UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

=% 5?&'1
Mana 7 P ‘:‘ R

FACULTAD DE QUIMICA

EVALUACION DE LOS MARCADORES MOLECULARES Caspp
MEDIANTE PCR SIMPLEX PARA LA CORRECTA IDENTIFICACION

DE AISLADOS CLINICOS DEL GENERO Candida

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA

CANO LOPEZ CATERIN CRISTAL

CIUDAD DE MEXICO 2016

_ =



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Q.F.B. Abel Gutiérrez Ramos

VOCAL: M.en C. José Alexandro Bonifaz Trujillo
SECRETARIO: DRA. Maria Guadalupe Frias De Ledn

1er. SUPLENTE: DR. Francisco Javier Plasencia de la Parra
2do. SUPLENTE: DRA. Tzvetanka Dimitrova Dinkova

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR, DIVISION DE
INVESTIGACION, HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO, S.S.A.

ASESOR DEL TEMA:

DRA. MARIA GUADALUPE FRIAS DE LEON

SUSTENTANTE:

CANO LOPEZ CATERIN CRISTAL



iINDICE

INTRODUGCCION. ... .ot 1
MARCO TEORICO. ..., 4
Candidosis y candidosis iNnvasiva.............ccccoiiiiiiiiciie e 4
Etiologia de la candidosSiS..........cooviiiiiiii i 5
Identificacion de las especies de Candida.................cccooeiiiiiiiian.n. 6
OBUETIV O . ..o 15
METODOLOGIA. ..., 16
AiSIados ClINICOS. . ... e 16
Cultivo y conservacion de los cultivos de Candida spp...........c.ccceu..... 20
Extraccion de DNA. ... 20
Identificacion molecular de los aislados clinicos de Candida spp........... 21
Purificados de los amplicones.............oooiiiiiiiiii 22

Secuenciacion de los amplicones y comparacion de las secuencias en el

GenNBaNK. ... 23
Evaluacion de la sensibilidad de los marcadores Caspp.............c..c....... 23
RESULT AD S . ..o e 24
Extraccion de DNA. ... 24
Identificacion de los aislados de Candida spp. mediante la amplificacion de
[0TSR g P=Tor=To (o LTSI 0= 1] o] o JN 28
Purificacion de 10s ampliCoONes..........cooiiiiiiii e 33

Secuenciacion de los amplicones y comparacion de las secuencias en el

GENBaANK. ... 34
Evaluacion de la sensibilidad de los marcadores Caspp.............c.ccu.... 39
DISCUSION . ..., 40
CONCLUSIONES. ... e 44
BIBLIOGRAFIA. ...ttt 45

APENDICE ... 55



iINDICE DE FIGURAS

Figura 1. Amplificacién de los marcadores Caspp a partir del DNA de las ocho
cepas de referencia de Candida. M: Marcador de tamano molecular de 100 pb.
Los numeros en rojo indican el tamafo molecular de los fragmentos de
DN A L L e 28

Figura 2. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de 36 aislados
clinicos fenotipificados como Candida albicans. M: Marcador de tamafio molecular
de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio molecular de los fragmentos de
DN A L e 29

Figura 3. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de 28 aislados
clinicos fenotipificados como Candida glabrata. M: Marcador de tamafo molecular
de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafo molecular de los fragmentos de
3 30

Figura 4. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de doce aislados
clinicos fenotipificados como Candida parapsilosis. M: Marcador de tamafo
molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafo molecular de los
fragmentos de DNA ... 31

Figura 5. Amplificacién de marcadores Caspp a partir del DNA de siete aislados
clinicos fenotipificados como Candida tropicalis. M: Marcador de tamafio molecular
de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafo molecular de los fragmentos de
DN A 31

Figura 6. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de un aislado
clinico fenotipificado como Candida gquilliermondii. M: Marcador de tamano
molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio molecular de los
fragmentos de DNA ... 32

Figura 7. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de dos aislados
clinicos fenotipificados como Candida krusei. M: Marcador de tamafio molecular
de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio molecular de los fragmentos de
DN A e 32

Figura 8. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de 20 aislados
clinicos de Candida sp. M: Marcador de tamafo molecular de 100 pb. Los
numeros en rojo indican el tamafo molecular de los fragmentos de
DN A 33

Figura 9. Purificacién de los fragmentos amplificados con los oligonucleétidos
Caspp-F y Caspp-R, obtenido del aislado clinico 109 de Candida albicans. M:
Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio
molecular de los fragmentos de DNA...... ... 34



Figura 10. Electroferograma de la secuencia del amplicon de 1,086 pb, generado
a partir del aislado clinico 100 de Candida albicans. La secuencia se obtuvo con el
oligonucledtido Caspp-R. ... ..o 34

Figura 11. Alineamiento de la secuencia del aislado 100 con todas las
depositadas en el GenBank. En el alineamiento se observa la cobertura, valor de
expectacion e identidad de la secuencia analizada........................coool 35
Figura 12. Sensibilidad de los marcadores Caspp utilizando el DNA de la cepa

ATCC de C. parapsilosis. La cantidad minima detectada fue de 1 pg/uL. M:
marcador de tamafio molecular de 100 pb..........coooiiiiiii i 40

iNDICE DE TABLAS

Tabla1. Métodos convencionales para la identificacion fenotipica de las especies

A€ CANiUA. ... e e 7
Tabla 2. Marcadores moleculares para la identificacion de Candida spp. por
P O R e 13
Tabla 3. Aislados clinicos de Candida spp................... et 16

Tabla 4. Cuantificacion por espectrofotometria del DNA de los aislamientos
clinicos y cepas de referencia de Candida Spp........ccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiee, 24

Tabla 5. Identificacion de las ocho cepas de referencia y 105 aislados clinicos de
Candida spp., por métodos fenotipicos, PCR simplex y
S1=Yo10 [ =1 g To3 = Tor o] o HU PP 36



INTRODUCCION

En los ultimos afos, la incidencia de las micosis invasivas ha incrementado
considerablemente, de estas micosis, la mas frecuente es la candidosis invasiva
(Cl), que afecta a los pacientes inmunocomprometidos, como son los oncolégicos,
trasplantados, neonatos, y pacientes internados en las unidades de cuidados
intensivos, quienes estan propensos a la infeccion debido al uso de antibidticos de
amplio espectro, catéteres venosos centrales, nutricion parenteral total, estancias
intrahospitalarias prolongadas, ademas de la gravedad de la enfermedad de base
(sepsis, shock séptico y disfuncion multiorganica) (Pfaller y Dikema, 2007; de
Bedout y Gémez, 2010; Rodloff et al., 2011; Cervera, 2012). La Cl presenta una
tasa de mortalidad cercana al 50%, debido a fallas en el diagndstico y tratamiento
(Zaoutis et al., 2005; Lim et al., 2012), por lo que esta micosis representa un

problema de salud importante.

Estda documentado que cerca del 90% de las Cl son causadas por C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei; sin embargo, cada vez se aislan
con mayor frecuencia otras especies, entre ellas C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
norvegensis, C. inconspicua, C. famata, C. intermedia, C. zeylanoides, C.
pelliculosa, C. dubliniensis, C. rugosa, C. stellatoidea y C. kefyr (Ruhnke et al.,
2011; Sardi et al., 2013; Bassetti et al., 2015; Caggiano et al., 2015). Diferentes
autores coinciden en constatar su peor prondstico en infecciones causadas por
especies no-albicans en comparacion con las producidas por C. albicans (Ben
Abraham et al., 2004; Morgan et al., 2005), ya que algunas de las especies no-
albicans presentan resistencia intrinseca (C. krusei) o reducida (C. glabrata) a los
azoles o a las equinocandinas (C. parapsilosis) (Krcmery y Barnes, 2002). Por tal
motivo, es necesario que en el diagndstico de la Cl se identifiquen las levaduras a
nivel de especie, con el fin de dar un tratamiento adecuado. Es importante
considerar que, actualmente, el nimero de especies causantes de Cl es mayor, ya
que se han descrito especies cripticas que forman parte del complejo C. glabrata

(C. nivariensis y C. bracariensis) y C. parapsilosis (C. metapsilosis y C.



orthopsilosis), las cuales también pueden causar Cl (Gonzalez et al., 2013; Lépez-
Soria et al., 2013), lo que puede generar problemas en la identificacidén correcta de

las levaduras.

En el diagndstico de la ClI, existen diversas pruebas de laboratorio (cultivo en
diferentes medios, fermentacion de carbohidratos, entre otras) para identificar a
las diferentes especies de Candida, pero tienen la desventaja de que en muchas
ocasiones no son determinantes, ademas de requerir el aislamiento de la
levadura, el cual no siempre se logra, o se obtiene después de tiempos
prolongados de incubacion (Clancy y Nguyen, 2013). Estas desventajas dificultan
el diagnédstico oportuno y promueven la administracion de tratamientos empiricos
basados unicamente en la evaluacion clinica de los pacientes y los factores de
riesgo (Colom et al., 2006; Leon et al., 2006).

