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APRESENTAÇÃO

A Microbiologia é uma das áreas da Ciências Biológicas que mais cresceu nas últimas 
décadas. Seu emprego na área da indústria alimentícia, farmacêutica, de reciclagem, 
biotecnológica entre outras tem sido enorme; e a compreensão de quadros patológicos 
causados por diferentes micro-organismos em humanos, animais e até em plantas tem sido 
favorecida devido aos avanços tecnológicos na área médica e de diagnóstico laboratorial. 

O livro “Microbiologia: Avanços através dos séculos e constantes atualizações 
tecnológicas” é uma obra atualizada, composta por trabalhos científicos na forma de artigos 
originais e de revisão, todos relacionados a esta área de conhecimento, que vai desde o 
cultivo e triagem de micro-organismos a análise da atividade antibacteriana de extratos 
de plantas, ou atividade de enzimas ou de fermentação de micro-organismos na indústria 
alimentícia, e até formação de biofilme e atividade antifúngica de diferentes moléculas. 

São 9 capítulos nos quais serão discutidos avanços desta área da ciência e serão 
revistos conceitos importantes dentro da Microbiologia básica, Bacteriologia e Micologia, 
além de discutir o papel da tecnologia para a obtenção dos resultados encontrados. A 
discussão destes temas é feita de forma dinâmica e facilitada, com uma linguagem 
acessível para estudantes e profissionais. 

Este livro, assim como todas as publicações da Atena Editora, passou pela revisão de 
um Comitê de pesquisadores com mestrado e doutorado em programas de pós-graduação 
renomados no Brasil. O resultado disto é um trabalho de excelente qualidade, atualizado e 
devidamente revisado por pares que será apresentado a você, nosso leitor.

Boa leitura! 

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMEN: En los últimos años el padecimiento 
por hongos oportunistas incrementó 
notablemente, siendo la candidiasis la micosis 

más frecuente. La candidiasis es una micosis 
oportunista ocasionada por levaduras del 
género Candida. Esta micosis es generalmente 
de origen endógeno, y puede localizarse a 
nivel superficial, en tejido celular subcutáneo 
y, en casos extremos, en órganos y tejidos. 
Hasta hace algunos años C. albicans era la 
especie reportada con mayor frecuencia, pero 
su incidencia ha ido disminuyendo a expensas 
del aumento de especies no albicans, como C. 
tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. auris 
entre otras, las cuales pueden conducir desde una 
infección cutánea sin sintomatología hasta una 
infección sistémica con consecuencias fatales 
en el paciente, pudiendo constituir un importante 
problema de salud intrahospitalario. Por lo tanto, la 
identificación rápida y precisa de las levaduras del 
género Candida, es importante para la aplicación 
del tratamiento efectivo en estadios tempranos 
de la enfermedad, la disminución de cepas 
resistentes, incrementando las posibilidades de 
supervivencia del paciente. Su identificación se 
basa en pruebas atendiendo criterios fenotípicos 
y genotípicos como la PCR especie-específico 
y espectrometría de masas (MALDITOF), que 
son útiles, disminuyen el tiempo de identificación 
y aumentan la sensibilidad y especificidad para 
identificar microorganismos a nivel de especie. 
En este capítulo trataremos el uso de PCR y 
MALDITOF para la identificación de las especies 
del género Candida y los resultados obtenidos en 
nuestro grupo con X cepas de Candida. 
PALABRAS CLAVE: Candidiasis, Candida spp., 
PCR, MALDITOF.
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APPLICATION OF PCR AND MALDITOF IN THE IDENTIFICATION OF YEAST OF 
THE GENUS CANDIDA

