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RESUMEN 

Los métodos de tipificación fenotípica tradicionales para diferentes microorganismos, 

como Gandida albicans,  presentan problemas tales como: variabilidad de ensayo a ensayo, 

cambios fenotípicos relacionados con degradación de marcadores biológicos durante su 

almacenamiento, expresión diferencial de marcadores, etc. Debido a esta inestabilidad en la 

definición de marcadores fenotípicos adecuados, se ha planteado la utilización de moléculas más 

estables, como es el caso del DNA, en ensayos de tipificación molecular para diferentes 

microorganismos patógenos, relacionando además dichos perfiles genotípicos con factores de 

resistencia y patogenicidad. 

El objetivo de este estudio fué establecer métodos de tipificación de cepas de C.albicans 

utilizando RFLP y RAPO. Para lo cual se analizó el polimorfismo de la longitud de los fragmentos 

de restricción de DNA (fingerprinting), de 41 aislados de C. albicans, utilizandose las 

endonucleasas de restricción Eco RI y Xba I. Por otro lado se utilizó el método de RAPI) usando 

3 iniciadores al azar con secuencia: GTGCAATGAG, CAATGCGTCT, CGTCTAGAGC. 

Se identificaron para Eco RI, 6 grupos con bandas de peso molecular entre 1412 y 21420 

pares de bases (pb); y 3 para Xbal, con bandas de 554 a 14307 pb. Para d análisis de RAPO se 

obtuvieron 14 grupos con bandas entre 181 y 1390 pb. En el grupo 1 del análisis de RFLP se 

situaron 76% de las cepas serotipo A y 23% con serotipo 13 sin lograr iota clara discriminación 

hacia sus patrones de sensibilidad. Los grupos 11 y III fueron formados exclusivamente por cepas 

de serotipo A, siendo el total de ellas sensibles a anfotericina f3, fiuconazol e itraconazol, mientras 

que solo 5000 fueron sensibles a ketoconazol. Cuando la correlación se hizo utilizado los, 



patrones de RFLP con Eco R1 como enzima de restricción, se encontró que los grupos II, III, IV y 

V, englobaron al 100% de cepas con serotipo A. 

El análisis discriminativo con los patrones de RED) obtenidos con Xba 1 resultó más 

adecuado que los patrones obtenidos con Eco R1, por lo que sugerimos utilizar esta enzima en 

ensayos de RFLP para facilitar la tipificación de diferentes aislados de C. albicans.  No obstante, 

suginios el uso de un marcador molecular que pueda ser utilizado como sonda en ensayos de 

Souther blot para facilitar aún más el análisis de diferentes aislados de e, albicans  por 12.11.1). 

Aunque el análisis utilizando RAPD mostró un mayor número de grupos a nivel de discriminación 

del 80% para el total de bandas de amplificación de DNA, la correlación de estos perfiles con 

serotipo y sensibilidad permitió un mejor análisis discriminativo que cuando se utilizaron los 

métodos de RFLP con Eco RI y Xba 1. De los 14 grupos formados mediante el análisis por 

RAPD, el 1, IV, XI y XII conformaron al mayor número de cepas con serotipo A. Estos grupos 

incluyeron además al mayor número de cepas sensibles a anfotericina B, fluconazol e itraconazol. 

El análisis de RAPD permitió la amplificación de tres batidas de peso molecular de 541, 

714 y 840 pb respectivamente. Estas secuencias amplificadds pueden ser utilizadas como 

marcadores específicos de C .albicans. Estas bandas no fueron amplificadaS ni en DNA de 

Alycabacterium tuberculosis y tampoco en DNA de Serrana warcenses. Desde el punto de vista 

metodológiCo, el método de RAPD resultó más ventajoso que el análisis de RFLI' dada su 

simplicidad, tanto en la realización como en el análisis de los resultados. 
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1.013JETIvos 

OBJETIVO GENERAL. 

1) Determinar el polimortismo del DNA de diferentes aislados de Gandida glbicans en el 

Hospital de Pediatría del Centro Medico Nacional Siglo XXI. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1) Establecer métodos de tipificación de cepas de C. albicans utilizando polimorfismo en la 

longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) y Amplificación al azar de DNA 

polimórfico (RAPD-PCR). 

2) Analizar la relación existente entre patrones de RFLP's y RAPD's con el serotipo y la 

resistencia a lluconazol, ketoconazol, itraconazol y anfotelicina B de aliados de C. 

albicans.  

3)Evaluar las relaciones genotípicas de aislados de C. albicans  obtenidos en el Hospital de 

Pediatría del Centro Médico Nacional siglo XXI 



2. JUSTIFICACIÓN. 

A pesar de todos los avances metodológicos sobre candidosis, en México hay carencia de 

estudios epidemiológicos a nivel molecular para estos microorganismos, lo cual ha impedido la 

caracterización de cepas autóctonas, dificultando así la terapia con diferentes fármacos de manera 

controlada. 

Se han desarrollado un gran número de métodos genotípicos para la identificación de cepas 

de C. alhicans, entre los que se encuentran reasociación DNA-DNA, polimorfismo en la longitud 

de los fragmentos de restricción del DNA (RFLP), análisis mediante Southem bloc y, amplificación 

al azar de DNA polimorfico (RAPD). Estos presentan ventajas de sensibilidad y reproducibilidad'' 

"'"' "' 45, De todos éstos, los métodos genotípicos de tipificación RFLP y RAPD han mostrado 

ser muy eficientes para caracterizar diferentes microorganismos, incluyendo C. plbican116' 21' " 

Los métodos de tipificación han hecho posible la caracterización de aislados con gran precisión, 

mucho más eficientemente cuando se comparan con los métodos tradicionalmente utilizado?' y 21' 

24, 30, 37, V1.48 

La caracterización y clasificación genotípica de cepas de C. glbicans  puede permitir en un 

futuro cercano, correlacionar los patrones de fingerprinting de DNA de C. albicaus  con aspectos 

fenotípicos importantes como pudieran ser sus patrones de resistencia a antimicóticos. 



3. GENERALIDADES. 

El genero Candida pertenece a la Inda CrOwoseacerte y se agrupa dentro de los 

hongos imperfectos Denterom,yeetesi  ". Las cepas de Canditla albicans se consideran como 

patógenos humanos. causando enfermedades localizadas o diseminadas en pacientes normales o 

intuutiocomprometidos7.10. 	Las infecciones por C. olbys  son promovidas por diferentes 

procesos invasivos como catéteres, terapia inmunosupresiva, malignicidad, inmadurez celular, 

inninodeficiencia, granulocitopenia, agentes antimicrobianos de amplio espectro y abuso de 

drogas intravenosas, entre otros9'1' 

Las levaduras de C.  albicans  se consideran como pleontórficas, esto es, que de acuerdo a 

las condiéiones microambientales pueden adquirir diferente morfología, incluyendo la transición de 

levadura a forma micelial o filamentosa°. Estos hongos poseen un genoma diploide que no 

muestra ciclo sexual''. Un examen microscópico puede revelar levaduras de 2-4pin de diámetro 

(blastocottidias), pseudohifas ó bias verdaderas septadas. Una de las características principales de 

diferenciación de C afmo respecto a otras especies es la formación de tubo genuinativo en 

suero fetal bovino''  

Se encuentran reportadas más de 80 especies para el género Coydido , de las cuales solo 

12 son de interés médico. Algunas de éstas son: C. albicans,, C. trppicalls, C. pstrgpailaria, C. 

krusei, C.kefyr (C. pseudotropicalis), C. guillierinpsdii, C. :eylanoicies, C. tiottica, Ç. 

lirsíranine, 

Entre los mecanismos principales de virulencia descritos para C. albit'am  se encuentran la 

adhesión a las superficies de las mucosas, la cual se requiere para la persistencia del organismo 



infectante en ciertos sitios tales como cavidad oral y vaginal. La resistencia a fagocitosis por 

macrófagos se ha discutido como un mecanismo por el cual C. albicans puede evadir los 

mecanismos de defensa del huésped. La secreción de enzimas hidrolíticas puede facilitar la 

patogenicidad para invadir más eficientemente el tejido del huésped o evadir las defensas del 

huésped a través de la hidrólisis de los anticueipos. Finalmente la conversión Módica de 

levadura a forma hifal de C, albicans  puede incrementar la invasividad del patógeno al tejido del 

huésped'''. 

Hay al menos tres tipos de isoenzimas carboxil proteinasas producidas por C. filkam 

aunque éstas formas de isoenzimas por lo general no se diferencian en estudios clínicos. Varias 

líneas de evidencia sugieren que la actividad proteolítica extracelular contribuye a la 

patogenicidad. Se sabe que las cepas más virulentas producen más proteinasa", Kwon-Chinig y 

colaboradores, compararon la virulencia de cepas diferenciadas en producción de proteinasas y 

demostraron que la producción de proteinasas incrementa la virulencia cuando se compararon con 

otra cepa deficiente en proteinasas", Esto apoya la consideración de que la deficiencia en 

próteinasas, y no otros factores, fueron los responsables de los cambios observados en la 

virulencia. En resumen, la proteinasa no producida constitutivamente, es inducida vivo y puede 

ser detectada en tejidos infectados, sugiriendo qué ésta juega un papel importante en los procesos 

infecciosos. 

Los anthnicóticos que más comúnmente se utilizan para el tratamiento de esta levadura son 

algunos azotes. como miconazol, ketoconazoL itraconazol, anfotericina II y 5-tlitorocitocina (5-

FC); a este último fármaco, C. albicans  puede desarrollar resistencia°. 42, Auger y Col.' reportaron 



11.3% y 49.7% de resistencia a 5-PC, para el serotipo A y 11 respectivamente, en un estudio de 

666 pacientes en Canadá. 

3.1 FORMAS CLÍNICAS DE INFECCIÓN POR C. albicans.  

3.1.1 Cutaneo-mucosas 

Las formas clínicas más frecuentes de candidosis son de espectro variado y van desde 

lesiones superficiales, hasta daños mucho más severos a nivel septicémico, las superficiales de tipo 

cutaneonnicoso son las de diagnóstico más sencillo; de éstas es la estomatitis, algodoncillo o 

inuguet (candidosis seudomembranosa aguda) que generalmente se presenta en los niños lactantes, 

prematuros o desnutridos13' 14  y en los adultos tratados con antibióticos o glucocorticoides 

generales o locales. La estomatitis consiste en lesiones eritematosas recubiertos por membranas 

superficiales blanquecinas en la superficie de la mucosa que pueden ser muy dolorosas e impedir 

que el bebé se alimente; no obstante en algunos casos donde las lesiones son leves o 

moderadamente intensas, las lesiones no provocan dolor". 

La estomatitis comisural o queilosis angular, conocida vulgarmente como "boqueras"", se 

caracteriza por fisura, eritema y dolor en los ángulos de la boca" . Los intertrigos son lesiones de 

tipo mecánico debido al frotamiento de un pliegue cutáneo; se observan como superficies húmedas 

y brillantes recubiertos por costras y fragmentos de membranas blanquecinas". 

Las candidósis genitales son comunes durante el embarazo, Gandida necesita p1-1 ácido 

para su crecimiento que se favorece por el empleo de anovulatorios, anticonceptivos locales, 



glucocorticoides o antibióticos de amplio espectro; las lesiones son semejantes a las de los 

intertrigos, el prurito es intenso y el flujo es opaco de color blanco. 

Los abscesos por Candiflq son poco frecuentes y solo se observan en pacientes 

imumodeticientes. Cuando C. (Airara infecta las uñas (misil), la uña adquiere color amarillo 

verdoso, se amiga y presenta surcos transversales, 

3.1.2 Granuloma candidásico. 

La candidosis gramilomatosa es rara, se presenta en pacientes con falla inmunológica 

especifica ante C. Mienta. Estos pacientes presentan surgía a la prueba cutánea con candidina y 

a otros antígenos, así como liufopenia. Las lesiones son pápulas cubiertas por costras y escamas 

gruesas, que confluyen para formar placas que se localizan en cara, cuero cabelludo, dedos de 

manos, tronco, piernas y ocasionalmente faringe, 

La candidosis cutaneomucosa crónica es poco frecuente; los pacientes presentan lesiones 

unguales, de piel y mucosas, resistentes a los tratamientos. 

3,1.3 Candidosis profundas o viscerales 

Las candidosis profundas o viscerales, no tienen sintomatología propia; se presentan como 

cuadros de bronquitis subaguda, cuadros pulmonares con disnea, febrícula y expectoración 

bematimucoide. Pueden desarrollarse cuadros urinarios de cistitis o pielonefritis que llegan hasta 

insufteiencia renal. Las infecciones del sistema nervioso central pueden traducirse por cuadros de 

meningitis parenquimatosos, secundarios a abscesos, trombosis o granulomas. El liquido 



cefalorraquideo en estos casos es claro con proteínas disminuidas y glucosa elevada. La 

endocarditis por eandida se manifiesta con liebre elevada, anemia e insuficiencia cardiaca. 