Con el objetivo de lograr un diagndstico mas certero, se han desarrollado pruebas
moleculares para la identificacion de las levaduras directamente en muestras
biologicas. Dentro de las pruebas moleculares, la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), en sus diferentes modalidades, es la mas empleada, por su
sensibilidad y especificidad. De los ensayos de PCR reportados en la literatura
para la identificaciéon de Candida spp., destacan los que tienen como diana las
regiones del DNA que codifican para los genes ribosomales y sus espaciadores
intergénicos (DNAr-ITS). Los genes ribosomales tienen secuencias muy
conservadas y estables para la hibridacion de los oligonucledtidos, asi como
regiones con variabilidad intragénero, lo que permite la identificacion de Candida a
nivel de especie. Se estima que las levaduras poseen mas de 150 copias de estos
complejos génicos ribosomales a lo largo del genoma, lo que confiere gran
sensibilidad a la PCR (Colom et al., 2006; Xafranski et al., 2013; Taira et al., 2014;
Wang et al., 2014). Recientemente, Garcia-Salazar (2016) desarrollé marcadores
Caspp para la identificacion de Candida spp., los cuales corresponden a una
region entre los espacios internos transcritos 1 (ITS1), 5.8S e ITS2 de los genes
ribosomales. Estos marcadores identifican las especies de Candida de mayor



importancia clinica, mediante la amplificacion de fragmentos especie-especificos
C. albicans 850 pb, C. glabrata 1000 pb, C. tropicalis 790 pb, C. parapsilosis 731
pb, C. krusei 800 pb, C. guilliermondii 1100, C. lusitaniae 590 pb, C. dubliniensis
810 pb, C. pseudotropicalis 900 pb, C. famata 700 pb, C. zeylanoides 800 pb y C.
lipolytica 790 pb, por PCR simplex con los oligonucleétidos Caspp-F y Caspp-R.
Otra ventaja de los marcadores Caspp es que fueron disefiados a partir de
aislados autoctonos, esto es relevante debido a la significativa variabilidad
genética que presenta el hongo, con respecto a su origen geografico (Farkas et
al., 2009), ademas permiten diferenciar a C. glabrata, C. parapsilosis y C.
guilliermondii de sus respectivas especies cripticas, por lo que tienen un uso
potencial en el diagnostico de la Cl en México. Sin embargo, antes de usar estos
marcadores en la identificacién del patégeno en muestras clinicas, es necesario
evaluar su especificidad y sensibilidad para garantizar la confiabilidad de los

resultados.

Por lo que en este trabajo se evalud la especificidad y sensibilidad de los
marcadores Caspp, utilizando DNA de cepas de referencia y de 105 aislados

clinicos, previamente identificadas por métodos fenotipicos.



MARCO TEORICO

Generalidades del género Candida

El género Candida comprende alrededor de 200 especies de levaduras,
unicelulares, alargadas o ligeramente redondas (2-6 x 3-9 um), algunas de ellas
tienen la habilidad de crecer en forma de pseudohifas o hifas, por ejemplo C.
albicans. Las especies de Candida se encuentran en un rango diverso de nichos
ambientales, algunas han sido utiles como controladores biolégicos de
fitopatdogenos, asi como en procesos de produccién de alimentos, xilitol, etanol,
acido citrico y enzimas, entre otras aplicaciones biotecnoldgicas (Canilha et al.,
2003; Obera, 2004). Por lo menos 20 especies de Candida han sido reconocidas
como colonizadoras o causantes de infeccion en el humano (Brandt y Lockhart,
2012). Sin embargo, es importante mencionar que estas levaduras no son
patdgenos primarios, por lo que para poder proliferar abundantemente, colonizar
tejidos y causar la enfermedad (enddgena) se requiere de un compromiso del
sistema inmunoldgico o un desequilibrio en la microbiota del hospedero. La
infeccion exdgena, es facilitada, ademas del inmunocompromiso, por el uso de

soluciones de irrigacion, nutricion parenteral, entre otras (Murray et al., 2007).

Candidosis y candidosis invasiva

La candidosis es una infeccion aguda o crénica producida por diferentes especies
del género Candida, generalmente limitada a la piel y membranas mucosas
(candidosis superficial), pero también puede presentarse como una infeccion
sistémica o invasiva (Dabas, 2013). La patogenicidad de las especies de Candida
se atribuye a diversos factores de virulencia, tales como la capacidad de adherirse
y formar biopeliculas en el tejido del huésped o en dispositivos médicos, evadir las
defensas del huésped, asi como la produccion de enzimas hidroliticas (proteasas,
fosfolipasas y hemolisinas) que dafian el tejido (Calderone, 2002).

La forma superficial de la candidosis es la mas frecuente, mientras que la invasiva,
aunque es menos frecuente, generalmente se presenta de forma severa. La Cl es

una patologia importante en la poblacion de pacientes criticos, dada su frecuencia,



elevada mortalidad y asociacion a un incremento tanto en los costos como en la
estancia hospitalaria. La Cl se define como el aislamiento de alguna especie
de Candida a partir de hemocultivos (candidemia) y/o cultivos de algun otro sitio
estéril infectado por este patdgeno (Gudlaugsson et al., 2003; Tobar et al., 2011).
La Cl se manifiesta como un conjunto de sintomas y signos que no son suficientes
para distinguirla facilmente de otras infecciones, puede involucrar cualquier
organo, y por tanto, presentarse en una variedad amplia de manifestaciones
clinicas que dependeran de la localizacién de la infeccion, incluyendo esofagitis,
neumonitis, cistitis, pielonefritis, mediastinitis, empiema, peritonitis y endocarditis
(Lionakis, 2014).

La mayoria de las candidosis se pueden originar de un foco enddégeno, ya sea por
un desequilibrio en la microbiota o por alteraciones en la respuesta inmune del
huésped, o bien, por una fuente exégena (manos del personal sanitario,
dispositivos médicos, tales como catéteres venosos, sondas de nutricion
parenteral y respiradores). Tanto la infeccibn enddgena como exdgena, son
facilitadas por una depresidon del estado inmunolégico de los pacientes
(Caballero-Trejo, 2014).

Etiologia de la candidosis

De las cerca de 200 especies conocidas de Candida, aproximadamente 20 han
sido asociadas a infeccién en humanos, de las que C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis y C. krusei son las mas frecuentes tanto en la candidosis
superficial como en la invasiva; sin embargo, se han aislado cada vez con mayor
frecuencia a C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. norvegensis, C.
inconspicua, C. famata, C. intermedia, C. zeylanoides, C. pelliculosa, C. rugosa, C.
stellatoidea, C. pseudotropicalis, C. lipolytica y C. kefyr (Arenas, 2008; De Bedout,
et al., 2010; Ruhnke et al., 2011; Bonifaz, 2012; Sardi et al., 2013; Bassetti et al.,
2015; Caggiano et al., 2015). Es importante destacar que algunas de estas
especies presentan resistencia intrinseca (C. krusei) o reducida (C. glabrata) a los

azoles o a las equinocandinas (C. parapsilosis) (Krcmery y Barnes, 2002).



Es importante destacar que el numero de especies patdogenas para el humano
puede ser mayor, dado que C. parapsilosis (C. parapsilosis sensu stricto, C.
orthopsilosis 'y C. metapsilosis), C. glabrata (C. glabrata sensu stricto, C.
nivariensis y C. bracariensis) y C. guilliermondii (C. guilliermondii sensu stricto, C.
fermentati, C. carpophila y C. xestobii) tienen especies cripticas que también han
sido aisladas de casos clinicos, y que son dificiles de identificar por métodos
basados en el fenotipo y comunmente empleados en los laboratorios clinicos (de
Bedout y Gémez, 2010; Gonzalez et al., 2013). Por lo que la identificacion de
Candida a nivel de especie puede ser relevante en el diagndstico y tratamiento de

la micosis.

Identificacion de las especies de Candida

Existe una variedad de métodos para identificar las levaduras de Candida,
incluyendo los métodos tradicionales, como la prueba de tubo germinativo, estudio
de la morfologia y utilizacion de carbohidratos; pruebas enzimaticas vy
fluorogénicas y métodos moleculares.

Los métodos convencionales para la identificacion de Candida spp. son
procedimientos costo-efectivos y practicos para la discriminacion rutinaria de las
levaduras en los laboratorios de microbiologia clinica, estan basados en sus
caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas. Sin embargo, la identificacion certera de
los aislados clinicos es a veces compleja y requiere tiempo prolongado para
obtener un resultado (Cardenes et al., 2004). Por lo que se han desarrollado varios
sistemas comerciales rapidos, manuales o automatizados, los cuales pueden tener
diferente especificidad y sensibilidad en la identificacion de las especies de
Candida (Tabla 1).



Tabla1. Métodos convencionales para la identificacion fenotipica de las especies de Candida

. . L . Sensibilidad /
Sistema de Especies que Descripcion de la Tipo de . . g
Autores . e s . . L Ventajas Desventajas Especificidad
identificacion identifica técnica muestra
Métodos no disponibles comercialmente
Temperatura,
concentracién del
Guzel et al., moc_u_lc?,
. composicién del
2011; Simple medio, pH
Cardenes et Prueba de tubo C. albicans Incubacion en suero a 37° Cepa bura econérFr)]ic’o contamiﬁ:cién 98%/
al., 2004; Kim germinativo : C,2-4h pap 1omico y ; 100%
eficiente bacteriana, otras
et al., 2002, .
especies pueden
2010
generar tubo
germinativo o
pseudohifas
Gutiérrez et al.,
2002; Deplecion de nutrientes Simple Dificultad para
Kim et al., Formacién de C. albicans en el medio de cultivo Cepa bura econérﬂic’o identificacion la Alta/
2002; Staib & | clamidoconidios | C. dubliniensis (agar harina de maiz, pap .y y posicién de los Alta
. ] eficiente ) "
Morschhauser, caseina, tabaco o Staib) clamidoconidios
2007
Campanha et | Temperatura de C. albicans C. dubliniensis no crece a Cepa pura ecc?rIIrgraliil) coIEaani)rel;itig;aael Baja/
al., 2005 crecimiento C. dubliniensis 42-45° C pap omico y \ Baja
eficiente medio
Asimilacién de nitrégeno
utilizando un a naftilamina .
. . Simple,
S y reactivos de acido o .
Asimilacién de P econdémico, Tiempo prolongado
P carbono Candida s slErlies. Cepa pura disponibilidad de incubacion Ay
et al., 2014 Aroono y PP- | Asimilacién de carbono pap P cubacion y Alta
nitrégeno - , de protocolos asimilacion
utilizando bateria de .
. S estandarizados
carbohidratos como Unica
fuente de carbono.