ABSTRACT: In recent years, the disease caused by opportunistic fungi has increased notably, 
with candidiasis being the most frequent mycosis. Candidiasis is an opportunistic fungal 
infection caused by yeasts of the genus Candida. This mycosis is generally of endogenous 
origin, and can be located superficially, in subcutaneous cellular tissue and, in extreme cases, 
in organs and tissues. Until a few years ago C. albicans was the most frequently reported 
species, but its incidence has been decreasing at the expense of the increase of non-albicans 
species, such as C. tropicalis, C. glabrata, C. dubliniensis, C. auris among others, which can 
lead from a skin infection without symptoms to a systemic infection with fatal consequences 
for the patient, and may constitute an important inpatiant health problem. Therefore, the rapid 
and accurate identification of yeasts of the genus Candida is important for the application of 
effective treatment in early stages of the disease, the reduction of resistant strains, increasing 
the chances of survival of the patient. Its identification is based on tests attending phenotypic 
and genotypic criteria such as species-specific PCR and mass spectrometry (MALDITOF), 
which are useful, decreasing the identification time and increasing the sensitivity and specificity 
to identify microorganisms at the species level. In this chapter we will discuss the use of PCR 
and MALDITOF for the identification of species of the genus Candida and the results obtained 
in our group with 35 clinical strains of Candida.
KEYWORDS: Candidiasis, Candida spp., PCR, MALDITOF.

1 |  INTRODUCCIÓN
El género Candida abarca una variedad de más de 400 levaduras asexuales. En 

individuos sanos las especies de Candida son consideradas como levaduras comensales, 
de hecho, solo un número limitado de Candidas se comportan como patógenos oportunistas, 
las conocidas hasta el 2014 son: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, 
Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida 
dubliniensis, Candida pelliculosa, Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida famata, 
Candida inconspicua, Candida rugosagensis(Yapar). Y más recientemente Candida auris, 
que es posiblemente la especie más peligrosa de Candida conocida, dada su resistencia a 
múltiples fármacos y su alta mortalidad.

Las infecciones por Candida son la principal causa de infecciones micóticas en 
el mundo, además, se han convertido en la cuarta causa más común de infecciones 
sistémicas nosocomiales, asociadas con una tasa bruta de mortalidad del 39%(Sandhu 
et al.) La especie de C. albicans es la más conocida y vinculada a infecciones micóticas 
en humanos desde antaño, sin embargo, en las últimas décadas se han incrementado 
considerablemente los casos de infecciones por Candida no albicans, en especial por 
C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. parapsilosis y C. krusei 
tanto en infecciones fúngicas locales como en infecciones sistémicas(Kołaczkowska 
and Kołaczkowski; Kim et al.; Yapar). Por otro lado, se dispone de un número limitado 
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de agentes antifúngicos de unas pocas clases de fármacos para tratar a pacientes con 
estas infecciones. Esto se agrava con el hecho de que las Candida no albicans son más 
propensas a desarrollar resistencia antifúngica. Se han producido informes cada vez 
mayores de resistencia a múltiples fármacos a los azoles, las equinocandinas y los polienos 
en varias especies de Candida(Arendrup and Patterson), por lo que, para poder ofrecer un 
tratamiento adecuado es necesario identificar correctamente la cepa patógena y conocer la 
resistencia farmacológica que pueda presentar. Por lo tanto, la identificación del patógeno 
se convierte en una necesidad para la sobrevivencia de pacientes hospitalizados y para los 
controles epidemiológicos. Especialmente con la reciente aparición de C. auris, la cual es 
comúnmente identificada de forma errónea como varias especies de levadura diferentes 
por plataformas de identificación fenotípica disponibles comercialmente(Posteraro and 
Sanguinetti).

También es importante tener en cuenta que, dada la situación sanitaria internacional 
actual, los pacientes con COVID-19 tienen más probabilidad de desarrollar coinfecciones 
fúngicas con consecuencias mortales, algunas investigaciones han demostrado coinfección 
con C. albicans y C. glabrata en pacientes críticamente enfermos por COVID-19(Yang et 
al.; Chen et al.), con el riesgo que esto representa. Con base en la experiencia del SARS 
en 2003 y los casos de aspergilosis invasiva combinados con influenza grave(Song et al.; 
Gangneux et al.), es de vital importancia prestar atención a la identificación oportuna de 
Candida en personas infectadas por COVID-19.

Actualmente, existe una variedad de técnicas para identificar levaduras a partir de 
muestras clínicas. Estas pueden incluir desde métodos tradicionales, como los criterios 
morfológicos, en donde la prueba del tubo germinativo es el estándar de laboratorio 
para identificar C. albicans, o la presencia de clamidosporas en C. albicans y C. 
dubliniensis(Byadarahally Raju and Rajappa). Entre otros están los métodos comerciales 
de identificación enzimática, y las técnicas de tipificación molecular desarrolladas más 
recientemente(Kim et al.). Neppelenbroek y colaboradores clasifican las técnicas de 
identificación para Candida de la siguiente manera(Neppelenbroek et al.): 

I. Métodos fenotípicos: 

• Métodos no disponibles comercialmente: prueba de tubo germinativo, forma-
ción de clamidosporas y temperatura de crecimiento, asimilación de carbono y 
nitrógeno, fermentación de carbohidratos.

