CWPs classified into 7 groups, and the majority of these 

proteins are encoded at subtelomeric regions of the genome. Adherence to 

epithelial cells is mediated primarily by members of the largest group of 

GPI-CWPs, the Epa family of adhesins, encoded by the paralogous EPA 

genes.  

The subtelomeric localization of the EPA genes (and probably other 

GPI-CWPs) has important consequences in the evolution and regulation of 

the expression of the EPA genes. Unequal crossing-over between 

members of the EPA gene family can generate variability; and the 

chromatin-based transcriptional repression found at subtelomeres in some 

strains of C. glabrata results in expression of only one or very few EPA 

genes in each cell. Epigenetic regulation of adhesin expression can 

respond to specific environmental cues within the host by inducing the 

expression of specific EPAs. Remarkably, Sir-protein dependent 

epigenetic silencing occurs in some, but not all, C. glabrata strains 

analyzed thus far.  

Understanding how the variability of GPI-CWPs is generated and 

how C. glabrata senses the environmental cues to regulate EPA 

expression are still open questions in the virulence of this pathogen. 
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