Neopelenbroek Fermentacion Produccion de &cido y/o Simple Laboriosas y Baia/
PP de Candida spp. diéxido de carbono en Cepa pura pe, retardadas, no muy )i
et al., 2014 . T econoémico . Baja

carbohidratos medio liquido confiable
Sistemas comerciales rapidos
Freydiere et | API 20C Candida spp. | Incubacion a 30 °C (24, | Cepapura | Réapida, tasade | Actualmenteno | 85%/




al., 2001; (bioMerioux 48,y 72 h), se observa la identificacion utilizado por Baja
Tortorano et Vitek) turbidez de las cupulas superior al 85%, problemas con la
al., 2000; generando un numero de exactaen la identificaciéon de C.
Liguori perfil diferenciacion | krusei, precision en
et al. 2009. de especies normalizacion y
siembra del inoculo
Cardenes Sistema de
I:;tnilt.l,sze(:)to::l; A 1) €O NS o) refgﬁgg: o Baja precision en
2007; Se far’;h Deze B2 0D £ e s eI o7 Cepa pura determir;a comparacion con B89
» O . (bioMeriux) Candida comparacion con base de pap hy: para 92%
et al., 2011; datos también la otros sistemas
Pasligh et al., susceptibilidad
2010 a antifingicos
Rapida (18-24
Deteccion de reacciones ). Cin;gfs de
Neppelenbroek API Candida 15 especies de . _f_enz] matlcas y espontaneos sin R_eqwerle pruebas 75.2-97.4%/
ot al.. 2014 (bioMeriux) Candida acidificacion de azucares | Cepa pura utilizar adl_czlona es para su 91.4%
’ en 12 pruebas de 18-24 h . facil interpretacion '
con incubacién de 35° C reactlvo§, aci
manejo e
interpretacion
Tira que contiene 20
cupulas con sustratos
AP| veast deshidratados, se lee
Neppelenbroek (Ana%ytab Candida s visualmente el cambio de Cepa pura Econdmica y Dificultades en la 55-60%/
et al., 2014 roducts) Pp- color por accién de pap rapida interpretacion Baja
P enzimas en los
componentes
cromogénicos
Microring YT Examina la capacidad de
Neppelenbroek | (MYT; Medical C. albicansy C. Cre]%?r;ei;glrsezonsag(e) gzpel Cepa pura Econdmica y Solo identifica Baja/
et al., 2014 c uiWr':]r:n%Co ) glabrata sustancias quimicas, rapida levaduras comunes Baja
quip ' como bromuro de etidio
Horvath et al., Medio selectivo Se pueden perder
22?21 Bza;;c;rs C. albicans, 24-48 h de incubacion a é’;girc?gﬁlsg caracteristicas
Cam ',anha ét CHROMagar C. tropicalis y 35° C, coloracién en Muestras mezclas de después del Alta/
al p2005' Candida C. krusei colonias por accién de diversas especies subcultivo o Media
Guti > ’ enzimas de cada especie pecies, almacenamiento a -
utierrez et al., adicion de o
2002. fluconazol 7o c
Bauters et al., Método de C. albicans, Formacion de micro Cepa pura Mejora Algunas cepas no 96-100%/

8




2003 filtracién por C. glabrata, colonias en filtro de 0 mezcla sensibilidad y producen Media
membrana C. krusei y membrana de nylon y velocidad fluorescencia, dificil
fluorogénica C. tropicalis ensayo de actividad observacion, equio
enzimatica utilizando de fluorescencia
sustratos fluorogénicos
. . Insuficientemente
C. albicans, C. Mas rapido que ;
Letscher-Bru L i selectiva,
et al., Candida 1D trop /car_lls, & HIdI’OlISIS’ d_e sgstra?o Muestra CI-_IROI\_/I_a gar, contaminacion 97.7%/
2002: Willi : . lusitaniae, C. cromogénico indolil : identifica : .
; Willinger (bioMeriux) - diversa bacteriana, Media
kefyry C. glucosaminida mezclas de . ;
etal., 2001 uilliermondii levaduras diversidad de
g colores
C. albicans,
C. glabrata, Identificacion
C. guilliermondii, Prueba bioquimica bioquimica y
Auxacolor C. krusei, C. lusi | colorimétrica, asimilaciéon morfolégica
. taniae, de carbohidratos, (formacion de Contaminacion o
Romney et al., (Sandfi c Tosi . . idi c iceli bacteri i 91.2-94%/
2000 Dia i . parapsilosis, re3|.st.enC|a a acti iona'y epa pura micelios), acteriana, tiempo Medi
gnostces C. tropical tividad fenol-oxid reduce | de incubacion edia
Pasteur) . tropicalis, actividad fenol-oxidasa educe la e incubacio
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No obstante, dada la variabilidad en las caracteristicas fenotipicas y otras
irregularidades en la taxonomia del género Candida, la identificacion basada en

métodos tradicionales ha sido menos confiable (Costa et al., 2010).

Para superar las limitaciones de los métodos convencionales, se han desarrollado
las técnicas moleculares para identificar de manera rapida y certera a Candida
spp. Las principales ventajas de los métodos moleculares son su alta precision,
sensibilidad (bajas tasas de falsos positivos) y especificidad (baja tasa de falsos
negativos) en la identificacion de las especies de Candida. Otra ventaja importante
de estos meétodos es que no requieren el aislamiento del hongo, sino que la
identificacion del patéogeno puede llevarse a cabo directamente en muestras

clinicas, lo que le confiere potencial como herramienta diagnéstica.

En los ultimos 10 afos, se han propuesto varios procedimientos para la
identificacion molecular de Candida spp., basados en la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en sus diferentes modalidades, como simplex, multiplex,

anidada, semianidada y en tiempo real (Tabla 2).

La mayoria de estos ensayos de PCR tienen como blanco de amplificacion
(marcador molecular) las regiones del DNA que codifican para los genes
ribosomales y sus espaciadores internos (DNAr-ITS), ya que estas regiones
poseen secuencias tanto conservadas como variables a nivel interespecie, lo que
permite la identificacion a nivel de especie de Candida. Ademas, se estima que las
levaduras poseen mas de 150 copias de estos complejos génicos ribosomales a lo
largo de todo su genoma, lo que confiere gran sensibilidad (Colom et al., 2006;
Xafranski et al., 2013; Ledesma et al., 2014; Wang et al., 2014).
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Tabla 2. Marcadores moleculares para la identificacion de Candida spp. por PCR

Autores Blanco de amplificacion Modalidad de PCR Especificidad Sensibilidad

Chang et al., 2001 ITS1-5.8SrRNA-ITS2 PCR multiplex Candida spp. 4 pg

C. albicans, C. tropicalis,
Ahmad et al., 2002 5.8S-ITS2-28S rDNA PCR semianidada C. glabratay C. 20 fg
parapsilosis
Gen 18S rRNA, ACT1, Bcl1, SAP2, ,

Beggs et al., 2004 ADH1y ADH?2 RT-PCR C. albicans 10 ng cDNA
Maaroufi et al., 2004 5.85-28S rDNA gqPCR Candida spp. 100 fg
Sampaio et al., 2005 Microsatelites CAI, CAIlll Y CAVI PCR multiplex C. albicans 40 ng
Metwally et al., 2007 Gen 18S rRNA gPCR C. albicans 10 ug

Ospina et al., 2010 ITS2 PCR semianidada Candida spp. L celu;gzg(;pL o

Estrada-Barraza et ITS1yITS2o0gendela , .

al.. 2011 Topoisomerasa I PCR simplex C. kruseiy C. glabrata 10 ng
Wang et al., 2014 18S rRNA qPCR Candida sp. 10°-10* UFC/mL
. PCR multiplex- .
Taira et al., 2014 ITS anidada Candida spp. 150 fg
ITS1-5.8S-ITS2 rDNA region y . .
Makene et al., 2014 D1/D2 del 26S PCR multiplex Candida spp. 100 ng
Ataides et al., 2015 Gen SADH PCR simplex C. parapsilosis complex -
Candida sp. (C. tropicalis,
ITS (ITS1-5.8SrDNA-ITS2) PCR simplex C. krusei, C. albicansy C. 25ng
parapsilosis)
Mohammadi et al., Candida sp. (C.
2015 guilliermondii, C. glabrata,
ITS + Msp | PCR-RFLP C. albicans, C. tropicalis y 250 ng
C. parapsilosis)
Gen SADH + Nla lll PCR-RFLP C. parapsilosis complex 250 ng
Gen ICL clonado en plasmido C. albicans, C. tropicalis, 3 :
Than et al., 2015 0GEMT gPCR C. utilis 10° copias de DNA
. . Gen MP65 de ratones BALB/C gk C. albicans, C. glabrata 50 células
Bineshian et al.,
2015 C. albicans, C. glabrata,
Gen MP65 de ratones BALB/C RT-PCR C. parapsilosis 1 ug
Merseguel et al., ITS(ITS1-ITS2-5.8SrDNA) PCR simplex C. albicans 40 ng
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2015