• Sistemas comerciales de identificación rápida: API 20C Aux, ID 32, API Candi-
da, API Yeast, Microring YT.

• Sistemas comerciales basados en medios cromogénicos: CHROMagar Can-
dida, Método de filtración por membrana fluorogénica, Candida ID, Auxacolor, 
Panel de identificación de levadura Baxter MicroScan, Uni-Yeast Tek, RapID 
Yeast Plus, Fungichrom I, BiGGY Agar.
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II. Enfoques especializados basados en instrumentos: Vitek YBC, Vitek 2 ID-YST, 
Abbott Quantum II, Microbial Identification.

III. Biotipado: Prueba de opacidad Tween 80

IV. Métodos de identificación molecular

• Métodos basados en PCR-based methods: PCR-multiple, PCR anidado, PCR 
en tiempo real.

• Métodos moleculares no basados en PCR: Protocolo de hibridación in situ de 
fluorescencia de ácido nucleico peptídico, pirolisis, ionización MALDI (desor-
ción/ionización mediante láser asistida por matriz), acoplada a un analizador 
TOF (tiempo de vuelo).

Los métodos de identificación de rutina como microscopía, sistema automatizado 
de hemocultivo y pruebas bioquímicas para identificar Candida spp. pueden consumir 
mucho tiempo debido al tiempo de generación de la levadura, al igual que las pruebas 
de susceptibilidad antifúngica, las cuales, además, pueden dar resultados variables 
dependiendo del experimentador, ya que hay una característica subjetiva, por ejemplo, 
en la medición del CMI (concentración mínima inhibitoria). Los análisis in vitro mediante 
diferentes pruebas de laboratorio de susceptibilidad antifúngica están garantizadas por 
protocolos estandarizados e implementado por el Clinical and Laboratory Standard Institute 
(USA, CLSI) y el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(Posteraro and Sanguinetti; Delavy et al.). Sin embargo, estos métodos pueden presentar 
inconvenientes dada la constante aparición de cepas multiresistentes. O en el caso de 
varios de los sistemas de identificación comercial como Vitek-2, BD Phoenix, API-20, y 
MicroScan, no son capaces de identificar con exactitud a C. famata, Candida meyerozyma, 
C. guilliermondii, o C. auris(Mizusawa et al.; Kim et al.) por lo que la búsqueda de métodos 
alternativos más eficientes es requerida, así los métodos de identificación molecular 
han incrementado su auge. Dentro de las técnicas de identificación más confiables se 
encuentran las pruebas de espectrometría de masas MALDI-TOF y la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR). 

2 |  MALDI-TOF
La técnica de MALDITOF ha revolucionado el campo de la microbiología al aportar 

una herramienta que ayuda a la identificación de especies de una manera precisa y rápida, 
además de agilizar la determinación de la resistencia a los antimicrobianos. Se inició su uso 
a finales de la década de los 90s para la identificación de bacterias(Arnold and Reilly) y que 
posteriormente se ha difundido en otros microorganismos como levaduras y hongos(Marklein 
et al.; Posteraro et al.). La ionización MALDI (desorción/ionización mediante láser asistida 
por matriz), acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo) consiste en hacer incidir un 
rayo láser sobre un microorganismo embebido en una matriz, que provoca la ionización de 
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una serie de proteínas y tras ser sometidos a un campo electrónico estas migran por un 
tubo con vacío hasta un detector donde se calcula la masa de cada proteína, por el tiempo 
de vuelo. El sistema lee una serie de espectros que son comparados con una base de 
datos que contiene el espectro esperado de cada microorganismo analizado, permitiendo 
así, la identificación de cepas clínicas entre género y especie. Los sistemas comerciales 
más empleados en la actualidad que usan la tecnología MALDI-TOF para identificación de 
microorganismos son el sistema VITEK®MS (bioMérieux, Durham, NC) y el sistema MALDI 
Biotyper® (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA). Las bases de datos de los espectros de 
referencia se comercializan como parte de un sistema patentado y son construidas y 
mantenidas por los fabricantes. En la identificación, estos sistemas asignan un valor de 
puntuación (MALDI Biotyper®) o nivel de confianza (VITEK®MS) a cada coincidencia, con 
base en las similitudes del microorganismo con los espectros de referencia, obteniendo 
una identificación con un nivel de confianza que se calcula con base al porcentaje de 
probabilidad y el número de opciones de microorganismos posibles(Maldonado et al.).