3.1.4 Candidosis septicémicas 

Las candidosis septicémicas ocurren por otro lado, en pacientes con inmunodeficiencias 

graves, la mayoría que padece candidentia sufre enfermedad diseminada". Pueden ser secundarias 

al uso de jeringas contaminadas, por empleo de catéteres también contaminados o por generación 

de lesiones viscerales profundas°. Personas con cáncer, receptores de transplantes de órganos, 

lactantes prematuros debilitados, immutodeficientes, y complicación de cirugía mayor presentan 

una alta tendencia para candidosis diseminada". La candidosis septicémica aparece como 

consecuencia de tratamiento innumosupresor (citotóxicos y glucoconicoides) en pacientes 

hematológicos y el diagnóstico es hecho por hemocultivo". Los sitios mál frecuentes de infección 

en sujetos con candidosis diseminada son pulmones, riñones, hígado, bazo y cerebro". 

3.2 EPIDEMIOLOGÍA. 

Candida albicans_ es la especie dentro del género Gandida  de mayor importancia clínica; se 

ha aislado del suelo, del follaje o del ambiente en sitios donde probablemente ha ocurrido 

contaminación humana o animal"; en general se considera cosmopolita'. 

En ciertas condiciones habituales, la transmisión de Gandida parece requerir la 

aproximación directa de un sitio colonizado a una región de la mucosa o superficie de piel 

susceptibles. En neonatos, las infecciones bucales o cutáneas se adqUieren de la mucosa vaginal 



infectada durante el paso del producto por el conducto del parto. Es posible la transmisión entre el 

pecho materno y la mucosa oral del lactante. Los estudios sobre la transmisión de Camliri« de un 

lactante a otro en salas de hospitales, indican que es poco frecuente la infección tomada y que la 

segregación de lactantes infectados con algodoncillo tiene escaso impacto sobre los indices de 

infección". 

Cundiría es comensal del organismo sano y bajo condiciones de inmunosupresión, puede 

causar desde leves hasta severas infecciones en piel, uñas, tracto urinario, esófago, boca, vagina y 

otros tejidos, siendo el bongo más comúnmente aislado en pacientes inmunocornprometidos". El 

recién nacido es colonizado por esta levadura durante las primeras semanas de vida. 

El desequilibrio ecológico y la ininunodeficiencia, que llevan al organismo a una baja de 

defensa locales o generales, propician el oportunismo y el desarrollo de la infección. Los factores 

de oportunismo son de varios tipos : 

I. Físicos : Traumatismos, radiaciones y humedad. 

2. Químicos: pi! cutáneo mucoso, medicamentos, drogadicción y contaminación ambiental. 

3. Biológicos: Prematurez, embarazo, infancia, diabetes, línfomas, obesidad, insuficiencia renal, 

infecciones crónicas, síndromes de itimunodeliciencia y alimentación parenteral ". 

Dentro de las causas de oportunismo mencionadas, la iatrogenia ocupa un lugar 

predominante y en ocasiones es provocada por el médico 13. 

Un estudio realizado en Estados Unidos por Beck-Sagué y cok', durante el periodo de 

1980-1990, reportaron un total de 30477 infecciones fúngicas nosocomiales, de las cuales 59.7% 

fueron debidas a C. albitynts.  Por otra parte Vázquez y cols" citan a Crpulícia lo como el cuarto 



organismo más comúnmente recuperado en cultivos de sangre provenientes de pacientes 

hospitalizados, con una mortalidad de limgemia por C. alhicans de aproximadamente 80-85%. 

En México, el Instituto Mexicano del Seguro Social, reporta en su Atlas epidemiológico 

(de 1985-1990), un total de 205 egresos por micosis en hospitales de zona en 1990 y 11050 

consultas totales por micosis, en niños menores de un año de edad'. 

3.3 SEROTU'OS. 

El serotipo es un concepto que define las características de superficie de cualquier tipo 

celular; para C.  albicans  se han reportado los serotipos A, Il y C. 

El descubrimiento de los serotipos A y B por Ilasenclever y Macho!'" y del C por 

NishikaWa y col.36  en especies de C. alineara ha permitido realizar estudios epidemiológicos que 

indican una estrecha relación entre el serotipo de esta levadura y su susceptibilidad a 5-

fluorocitosina (5•FC). En general las cepas de serotipo A son sensibles a 5-1,C y la cepas serotipo 

13 son resistentes'. 36. Hansenclever and Mitchell (en un estudio realizado con 653 cepas en 

Estados Unidos durante 1962) encontraron una prevalencia del 67.7 % para el serotipo A y del 

32.7% para el II, siendo esto similar a lo descrito en Ettropa".  ". De igual forma Auger y cols en 

un estudio realizado con 666 cepas en Camada'; encontraron una prevalencia mayor del serotipo A 

(74.3%) que del serotipo Il (25.7%). Por otro lado en dos estudios realizados en Europa, se 

encontró una prevalencia mayor de cepas de C. albicans serotipo 13 en pacientes 

inmunocomprometidos' 27; lo cual indica que la liecuencia de serotipos ha cambiado. Sin 

embargo en México no se tienen datos claros acerca del serotipo predominante. 



3.4 TRATAMIENTO. 

La selección del fármaco apropiado o la utilización de una combinación, depende de la 

localización y amplitud de la infección. Los fármacos contra 	othrcatly de uso general son 

clotrimazol, violeta de genciana, anfotericina, anfotericina 8, lluorocitosina, miconazol y 

ketoconazol. 

Para la candidosis orofaríngea se Ita empleado ttistatina oral (que es un antimicótice 

derivado de Spyinomyces  nurse°, clotrimazol y óvulos de nistatina. La violeta de genciana es 

moderadamente eficaz, empero irrita y ulcera la mucosa con el uso prolongado'. El ketoconazol 

por vía oral en dosis por dos semanas causa regresión de las lesiones en aproximadamente 75 % 

de los enfermos. Los casos graves de candidosis de la boca, en especial en pacientes 

granulocitopénicos, usan tratamientos breves con anfotericina II, es un antimicótico derivado de 

Streptainyces Irodavus  que posee toxicidad renal elevada y produce fiebre, escalofríos, temblores y 

vómitos. Sin embargo, cuando se usa correctamente es uno de los mejores agentes antimicóticos 

conocidos. 

La candidosis vaginal se trata con óvulos de clotrimazol ó tdstatina. Es posible tratar la 

candidosis del esófago, estómago o intestino de la misma manera que la candidosis oral, pero no 

con violeta de genciana. Pacientes con casos leves pueden responder a nistatina fátntaco que no 

se absorbe por el intestino'. 13, de tal forma que las grageas orales sólo son útiles para tratar 

proliferación de Candida  en el intestino. En casos moderadamente graves se adndnistra 

al:Muten:a B por vía intravenosa; una alternativa a la anfotericina 13 es d ketoconazol <mil o 

miconazol intravenoso que son menos tóxicos que la anfotericina B. 



En individuos con candidosis renal y en quienes se sospecha infección diseminada, la 

administración intravenosa de anfotericina B con thiorocitosina por 4 semanas (si la cepa es 

susceptible) es el tratamiento más eficaz". La 5-fiuorocitosina es una piritnidina con potente 

actividad citotóxica", se emplea por vía oral y se aconseja combinarla con anfotericina 13 en caso 

de formas profundas de infección. 

Los compuestos imidazólicos recientemente introducidos en el tratamiento de las micosis 

son muy útiles. Existen en forma tópica los siguientes compuestos: nitrato de miconazol, nitrato de 

isocomazol, clotrimazol, nitrato de econazol, nitrato de oxicomazol, bifonazol, y ticonazol. En 

resumen por vía general se utilizan el nitrato de miconazol, el ketoconazol y el itraconazol. Todos 

son activos contra Candida, aunque habrá que recordar que cuando se asocian a la anfotericina 13, 

algunas Sepas de C. albicqns, se vuelven resistentes13'1. 

3.5 DIAGNOSTICO. 

3.5,1 Morfológico. El diagnóstico de Catulidg puede efectuarse por medio del examen en 

fresco; el cultivo y la biopsia. 

El examen directo de escamas, uñas, pus, orina, material de punción, liquido 

cefalorraquídeo y expectoración se hace con la prueba de K011 al 10%13' 14  ú 20%, el cual 

ofrecerá una evidencia presuntiva del hongo". También se pueden hacer frotis y teñirlos con 

GRANI; en donde se observarán levaduras ovoides en gemación de casi 2 a 7 Rin de diámetro, 

seudohifas o ambas. Las biopsias se tiñen con GRAM, l'AS (ácido peryódico de Shift) o Gomori 



Gmeott y en ellas se identificarán las estructuras levaduriformes y los filamentos !Mediares al 

introducirse el colorante en el tejido. 

FI cultivo del material biológico se realiza en SDA al 4% de glucosa (Agar de dextrosa 

Sabouraud) y solo cuando se considera que los especímenes están contaminados con bacterias se 

les adiciona normalmente cloramfenicol y ciclohexamida, la cual impide el crecimiento de hongos 

saprótitos; en el cultivo se observarán colonias de color cremoso, de forma redonda, claramente 

demarcada, lisas y brillantes ya sea a 37 °C o a temperatura ambiente, En 24-48 hrs, los cultivos 

desarrollan las colonias levadurifinmes blancas y opacas. Para el desarrollo de filamentos y 

producción de clamidosporas que caracterizan a C. alba :ala', se debe esperar I semana. También 

se pueden cultivar en agar Czapek Dox con 1% de Tween, donde se observarán clamidosporas 

terminales laterales características de 10 a 12 pm de diámetro con paredes lisas de doble contorno. 

La presencia de levaduras o el desarrollo de colonias levaduriformes, no es un diagnóstico 

definitivo de candidosis y por lo tanto éste se debe apoyar con datos clínicos. Uno de los métodos 

más simples, económicos, disponibles y de elección en el laboratorio para la identificación 

presuntiva de C, tillriqul es la formación de tubo germinativol3' 14' 17' 23' ", el cual facilita la 

diferenciación con respectó a otras especies de Candida. 

3,5.2 Serológico. Los anticuerpos se han utilizado ampliamente como herramientas 

inumnológicas y recientemente se han implementado técnicas de biología molecular y bioquímica 

En general a los anticuemos contra C. albican,y se les ha dado 3 aplicaciones prineipalmente: 

1)Para la detección de proteínas antigénicas usando runicuerpos policlonales o monoclonales en 

Western blots o en imminotinción de antígenos específicos a nivel celular. 2) Para la medición de 



3.5.3 Celular. 

La intradermorreacción con candidina es positiva en casi el 100% de los individuos sanos y 

en los pacientes con candidosis, excepto en los que desarrollan las formas granulomatosa o 

títulos de anticuerpos específicos en contra de proteínas especificas de C. albicatl, determinando 

así sus valores como marcadores en la infección o para bloquear antígenos thneionando así como 

agentes protectivos. 3) Para el aislamiento de secuencias que codifican para proteínas antigénicas y 

el análisis densitométrico de las proteínas relevantes, proporcionando una idea de la expresión de 

las levaduras". 

El desarrollo de la inmunidad humoral no parece tener una importancia capital en la 

evolución de la candidosis"' ". No obstante, las técnicas de inimmodifusión, de fijación del 

complemento y de anticuerpos fluorescentes, son útiles en el diagnóstico de la candidosis 

cutaneomucosa crónica, del granuloma candidósico y de la candidosis generalizada o septicémica, 

ya que siempre éstas reacciones son positivas, Sin embargo, en pacientes muy debilitados 

portadores de linfomas malignos y leucemias (las cuales se han tratado con inniunosupresores y 

glticocorticoides), las técnicas serológicas se vuelven negativas a pesar de existir infección por 

_Candidall ; al igual que en los individuos sanos colonizados por (7«ndirig yen los pacientes con 

: formas superficiales de candidosis. Una desventaja más, es la dificultad en la interpretación de las 

pruebas (ininuitodifusión, contraimminoelectroforesis, aglutinación en látex) debido a que las 

preeipitinas se encuentran en el 20.30% de la población, en tal caso la correlación clínica a nivel 

profundo puede ser de utilidad". 



cutancomucosa crónica e infección generalizada; donde esta anergia es un pronóstico severo de la 

infección". 

3.5.4 Bioquímico. 

El diagnóstico final para la identificación de levaduras es la prueba de asimilación de 

carbobidratosu. la cual mide la habilidad de la levadura para utilizar un carbohidrato especifico 

cuino única fuente de carbono en presencia de oxigeno. De modo que los aislados que asimilan y 

no linntentall sacarosa, son confirmados como C. albleallS, el perfil de asimilación y fermentación 

para especies de levaduras se resume en la tabla No. 1 

Debido a los largos periodos de incubación y otras desventajas, se utilizan más 

tjecticntemente sistemas de identificación como el "API 20C", éste sistema es similar al API 20E 

usado para la identificación Je enterobacterias .̀  '7. 