C. albicans, C. glabrata,
C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C.
quilliermondii, C.

Garcia-Salazar, 2016 ITS1-5.8S-ITS2 Rdna Simplex lusitaniae, C. famata, C. 10 pg
dubliniensis, C.
pseudotropicalis, C.
zeylanoides y C. lipolytica
OTROS MARCADORES MOLECULARES
Relloso et al., 2015 Proteinas MALDI-TOF Candida spp. 10* UFC/mL
C. albicans, C. famata, C.
Spanu et al., 2012 Proteinas MALDI-TOF glabrata, C. guilliermondii 102 UFC

C. krusei, C. lusitaniae, C.
parapsilosis, C. tropicalis

ITS: Espaciador Transcrito Interno; cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario; rDNA: Acido desoxirribonucleico ribosomal;rRNA: Acido ribonucleico ribosomal;
ACT: Actina; BCI: linfoma de células B; SAP: Proteina Secretora de Aspartato; ADH: Alcohol Deshidrogenasa; RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa; qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa; PCR-RFLP: Reaccion en cadena de la polimerasa-polimorficmo en la longitud de los
fragmentos de restriccion; SADH: Alcohol Deshidrogenasa Secundario; ICL: Isocitrato Liasa; MALDI-TOF: Desorcion-ionizacion mediante laser asistida por matriz

acoplada a analizador TOF.
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Otros métodos moleculares desarrollados para la identificacion de Candida spp.,
son la hibridacién fluorescente in situ (FISH) con sondas de oligonucledtidos
marcados con fluoresceina (PNA-FISH) (Alexander y Pfaller, 2006) y la ionizacion
suave en espectrometria de masas MALDI-TOF (desorcion/ionizacion mediante
laser asistida por Matriz, acoplada a un analizador TOF), este ultimo, ofrece
resultados en tiempos considerablemente mas cortos que la PCR y la
identificacion puede ser mucho mas precisa, gracias a la existencia de una gran
base de datos de los espectros proteinas de mas de 110 especies de levaduras
diferentes (Spanu et al., 2012); sin embargo, el costo de su implementacién es

elevado.

No obstante que los métodos moleculares han demostrado mayor especificidad y
sensibilidad en la deteccién e identificacion de Candida spp., los procedimientos
técnicos no han sido normalizados ampliamente, lo que ha limitado su uso en el
diagnostico de laboratorio. Los métodos basados en la PCR han sido los mas
estudiados; sin embargo, otra limitante importante en su uso confiable es que se
ha reportado variabilidad genética entre los aislados de Candida, asociada a su
origen geografico, por lo que es deseable que los blancos de amplificacién sean
elegidos tomando en cuenta esta variabilidad para garantizar su especificidad. Al
respecto, Garcia-Salazar (2016) disefid un par de oligonucleétidos (Caspp-F vy
Caspp-R) a partir de aislados autdctonos, los cuales amplifican por PCR simplex,
marcadores moleculares especificos de las 12 especies de Candida mas
frecuentes (Tabla 2). Sin embargo, antes de utilizarse en el diagndstico, se debe

evaluar su especificidad y sensibilidad.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los marcadores moleculares Caspp en la identificacion de aislados clinicos

de Candida spp., mediante PCR simplex.

15



Objetivos particulares

1.

Extraer el DNA de 105 aislados clinicos de Candida spp., previamente

identificados por métodos fenotipicos y de ocho cepas de referencia.

2. Cuantificar el DNA obtenido de cada uno de los aislados clinicos y cepas de
Candida spp.

3. ldentificar por PCR simplex los aislados clinicos de Candida spp. utilizando
los oligonucledtidos Caspp-F y Caspp-R.

4. Purificar y secuenciar los amplicones obtenidos de aquellos aislados en los
que no hubo concordancia entre los resultados moleculares y fenotipicos.

5. Secuenciar los amplicones purificados y comparar las secuencias con todas
las secuencias de la base de datos del GenBank.

6. Evaluar la sensibilidad de los marcadores moleculares Caspp.

METODOLOGIA

Aislados clinicos

Se trabajaron 105 aislados clinicos de Candida, previamente fenotipificados vy

donados por diferentes instituciones de la Ciudad de México. Los 105 aislados

clinicos correspondian a las especies: C. albicans (36), C. glabrata (28), C.

parapsilosis (12), C. tropicalis (7), C. krusei (2), C. guilliermondii (1), y 19 aislados

no identificados (Candida sp.). Se incluyeron, como controles positivos, ocho

cepas de referencia, correspondientes a las especies de C. parapsilosis, C.

tropicalis, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei y C.
albicans (Tabla 3).

Tabla 3. Aislados clinicos de Candida spp.

No. registro Especie Origen Fuente
22019 C. parapsilosis Desconocido ATCC
750 C. tropicalis Cultivo de expectoracion ATCC
6260 C. guilliermondii Cultivo de expectoracion ATCC
634449 C. lusitaniae Cultivo de piel de cerdo ATCC
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MYA-646 C. dubliniensis Cultivo de cavidad oral ATCC
2001 C. glabrata Coprocultivo ATCC
6258 C. krusei Cultivo de expectoracion ATCC

38 C. albicans Cultivo de biopsia de piel ATCC
5 C. albicans Cultivo vaginal HRGIZ-ISSSTE
Candida sp. Cultivo vaginal HJM-SSA
8 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
10 C. glabrata Desconocido FM-UNAM
12 C. tropicalis Desconocido FM-UNAM
13 C. albicans Cultivo vaginal HJM-SSA
14 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
15 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
16 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
17 C. albicans Cultivo vaginal HJM-SSA
18 C. tropicalis Desconocido FM-UNAM
19 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
20 Candida sp. Cultivo de herida HJM-SSA
22 Candida sp. Hemocultivo HJM-SSA
25 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
27 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
30 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
31 C. albicans Desconocido FM-UNAM
32 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
34 C. albicans Hemocultivo HJM-SSA
39 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
42 C. parapsilosis Desconocido FM-UNAM
45 C. glabrata Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
46 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
47 C. albicans Cultivo vaginal HJM-SSA
48 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
49 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
50 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA
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51 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA

59 C. glabrata Cultivo vaginal HJM-SSA

62 C. guilliermondii Desconocido FM-UNAM

68 Candida sp. Cultivo de biopsia HRGIZ-ISSSTE
72 Candida sp. Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
73 Candida sp. Cultivo de secrecion de herida HRGIZ-ISSSTE
74 Candida sp. Cultivo de lavado de cavidad HJM-SSA

75 Candida sp. Cultivo de Pen Rose HJM-SSA

76 C. albicans Hemocultivo HJM-SSA

77 Candida sp. Hemocultivo HJM-SSA

79 C. albicans Urocultivo HJM-SSA

80 C. parapsilosis Cultivo de puntas de catéter HRGIZ-ISSSTE
81 Candida sp. Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
82 C. albicans Cultivo de Pen Rose HRGIZ-ISSSTE
83 Candida sp. Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
84 C. tropicalis Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
85 Candida sp. Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
86 C. parapsilosis Cultivo de puntas de catéter HRGIZ-ISSSTE
87 Candida sp. Cultivo de expectoracion HRGIZ-ISSSTE
88 C. parapsilosis Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
89 C. parapsilosis Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
a0 C. albicans Cultivo de biopsia HRGIZ-ISSSTE
91 C. parapsilosis Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
93 C. tropicalis Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
94 C. albicans Cultivo de abscesos HRGIZ-ISSSTE
95 C. albicans Cultivo de abseso HRGIZ-ISSSTE
96 C. albicans Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
97 C. albicans Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
98 C. albicans Hemocultivo HJM-SSA

99 C. glabrata Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
100 C. albicans Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
101 C. tropicalis Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
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103 C. albicans Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
104 C. albicans Cultivo de abscesos HRGIZ-ISSSTE
105 C. albicans Cultivo de secrecion de herida HRGIZ-ISSSTE
106 C. glabrata Cultivo de biopsia HRGIZ-ISSSTE
107 C. glabrata Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
108 C. albicans Cultivo de puntas de catéter HRGIZ-ISSSTE
109 C. albicans Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
110 C. albicans Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
111 Candida sp. Cultivo de liquidos HRGIZ-ISSSTE
112 C. parapsilosis Cultivo de puntas de catéter HRGIZ-ISSSTE
113 C. parapsilosis Cultivo de expectoracion HRGIZ-ISSSTE
114 C. krusei Cultivo de biopsia HRGIZ-ISSSTE
115 C. albicans Espermocultivo HRGIZ-ISSSTE
116 Candida sp. Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
117 C. albicans Cultivo de liquidos HRGIZ-ISSSTE
118 C. parapsilosis Cultivo de dialisis peritoneal HRGIZ-ISSSTE
119 C. parapsilosis Cultivo de abscesos HRGIZ-ISSSTE
120 C. parapsilosis Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
121 C. krusei Cultivo de biopsia HRGIZ-ISSSTE
122 C. parapsilosis Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
123 C. albicans Cultivo de aspirado bronquial HRGIZ-ISSSTE
124 C. albicans Cultivo de secrecién de herida HRGIZ-ISSSTE
125 C. albicans Cultivo de canula orotraqueal HRGIZ-ISSSTE
126 C. albicans Cultivo de expectoraciéon HRGIZ-ISSSTE
127 C. albicans Cultivo de drenaje perianal HRGIZ-ISSSTE
128 C. albicans Cultivo de canula orotraqueal HRGIZ-ISSSTE
130 C. albicans Cultivo de secrecién de herida HJM-SSA