MALDI-TOF MS puede detectar entre 95.7–100% de las especies comunes de 
Candida, tales como; C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, y C. tropicalis(Bader et al.; 
Bille et al.; Iriart et al.). La precisión es menor para otras especies menos comunes como C. 
inconspicua, C. rugosa y C. norvegensis (73,6 a 88,9%), aun así, el resultado es superior 
al obtenido con los métodos clásicos y se espera que mejore al actualizar las bases de 
datos(Delavy et al.). El método de MALDI-TOF MS constituye, además, una alternativa 
prometedora para estudiar la resistencia antifúngica en poco tiempo, especialmente útil 
para microrganismos multiresistentes ya que el método MALDI-TOF tiene la capacidad de 
identificar la susceptibilidad de muchas bacterias y varios hongos a diversos antimicrobianos 
en un promedio de 6 a 15 h. Una cepa susceptible crecerá menos y por lo tanto mostrará 
picos de intensidad más bajos, mientras que las cepas resistentes mostrarán intensidades 
de picos más altas, debidos a un mayor crecimiento(Oviaño et al.). Como se puede observar 
en la Tabla 1, ya hay reportes que confirman la identificación satisfactoria de levaduras del 
género Candida empleando los métodos de MALDITOF.
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REFERENCIA ESPECIE IDENTIFICADA SITIO DE 
AISLAMIENTO

MÉTODO DE 
IDENTIFICACIÓN

RESISTENCIA 

(Bellanger et al.) C. lusitaniae ,C. kefyr, 
C. albicans, C. krusei, C. 
parapsilosis, C. tropicalis, C. 
dubliniensis

Materiales clínicos 
(abscesos, 
hematomas, huesos, 
fungemia, fluidos 
corporales, etc.).

MALDI-TOF MS -

(Kwon et al.) C. auris Sangre (4), orejas (57) MALDI-TOF MS Fluconazol 
62.3%

(Colabella et al.) 256 cepas de: C. albicans, C. 
parapsilosis, C. glabrata y C. 
tropicalis,

Sangre Secuenciación 
de nueva 
generación (NGS) 
y espectroscopia 
FTIR

-

(Kim et al.) C. famata, C. tropicalis, 
C. albicans C. auris., C. 
lusitaniae, C. krusei, C. 
parapsilosis, M. guilliermondii, 
C. glabrata, C. haemulonii

Materiales clínicos: 
(sangre, orina, flujo 
vaginal, oreja, pus, etc

MALDI-TOF MS 
(Vitek MS Bruker 
Biotyper) / DNA 
Sequencing/ 
Phoenix ID

-

(Vatanshenassan 
et al.)

C. auris Cultivos de colección 
y aislamientos de 
materiales clinicos

MALDI-TOF MS Echinocandinas

(Bal and McGill) C. tropicalis, C. albicans, C. 
krusei, C. parapsilosis, C. 
glabrata, C. dubliniensis, C. 
kefyr, C. lusitaniae

Sangre Sepsityper-MALDI-
TOF

Fluconazol, 
Echinocandinas

(Maldonado et al.) C. parapsilosis (28), C. 
glabrata (34), C. krusei 
(24), C. tropicalis (45), 
C. guilliermondii (30), C. 
albicans (28),C. dubliniensis 
(6), C. kefyr (1) y C. lipolytica

Materiales clínicos MALDI-TOF MS -

Tabla 1. Referencias de trabajos de identificación de cepas del género Candida empleando métodos de 
MALDITOF 

2.1 Metodología de la técnica de MALDI – TOF
El programa MALDITOF VITEK MS IVD es comúnmente utilizado para la identificación 

de cepas de importancia médica. Las muestras se pueden obtener a partir de un cultivo 
puro como YPD para ser colocadas sobre una placa metálica conductora que contiene un 
espacio para 16 muestras, luego se adiciona una gota de ácido fórmico para romper la 
pared celular, posteriormente se le adiciona una matriz orgánica diseñada por el fabricante 
para lograr una co-cristalización muestra - matriz, que ayuda a identificar las proteínas. 
Para cada placa se coloca una muestra control. Las placas se reciben en el equipo y se 
procesan, los resultados se obtienen en menos de una hora según el número de muestras, 
y mediante la comparación de espectros en una base de datos se permite la discriminación 
y confirmación a nivel de género y especie.