16 ASPECTOS 1NMUNOLÓGICOS DE C. albicans. 

En la candidosis mucoculanea crónica ya se han establecido con claridad defectos en la 

inmunidad mediada por células; C11 estos casos, la anomalía más constante corresponde a la 

producción subnormal de linfocinas por células T, en respuesta a los antígenos de C. óláican.113. 

Los estudios de la respuesta del huésped competente a especies de Cruglidu indican que 

todos los componentes del sistema bituminado responden al patógeno; psi los sitios receptores en 

células epíteliales de boca y vagina permiten la adherencia de la levadura. La lisozinta 

(inurítmidasa) causa aglutinación y destrucción de 	albiwity. En individuos imminocompetentes 



se generan anticuerpos IgA secretores y humorales y anticuerpos IgE específicos en contra de C. 

a/bicans. I,a mayoría de los adultos normales presentan anticuerpos IgG circulantes contra los 

antígenos de C. albicans, aunque en la infección hay respuesta transitoria de anticuerpos IgM". 

Los anticuerpos lgG logran opsonización eficaz de C. aIbicap.y. El microorganismo además puede 

activar la vía alterna del complemento. Los leucocitos polimorfonucleares, monocitos y eosinofilos 

ingieren y destruyen a C. atbicans. Un componente polisacárido de PoOdcr puede ocasionar la 

formación de linfocitos supresores, mientras que los antígenos estimulados por un mitogeno 

producen una linfocina que destruye al microorgtudsmo4. 

3.7 ANTÍGENOS PRINCIPALES. 

La pared celular de C. qrnicans esta constituida de: 

1) Carbohidratos: (3-glucanos. 90% (peso/peso) 

2) Proteína: manoproteinas. 3.6% (peso/peso) 

3) Lípidos: Quitina. 2% (peso/peso). 

Éstas son moléculas intuunogénicas intportantes ya que la pared celular constituye 

aproximadamente el 30 % del peso seco de la célula. La distribución de estos polímeros es similitr 

em células de levaduras, tubo germinativo y elementos mieeliares. En resumen, la pared celular de 

glbicans es de gran importancia, ya que esta involucrada en la adhesión, colonización, 

contenido de componentes antigénicos importantes y finalmente por su capacidad para regular 

productos secretados de la célula. Los 11-glucanos y la quitina de la pared, los cuales no están 

presentes en células de mamíferos, pueden ser junto con las cuántas involucradas con su síntesis y 



degradación, blancos potenciales pata nuevos agentes antifüngicos. 1,a quitina en la pared celular 

de 	albicans es la primera que se localiza y esta covalententente unida a los glucanos guiando el 

desarrollo de una estructura de pared celular secundaria°. 

TABLA No. I: CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS Y DE CULTIVO 1W CEPAS DE 

Candida albicans 

PRUEBAS FENOTÍPICAS RESULTADO 
Crecimiento a 37°C 1  
Pseudobifas ., 

Clansidosporas + 
Tubo gen:: in a tivo + 
Cápsula - 
Dextrosa + 
Maltosa + 
Sacarosa -1-* 

Lactosa - 
Galactosa + 
Melibiosa - 
Celobiosa 
Inositol - 
M'osa + 
Rafinosa - 
Trealosa 
Dulcitol 
FERMENTACIÓN (prod. gas) 
Dextrosa 
Maltosa 
Sacarosa 
Lactosa - 
Galactosa F 
Trealosa 
Ureasa - 

Varia según la cepa.  
Asimilación del azúcar 

F- Fermentación del azúcar 

16 



La fracción manoproteina es el principal componente celular antigénico de C. allwans. y 

tres serotipos pueden ser distinguidos por serología basados en diferencias en estructuras 

nianoproteicas°' 	Las estructuras de manoproteínas de C. olbjeays son similares a las de 

Saccharmmyes cerevisige, ambos con polisamiridos altamente ramificados, unidos a residuos de 

asparagina de la proteína a través de dfineros de lki-tteetil- D-glueosamina (GleINZAc), y de 

pequeñas cadenas similares de residuos de untuosa unidos a través de serbia y treonina. Las 

numoproteinas contienen grupos fosfatos los cuales son importantes en la determinación de 

antigenicidad. La superficie celular de C._ flbr.caus, también contiene receptores para el fragmento 

C3, iC3b; por unión no covalente de iC3b, la patogenicidad de C. a/bieems se incrementa, porque 

la fligoeitásls de leucocitos humanos polimorfonueleares es dismínuida4°. Recientemente, 

Rotulara et al" demostaron la presencia de receptores de tubo gemtinativo específico para 

blondi'. los cuales pueden mediar la adherencia de los receptores y así contribuir al 

establecimiento de candidosis, 
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4. MÉTODOS DE ANÁLISIS PARA LA IDENTIFICACIÓN Y 

TIPIFICACIÓN DE Calbleans. 

4.1 TÉCNICAS BÁSICAS. 

4.1.1 Digestión del DNA con enzimas de restricción. 

Las endonucleasas de restricción son endo-desoxirdbonucleasas que digieren cadenas 

dobles de DNA después del reconocimiento de la secuencia de nucleótidos específicos por 

rompimiento de dos enlaces fosfodiéster, uno dentro de cada cadena dúplex de DNA.44' 2i. Las 

enzimas de restricción forman parte del sistema de restricción-modificación de células bacterianas, 

y tienen como función protegerlas contra la invasión de DNA exógeno. 

purificación y caracterización de endonucleasas de restricción que cortan el DNA en 

fragmentos discretos, se ha utilizado con los procedimientos básicos de Biología molecular. El 

corte se da simplemente por incubación de la enzima con el DNA en condiciones óptimas; la 

reacción depende de la cantidad de enzima, DNA presente, amortiguador, concentración lerdea, 

temperatura y duración de la reacción. 

La eficiencia de las endonucleasas de restricción depende de la pUreza del DNA; se ¡ruede 

inhibir su actividad por contaminantes encontrados en algunas preparaciones de DNA, tales como 

proteína, fenol, cloroformo, EDTA, SDS y altas concentraciones de salea entré Qtrial La eficiencia 

de la reacción se puedeincrententar aumentando el numero de unidades de enzima en la mezcla de 

reacción; por dilución de esta, o por incremento del tiempo de incubación. Algunas cuántas de 

restricción se inhiben por mediación de nucleótidos dentro de sus secuencias de reconocimiento. 



Para realizar los ensayos de restricción se utilizarán dos endonueleasas de restricción 

denominadas Eco Rl y Xba 1 (13oebringer Mannbeim Hiochemica Alemania). 

Eco RI se aisla de Escherichia coli y su secuencia de reconocimiento para corte de DNA 

es la siguiente: 

5 '-G1AATTC-3' 

Xba 1 se aisla de A'anthomonas badrii y su secuencia de reconocimiento para corte de 

DNA es la siguiente: 

5'-T4.CTAGA-3' 

3'-AGATCJT-5' 

4.1,2 Electroforesis del DNA 

Para verificar la pureza e integridad del DNA crontosotnal, el material obtenido se somete a 

electroforesis en geles de agarosa al 1% La agarosa gelificada forma una matriz de exclusión 

molecular determinada por la concentración de ésta. Cuando se aplica un campo electroforético a 

través del gel, el DNA que tiene carga negativa a pH neutro, migra hacia el ánodo y su velocidad 

de migración esta determinada por un gran número de factores, entre los que se encuentran: 

tamaño molecular y coformación del DNA, concentración de agarosa, voltage. dirección del 

campo eléctrico, temperatura, presencia del bromuro de etidio y composición del amortiguador aa. 



4.1.3 'Unción de geles de agarosa con bromuro de etidio. 

El método más usado para visualizar el DNA en geles de agarosa es la tinción con el 

colorante fluorescente bromuro de etídío. Este colorante posee mi grupo planar que se intercala 

entre las bases del DNA resultando un incremento en la fluorescencia del colorante, comparado 

con el colorante libre. 

El DNA absorbe la radiación ultavioleta a 254 ni» y la transmite al colorante. El colorante 

unido al DNA absorbe la radiación a 302 nnt y 366 11111. En ambos casos la energía es remitida a 

590 nin en la región rojo-naranja del espectro visible. El bromuro de etidio se puede utilizar para 

detectar cadenas simples y dobles de ácidos nucleicos, sin embargo, la afinidad del colorante por la 

cadena simple es relativamente más baja. 

El•bromuro de etidio se prepara como una solución stock de 10 mg/a en agua, que se 

almacena a temperatura ambiente y se protege de la luz. Este colorante, debe ser manejado 

estrictamente con guantes, ya que es una agente mutagénico además de ser moderadamente 

tóxico•'. 

4.2 HIOLOGIA MOLECULAR. 

• La aplicación de métodos de biología molecular para la identificación de cepas ha hecho 

posible distinguir aislados con gra►  precisión, en comparación con métodos formalmente 

disponibles y con ésto se ha facilitado la realización de una variedad de nuevos estudios.", que se 

basan en diferencias en el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de DNA genómico 

cortados con enzimas de restricción. 



Varios estudios han empleado polimorfismo en sitios de restricción de DNA ribosomal para 

la identificación de cepas 	 H polimorlismo se detecta por examinacion de geles 

teñidos con bromuro de etidio en los cuales se demuestra la presencia de bandas distintivas de 

SeetICIICi3S repetidas'''. Otro entinme son los patrones de digestión con enzimas de restricción de 

DNI:\ mitocondrial para diferenciar cepas de Cífirdirk o sondas, como el gene de activa, el cual se 

ha Iltili',.11(10 canto sonda de hibridizadon para distinguir especies de importancia médica de 

Candida' 2. Así también, se han donado secuencias moderadamente repetitivas de C. otiolyym y se 

usaron como sondas de hibridización ell estudios de identificación de cepas; tales secuencias han 

permitido identificar con alta resolución cepas muy relacionadas y con esto se ha demostrado la 

coexistencia de múltiples cepas de C. g//My/a:en un mismo individuo infectado". 

Debido a la importancia clínica de esta imana, se han desarrollado un gran número de 

métodos para la identificación y tipificación de cepas de C. olbicyou, entre las que se encuentran: 

serotipilieación, morfología, hiotipifieación y resistotipilicación31. Sin embargo, Lee y col'', han 

reportado que no existe un método único capaz de proporcionar datos confiables. 

En general los métodos fe»otipietis empleados en lit identificación de Ci oftiftmr,s: 

presento diferenteS problemas tales como: dificultad en la ejecución, estandarización, variabilidad 

de corrida a corrida. cambios de patrones con el almacenamiento y reprodueibilidad'r 46' "s. 

Recientemente han surgido dos métodos Para la identificación genética de cepas 

indñiduales.• El primero es el método de' RFLP de DNA, (Polimorfismó en la longitud de los 

fragmentós de restriceón de DNA) que fue descrito por primera va en 190"i  (Jeleys et 	Fl 

ensayo de RFLP consiste únicamente en la fraginentación del DNA.  genrunico Con minio de 

restricción y su análisis dectrotiirético, el cual en álgunoS casos donde existe una sonda especifica 



se puede mejorar usando un ensayo de Southern bloc". El método se basa en la utilización de 

sondas de hibridación para detectar secuencias repetitivas hipervariables (minisatélites y 

microsatélites de DNA). 

El otro método usa la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y un primer único 

(iniciador) relativamente pequeño con una secuencia nucleotídica arbitraria, el cual se utiliza para 

amplificar DNA polimórfico al azar; este método se ha descrito como "amplificación de DNA 

polimórfico al azar por PCR" (RAPD-PCR) (Williams et al., 1990), PCR. con primers arbitrarios 

(AP-PCR) (Welsh and McClelland, 1990), ó amplificación de fingerpriming de DNA (DAF) 

(Caetano•Anollés et al., 1990). El ensayo de RAPD usa típicamente una combinación de 

iniciadores, de 10-20 nucleótidos de longitud, para amplificar una secuencia de DNA blanco 

mediante la reacción en cadena de la polinterasa (PCR)'''. 

Debido a que cada uno de estos métodos prueban digestiones de DNA genómico para 

secuencias repetitivas, usan primers únicos para amplificar arbitrariamente fragmentos de DNA y 

son capaces de detectar variaciones entre individuos; se ha sugerido que una combinación de 

ambos métodos puede producir un método rápido y más sensible para identificar cepas que son 

también aplicables para experimentos a gran escala. 

4.3 REGIONES GENÉMCAS RELEVANTES EN C. albicans.  

Lo« y col'', donaron y secuenciaron el gene aspartil proteinasa, de C. g./hico/1.y y 

reportaron que a pesar del alto Mvel de homología en la secuencia del gene aspartil proteinasa de 

C. gilipaits y S. pereyisine, las dos secuencias difieren en la región que contiene el autillo termMal. 

La enzima de S. cereyisfae es una proteína vacuolar; esta diferencia sugiere que la donación del 



gene de Candida podría codificar una proteína secretada. Los progresos en estos experimentos 

están enfocados a determinar si el producto de la donación del gene es secretado y si su secreción 

contribuye a la virulencia". 