131 C. tropicalis Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
132 C. glabrata Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
133 C. glabrata Hemocultivo HRGIZ-ISSSTE
134 C. albicans Cultivo de secrecion de herida HRGIZ-ISSSTE
137 Candida sp. Cultivo de expectoracion HRGIZ-ISSSTE
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138 Candida sp. Cultivo orotraqueal HRGIZ-ISSSTE
140 C. glabrata Espermocultivo HRGIZ-ISSSTE
141 C. albicans Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
142 C. albicans Cultivo vaginal HJM-SSA
144 C. albicans Cultivo vaginal HJM-SSA
145 Candida sp. Cultivo faringeo HJM-SSA
147 C. glabrata Cultivo de abscesos HRGIZ-ISSSTE
148 Candida sp. Cultivo de secrecién de herida HRGIZ-ISSSTE
150 C. tropicalis Urocultivo HRGIZ-ISSSTE
154 C. albicans Cultivo de absceso cutaneo HMGG-SSA
159 C. glabrata Cultivo de absceso cutaneo HMGG-SSA
233 C. glabrata Urocultivo HMGG-SSA
234 C. glabrata Urocultivo HMGG-SSA

ATCC: American Type Culture Collection; HRGIZ-ISSSTE: Hospital Regional General Ignacio Zaragoza,
Instituto de Seguridad y Servicio Social de Trabajadores del Estado; HIM-SSA: Hospital Juarez de México,
Secretaria de Salud; FM-UNAM: Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México; HMGG-
SSA: Hospital Dr. Manuel Gea Gonzélez, Secretaria de Salud

Cultivo y conservacion de los cultivos de Candida spp.

A partir de una colonia aislada del primocultivo, se realizé una resiembra en agar
dextrosa Sabouraud y se incubd a 28° C por 24 h. Las levaduras se conservaron
en tubos de plastico de 2 mL, conteniendo 500 pyL de solucion salina isoténica

(SSI) estéril y se almacenaron a temperatura ambiente.

Extraccion de DNA

A partir de los cultivos en agar dextrosa Sabouraud (Bioxéon, MX), se tomé una
colonia aislada y se inocul6 en tubos de ensayo de 16 x 150 mm que contenian 3
mL de medio YEPD (extracto de levadura 1%, peptona 2% y glucosa 2%). Los
cultivos se incubaron a 28° C por 24 h, con agitacion orbital a 100 rpom. Después
de la incubacion, los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min, se
descarto el sobrenadante, las levaduras se lavaron con 500 uL de SSI estéril y se
centrifugd a 5000 rpm durante 5 min. El lavado se realiz6 dos veces.

Posteriormente, siguiendo el procedimiento del kit comercial Yeast DNA
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Preparation (Jena Bioscience GmbH, GE), se agregaron 300 pL de la solucién de
resuspension celular y 1 pL de liticasa (2.5 U/uL), se mezcld por inversion 25
veces y se incubd a 37° C por 1 h. Después del periodo de incubacion, se
centrifugd a 12,000 rpm por 1 min, se descarté el sobrenadante y el sedimento se
resuspendid en 300 pyL de solucién de lisis celular, se afadieron 100 pyL de
solucion de precipitacion de proteinas, se agité vigorosamente durante 20 s y se
centrifugd a 12,000 rpm por 5 min. El sobrenadante se colocé en un tubo de
plastico limpio, de 1.5 mL, conteniendo 300 pyL de isopropanol grado biologia
molecular, se agité por inversion 50 veces y se centrifugd a 12,000 rpm por 1 min.
Se descartd el sobrenadante y el tubo con el sedimento de DNA se colocé sobre
papel absorbente para eliminar los restos de alcohol. Se afadieron 500 pL de
amortiguador de lavado y se mezcld por inversidon varias veces para lavar el DNA.
Se centrifugé a 12,000 rpom por 1 min, descartando el sobrenadante y se dejo
secar al aire a temperatura ambiente durante 15 min. Al sedimento de DNA se
afiadieron 50 pL de agua desionizada (Milli-Q®, Merk Millipore Corporation, USA) y
1.5 uL de solucién de RNAsa A (4 mg/mL), se incub6é a 37° C por 30 min y
posteriormente a 65° C por 1 h, para hidratar el DNA. EI DNA obtenido se
cuantificd por espectrofotometria a 260 y 280 nm (DS 11 Spectrophotometer,
DeNovix Inc., USA), y se hicieron diluciones para obtener una concentracion final

de 10 ng/pL. Todas las muestras de DNA se conservaron a -20° C.

Identificacion molecular de los aislados clinicos de Candida spp.

La amplificacion de los marcadores Caspp se llevo a cabo con los oligonucledtidos
Caspp-F (5- AGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCCC-3') y Caspp-R (5
TTCACTCGCCGCTACTAAGGCAATCCC-3’), de acuerdo con lo descrito por
Garcia-Salazar (2016). La mezcla de reaccién consistio, en 10 ng de DNA de cada
aislado o cepa de referencia, 50 yM de dNTP’s (Jena Bioscience), 1.5 mM de
MgCl,, 50 pmol de cada oligonucledtido (Caspp-F y Caspp-R) (Sigma-Aldrich,
USA) y 1U de Taq DNA Polimerasa (Jena Bioscience), en amortiguador de PCR
1X'y en un volumen final de 25 uL. Como controles positivos se utilizaron 10 ng de

DNA de las cepas de referencia de Candida spp., y como control negativo se
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utilizé agua desionizada (Milli-Q). El programa de amplificacion fue: 1 ciclo de 3
min a 94° C; 33 ciclos de 30 s a 95° C, 30 s a 71° C, 1 min a 72° C y una
extension final de 5 min a 72° C. Al termino de la reaccion, 5 uL de los productos
de amplificacion fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
(Pronadisa, ES) al 1.5%, tefiido con GelRed™ 3X (Biotium, USA) en amortiguador
TBE 0.5X (45 mM Tris-Base, 45 mM acido borico, 1 mM EDTA, pH 8.3) a 70 v. El
marcador de tamafio molecular utilizado fue el 100 pb DNA Ladder (Jena
Bioscience). Las imagenes de los geles se capturaron en un fotodocumentador

Molecular Imager® Gel Doc™ XR (Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

Purificaciéon de los amplicones

Los fragmentos amplificados que no correspondieron al tamafo esperado, de
acuerdo con la especie identificada fenotipicamente, fueron purificados usando el
Agarose Gel Extraction Kit (Jena Bioscience GmbH) y siguiendo las instrucciones
descritas por el fabricante. Para ello, los productos de amplificacion se colocaron
en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con GelRed™ 3X (Biotium). El corrimiento de
la electroforesis se llevdo a cabo a 100 v, en amortiguador TBE 0.5X. Una vez
concluido el corrimiento, los geles se observaron a través de un transiluminador de
luz UV, se cortaron los fragmentos que contenian los amplicones y se colocaron
(100 — 300 mg, aproximadamente) en tubos de plastico de 1.5 mL, se anadieron 3
volumenes de amortiguador de extraccion y se incubdé a 60° C por 10 min,
mezclando ocasionalmente para disolver el gel. Esta mezcla se colocd en una
columna que contenia una membrana para purificar acidos nucleicos (previamente
activada con 100 uL de amortiguador de activacién) y se centrifugdé a 9,500 rpm
por 30 s, se desecho el sobrenadante. Se agregaron 700 uL de amortiguador de
lavado, se centrifugdé a 9,500 rpm por 30 s y se descartd el sobrenadante. Este
lavado se realizé dos veces. En el segundo lavado, se centrifugd 2 min mas, bajo
las mismas condiciones. Para eluir el DNA, la columna se coloco en un tubo de
plastico de 1.5 mL, se anadieron 30 pL de agua desionizada (Milli-Q) al centro de

la membrana, se incubd 1 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 9,500 rpm
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por 1 min. Este paso se repiti6 para obtener un volumen de 60 uL de DNA

purificado.

Secuenciacion de los amplicones y comparacion de las secuencias en el
Genbank

Los fragmentos de DNA purificados fueron enviados a secuenciar, en ambos
sentidos con los oligonucledétidos Caspp-F y Caspp-R, al Laboratorio Nacional de
Gendmica para la Biodiversidad-Cinvestav (Irapuato, Guanajuato, MX).

Los electroferogramas correspondientes a las secuencias de los amplicones se

visualizaron con el programa Chromas Lite 2.1.1 (http://technelysium.com.au) y se

verificod visualmente que la calidad de la secuencia fuera adecuada (tamafio de los
picos, tamafo de la secuencia). Posteriormente, las secuencias se compararon
con todas las secuencias de hongos depositadas en el GenBank del NCBI
(National Center for Biotechnology Information), mediante el algoritmo BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Con base en

los alineamientos mas significativos (cobertura, expectacion e identidad), se
definié la identidad de los aislados que mostraron incongruencia entre la

caracterizacion fenotipica y molecular.