En el laboratorio de Micología Médica de la Benemérita Universidad Autónoma de 
Puebla en colaboración con el Dr. Eulogio Valentín Gómez de la Universidad de Valencia se 
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realizó un ensayo utilizando el programa MALDITOF VITEK MS IVD donde se identificaron 
35 cepas clínicas. Adicionales al ensayo de identificación se usaron 3 cepas tipo para C. 
albicans, C. glabrata y C. tropicalis. Se identificaron 9 cepas clínicas para C. tropicalis, 6 
para C. albicans, 7 para C. glabrata, 11 C. guillermondii, 1 C. parapsilosis y 1 cepa clínica 50 
/ 50 % de probabilidad entre C. glabrata y C. guillermondii. Todas las cepas control fueron 
identificadas correctamente mostrando que a través de esta técnica se pueden obtener 
resultados correctos de identificación de cepas clínicas(Vázquez Dominguez).

3 |  REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
La reacción en cadena de la polimerasa, conocida como PCR es una técnica que 

permite amplificar pequeñas regiones específicas de un segmento de ADN, generando 
millones de copias mediante el uso de oligonucleótidos específicos, obteniendo resultados 
de la identificación del microorganismo en pocas horas, por lo que es una técnica rápida y 
eficiente.

La PCR permite la amplificación in vitro de una secuencia específica del ADN, se 
basa en el uso de dos oligonucleótidos que, al reconocer la secuencia complementaria en 
el ADN, son alargados cíclicamente mediado por la acción de la ADN polimerasa, de la 
ADN polimerasa termoestable Taq (Taq polimerasa), que es capaz de soportar variaciones 
de temperaturas.

El estándar de oro internacional para la identificación de especies fúngicas es la 
amplificación y secuenciación del espaciador transcrito interno (ITS) del ADNr, a partir 
de las regiones ITS1 (espaciador intergénico) e ITS2 (espaciador intergénico 2), técnica 
descrita en el trabajo de Luo y Mitchel en el 2002 (Tabla 2).

ESPECIE NOMBRE SECUENCIA GEN PARES DE 
BASES

C. albicans CALB1 F
CALB1 R

TTC ATC AAC TTG TCA CAC CAG 
A/ ATC CCG CCT TAC CAC TAC CG

ITS1 e ITS2 del 
ARNr

273

C. tropicalis CTR1
CTR2

CAA TCC TAC CGC CAG AGG TTA 
T/ TGG CCA CTA GCA AAA TAA 
GCG T

ITS1 e ITS2 del 
ARNr

357

C. glabrata CGL1
CGL2

TTA TCA CAC GAC TCG ACA CT/
CCC ACA TAC TGA TAT GGC CTA 
CAA

ITS1 e ITS2 del 
ARNr

423

Tabla 2. Oligonucleótidos específicos empleados para la identificación molecular de las especies de 
Candida(Luo and Mitchell). 

Los genes ribosomales que codifican las subunidades 5.8S, 18S y 26S, espaciadores 
transcritos internos (ITS) y las regiones externas (ETS) están dispuestos en tándem 
formando unidades de transcripción que se repiten en el genoma de las levaduras (Figura 
1) y particularmente se utilizan para la identificación del género Candida.
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Figura 1. Representación esquemática de las subunidades ARNr. Esquema tomado de Vásquez, C. J. 
A., et al. 2016(Vásquez C et al.).

Luo y Mitchel(Luo and Mitchell) diseñaron un método de PCR múltiplex para 
identificar simultáneamente múltiples patógenos fúngicos como C. albicans, C. glabrata, 
C. parapsilosis, C. tropicalis y Aspergillus fumigatus en una sola reacción utilizando ADN 
genómico extraído y la suspensión de levaduras tomado directamente de un cultivo puro. 