La contribución del crecimiento di:nórtico para vindencia se ha investigado en estudios de 

n►utantes, los cuales pueden crecer solo como forma de levadura o en forma filamentosa. Los 

estudios de biología molecular en esta área están enfocados principalmente en la expresión 

diferencial de genes en los dos estados morfológicos. Estudios de electroforesis de geles en 

segunda dimensión de extractos de proteínas de células de levaduras y formas filamentosas han 

demostrado diferencias en los niveles de ciertas proteínas. 

La expresión diferencial de genes se ha estudiado a nivel de RNA en la cual se donó el gen 

de tubulina y lo usaron como sonda para medir los niveles de RNA mensajero en la células de 

levadura y en los filamentos. Sorprendentemente solo se encontró un gen de actina en C. albüpps., 

aunque se puede esperar que tenga dos genes que optimizen la síntesis de estas moléculas en cada 

tipo celular. Los niveles de un n►RNA único de 1,2 kb se incrementa seis veces dentro de las 

primeras 2 hm, después de que emerge el tubo germinativo, reduciéndose su síntesis después de 

este tiempo. Esto presumiblemente refleja el control transcripcional del gene de actina, el cual es 

inducido tempranamente en la conversión de levadura a forma filamentosa, aumentando así la 

necesidad del producto de este gene. La contribución precisa del gene de actina y otros genes para 

dimorfismo requieren'investigación adicional". 

El descubrimiento de antibióticos ha estimulado el estudio de un gran número de genes 

cuyos productos son blancos potenciales de agentes antitimgales. Estos genes codifican para fi- 
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tubulina, Met lanosterol-dimetilasa. 2-3-oxidosqualene ciciasa, timidilat o sintetasa, dibidrolidato 

sintetasa, dibidrofolato reductasa. 

Los dutamatos benzinfidazoks son de las Olmos clases de fungicidas agrícolas 

selectivos y actúan por unión a la subunidad beta del dímero de tubulina, produciendo 

despolimerizacion de los microtóbulos. Los microtubulos están compuestos por 2 proteínas de 

peso molecular aproximado de 55,000 D, u-tubulina y (3-tubulina; estas proteínas forman 

subunidades de heterodimeros que se ensamblan dentro de microtnbulos y forman un componente 

de el citoesqueleto celular y huso mitótico y son importantes para la integridad celular y para la 

división celular. El gene estructural para la (3-tubulina, es el blanco potencial de los benzimidazoles 

carbamatos, fué eMnado de C. albicans y su secuencia finé aislada usando el gene de (3-tubulina de 

S. t:emisine como una sonda de hibridación bajo condiciones de alta astringencia. Debido a el alto 

grado de conservación (82 % de homología) entre los geneS de (3-tubulina C. albicans y S, 

cerevisirre cuyos produCto difieren solo por 80 amilMácidos, es sowendenté que C. albagns sea 

altaniente resistente a beso mil, un fungicida selectivo perteneciente a lol carbaituttos 

benzimidazoles. 1;1 resistencia probablemente se deba a otros factores en la beta tubulina tales 

como permeabilidad, ináCtivación de los fungicidas, 'y diferencias en proteínas asociadas con 

microtúbulos, El gene de la 13-tubulina de Candida se «meso en S. cerevísiae  y lijé •capaz de 

complementar una disrupción en el gene de la fi-tubulina; las Pepa& qué expresaron el gene de la (3-

tubulina no fueron más resistentes al benotnil, sino de hecho, mostró. un incremento en la 

sensibilidad. Un gene que edifica para resistencia a benomil Se ha donado de C, albicans el cual 

no tuvo una secuencia homóloga detectable, con 13-tübulina, sugiriendo que el producto de este 
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crecimiento de la cepa de S. cerevisjac mutante en ausencia de culesteiol, 
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gene produce resistencia a benomil por otro agente que afecta el mecanismo de unión de los 

microtubulos. 

Lanosterol 14 cz-demetilasa (LDM) es el blanco de la clase más grande de fimgicidas 

empleados en medicina y agricultura, los cuales incluyen los ímidazoles, los triazoles, y las 

LDM es una enzima en la vía biosintética del estero] y cataliza la reacción común para 

la síntesis de ergosterol en hongos y colesterol en mamíferos; también es un citoeromo P450, una 

de las grandes familias de proteínas que tienen una distribución taxonomicamente amplia que 

catolizan una variedad de reacciones. El gene de LDM de C. glIncans se donó a través del uso del 

mismo gene pero de S. cerevisiae  como una sonda de hibridación bajo condiciones específicas. 

Las donas se emplearon para sobrexpresarlo en 17.. alfricans y S. cererislac!. El aumento de éste 

gene decreció la sensibilidad en ambas especies a un número de inhibidores de LDM, los 

resultados confirman el mecanismo de acción propuesto para imidazoles y triazoles. En resumen, 

la deleción del gene 1,DM en S. cerevisiae  resultó en la letalidad-del bongo, demostrandó que la 

función del gene LDM es esencial para la viabilidad. 

En cuanto a 2,3.Oxidocualeno eiclasa, esta enzima cataliza la reacción que ocurre en la vía 

biosintética del estero! previa a la reacción que cataliza LDM. Cattel (1996) examinaron la acción 

de una variedad de inhibidores en 2,3 oxidocualeno cielasa de células de plantas, hongos y 

animales, observaron diferencias y sugirieron que esta enzima puede ser blanco potencial para el 

desarrollo de fungicidas. El gene 2,3-oxidocualeno ciclasa de C. allacans se donó por 

complementación en una mutante deficiente en este gen en S. cerevisiae4°. El gene se expresó 

adecuadamente en S. cerevisiae, usando una sola copia de la secuencia de ('andida, se logró el 



La timidilato sintetasa se ha estudiado como un blanco potencial para terapias 

anticandidales. El razonamiento de que la enzima puede ser un buen blanco radica en que. 

1. El producto de la enzima dMPT. puede ser sintetizada únicamente en C. glblepny, ya 

que la levadura carece de timidina kinasa. 

2. La levadura no incorpora tintina, timidina y dTM1) de el ambiente. 

3. La 5 Fluorocitosina es bien conocida como agente anticandidal, actúa en la via celular 

conviniendose a 5 lluoro•dUMP, que es un inhibid« de timidilato sintetasa. 

Además se sabe que puede diferenciar varios grupos a nivel lilogenético (especialmente en 

protozoa) y como un resultado, ha sido extensamente estudiado como tul blanco potencial en 

terapéutica. 

La hidrofolato reductasa es blanco de un número importante de agentes terapéuticos 

incluyendo el trimetropitun, piremetamina y metrotexate. Las diferencias en la enzima producidas 

por el patógeno y la producida por el huésped hace posible el tratamiento de enfermedades 

infecciosas con inhibidores de enzimas específicas; la existencia de tales agentes terapéuticos 

apoya la idea que la hidrofolato reductasa puede servir como un blanco para agentes antiftmgales. 



5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 MUESTRAS BIOLÓGICAS. 

Se estudiaron 41 cepas de Candifla albicans  las cuales fileron proporcionadas por el Dr. 

Humberto Díaz Ponce, de la Unidad de Infectología del Hospital de Pediatría (Centro Medico 

Nacional Siglo XXI. IMSS); previamente identificadas, serotipificadas y resistotipifieadas 

(detección de resistencia 4 antin►icóticos)t'. Las características de las cepas y los datos relevantes 

de los pacientes de donde se obtuvieron los aislados se presentan en las Tablas 3, 4 y 5 en la 

sección de resultados. 

5.2 OBTENCIÓN DE C albicans A PARTIR DE SU CULTIVO. 

Una vez identificadas las levaduras como C. albicans,  se prosiguió a propagar los aislados 

para la extracción del DNA. Cada aislado fue sembrado por dilución en una placa de asar de 

dextrosa Sabouraud y se incubó a 37°C durante 48 brs. Se tomó ut►a colonia aislada y se sembró 

en tubos de polipropileno que contenían 5m1 de caldo de Dextrosa Sabourud (Bioxon, Becton 

Dickinson de México, S.A. de C. V.), incubándolas a 37 °C durante 24 bis con agitación constante 

de 200 rpm. Finalmente, el cultivo celular se obtuvo por centrifugación a 3000 (pm durante 5 min 

en una centrífuga clínica (E. 1. Du Pont de Nemours Fitul Co. 	Newtown, Conn.). El cultivo 

fue lavado con 5 ml de sorbito! IM (Sigma, Cliemical Co; St. Louis, MO, USA) agitando 

vigorosamente y centrifitgando bajo las n» senas condiciones. El número de levaduras por ml se 

cuantificó espectrofotometricamente y se utilizaron pastillas de 2 X108-  células. Esto se realizó 



tomando en cuenta que I unidad de densidad óptica a 600 in es equivalente a 3X 107  células por 

inlu. El cultivo se uso inmediatamente o se almacenó a -20T hasta iniciar la extracción de DNA. 

5.3 PREPARACIÓN DE ESFEROPLASTOS 

A las pastillas celulares se les adicionó 0.5 ml de sorbitol 1 M y se agitaron vigorosamente 

hasta resuspender completamente las levaduras. Posteriormente los esferoplastos se prepararon 

adicionando 50 pl de [1-mercaPto etanol 0.28 M y la suspensión se homogeneizó vigorosamente 

durante 10 segundos. A continuación se adicionaron 15p1 de una solución de liticasa ling/m1 

(Sigma, Chemical Co; St Louis, MO, USA) y la suspensión celular se resuspendió suavemente 

durante 5 segundos. La mezcla se incubó entonces a 37°C durante 1 hr. con agitación constante 

(200 rpm), posteriormente la muestra se centrifugó bajo las condiciones ya mencionadas. Una vez 

obtenidos los esferoplastos, estos fueron resuspendidos en 500p1 de amortiguador TE (10 mM 

Tris-1-10 y ImM de EDTA, pll 8), la suspensión fué posteriormente transferida a un tubo 

Eppendorf de 1.5 tul. 

5.4 EXTRACCIÓN DE DNA de C. aibiearts.  

Para realizar la lisis celular de los esferoplastos, se mezclaron por inversión con 50p1 de 

SDS al 10% (Gibe() BRI.. Life Technologies Inc; Gaithersburg, MI), USA) y se incubararon 

durante 20 minutos a 65°C. Para asegurar la tisis completa, el tubo se mezcló por inversión a 

diferentes tiempoá hasta que la solución se observó viscosa. La :nuestra se centrifugó a 14000 

tpui/5 minutos a t° anibiente y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo para precipitar los 
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ácidos nucleicos. Debido a que las bajas temperaturas favorecen la precipitación, (Merk-México, 

S.A.; México D.F.), se adicionó gota a gota etanol absoluto frío y la solución se incubó durante 15 

mins, a -70°C. Posteriormente la solución se central') durante 10 minutos a 14,000 vi y el 

sobrenadarte se desechó. 

Para eliminar sales que hayan precipitado junto con el DNA, se realizaron dos lavados por 

centrifilgación a 14,000 rpm durante 5 mM con 5001.11 de etanol al 70%, el cual se adicionó por las 

paredes del tubo teniendo cuidado de no resuspender la pastilla de ácidos nucleicos. Para eliminar 

el exceso de etanol de los ácidos nucleicos y dejar la pastilla seca, se utilizó un concentrad« al 

vacío para tubos eppendorf "Automatic speed yac" (AS160, Savant, Farmindgdale, NY). La 

pastilla de DNA se resuspendió en 300µI de amortiguador TE y se dejó reposar durante 15 mins. 

Para facilitar la resuspensión del DNA se calentó a 65°C durante 5 mins. y una vez disuelto, se 

hámogeneizó con una micropipéta con la punta cortada. El RNA de la muestra se eliminó 

adicionando 50u1 de RNAsa "A" a una concentración de 	(Boehinger Mannheini 

Biochemica, Alemania), resuspendiendo la solución suavemente e incubando la muestra a 37°C 

durante 1 hora. Finalmente los ácidos nucleicos se precipitaron bajo las mismas condiciones 

adicionando 500u1 de isopropanol (Sigma Chemical Co, St Lotus, Mo, USA). Una Vez. precipitado 

el DNA se centriftigó 10 mins. a 14,000 ipni para eliminar el isopropanol y nuevamente se lavó 

coq etanol al 70% como se mencionó anteriormente. Finalmente el DNA se resuspludió en 125 ul 

de amortiguador TE y se cuinitifien de acuerdo al protocolo descrito a continuación. 



5.5 CUANT1FICACION 1W DNA de C. a/bicans. 

La lectura de densidad óptica a 260 In permite el cálculo de la concentración de los ácidos 

nucleicos en la muestra, El radio entre las lecturas a 260 y 280 in da una estimación de la pureza 

del DNA. Se consideraron preparaciones adecuadas aquellas que presentaron un radio entre 1,7 y 

1.9. Así, para cuantificar el DNA obtenido, se tomaron 5itl de cada muestra y se realizó una 

dilución 1:200 con amortiguador TE, tomando la lectura de absorbancia a 260 y 2110 mu en el 

espectrofotómetro con sistema de luz UV (7800. Singapure, Jasen Co, Japón). Para realizar el 

cálculo de la concentración de DNA se tomó en cuenta lo siguiente: 

I UDO 260 tn- 501.tgind DNA doble cadena 

I UDO 280 mit -  4011gi131l DNA cadena única 

r-260/280- I .8 

DNA ----450pg!m1)(UDO 260 ni« Vf en 1131)15111 

DNA =pg/pl 

Una vez cuantificadas las muestras de DNA, se almacenaron a -20°C debidamente etiquetadas 

hasta su uso. 