Evaluacion de la sensibilidad de los marcadores Caspp

Para determinar la cantidad minima de DNA fangico que puede ser detectada por
PCR con los oligonucleétidos Caspp-F y Caspp-R, se eligio un DNA de cada
especie de Candida estudiada, se cuantific6 por espectrofotometria a las
longitudes de onda 260 y 280 nm y posteriormente se hicieron diluciones para
obtener las concentraciones de 10 ng/puL hasta 1 ag/uL. Los productos de
amplificacion se analizaron por electroforesis en agarosa al 1.5%, como se

describidé anteriormente.
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RESULTADOS

Extraccion de DNA

De acuerdo con el analisis espectrofotométrico, la cantidad e integridad de los

DNAs obtenidos de los 105 aislados clinicos y cepas de referencia de Candida

spp., fue adecuada para los ensayos de PCR. Las concentraciones estuvieron en

el rango de 5.8 y 436.1 ng/uL, con valores de la relacion de absorbancia a 260 y

280 nm entre 1.52 — 2.49, lo que indicd que la pureza de las muestras de DNA era

adecuada (Tabla 4). Los DNAs se diluyeron a 10 ng/uL con agua desionizada,

para los posteriores ensayos de PCR.

Tabla 4. Cuantificacién, por espectrofotometria, del DNA de los aislamientos
clinicos y cepas de referencia de Candida spp.

No. registro Especie Concentracion de DNA (ng/pL) | A260/A280
22019 C. parapsilosis 10.0 1.97
750 C. tropicalis 10.0 2.02
6260 C. guilliermondii 10.0 2.18
634449 C. lusitaniae 10.0 1.89
MYA-646 C. dubliniensis 10.0 1.97
2001 C. glabrata 10.0 1.98
6258 C. krusei 10.0 1.98
38 C. albicans 53.3 2.20
5 C. albicans 53.3 1.68
7 Candida sp. 32.2 1.84
C. glabrata 99.0 1.72
10 C. glabrata 141.8 2.11
12 C. tropicalis 124.6 2.07
13 C. albicans 46.8 1.8
14 C. glabrata 20.2 1.55
15 C. glabrata 14.5 1.80
16 C. glabrata 32.3 217
17 C. albicans 60.7 1.69
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18 C. tropicalis 392.4 2.39
19 C. glabrata 80.8 2.11
20 Candida sp. 37.5 2.37
22 Candida sp. 24.9 1.52
25 C. glabrata 18.4 1.64
27 C. glabrata 186.6 1.92
30 C. glabrata 62.9 2.22
31 C. albicans 102.8 1.81
32 C. glabrata 62.1 1.72
34 C. albicans 221 1.67
39 C. glabrata 95.1 2.2
42 C. parapsilosis 112.6 2.0
45 C. glabrata 74.8 1.94
46 C. glabrata 266.1 1.75
47 C. albicans 8.0 1.80
48 C. glabrata 24.3 1.61
49 C. glabrata 66.0 1.89
50 C. glabrata 36.9 1.95
51 C. glabrata 155.4 2.14
59 C. glabrata 72.5 2.08
62 C. guilliermondii 177.8 2.36
68 Candida sp. 17.2 1.56
72 Candida sp. 32.4 1.82
73 Candida sp. 29.7 1.77
74 Candida sp. 53.4 2.03
75 Candida sp. 186.8 1.94
76 C. albicans 18.9 1.68
77 Candida sp. 30.8 1.92
79 C. albicans 68.6 2.31
80 C. parapsilosis 16.9 1.52
81 Candida sp. 44 .1 1.75
82 C. albicans 9.4 2.36
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83 Candida sp. 61.2 1.62
84 C. tropicalis 107.1 2.05
85 Candida sp. 79.3 1.92
86 C. parapsilosis 31.7 1.66
87 Candida sp. 6.8 1.54
88 C. parapsilosis 31.5 1.93
89 C. parapsilosis 67.9 1.98
90 C. albicans 5.8 1.61
91 C. parapsilosis 237.8 2.24
93 C. tropicalis 436.1 2.49
94 C. albicans 302.9 2.32
95 C. albicans 16.9 1.61
96 C. albicans 14.2 1.58
97 C. albicans 18.5 1.62
98 C. albicans 8.6 1.64
99 C. glabrata 8.4 1.57
100 C. albicans 19.8 1.76
101 C. tropicalis 447 1.81
103 C. albicans 5.8 1.59
104 C. albicans 13.4 1.92
105 C. albicans 13.4 1.91
106 C. glabrata 13.1 1.87
107 C. glabrata 25.1 1.91
108 C. albicans 13.6 1.93
109 C. albicans 17.5 1.97
110 C. albicans 17.7 1.86
111 Candida sp. 521.8 2.31
112 C. parapsilosis 99.1 2.08
113 C. parapsilosis 35.1 1.74
114 C. krusei 384.2 237
115 C. albicans 157.5 2.23
116 Candida sp. 50.5 1.98

26



117 C. albicans 26.9 1.71
118 C. parapsilosis 67.0 1.54
119 C. parapsilosis 19.2 1.87
120 C. parapsilosis 70.6 1.65
121 C. krusei 81.9 1.83
122 C. parapsilosis 457 1.67
123 C. albicans 30.9 1.84
124 C. albicans 174.2 2.21
125 C. albicans 34.3 1.60
126 C. albicans 7.5 1.57
127 C. albicans 12.8 1.83
128 C. albicans 108.2 2.01
130 C. albicans 18.2 1.8
131 C. tropicalis 53.5 2.14
132 C. glabrata 137.3 1.97
133 C. glabrata 15.45 1.7
134 C. albicans 9.45 1.62
137 Candida sp. 19.6 24
138 Candida sp. 13.2 1.51
140 C. glabrata 18.3 1.63
141 C. albicans 16.4 1.61
142 C. albicans 12.0 1.11
144 C. albicans 9.4 1.33
145 Candida sp. 36.3 1.27
147 C. glabrata 69.2 1.83
148 Candida sp. 245 1.59
150 C. tropicalis 126.8 2.05
154 C. albicans 20.6 1.56
159 C. glabrata 61.9 1.72
233 C. glabrata 10.0 2.43
234 C. glabrata 10.0 1.76

260/A280: Relacion de lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm
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Identificacion de los aislados de Candida spp. mediante la amplificacion de
los marcadores Caspp

Inicialmente, se amplificaron los DNAs de las ocho cepas de referencia con los
oligonucledtidos Caspp-F y Caspp-R, con la finalidad de corroborar que los
marcadores moleculares Caspp esperados fueran amplificados, de acuerdo con lo
descrito por Garcia-Salazar (2016). Como se puede observar en la figura 1, cada
especie de Candida estudiada, mostré el amplicon del tamafo correspondiente: C.
albicans 850 pb, C. glabrata 1000 pb, C. tropicalis 790 pb, C. parapsilosis 731 pb,
C. krusei 800 pb, C. guilliermondii 1100, C. lusitaniae 590 pb, C. dubliniensis 810

pb.
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Figura 1. Amplificacién de los marcadores Caspp a partir del DNA de ocho cepas de referencia de Candida.
M: Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafo molecular de los
fragmentos de DNA.

Después de corroborar la amplificacion de los marcadores Caspp en los DNAs de
las cepas de referencia, se amplificaron los DNAs de los 105 aislados clinicos de

Candida spp.

Cuando se amplificaron los 36 aislados de C. albicans, observamos que 28

aislados presentaron el amplicon del tamano esperado de 850 pb, mientras que
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tres de los aislados (13, 17 y 34) presentaron dos amplicones, el de 850 pb y otro
de mayor tamano, y cinco aislados amplificaron un fragmento mayor (1000 pb), el
cual es mas compatible con C. glabrata que con C. albicans (Figura 2).
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Figura 2. Amplificacién de marcadores Caspp a partir del DNA de 36 aislados clinicos fenotipificados como
Candida albicans. M: Marcador de tamafo molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio
molecular de los fragmentos de DNA.

La amplificacion del DNA de los 28 aislados clinicos de C. glabrata mostré el

amplicon correspondiente de 1000 pb en 25 aislados, mientras que en tres
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aislados (27, 51 y 107) el amplicon obtenido fue de menor tamafo, es decir que no
correspondia a C. glabrata (Figura 3).
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Figura 3. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de 28 aislados clinicos fenotipificados como
Candida glabrata. M: Marcador de tamafo molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafo
molecular de los fragmentos de DNA.
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De los 12 aislados clinicos de C. parapsilosis, 11 amplificaron el amplicon de 731

pb y solamente un aislado (42) mostré un producto de amplificacion de
aproximadamente 500 pb (Figura 4).
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Figura 4. Amplificacion de marcadores Caspp a partir del DNA de doce aislados clinicos fenotipificados como
Candida parapsilosis. M: Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio
molecular de los fragmentos de DNA.

Los siete aislados clinicos de C. tropicalis, amplificaron los amplicones especificos
de 790 pb (Figura 5).
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Figura 5. Amplificacién de marcadores Caspp a partir del DNA de siete aislados clinicos fenotipificados como
Candida tropicalis. M: Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los ndmeros en rojo indican el tamafio
molecular de los fragmentos de DNA.
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El unico aislado estudiado de C. guilliermondii, amplific6 un fragmento de
aproximadamente 700 pb, el cual no correspondié a la especie indicada con base

en su fenotipo (Figura 6).
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Figura 6. Amplificaciéon de marcadores Caspp a partir del DNA de un aislado clinico fenotipificado como
Candida guilliermondii. M: Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los ndmeros en rojo indican el tamafio
molecular de los fragmentos de DNA.

Los dos aislados clinicos de C. krusei, amplificaron los amplicones especificos de
800 pb (Figura 7).