5.6 ELECTROFORESIS DEL DNA de C. Mimos, 

Para fraccionar elDNA, se emplearon 2011g de DNA de cada aislado de Ç. (1141(yitis, los 

cuales se mezclaron con el buil'« de muestra IX (el stock 0X contenía 0.25% Ni:ello-dallo! ITO. 
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0,25% azul de bromofenol, 30% de glicerol en agua) para incrementar la densidad del DNA y 

garantizar que la muestra no difundiera, dando además coloración azul a la muestra para su 

monitoreo durante la corrida electrolbrética. Este colorante indica la distancia recorrida por el 

frente de la muestra. 

Para la preparación de los geles, se pesó la cantidad de agarosa necesaria para tener una 

.concentración final de la agarosa del 1%; se solubilizó en un volumen de agua menor al volumen 

final, ya que habría que considerarse el volumen del amortiguador TAE (242g Tris-base, 57.1 ml 

de ácido acético glacial, 100 ml EDTA 0,5M pH= 8m, cbp 1000 mi) el cual fué adicionado cuando 

la agarosa alcanzara una T de r156°C. 

Posteriormente se preparó la cámara de electroforesis, se niveló el contenedor del gel en 

una plataforma de grafito; la agarosa se vacío en la cántara de electroforesis y previamente a la 

gelificación de la agarosa se colocó el peine para formar los pozos que contendrían las muestras, 

El gel se cubrió con amortiguador de corrida a lo largo del peine para retirarlo con facilidad y el 

reservorio de la cántara se llenó con amortiguador pero sin cubrir el gel. Antes de cargar la 

muestra se llenaron los pozos con buffer TAE para evitar que la muestra al ser cargada, se pegara 

en las paredes del pozo. Las muestras así como los marcadores de peso molecular se depositaron 

con la ayuda de una inicropipeta (pipetinan p lO, Gilson, Francia), La cámara de electroforesis 

(Horizon 11.14, Gibco BRL Life Technologies Inc, Gaistenburg, Md, USA) se conectó a una 

fuente de poder (250, Gibco BRL Life Technologies Inc, Gaistenburg, MD, USA) considerando la 

ubicación de los electrodos en base a que el DNA tiene carga negativa y por lo tanto corre hacia el 

sínodo. Una vez que las muestras salieron de los pozos, se apagó la fuente de poder y se adicionó 



más amortiguador TAE IX hasta cubrir el gel, se continuó la corrida electroforetica hasta que el 

amortiguador de corrida alcanzó una distancia cercana al borde del gel. 

5.7 TINCION DE GELES DE AGAROSA CON BROMURO 1W ETIDIO. 

la tinción se realizó introduciendo el gel en un recipiente con solución de bromuro de 

etidio (Gibco BRE. Life Technologies, Inc. Gaithersburg, MD, USA) 51tg,/zul, se mantiene el gel en 

agitación constante durante cinco minutos; el exceso de colorante se elimina al enjuagar el gel en 

agua destilada y agitación suave durante 3 minutos. Finalmente el gel se observó bajo luz 

ultavioleta a 260 nm utilizando un transiluminador de luz IN (LKB 2011, Macrovue, Sn. Gabriel 

California , USA). De acuerdo a lo observado, se podrá discernir entre un DNA puro (el cual se 

observa como una banda única que varia proporcionalmente con la concentración del DNA), un 

DNA degradado (en el cual se observa además de la banda cromosomal un barrido) y un DNA con 

RNA (el cual presentará un barrido al final del gel que corresponderá al RNA). 

Los geles de agarosa con el DNA se fotograban con una cámara tipo MP-4 de Polaroid 

(Sigma St. Louis Mo.. USA) con filtro naranja para bloquear la intensidad de la luz UV. En este 

Caso se usaron, películas instantáneas polaroid 55 P/N 4X5 (Polaroid Co, St. Louis, Mo, USA) 

para las cuales se recomiendan 22 segundos tanto de exposición como de revelado, 

5.8 DIGESTIÓN DEI, DNA C albicans CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN. 

Para realizar los ensayos de restricción se tomaron 50pg de DNA de 	albicata y 1000 

de enzima. Para Eco RI se uso cI siguiente amortiguador: 10 mmol/l Tris II-C1, 200 nimol/lNaCI, 

1 nuuolll EIYEA, 0.5 minol/1 ditioeritrol, 0.2% Tritón X-I00, 50% glicerol p11 7 a 4"C. Para Xba 
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I: 20 minol/1 Tris 1-1-CI, 100 nuno1/1 NaCI, I mmol/1 EDTA, 10 nuno1/1 2-mercaptoetanol, 0.01% 

Tritón X-100. glicerol 50%, 141 7.5 a 4°C. El volumen final de la reacción lile de 500p1, la 

concentración final de DNA fue de 0.1 µg/pl. Para cada ensayo se utilizó un control positivo, el 

cual se trabajó en condiciones similares, con la única diferencia de que el DNA control contenía 

lpg de DNA del bacteriofago lambda. Como control negativo, se utilizó Irtg de DNA de C. 

albicans  que no fue tratado con enzima de restricción. Todas las reacciones se incubaron a 37°C 

durante 24 hrs, para detener la reacción se adicionó amortiguador de muestra en una 

concentración final IX y el material obtenido se sometió a electroforesis en gel de agarosa. 

5.9 AMPLIFICACIÓN AL AZAR DE DNA POLIMORFICO (RAPD-PCR) 

Para realizar los ensayos de RAPD, se utilizaron los siguientes iniciadores: 

Gen 1-50 

I:GTGCAATGAG 

2:CAATGCGTCT 

Gen 3 

9:CGTCTAGAGC 

Los cuales fueron sintetizados por Genosys Biotechnologies, (Inc., Woodlands, Texas„ USA). 

La reacción de PCR so realizó en una mezcla de volumen final de 50p1, que contenía: IX 

de buffer PCR (100 mM Tris-11C1,500 inM KCI, I ing/m1BSA), 4 mM de MgC12, 400pM de cada 

dNTP 1 pinol/p1 de cada uno de los iniciadores, 500 ng de DNA de C, albicans y 2,5 U de 'Faq 
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polimerasa. Cada uno se adicionó en este orden para evitar la desnaturalización de la enzima, la 

mezcla se realizó en una área exclusiva del laboratorio que carece de cimiente de aire y en la que 

previamente se desinfectaron las mesas de trabajo con una solución de cloro comercial, para evitar 

contaminación de algún DNA exógeno. Las mezclas finales se realizaron utilizando puntas con 

filtro. Los ciclos de amplificación fueron regulados de acuerdo a la tabla No. 2, 

Los patrones de amplificación obtenidos se sometieron a eleetroforesis en geles de agarosa 

al 2% de acuerdo al protocolo descrito previamente. 

Tabla No. 2: Ciclos de RAPD para diferentes aislados de C albicans. 

Paso Tiempo 
Desnaturalización: 95°C/5 minutos 

35 ciclos 
Alineamiento: 36°C/2 minutos. 
Extensión: 72°C/1:30 segtutdos 
Desnaturalización: 95°C/1:00 minuto 

Alineamiento 36°C/2 minutos 

Extensión: 72°C/10 minutos 	. 
4°C/a 

5.10 ANÁLISIS ESTADÍSTICO:, 

Para medir el número de pares de bases de las bandas obtenidas en las diferentes 

cepas, los negativos se analizaron en el densitómetro (Personal SI -PDSI". Molecular Dinamics 

Inc, USA), dando como resultado la inutgen rld negativo en d monitor de una computadora. Esta 



imagen que contiene los patrones de bandas de los productos de restricción y amplificación de 

cada una de las cepas de C. albicans, se proceso a través del Software n'amuela NT (Molecular 

Dinamics, Inc. USA), obtienendose los pesos moleculares de cada una de las bandas usando coma 

referencia los marcadores de peso molecular que se encuentran en los extremos del gel. 

Posteriormente se realizó una tabla binada de los resultados de peso molecular expresados en 

pares de bases y del numero de cepa para los 41 aislados de C, albicrnp. 

Se empleó un análisis en grupos, utilizando el método de aglomeración jerárquica 

(Aglomerative llierarcliical Cluster Analysis). Este método se basa en calcular las distancias y 

similitudes entre cada una de los diferentes cepas de C. albicans tomando como criterio de 

combinación (Variables dé aglomeración) su patrón de bandas expresado en pares de bases. En la 

primera fase del análisis se miden las diferencias entre todas las cepas para encontrar sus 

coeficientes de distancia, la siguiente consiste en agrupar (cluster) las 2 cepas mas "próximas" y en 

las posteriores fases, las diferentes cepas se agrupan de manera sucesiva dependiendo de su 

distando hasta formar un solo grupo que incluye todas las cepas estudiadas. Después se realiza 

una representación gráfica de éstos resultados en un dendograma, en el cual se toma el rango de 

los coeficientes de distancia (de similitud) a los cuales se les asigna el numero I y 25 que 

corresponden a los coefiCientes menor y Mayor respectivinnente para representar las distancias 

entre cada grupo. Todo el análiSis se realizó en el programa estadístico. "SPSS" para WindowS 

versión 6 (SPSS lime, Michigan, ChiCago, Illinois). 
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CEPAS AISLAMIENTO TOTAL 
40,63.70,136,ATCC,80,137,62.64,4.45.68 Ilemocultivo 12 

5,17,18,73,91,37,48.96,61.44 °tina 9 

14,67,78,93,15.35 Catéter 6 
108,84,85,105,16 Exudado vaginal 5 

36,99,47,2,7 Esputo 5 
53,1,60,32 Liquido peritoneal 

Illuestras obtenidas en el Hospital de Pediatria del CMN siglo XXI.  

6. RES I I 1 l'A DOS 

6.1 CLASIFICACIÓN DE LAS CEPAS DE C. albicans DE AC11  MIDO A SUS RASGOS 

CLÍNICOS, SEROTIPO N' SENSIBILIDAD A ANTIMICÓTICOS. 

Uno de los aspectos más importantes en el estudio de cualquier microorganismo infeccioso 

es el conocimiento de la historia clínica del paciente con el fin de retomar algunos datos que 

puedan influir en la severidad de la infección y con esto Iiicilitar su diagnóstico. Debido a esto, el 

primer paso en éste estudio consistio en el agrupamiento de las cepas de C. gibilyips de acuerdo a 

los datos clínicos que presentaba cada uno de los pacientes de donde se aislaron dichas cepas En 

la tabla 3 se muestra la clasificación de los 41 aislados de C. albicans. de acuerdo al sitio de 

aislamiento en los pacientes pediátricos, 

Tabla No. 3: sato DE AISLAMIENTO DE CEPAS DE Gandida albicans. 



El número de cada cepa en orden progresivo de acuerdo a su procesamiento, aparece en la 

primera columna, mientras que en la segunda columna, se observa el sitio de donde fueron aisladas 

las levaduras. El resto de la tabla muestra la frecuencia del sitio de aislamiento; así de 41 cepas 

procesadas, 12 fueron de hemocultivo, 9 de orina y 6 de catéter; las cepas obtenidas de exudado 

vaginal y esputo tuvieron la misma frecuecia de aislamiento. Las muestras de líquido peritoneal 

fueron las que presentaron menor frecuencia de aislamiento, 

En la tabla 4 se muestra la frecuencia del diagnóstico de los pacientes en los cuales se aisló 

C. olbicans.  Se observa que cuando se diagnóstico sepsis, existió un mayor predominio en el 

número de aislamientos de C. alkons. 

Tabla No. 4: DIAGNOSTICO CLÍNICO Y AISLADOS DE Candida albicans. 

CEPAS DIAGNOSTICO TOTAL 
14,18,73,91,93,136,80,7,62,61,64,44,45.68 Sepsis 14 

40,63,67,70,ATCC,37,137,96,35 LLA 9 
36,78,47,48,2 Neumonía 5 

108,84,85,105,16 LES 5 
99,15,4 Candidosis 3 

1,5,53,60,32 Otros 

Muestras obtenidas en el Hospital de Pediatria del CMN siglo XXI 
LLA: Leucemia linfocitica aguda 
LES: Lupas eritematoso sistémico. 
Otros: Se incluyen diarrea, insuficiencia renal crónica y otitis. 

En la tabla 5 se muestran los datos obtenidos de la clasificación, de las cepas de C. albirans 

así como su serotipo y sensibilidad a anfoterieina B. Ketoconazol, itraconazol y thrconazol. 