C. Krusei ATCC

Figura 7. Amplificacién de marcadores Caspp a partir del DNA de dos aislados clinicos fenotipificados como
Candida krusei. M: Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio
molecular de los fragmentos de DNA.
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Finalmente, cuando se amplificod el DNA de los 19 aislados de Candida sp., siete
(7, 20, 22, 72, 73, 74 y 75) amplificaron un fragmento de aproximadamente 1000
pb, compatible con C. glabrata. Los doce aislados (68, 77,81, 83,85, 87, 111, 116,
137, 138, 145 y 148) restantes mostraron un amplicén de aproximadamente 850

pb, relacionado con C. albicans.
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Figura 8. Amplificacién de marcadores Caspp a partir del DNA de 20 aislados clinicos de Candida sp. M:
Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los numeros en rojo indican el tamafio molecular de los
fragmentos de DNA.

Purificacion de los amplicones

Los amplicones de los aislados en los que los resultados de la PCR no
concordaron con la identificacion fenotipica, asi como los amplicones
correspondientes a las ocho cepas de referencia y aislados no fenotipificados
(Candida sp.) fueron purificados a partir del gel de agarosa y cuantificados, como
se describe en la metodologia. Los fragmentos purificados se obtuvieron en
concentraciones de 40.5 a 76.3 ng/uL y con una pureza e integridad adecuadas
(A260/A280 entre 1.7-2.0 y A260/A230 de 2.0) para su secuenciacién (Figura 9).
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Figura 9. Purificacion de los fragmentos amplificados con los oligonucleétidos Caspp-F y Caspp-R, obtenido
del aislado clinico 109 de Candida albicans. M: Marcador de tamafio molecular de 100 pb. Los nimeros en
rojo indican el tamafio molecular de los fragmentos de DNA.

Secuenciacién de los amplicones y comparacion de las secuencias en el
GenBank
La calidad de las secuencias obtenidas fue adecuada, ya que en los

electroferogramas se observaron picos altos y bien definidos (Figura 10).
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Figura 10. Electroferograma de la secuencia del amplicon de 1,086 pb, generado a partir del aislado clinico
100 de Candida albicans. La secuencia se obtuvo con el oligonucleétido Caspp-R.
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El alineamiento de las secuencias de las cepas de referencia y los aislados de
Candida spp. con las secuencias depositadas en el GenBank, mostré parametros
de similitud con secuencias parciales del gen 18S del RNA ribosomal (ITS1, 5.8S,
ITS2), correspondientes a diferentes especies de Candida con una cobertura del
38-95%, valores de expectacion cercanos a cero, y valores de identidad de 85-
99%, con lo que la identidad de las cepas de referencia se corrobord y asi mismo
se determiné la de los aislados que presentaron amplicones incongruentes con la

especie determinada fenotipicamente (Figura 11) (Tabla 5).

Color key for alignment scores
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Figura 11. Alineamiento de la secuencia del aislado 100 con todas las depositadas en el GenBank. En el
alineamiento se observa la cobertura, valor de expectacioén e identidad de la secuencia analizada.
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Tabla 5. Identificacion de las ocho cepas de referencia y 105 aislados clinicos de
Candida spp., por métodos fenotipicos, PCR simplex y secuenciacion

No. Especie por método Especie por PCR Especie por
referencia fenotipico simplex secuenciacion
22019 C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
750 C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
6260 C. guilliermondii C. guilliermondii C. guilliermondii
634449 C. lusitaniae C. lusitaniae C. lusitaniae
MYA-646 C. dubliniensis C. dubliniensis C. dubliniensis
2001 C. glabrata C. glabrata C. glabrata
6258 C. krusei C. krusei C. krusei
38 C. albicans C. albicans C. tropicalis
5 C. albicans C. glabrata C. glabrata
7 Candida sp. C. glabrata C. glabrata
8 C. glabrata C. glabrata NS
10 C. glabrata C. glabrata NS
12 C. tropicalis C. tropicalis NS
13 C. albicans NI C. albicans
14 C. glabrata C. glabrata NS
15 C. glabrata C. glabrata NS
16 C. glabrata C. glabrata NS
17 C. albicans C. albicans C. albicans
18 C. tropicalis C. tropicalis NS
19 C. glabrata C. glabrata NS
20 Candida sp. C. glabrata C. glabrata
22 Candida sp. C. glabrata C. glabrata
25 C. glabrata C. glabrata NS
27 C. glabrata NI C. glabrata
30 C. glabrata C. glabrata NS
31 C. albicans C. albicans NS
32 C. glabrata C. glabrata NS
34 C. albicans NI C. albicans
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39 C. glabrata C. glabrata NS

42 C. parapsilosis NI C. parapsilosis
45 C. glabrata C. glabrata NS

46 C. glabrata C. glabrata NS

47 C. albicans C. glabrata C. glabrata
48 C. glabrata C. glabrata NS

49 C. glabrata C. glabrata NS

50 C. glabrata C. glabrata NS

51 C. glabrata C. tropicalis C. tropicalis
59 C. glabrata C. glabrata NS

62 C. guilliermondii NI Meyerozyma caribbica
68 Candida sp. C. albicans C. albicans
72 Candida sp. C. glabrata C. glabrata
73 Candida sp. C. glabrata C. glabrata
74 Candida sp. C. glabrata C. glabrata
75 Candida sp. C. glabrata C. glabrata
76 C. albicans C. albicans NS

77 Candida sp. NI C. albicans
79 C. albicans C. albicans NS

80 C. parapsilosis C. parapsilosis NS

81 Candida sp. C. albicans C. albicans
82 C. albicans C. albicans NS

83 Candida sp. C. parapsilosis C. albicans
84 C. tropicalis C. tropicalis NS

85 Candida sp. C. parapsilosis C. albicans
86 C. parapsilosis C. parapsilosis NS

87 Candida sp. C. albicans C. albicans
88 C. parapsilosis C. parapsilosis NS

89 C. parapsilosis C. parapsilosis NS

90 C. albicans C. albicans NS

91 C. parapsilosis C. parapsilosis NS

93 C. tropicalis C. tropicalis NS
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94 C. albicans C. albicans NS
95 C. albicans C. albicans NS
96 C. albicans C. albicans NS
97 C. albicans C. albicans NS
98 C. albicans C. albicans NS
99 C. glabrata C. glabrata NS
100 C. albicans C. glabrata C. glabrata
101 C. tropicalis C. tropicalis NS
103 C. albicans C. albicans NS
104 C. albicans C. albicans NS
105 C. albicans C. albicans NS
106 C. glabrata C. glabrata NS
107 C. glabrata C. lusitaniae C. glabrata
108 C. albicans C. albicans NS
109 C. albicans C. glabrata C. glabrata
110 C. albicans C. albicans NS
111 Candida sp. C. albicans C. albicans
112 C. parapsilosis C. parapsilosis NS
113 C. parapsilosis C. parapsilosis NS
114 C. krusei C. krusei NS
115 C. albicans C. albicans NS
116 Candida sp. C. albicans C. albicans
117 C. albicans C. albicans NS
118 C. parapsilosis C. parapsilosis NS
119 C. parapsilosis C. parapsilosis NS
120 C. parapsilosis C. parapsilosis NS
121 C. krusei C. krusei NS
122 C. parapsilosis C. parapsilosis NS
123 C. albicans C. albicans NS
124 C. albicans C. albicans NS
125 C. albicans C. albicans NS
126 C. albicans C. albicans NS
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127 C. albicans C. albicans NS
128 C. albicans C. albicans NS
130 C. albicans C. glabrata . glabrata
131 C. tropicalis C. tropicalis NS
132 C. glabrata C. glabrata NS
133 C. glabrata C. glabrata NS
134 C. albicans C. albicans NS
137 Candida sp. C. albicans . albicans
138 Candida sp. C. albicans . albicans
140 C. glabrata C. glabrata NS
141 C. albicans C. albicans NS
142 C. albicans NI . albicans
144 C. albicans C. albicans NS
145 Candida sp. C. albicans . albicans
147 C. glabrata C. glabrata NS
148 Candida sp. C. albicans . albicans
150 C. tropicalis C. tropicalis NS
154 C. albicans C. albicans NS
159 C. glabrata C. glabrata NS
233 C. glabrata C. glabrata NS
234 C. glabrata C. glabrata NS

NS: No secuenciada; NI: No identificada

Evaluacion de la sensibilidad de los marcadores Caspp

Los oligonucleotidos Caspp-F y Caspp-R amplificaron el DNA de C. albicans, C.

dubliniensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. gquilliermondii, C.

lusitaniae y C. krusei, desde una concentracion de 20 ng/uL hasta 10 pg/uL, por lo

que la sensibilidad de los marcadores Caspp es de 10 pg/uL (Figura 12).
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Figura 12. Sensibilidad de los marcadores Caspp utilizando el DNA de la cepa ATCC de C. parapsilosis. La
cantidad minima detectada fue de 1 pg/uL. M: marcador de tamafio molecular de 100 pb.

DISCUSION

La CI representa un problema de salud publica a nivel mundial debido a su mayor
incidencia y mortalidad en la poblacion de pacientes ingresados a las unidades de
cuidados intensivos (Estrada-Barraza et al., 2011). La mortalidad asociada a la ClI
estd condicionada, en gran medida, por factores tanto diagndsticos como
terapéuticos y se ha documentado que el diagndstico oportuno y especifico mejora

el prondstico considerablemente (Ahmad et al., 2002; Agarwal et al., 2011).