Algunas cepas presentaron resistencia a tres antimicáticos (fluconazol, itraconazol y ketoconazol) 



aunque más del 50 % del total de cepas analizadas presentaron sensibilidad a todos los 

antimicóticos utilizados. 

Tabla No. 5: 

CLASIFICACIÓN DE CEPAS DE Gandida albleans  MEDIANTE SU SEROTIPO Y 

SENSIBILIDAD A DIFERENTES ANTEMICOTICOS 

Cepa Serotipo a f . i k 
5, 14, 18, 36, 40, 63, 67, 70, 73, 78, 91, 93, 99, 108, 136, ATCC A SS SS 

15, 37, 47, 48, 53, 80, 84, 85, 137 II SS S S 
1, 2, 7, 35, 60, 62, 96 A SS 5 R 

61,88 II SS S R 
64,105 A SS RR 

4 B SSRR 
44.45 A SRRR 

68 B SRRR 
16 II SRSR 
32 A SSRS 

a anfotericina 13; I tiuconazol; k: ketoconazol: itraronazol 
R Resistente. 
S- Sensible. 

El número de las cepas del:. albicans analizadas aparece en la primera columna, mientras 

que en la segunda columna se observan los niveles de reactividad de dichos aislados a anticuemos 

policlonales específicos que reconocen proteínas de superficie, los que definen los serotipos A y IV 

Los puntos de cone para la concentración que determinó entre cepas sensibles y resistentes lité: 

anibletieinit 13 menor o iguala 1 pgJnd, fluconazol menor o igual a 12.511g/tul, itraeonazol menor o 

igual a 14pg/ml. ketoconazol menor o igual a 14tighill. 
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6.2 EXTRACCIÓN DE DNA DE CEPAS DE C. albicans. 

La obtención de DNA genómico se realizó en todos los casos usando 2 X 10" células de C. 

albr.cans. Los resultados obtenidos de la extracción del DNA literon muy variados obteniéndose 

un rendimiento desde 200 a 1000 rtg DNA/2X10" células. Para confirmar que el material 

genómico conservara su integridad después de la extracción (no degradado ni contaminado con 

RNA). Se corrieron electroforéticamente Stig del DNA en geles de agarosa y se visualizaron 

después de la tinción del gel con bromuro de etidio. La figura I muestra el conitniento 

electroforético del DNA de diferentes aislados de C. afincan en un gel de agarosa al 1%, teñido 

con bromuro de etidio y utilizando TAE como amortiguador de corrida. 

6.3 RESTRICCIÓN DEL DNA DE C. albicans USANDO Eco Rl. 

Para los ensayos de RFLP de los 41 aislados de e,a/bicans, se utilizaron SOttg de DNA 

aislado y se incubarán con la enzima de restricción Eco RI. El corrimiento electroforético en geles 

de agarosa para visualizar la digestión del material genómico de la levadura se muestra en la figura 

Los productos de digestión del DNA con Eco Rl de diferentes aislados de C. glbiclins, 

separados en geles de agarosa al 1%, mostraron un patrón de batidas muy complejo que ya n desde 

21420 a 1412 pb. De los 41 aislados de C. albicans que se utilizaron en éste estudio, no pudo 

definirse el patrón de bandeo para _6 cepas, ya que solo se obseivo un barrido sin una clara 

definición de las bandas. La tabla 6 muestra las bandas con sus pesos moleculares obtenidas a 

través de la digestión de los diferentes aislados de C. albicans  utilizaiido la enzima de digestión 

Eco Rl. 



DNA GENONIICO DE DIFERENTES AISLADOS DE 

Gandida albicans.  

1 1 .1 4 5 6 7 M 9 10 II 	13 14 15 10 17 18 19 2.0 

W 
• II — 

Figura 1:Electroforesis del material genómico de diferentes aislados de C. albican.l. En la 
tbtografia se muestran las bandas de DNA de 20 aislados de C. lilbicans separados en un gel de 
agarosa al 1% usando amortiguador TAE. La corrida fine realizada a 90 voltios durante 1 hora. La 

distribución por carril es la siguiente: Carril 1, aislado 1; 2-4; 3-5: 4-7; 5-14; 6-15; 7-.16: 8-17; 9-
18;10-32; II-35; 12-36; 13-37;14-40; 15.44; 16-45; 17.47; 18-48; 19.60; 20-61. 
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ANALISIS MEDIANTE MI' DE AISLADOS DE Candida albicans 
USANDO Eco RI 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
pb 

23130 

9416 
6557 

4361 

Fig. No. 2: Electroforesis de productos de digestión con Eco R1 de aislados de Calif.ijdo alkiemg, 
a la fotografia se muestran los patrones de bandas de diferentes aislados de C. 01biemo, 
separados en un gel de agarosa al 1% usando amoniguador TAE y teñidos con 5I1g/m1 de 
bromuro de etidio. La corrida fue realizada a 90 voltios durante 2.5 horas. La distribundón por 
carril es la siguiente: Carril 2. aislado 16; 3.73; 4-35: 5-37; 6.85: 7-91; 8-137; 9-47; 10-40; 11-45; 
12-17; 13.14; 14-108;15-36; 16.96: 17-63. En el carril I se muestran las movilidades relativas del 
marcador VIEnd III, 



Tabla No.6: PESOS MOLECULARES DE LAS BANDAS DE DNA DE DIFERENTES AISLADOS DE 
Candida albicans.  

Análisis mediante RFLR usando E;:t1 R1 como enzima de restri,•cMn. 
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6.3.1 Dendograma de los fingerprinting de DNA obtenidos mediante la digestión del 

DNA de C. albicans  con Eco DI (RFLP), 

Con la finalidad de realizar el análisis del polimorlismo de los patrones de bandas de DNA 

que definen cada aislado de C. Mimos, se realizó el agrupamiento de los aislados a través del 

análisis de clusters, obteníéndose como resultado una gráfica con los grupos de cepas ordenadas 

por el indice de similitud de los patrones de bandeo obtenidos de la digestión de Eco R1. El 

dendograina de la figura 3 reprelenta el agrupamiento con base en la similitud entre los 35 aislados 

de C. olkicons discernibles por este método. 

6.4 RESTRICCIÓN DEL DNA DE C albicans  USANDO Xba I. 

Se digirieron 50 ltg de DNA de cada aislado de C. glbipans y se incubaron con la enzima 

de restricción Xba I. El corrimiento electroforético de los productos de digestión del DNA de C. 

albicans, mostró patrones de bandas de DNA menos complejos y de menor peso molecular en 

comparación con Eco R1. En la figura 4 se muestran los productos de digestión de DNA:de 

diferentes aislados de C. gjbicons empleando para la electroforesis geles de agarosa al 1%. Los 

productos de digestión utilizando:  ba 1 mostraron bandas de peso molecular entre 14307 a 554 

pb. De los 41 aislados de C. Mimas no pudo definirse el patrón de bandeo para o cepas, ya que 

solo se observó un Inmuto sin una clara definición de las bandas. La tabla 7 resume los pesos 

moleculares de 35 cepas de C. a/capa utilizando la enzima de digestión Xba 1, 
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Fig. No. 3: El dendograrna muestra la similitud de los aislados de C. albicans, de acuerdo a sus patrones de bandeo 

obtenidos mediante RFLP usando Eco R1 como enzima de restricción. De esta forma, tomando en cuenta el 

coeficiente cero (un 100% de similitud) en la escala de agrupamiento, la cepa 35, 60 y 15 son iguales pero 

genéticamente más alejadas del, aislado 14. 

DENDOGRAMA USANDO ENLACE SENCILLO PARA EL ANÁLISIS DE AISLADOS 

DE C. albicatis MEDIANTE RFLP UTILIZANDO Eco RI, 

Escala de agrupamiento ('e de similitud) 



AN.%LISIS MEDIANTE »IP DE AISLADOS DE Candida albicans 
USANDO Xba I 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
pli 

23130 

9416 
6557 

4361 

Fig. No. 4: Ilectinforesis de productos de digestión con Xba 1 de aislados de Candht  gibiefimv. 
En la fotografia se muestran los patrones de bandas de diferentes aislados de Ç. olbicim 
separados en un gel de nitrosa al 1% usando amortiguador TAE y tenidos con higind de 
bromuro de etidio. La corrida tlié realizada a 90 voltios durante 2.5 lloras, f.a distribucuien por 
carril es la siguiente: Carril 2, aislado 48, 3-63; 4-61; 5.37; 6-78; 7-73; 8.36: 9-91: 10.35; 11-62: 
12-84; 13-80; 14-35; 15-2; 16-7; 17-44. En el carril 1 y 17 se muestran las movilidades relativas 
del marcador X/Ilind 
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Tabla No. 7: PESOS MOLECULARES DE LAS BANDAS DE DNA DE DIFERENTES AISLADOS DE 
Candida albicans.  

Análisis mediante RFLP. usando Xba I como enzima de restricción. 
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6.4.1 Dendograma de los fingerprinting de DNA obtenidos mediante la digestión del 

DNA de C. alhican8 con Xba 1 (RFLI'). 

Para el análisis estadístico de los fingerprinting obtenidos a través de la digestión con X ba 

1, se realizó el agrupamiento de las cepas por clusters. obteniendo como resultados. grupos de 

cepas de acuerdo al índice de similitud de los patrones de bandas de DNA genómico digerido. En 

la figura 5, el dendograma representa el agrupamiento en base a la similitud de los diferentes 

aislados de C. ylbisans en ensayos de RFLP utilizando la enzima de restricción Xba t. 

6.5 AMPLIFICACIÓN AL AZAR 1W DNA POLIMORFICO DF C. albicans (RAPD-PCR). 

El corrimiento electroforético en geles de agarosa al 2% permitió visualizar los productos 

de amplificación del DNA genómico de los diferentes aislados. La figura 6 ilustra los productos de 

amplificación del DNA obtenidos de diferentes aislados de C. alblaul. Como se observa en la 

figura, los productos de amplificación mostraron patrones de bandas más claros y de menor peso 

molecular, los cuales van desde 1390 a 181 pi), La tabla 8y 9 resume los pesos moleCulares 

obtenidos a través de la amplificación de diferentes aislados de C. aiblenáy utilizando la técnica de 

RAPD-PCR. 

6.5.1 Dendograma del análisis mediante RAPD-PCR de cepas de C. albicans. 

Mediante el análisis estadístico de clusters de los fingerprinting obtenidos por RAPD-PCR 

en los diferentes aislados de (.7. alOcans., se pudo realizar el agruliamiento de 35 aislados de G 
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Fig. No. 5: El dendograma muestra la similitud de los aislados de C. ulbicatts de acuerdo a sus patrones de bandeo 

obtenidos mediante RPLP usando Xba 1 como enzima de restricción. De esta forma, tomando en cuenta el 

coeficiente cero (un 100% de similitud) en la escala de agnipamiento, las cepas 70, 96, 88, 80, 73, 78, 68, 36, 44, 

67, Z 45 y 32 tienen el mismo patrón de bandeo por lo cual en el dendograma se encuentran formando un solo 

grupo; no as( las cepas que están en la parte inferior las cuales son genéticamente diferentes con éste grupo. 

DEN DOGRAMA USANDO ENLACE SENCILLO PARA EL ANÁLISIS DE AISLADOS 

DE C, albicar►s MEDIANTE MI' UTILIZANDO Xba I. 

Encala de agrupamiento (% de similitud) 
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ANALISIS NIEDIANTL IIAPD-1111. DE DIFERLM.ES AISLADOS DE 

r. albicans  

Fig. No. 6: Electroforesis de los productos de amplificación mediante RAPD-PC'R de diferentes 
aislados de C. Mima, En la fotografía se muestran los patrones de bandas de diferentes aislados 
de C.1/II/kg/m:separados en un gel de agarosa al 2%. Osando amortiguador TAE y teñidos con 
.5pgind de bromuro de etidio. La corrida fue realizada a 90 voltios durante 2.5 horas. La 
distribución por carril es la siguiente: Carril 2, aislado 1. 3-2: 4.4: 5-5: 6-7: 7-14: 8-16: 9-35; 10-
37; 1 1-47; 12-53; 13-60. Eii el carril 1 se muestran las movilidades relativas del marcador k flind 
1114 X174/1Iae III. 
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Tabla No. 87 PESOS MOLECULARES DE LAS BANDAS DE DNA DE DIFERENTES AISLADOS DE 
Gandida albicans 

Análisis mediante RAPD. 

CEPA 
1 

¡CEPA 2 CEPA 4 CEPA 5 CEPA ICEPA 
7 	I 	14 CEPA 15 CEPA .16 CEPA 35 CEPA 36 CEPA 37 CEPA 40 CEPA 44 CEPA 47 CEPA 48 CEPA 53 CEPA 60 CEPA 62 CEPA 63 CEPA 64 CEPA 

68 
CEPA 70 CEPA 73 CEPA 

78 
CEPA !CEPA SO 	I 	84 CEPA 85 CEPA "CEPA SS 	1 	96 

CEPA !CEPA !CEPA 10EPA CE P A 
99 	I 	105 	I 	iC,:, 	i 	136 	i 	i 3-  !CEPA .ATCC 

1390 
1190 840 714 
541 390 235 

1390 
1190 1091 840 
795 714 541 390 235 

1390 I 840 
1091 	1 714 840 	1:541 
714 	390 
541 	i 470 	I 390 	I 235 	í 

1390 .¡ .1390 
840 	840 714 	714 
541 	! 541 
390 	1 390 1 

1  235 
' 1  

1390 
840 714 
541 
390 235 

1390 
1091 840 
714 
541 390 235 

1390 
1091 840 
714 
541 436 390 

1390 
1091 840 
714 
541 390 

840 
714 541 
390 
235 

1390:11390 
1091 885 
840 

.795 714 541 436 
735 

1091 840 
795 
714 541 390 235 

1390 
1091 840 
795 
714 541 390 235 

1390 
1091 840 
795 
714 541 390 
235 

920 
795 390 

1390 
1091 840 
714 
541 470.  390 235 

1390 
1091 840 714 
541 
390  

885 
821 795 749 
541 
235 

390  

1390 
840 714 541 
390 

1390 
840 714 541 390 

1390 
840 714 541 
390 235 

1390 
840 714 541 
390 

8413 
181 

I S40 
714 

541 393 

11390 
i 840 i 	714 
í 	5-,  

" i 	. 1 390 

Í 

1390 
840 714 
n.41 
- 390 

1390 !1390 
1190 	11190 1091 	1 10 01 

I 	- 840 	! 840 
795 	l  714 	1 714 
541 	1 390 30 9 	1 

235 	1 

669 	1 541  

1390 
S40 '14 541 
390 

11390 
18-'0 
1 	714 

541 301: 
235 1 

I 	S40 

' 	714 
34! 390 

1 	2.35 

11091 	i 	1: 

1 714 
 541 	: 

! 	33(1  

- 

 S40 P..1,4; 

41  

, 	1393 
1 	S40 

Pesos moleculares obten:dos a traes de densitometria y expresados ea pares de bases ,pb. 



REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE DIFERENTES AISLADOS DE C. aibienn. 
FORMADOS MEDIANTE RAPD-PCR. 
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Tabla No. 9: Repi-esentación del corfimi,ano clectroforetico de los productos de amplificación de diferentes aislados de C. ,i/hwans obtenidos 
mediante RAPD-PCR. En la tabla se muestran los pesos moleculares obtenidos de los pationes de bandeo 



al/ileotrs. obteniendosc como resultado un ttentlograina de agrupamiento de los aislados de 

acuerdo al índice de similitud de los patrones de bandas de I)NA amplificado al azar VI 

dentlograma de la figura 7 representa el ordenamiento por ...inipos de 35 diferentes aislado; de 

ítjlírt'írris. 

6.6 AGRUPACIÓN DE LOS PATRONES DE DNA OBTENIDOS MEDIANTE EL 

ANÁLISIS POR RIP Y RAID-PCR. 

Para agrupar las diferentes cepas C. o/bicans. se consideró un 80 	de similitud en la 

escala de agrupamiento de los dendogramas, obteniéndose por RITP 6 y 3 grupos en los ensayos 

usando Eco RI y Xba 1 respectivamente. En los ensayo; de RAPD-PCR se obtuvieron 14 grupos, 

6.6,1 Correlación de los grupos mediante RFLP y RAID-PCR con el serotipo y 

sensibilidad a diferentes antinticóticos. 

Con la finalidad de conocer si existe una asociación entre el perfil de lingerprinting de 

DNA. la resistencia a antimicóticos y el serotipo que presentan las cepas de C. albicaus, se 

correlacionaron los datos obtenidos de sensibilidad a antimicóticos y serotipos, con los grupos de 

aislados obtenidos por el análisis de RELP y RAPO-PCR. 

Los 6 ,cupos formados mediante RFI P usando Eco RI fiieron sensibles a anfotericitia 13, y 

el antimicótico que presento mayor resistencia Ilie ketoconazol. a excepción del grupo IV. en el 

cual todas las cepas resultaron sensibles a la acción de este antimicótico. Sin embargo. éste grupo 

fue el que presentó mayor resistencia a itraeonazol (50%). En la tabla 10 se resume la correlación 

entre los grupos formados I.os grupos II y III ambascon serotipo A. no pre,:entaron resistencia a 
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DENDOGRAMA USANDO ENLACE SENCILLO PARA EL ANÁLISIS POR RAPD-PCR 

DE AISLADOS DE C. albicans.  

Eacala de agrupamiento (% de elmilltud) 

0 
CEPA + 

60 
ATCC 

16 
47 
48 	.1 
44 
70 

105 
37 
15 
14 

108 
85 
99 „I 
84 
73 
68 
64 
7 
5 

.80 
136 
137 

36 
62 
35 
1 
4 
2 

96 
88 
40 
78 
53 
63  

5 
4. 	  

10 	15 	20 	25 

Fig. No. 7: El dendogranta muestra la similitud de los aislados de C. qlhican.y, de acuerdo a sus patrones de 

amplificación obtenidos mediante RAPO•PCR. En el dendograma se observan 6 grupos de aislados de 	albsetan 

tomando en cuenta el coeficiente cero (un 100% de similitud) en la escala de agrupamiento. La similitud entre los 

aislados disminuye conforme se aleja tina cepa de otra en el dendogrania 



Los 3 grupos obtenidos del análisis mediante Xba I fueron sensibles a anIbterieina 8, y el 

antioneotico que presentó mayor resistencia fue ketoconazol. En la Tabla 11 se resume la 

Correlación entre estos grupos. 

Tabla No. 11: CORRELACION DE SEROTIPO Y SENSIBILIDAD EN'T'RE LOS 

DIFERENTES GRUPOS FORMADOS MEDIANTE RFLP CON Xba 1. 
Gpo Cepas Serotipo A Serolipo El Anfo 8 % Fluco % braco % Ketoco% 

I 70,96,88,80,73,78.68. 76.92 23.07 100 76.92 68.23 46.15 

36.44,67,2,45.32 

II 2,63 100 O 100 100 100 50 

Ill 62.91 100 O 100 100 11)1) 50 

Iluconazol ni a itraconazol. El único grupo que presentó resistencia a tres antinneotieos (lié el 

grupo V y esta solo se presento en menos del 40" o de los aislados de éste grupo. 

Tabla No, U): CORRELACION DE SEROTIPO Y SENSIBILIDAD ENTRE LOS 

DIFERENTES GRUPOS FORMADOS MEDIANTE RELP CON Eco 121. 

Gpo Cepas Serotipo A Serotipo 13 Anfotericina 13 ".,,i Fluconazol % Itraconazol % Ketoconazol % 

1 35, 60, 15 66.6 333 100 100 100 33.3 

11 60, 136 100 O 100 100 100 50 

111 60, 136, 36 100 O 100 100 100 66,6 

IV 18, 32 —100 O 100 100 50 100 

V 44, 03, 73 100 0 100 66 o 66.6 60.6 

VI 16, 37 	' O 100 100 50 100 50 

Nivel de discriminación del 80 %. 

'V. de sensibilidad al antinficótico. 

de discriminación del 8(1 	% de sensibilidad al antimicótico 
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En el grupo I, en el cual existe un 77 "b de predominancia del scrotipo A. • presentó 

mayor resistencia a Iluconazol, itraconazol y keloconazol, en contraste con los dos pipo:. 

restantes. donde todas las cepas fueron serotipo A y no se presentó resistencia a fluconazol e 

itraconazol. 

De los grupos obtenidos mediante RAPD-PCK el VII, XII y XIV fueron los tres únicos 

grupos que mostraron en todas sus cepas resistencia a ketoconazol. La Tabla 12 resume éstos 

resultados. indicando que todos los aislados de los 14 grupos mostraron sensibilidad a la acción de 

la anlotericina 11. 

Tabla No. 12: CORRELACION DE SEROTIPO SENSIBILIDAD ENTRE LOS 

DIFERENTES GRUPOS FORMADOS MEDIANTE RAPD. 

Gpo Cepas Serotipo A Serotipo B Anfo B % Fluco % braco % KM) % 

00.ATCC 100 0 100 100 100 50 

II 47.48.44 33,3 610 100 66.6 66.6 60.0 

III 70,105.37,15.14 60 40 100 100 80 80 

IV 85,99,84,73,68,64,7 57.14 42.8 100 85.7 71,4 57.1-1 

V 5,80 50 50 100 100 100 100 

---W.  36.62 100 0 100 100 100 50 

VII 00,10 50 50 100 50 100 O 

VIII 60.16,48 33.3 66.6 100 66.6 100  33.3 

IX 15,108 50 50 100 100 100 100 

X 5,137 50 50 100 100 100 100 

XI 36.35 _ 100 O 100 100 100 56 

mi 196 100 O 100 1011 100 O 

— 1.35,3-6.4 25 100 100 7:'7 
-.__2 

XIII 75 

XIV ---- 88.06.2 66.0 33.3 100 100 100 o 

• Nivel de discriminaeion del 80 %,.% de sensibilidad al anbinieólico. 
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IM general, la resistencia que .,te presentó con !Mona zol e itraconazol no rebaso 2I 50"o de 

los aislados. Todos los aislados de los grupos I. Vi y Xl ftteron serotipo A. sensibles a 

anfotericina 11. fluonazol e Macona/o' y solo un 50% de los aislados 'tierna resistentes a 

ketoconaol I.os aislados de los grupos (V, IX y X) fueron sensibles en su totalidad a los .1 

antimicoticus empleados. Sin embargo, no existir) correlación entre el serotipo y algún 

antimicódeo en particular, debido a que en los aislados de estos tres grupos la proporción del 

serotipo A y 13 fue.la misma (50%). 



7, :ANÁLISISDE RESUI:FADOS. 

El objetivo fundamental de este estudio lile establecer 1111111élUdO de tipiticaciom de cepas 

de C. (Alava. Para lograrlo, se procedió a la obtención del material genómico de los aislados 

mediante el protocolo descrito para el aislamiento de DNA de levaduras4' con algunas 

modificaciones. A diferencia del protocolo, en el presente trabajo se utilizaron lavados adicionales 

del DNA con etanol al 70% recuperándolos por centrifugación. Esto permitió obtener DNA de 

alta calidad en las levaduras analizadas y un mayor rendimiento, con respecto a los métodos que 

utilizan extracciones fenólicas. Sin embargo, a pesar de que las concentraciones de DNA para cada 

una de las levaduras fié calculada de la misma manera (espectrofotometricamente) existieron 

diferencias visibles en la cantidad de DNA cuando este fué, sometido a electroforesis en geles de 

agarosa, observándose diferencias en las intensidades de las bandas de DNA. Posiblemente las 

diferencias e:1 las concentraciones de DNA obtenidas se deban en parte a la alta especificidad de 

detección del método, y par otra parte a perdidas del material durante la extracción, no obstante 

que la calidad del DNA S' el rendimiento obtenido tberon buenos. 

Uno de los métodos empleados para la tipificación de los aislados de 	ofbierom fue la 

digestión del DNA con las enzimas de restricción Eco RI y Xba I. Los productoS de digestión 

producidos por la enzima Eco RI rieron muy complejos: probablemente esto se deba a que la 

enzima produjo cortes múltiples. o al fondo intenso observado en los geles de agarosa, citando el 

DNA fite sometido a electroforesis, Los aislados que mostraron una banda de 3757 (aislados: 11, 

16, 37, 01, 68, 85,) pb en el amílisis de RELP utilizando la enzima Eco ftl, se relaciona con 



serotipo A (14 de 28 cepas) lo cual plantea que la utilización de estas dos bandas como sondas 

serotipo 11. mientras que las bandas de 4393 (aislados: 70, 44. 93. 73.7. 137), 6203 (aislados: 35. 

00. 13o. 03. 7. 91) y 7513 pb.(aislados: 35, 60. 136,10, 06) lberon serotipo A. 

Debido a la complejidad en el patrón de bandas y a la dificultad en el análisis de RFLP 

utilizando la enzima Eco RI, es imposible establecer bandas representativas de la población como 

ocurre en los ensayos de RAPD-PCR, por lo que se requiere un análisis de Souther blot para 

disminuir la complejidad de los patrones de bandas. lo cual puede permitir hacer una correlación 

entre sensibilidad y serotipo. 

Nuestros resultados concuerdan con los reportes de Bart-Delabesse y col.' quienes han 

digerido DNA nuclear y mitocondrial con la enzima Eco RI y han obtenido un patrón complejo de 

bandas que corresponden a múltiples copias en el germina del DNA mitocondrial y nuclear. Cada 

una de sus muestras produjo de 4 a 5 fragmentos principales de 3.7 y 2.6 Kb en todas las 

muestras; los otros fragmentos, estuvieron en el rango de 6 a 8.5 kb. 

La digestión con la endonueleasa Xba I produjo un patrón con un menor número de cortes. 

sin embargo, las bandas obtenidas fueron muy tenues, lo cual también dificulta el estudio de dichos 

patrones de fingerprinting. Hubo además algunos aislados en los cuales no se dio el corte con la 

enzima de restricción, posiblemente por algún inhibidor presente en el material genomico o a cepas 

con características diferentes. 