La etiologia de la Cl es variable, siendo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. glabrata y C. krusei las especies mas frecuentes, pero también se han
reportado como causantes de esta infeccién a C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
dubliniensis, C. norvegensis, C. inconspicua, C. famata, C. intermedia, C.
zeylanoides, C. pelliculosa, C. rugosa, C. stellatoidea, C. pseudotropicalis, C.
lipolytica y C. kefyr (Arenas, 2008; De Bedout, et al., 2010; Ruhnke et al., 2011;
Bonifaz, 2012; Sardi et al., 2013; Bassetti et al., 2015; Caggiano et al., 2015),
algunas de estas especies presentan resistencia a los antifungicos mas
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empleados en el tratamiento (Krcmery y Barnes, 2002); por lo que los métodos de
identificacion deben ser lo suficientemente especificos, sensibles y rapidos para
facilitar un diagndstico oportuno y certero de la micosis, a partir de muestras
clinicas. Para ello, se cuenta con diversos métodos de identificacion fenotipica
(Tabla 1), todos con ventajas y desventajas. Una de las desventajas mas
importantes es que para llevarse a cabo se requiere del aislado fungico, lo cual no
siempre se obtiene en los casos de ClI, lo que limita el diagndstico y promueve el
uso de escalas, como el “Candida score” para predecir el riesgo de CIl en los
pacientes criticos, y con base en ello iniciar la profilaxis (de la Torre-Saldafa et al.,
2014). Sin embargo, los cambios epidemioldgicos de la Cl reportados a nivel
mundial permiten vislumbrar que este tipo de escalas, aunque han resultado
efectivas en muchos casos, pueden ser el origen de otras complicaciones, como
son el desarrollo de resistencia a antifungicos. De ahi la importancia de desarrollar

métodos rapidos, especificos y sensibles para el diagndstico de la Cl.

En los ultimos afnos, se han desarrollado multiples pruebas moleculares, basadas
en la PCR, estas pruebas ofrecen varias ventajas: los resultados se obtienen en
menor tiempo, son mas especificos y su alta sensibilidad hace posible su
aplicacion directa sobre el DNA extraido de diversas muestras clinicas, sin
necesidad de aislar primero al patégeno. Existen diversos ensayos de PCR en los
que se han utilizado como blancos de amplificacion las regiones del 18S y 28S,
asi como otras secuencias blanco, el uso de rDNA para la deteccion sensible de
Candida se ha considerado el mas adecuado, ya que esta presente en multiples
copias, ademas, las regiones ITS entre las subunidades del rDNA son altamente
conservadas y contienen secuencias unicas para cada una de las especies de
Candida, por lo que la amplificacion de estas regiones facilita su identificacion
(Colom et al., 2006; Xafranski et al., 2013; Taira et al., 2014; Wang et al., 2014).
No obstante, estos ensayos moleculares también pueden presentar ciertas
limitaciones, como es la escasa validacion a nivel multicéntrico o multiregional
para garantizar que no haya resultados falsos debido a la variabilidad genética

entre los aislados procedentes de distintas regiones geograficas (Farkas et al.,
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2009), por lo que es deseable que los marcadores moleculares que se
amplifiquen sean elegidos a partir del analisis de aislados autoctonos. Al respecto,
Garcia-Salazar (2016) disefi6 un par de oligonucleétidos (Caspp-F y Caspp-R) que
por PCR simplex amplifican un marcador (Caspp) de tamafio especifico, dentro de
la region 18S-ITS1-5.8S-ITS2-28S del rDNA, para cada especie: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
dubliniensis, C. famata, C. pseudotropicalis, C. zeylanoides y C. lipolytica. Estos
marcadores moleculares se disefiaron a partir del analisis del polimorfismo de
aislados autdctonos de Candida spp. y se han propuesto para el diagndstico de la
Cl; sin embargo, antes de utilizarse en muestras clinicas, en este trabajo
evaluamos su especificidad y sensibilidad. Para ello, se amplific6 el DNA de 105
aislados clinicos de Candida spp, previamente fenotipificados por cultivo en
Chomagar Candida® (Becton, Dickinson and Company), APl 20C (bioMerioux
Vitek), sistemas automatizados Phoenix™ (Becton, Dickinson and Company, MD,
US) y Vitek Il (bioMerioux Vitek). Nuestros resultados mostraron que de los 105
aislados de Candida estudiados, en 70 hubo concordancia entre los resultados de
identificacion fenotipica y la amplificacién de los marcadores moleculares Caspp,
en estos aislados observamos claramente las bandas de tamafio esperado, con
base en la identidad fenotipica de los aislados. Los resultados de 15 aislados
mostraron amplicones de distinto tamafo al esperado de acuerdo con los datos
fenotipicos, por lo que fue necesario secuenciar los amplicones para determinar su
correcta identidad. De estos aislados, en ocho (5, 38, 47, 51, 62, 100, 109, 130) se
comprobd, con base en la secuencia, que la especie determinada fenotipicamente
era erronea; ya que de seis aislados fenotipificados como C. albicans, cinco eran
C. glabrata y uno C. tropicalis; un aislado identificado como C. glabrata resulto ser
C. tropicalis, y un aislado de C. guilliermondii fue molecularmente identificado
como Meyerozyma caribica. En cuatro aislados (27, 38, 42 y 107) la secuencia del
amplicon corroboré la identificacion fenotipica, no obstante que el tamafo del
amplicon observado en el gel indicaba incongruencia. Este problema en el
corrimiento electroforético puede deberse a la concentracion de DNA del amplicén,

ya que se ha documentado que variaciones en la concentraciéon de DNA puede
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generar problemas de reproducibilidad en el corrimiento (Uribe-Echeverry et al.,
2013). En tres aislados (13, 17 y 34) fenotipificados como C. albicans, la
amplificacion mostré dos bandas, no obstante que se intentaron ajustar las
condiciones de reaccion para evitarlas, no fue posible. El analisis de las
secuencias de ambas bandas corroboré la identidad de los aislados como C.
albicans. Este resultado puede explicarse considerando la coexistencia de
multiples tipos de secuencias ITS en un solo genoma, lo que puede generar
multiples amplicones y problemas para definir la taxonomia molecular, como se ha

reportado en otros hongos (Abe et al., 2010).

Finalmente, con base en los marcadores Caspp amplificados, se logré determinar
la identidad de los 19 aislados no identificados fenotipicamente, de éstos siete
correspondieron a C. glabrata y 12 a C. albicans. La sensibilidad de la
amplificacion de los marcadores Caspp fue de 10 pg/uL de DNA, la cual es una
sensibilidad mayor a la reportada por otros ensayos de PCR simplex (Estrada-
Barraza et al., 2011, Mohammadi et al., 2015; Merseguel et al., 2015).

Por lo que el método de PCR simplex basado en la amplificacion de los
marcadores Caspp presenta una especificidad del 100% y una alta sensibilidad
que, aunado a la sencillez de la metodologia, puede ser utilizado en combinacion
con alguna de las multiples pruebas convencionales para proporcionar un

diagndstico mas certero de la Cl.

Es importante destacar que una ventaja mas de los marcadores Caspp, es la
habilidad para discriminar entre las especies que forman complejos, como se pudo
observar en el caso del aislado 62, que fenotipicamente aparentaba ser C.
guilliermondii; sin embargo, corresponde a M. caribbica, el anamorfo de C.
fermentati, que forma complejo de especies con C. guilliermondii sensu estricto y
C. carpophila (Romi et al., 2014). En México esta seria la primera vez que se

reporta M. caribbica como causante de infeccion.
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CONCLUSIONES

La PCR simplex, utilizando los oligonucleétidos Caspp-F y Caspp-R, resulté
especifica y sensible para la identificacion de ocho especies de Candida: C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C.
lusitaniae y C. dubliniensis, por lo que puede ser empleada, en combinacion con
alguna de las pruebas convencionales, para el diagnéstico de la Cl, después se
validarla en muestras clinicas de pacientes con sospecha de Cl y con la

enfermedad confirmada.
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APENDICE

Medios de cultivo

Agar dextrosa Sabouraud

Foérmula por litro:

Dextrosa 40.0¢
Peptona de caseina 5049
Peptona animal 5049
Agar 15049
Agua destilada c.b.p.
pH 5.6+0.2

Se agrega agua destilada a los ingredientes y se disuelve mediante calentamiento,

posteriormente se esteriliza en autoclave y se vacia en cajas de Petri estériles.

YEPD

Férmula por litro:

Extracto de levadura 10.0g
Dextrosa 20.0g
Peptona 20.0g
Agua destilada c.b.p.

Los ingredientes se disuelven en agua destilada, mediante calentamiento, se

esteriliza en autoclave y se vacia en tubos de ensayo con tapa de rosca estériles.
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Soluciones para electroforesis

Amortiguador TBE 5X

Férmula por litro

TRIS base 540¢g
Acido bérico 2759
EDTA disodico 0.5 M 10 mL
Agua destilada c.b.p.

Disolver en 250 mL de agua destilada el TRIS base y el acido bdrico, agregar el

EDTA disédico a pH 8 y llevar a un volumen de 1000 mL.

Amortiguador TBE 0.5X

Diluir un volumen de buffer TBE 5X en 9 volumenes de agua destilada.

Gel de agarosa al 1.5%

Agarosa 129
Amortiguador TBE 0.5X 80 mL
GelRed™ (30X) 0.2 L

Disolver la agarosa en el amortiguador TBE 0.5X a través de calentamiento,
agregar el GelRed, dejar enfriar un poco antes de vaciar a la camara de

electroforesis.
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