La mayoría de las cepas que presentaron la batuda de 3577 pb (aislados:-  2, 7, 18 36, 37, 

40, 44, 45, 48, 61, 73, 78, I05,) se relacionaron con serotipo A, y todas las cepas que presentaron 

la batuda de 4754 pb (aislados: 93. ATCC. 18, 105, 40, 61) lberon serotipo A. Todos los aislados 

de Moeultivo presentaron las bandas de 3577 y 4754. La mayor parte de estas cepas pertenecen al 



moleculares en ensayos de Southern blot. pudiera permitir el agrupamiento de por lo menos  

50% de los aislados obtenidos de los ensayos de RFLP usando Xba L Otro candidato a sonda es la 

banda de 5091 pb. presente en la may:oria de las cepas que pertenecen al serotipo 11 (aislados. 80. 

85, 84.47, 61, y solo 40 es A). 

El segundo método empleado en la tipilieación de los aislados de C 	lile la 

amplificación al azar del material genomico, conocido como RAPD•PCR. Este método produjo 

patrones más claros y fáciles de analizar en consparaciOn con el primer método de Mil). Este 

ensayo, permitió la amplificación de tres batidas predominantes de 541 714 y 840, pb en el 95 % 

de las cepas de t. allnryns empleadas en el estudio: además de que permitió formar 6 grupos 

idénticos. 

Algunos aislados sin embaigo, (aislados: 53, 63 y 78) solo presentaron una de las tres 

bandas predominantes, lo cual las ubico como cepas genéticamente diferentes o pertenecientes a 

otra especie, La banda de 885 pb se relacionó con aislados qUe presentaron serotipo A y 

sensibilidad a los cuatro antimicolicos empleados. De igual manera la banda de 181 pb, esta más 

alejada del resto de los aislitdos. Utilizando d análisis de RAPD, bajo las condiciones aqui 

descritas, no permitió establecer una eorreladón directa con serotipo y sensibilidad, para los 41 

aislados de r albicans analizados. Esto implica necesariamente el empleo de otros iniciadores que 

permitieran la obtención de bandas diléreuciales abriendo nuevas posibilidades para la correlación 

con serotipo y,  resistencia a lkinacos antimicóticos. Las bandas de 541, 714 y 840, pueden 

peimitir bt simplitieitción de los patrones de bandas en los ensayos de RELP con-  cnzimas de 

restricción. por lo que se sugiere la secuenciiición de estos inareadores y su posterior uso como 

sondas de hibridación en estudios de Solita» bota  



II. CONCLUSIONES 

) La técnica de RAPO-PCR resultó ser un mejor método para tipificar aislados de 

albica.y.y, en comparación con el método de Mi). 

2) A pesar de que el analiSis por RAPD-PCR. produjo patrones claros de analizar. no fue 

posible una correlación al 100% con el serotipo y sensibilidad a diferentes antimiáfícos. 

3) Las bandas de 541, 714 y 840, pb obtenidas mediante RAPD-PCR, pueden ser 

empleadas como sondas en ensayos de Southern blot para disminuir la complejidad de 

las bandas en los ensayos de RFLP. 

4) Los métodos de genotipificación utilizados no permitieron asociar los 

lingenirinting" de DNA con perfiles de resistencia o de :serotipo de los aislados 

analizados, por lo cual se requiere de marcadores moleculares mas específicos. 
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9. C1,OSARIO 

Agarosa. Es un polímero lineal altamente purificado, derivado de algas marinas. 

Anergia. Defecto inmune en el cual el cuerpo no rechaza las sustancias extrañas lo 

suficientemente bien . 

Anticuerpos monoclonales. Anticuerpos específicos producidos in vitro por donas de células ti 

hibridizadas con células cancerosas. 

Blastosporas. Espora asexual de una levadura producida por gemación. 

Cistitis. Inflamación de la vejiga, la mayor parte de las veces de origen infeccioso 

Clamidospnras. Espora asexual producidas por ensanchamiento de Idas septadas circular de 

doble pared. 

Clon. Una población de células que son idénticas a la célula madre. 

Clonación. Una serie de manipuliiciones designadas para aislar y propagar una secuencia 

especifica de ácido nucleico o célula para caracterización, almacenaje o amplificación posterior. 

Comensal: Organismo que dentro de una asociación parasitaria se beneficia del hospedero sin 

provecho ni daño para este. 

Complemento. Un grupo de proteínas sericas involucradas en cl control de la Mfiamacion, la lisis 

y lbgositosis en membranas celulares. El sistema puede seiactivado por interacción con el sistema 



Contrainantinoelectrororesis. I I movimiento del antígeno y ;lidian:tito en dirección uno hacia el 

otro a través de un campo eléctrico. 

Densitómetro. Un instrumento compacto de análisis densitométrico que se basa en el empleo de 

un rayo láser que "barre" espectrolinométricamente geles húmedos y secos; blots y negativos de 

película. Este sistema permite el análisis de los patrones de bandeo y con esto el procesamiento de • 

la imagen para el cálculo posterior de los pesos moleculares de cada cepa. utilizando el software 

Fragment NT 

nailon. Peso equivalente a un átomo de hidrógeno ( I 6( X 102'). 

Desnaturalización. Conversión de DNA o RNA del estado de doble cadena a cadena simple. Esto 

significa disociación de la doble hélice en dos cadenas sencilla, o la eliminación intramolecular del 

apareamineto de las bases. 

Dimórfico. Es una propiedad de los bongos para crecer en forma de levadura y filamentosa. 

Disnea. Dificultad en la respiración. 

División celular. Durante el ciclo de replicación de las células somáticas, los cromosomas son 

replicados durante la fase S (síntesis). Después de un periodo llamado G2, las células áonticnzau el 

complicado proceso de mitosis, también llamado fase M. 

Eleetroforesis. Un tipo de cromatografia en la cual las macromoléculas (p ej. proteínas y ácidos 

nucleicos) son separadas a través de una matriz empleando un campo eléctrico. 

Enzima de restricción. (Endonucleasa) Una enzima que reconoce y corta una secuencia corta 

llamada sitio de restricción, en una molécula de DNA de, doble cadena. Están 



latrogenia: Las repercusiones en el paciente como consecuencia del tratamiento médico. 

Imidazoles. Drogas antiffingicas que interfieren con la síntesis de esterol. 

Inmunofluorescencia. Una técnica usada para identificar antígenos microscópicamente 

particulares en tejidos o en células unión de un anticuerpo fluorescente conjugado. 

ampliamente distribuidas en bacterias y son utilizadas extensamente en técnicas de UNA 

recombinante. 

Eston►atitis. Inflamación de la mucosa de la boca. 

Estringente. Realizado bajo condiciones estrictas. 

Fagocitosis. Mecanismo de &lima antinticrobiana, que involucra procesos de digestión e 

ingestión por parte de fagocitos hacia moléculas extrañas en el organismo. 

Febrícula. Incremento en la temperatura corporal inferior a 38 °C. 

Fermentación. Proceso metabólico que relaciona obtención de energía de un azúcar u otra 

molécula orgánica, que no requiere oxigeno o un sistema de transporte de electrones, y usa una 

molécula orgánica como aceptor final de electrones. 

Fijación del complemento. Proceso mediante el cual se combina el complemento con un 

complejo antígeno-anticuerpo 

Fungemia. Presencia de agentes fungícos en la sangre. 

Gemación. Proceso de reproducción celular que consiste en la formación , en una parte de la 

célula, de una yema ó un botón que se desprende para formar un nuevo individuo. 

Hita. Unidad estructural de los hongos. 



iniciador o Primer. Una molécula pequeña de ácido nucleico que en base a su apareamiento con 

una secuencia complementaria. provee una extremo 3.-011 libre para cualquier variedad de 

reacciones de extensión dependiente de iniciadores. 

Inintinodeficien cía. Enfermedad resultante de la ausencia, o falla de la finición normal, de uno o 

más elementos del sistema inmune. 

Inimmodifusión. Iba prueba que consiste en reacciones de precipitación llevadas fuera de un 

medio de altar 

Ilinnunosupreshin. Inhibición de la respuesta inmune. 

Inmunotinción. Es la manifestación de la reacción Ag-Ac en diferentes soportes (tejidos, blotting, 

etc.,) por medio de técnicas de tinción, 

Isnenzimas. Formas múltiples de una enzima que catalina la misma reacción pero difieren una de 

otra en su secuencia de aminoácidos, afinidad del sustrato, V„,.„. y/o propiedades regulatoria s.  

Malignidad. Naturaleza oncológica (neoplásica) de una entidad clínica. 

Satélite DNA. Consiste de muchas repeticiones en tandem (idénticas o relacionadas) de una 

pequeña unidad básica repetitiva. 

Muguet: Infección ¡ideática de la mucosa de la boca, caracterizada por el desarrollo de placas 

blanquecinas, habitualmente por hongos del género Candida. 

Nucleósido. Un compuesto que consiste de una base pudo o pirimidica unida a una pentosa. 

Nucletitidos. 11n nueleosido tbsforilado en uno de los grupos hidroxilo de la pestosa. 

Onixis, Inflamación de la dermis ungular. 



Psettdoldfas. Unión de levaduras dando la apariencia 

BAPW-P('W Este método usa la reacción en cadena de la polimerasa 0'CM y Mi iniciador unico 

relativamente pequeño con 111111 sccucmia nueleotidica mitimiti:1, el cual es utilizado para 

amplificar DNA poliMorlico al azar. 

Orofaringea. Relativa a la laringe en su porción oral. 

rápidas. Lesiones en la piel caracterizadas por levantamiento de ésta e animación, 

Son bases heterocielicas nitrogenadas encontradas en ácidos nucleicos y 

ribonueleicos eje. Citosina. La timbra se encuentra exclusivamente en DNA. 

l'orinas. Son bases beterodelicas nitrogenadas encontradas en ileidOS nucleicos y ribonueleicos 

Adenina y (fulmina. 

PCB. Describe una técnica en la cual los ciclos de desnaturalización. alineamiento y extensión con 

la enzima DNA polimerasa, son usados para amplificar el número de copias de una secuencia de 

DNA blanco mayor a 106  veces. 

Pielonefritis. Inflamación simultánea de la nefrona y pelvis renal. 

Pleomórfico. Muchos hongos, incluyendo C. afincara estiben un dbrente número de 

morfológicas ( blastoconidias o células levaduriformes en gemación, pseudoltifa e hifa verdadera 

septada) bajo ciertas condiciones y a consecuencia de esto reciben el nombre de pleomorficos. 

PrIcipitinas. Anticuerpo que se forma en el suero de un organismo por administración de un 

antígeno y que tiene la propiedad de precipitar este antígeno de los liquidos donde esta contenido. 



R1..,1). Se refiere a las diferencias inherentes en sitios para enzimas de restricción (por ejemplo 

causadas por cambios en la secuencia blanco) que resulta en diferencias en la longitud de los 

fragmentos producidos por el corte con alguna enzima de restricción relevante. 

Scrotipo. lis un concepto que define las características de superficie en una célula. 

Sonda. Usualmente son moléculas de ácidos nucleicos marcados ya sea DNA o RNA, usadas para 

hibridar a secuencias complementarias en una biblioteca, o entre uta secuencias blanco presente 

en una muestra de ácidos nucleicos, como en el Northern blot y Southem blot. 

Southern blot. Técnico bioquímica ampliamente usada para detectar la presencia de secuencias 

específicas de DNA en una mezcla. La ¡nuestra (fragmentos de restricción) primero se separa en 

un gel de agarosa usualmente bajo condiciones desnaturalizautes; los componentes separados se 

transfieren (blotted) a un papel de nitrocelulosa, la cual es expuesta a moléculas marcadas 

(secuencias de nucleotidos complementarios) radiactivamente que son especificamente unidas a la 

moléculas de interés, y entonces unidas para ser autonudiografiadas. 

Tm. Temperatura a la cual el 50% de todos los dúplex posibles son disociados en su cadena única. 

Para facilitar lit formación de todos los dúplex posibles, la hibridación es conducida debajo de la 

Tni de los dúplex, usualmente a la Tni -20°C. La Tu►  aumenta linealmente con el contenido de 

pares de bases GmC, los cuales están unidos por 3 puentes de hidrógeno y por lo tanto son más 

estables que los pares A-1. 

Transcripción. Proceso por el cual una cadena de una molécula de DNA es usada como un 

templado para la síntesis de un RNA complementario. La RNA polimerasa y varias proteínas 

itecesorias flautados factores transctipcionales forman un complejo que inicia la transcripción. 



Tubo germinativo. Idongación de las levaduras sin llegar a desprenderse. 

Western blot. Técnica para detectar proteínas especificas en una mezcla. Después de la 

separación de las proteínas en un gel mediante electro thresis, las proteínas se lijan en un papel 

filtro y son detectadas por unos anticuerpos marcados específicos. 
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