Tres cebadores específicos de especies en un solo tubo de PCR: CGL1-CGL2, 
CTR1-CTR2 y CPA1-CPA2 combinados en una PCR múltiplex para identificar C. glabrata, 
C. tropicalis y C. parapsilosis, respectivamente (multiplex GTP); por otra parte, combinaron 
los cebadores AFUM1-AFUM2, CALB1-CALB2 y CN5-CN4 en otra PCR múltiplex para 
identificar A. fumigatus, C. albicans y C. neoformans, respectivamente (FAN multiplex). 
Este método de PCR múltiple proporciona una alternativa rápida, simple y confiable a los 
métodos convencionales para identificar aislados de hongos clínicos comunes con una 
sensibilidad y especificidad del 100% (Luo and Mitchell; Camacho-Cardoso et al.).

Otra herramienta empleada en la identificación de estas especies es la amplificación 
de genes GPI que codifican para glicosilfosfatidilinositol, amplificación de genes del intrón 
RPS0 que es un componente de la maquinaria de traducción y está extremadamente 
conservada entre las especies de levaduras. García Martinez, J. M. et al. Realizaron un 
ensayo de PCR basado en el uso de cebadores dirigidos al gen RPS0 de ocho especies de 
levaduras (C. albicans,C. tropicalis,Candida dubliniensis,Candida parapsilosis, C. glabrata, 
C. zeylanoides, Debariomyces hansenii y P. guilliermondii) para obtener un fragmento de 
ADN específico para cada especie. Todos los cebadores corresponden a la región del 
intrón excepto los de Pichia guilliermondii que se definen a partir de las áreas del exón, 
los cuales permiten la correcta identificación de especies, que han sido mal identificadas 
por métodos convencionales, como D. hansenii y C. albicans, que a menudo se identifican 
como C. parapsilosis y C. dubliniensis, respectivamente. En el estudio se obtuvo una fuerte 
especificidad (100%) y el tamaño de amplicones esperado. 

Existen cepas que fenotípicamente son similares y muchas veces se han identificado 
erróneamente, tal es el caso de las cepas C. auris que fenotípicamente son similares a 
C. haemulonii pero también suele confundirse con cepas C. famata, C. guilliermondii, C. 
lusitaniae, C. parapsilosis, C. sake, Rhodotorula glutinis y Saccharomyces cerevisiae. 
Kordalewska M., et al, realizaron un estudio implementando la PCR convencional y en 
tiempo real diseñando amplicones tal que cubrían un fragmento de ARNr 5.8S, todo 
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ITS2 y un fragmento de ARNr 28S. Los cebadores CauF y CauR se diseñaron para 
amplificar selectivamente un producto de PCR de 163 pb de longitud específico para 
C. auris únicamente. Los cebadores CauRelF y CauRelR se diseñaron para amplificar 
selectivamente productos de PCR de C. auris, C. duobushaemulonii, C. haemulonii o C. 
lusitaniae. Los fragmentos amplificados difieren en longitud (215 pb, 208 pb, 197 pb y 203 
pb, respectivamente) y composición. En el ensayo no se detectaron productos de PCR para 
otros aislados de levadura y moho o ADN humano. La precisión del ensayo fue confirmada 
probando un panel de 46 aislamientos entre ellos además C. albicans, C. glabrata, C. 
guillermondii, C. krusei, C. famata, C. sake, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces 
cerevisiae, Aspergillus fumigatus, entre otros. Finalmente, en todos los ensayos se presentó 
una precisión del 100% de los aislados C. auris, C. duobushaemulonii, C. haemulonii y C. 
lusitaniae lo que permite una discriminacion inequívoca(Kordalewska et al.). Por otro lado, 
Ruiz Gaitán y colaboradores(Ruiz-Gaitán et al.) realizaron un método alternativo para la 
identificación correcta de cepas de C. auris por PCR de colonia y ADN genomico mediante 
el diseño de cebadores de genes únicos que codifican la proteína GPI, la especificidad de 
los cebadores utilizados para C. auris que se verificaron con un panel de 19 Candida de 
diferentes especies, que comprendían cepas C. albicans, C. glabrata y C. parapsilosis, 
C. boidinii, C. duobushaemulonii, C. inconspicua, C. intermedia, C. metapsilosis, C. 
nivariensis, C. pseudohaemulonii, C. rugosa, C. zeylanoides y especies más estrechamente 
relacionadas como, C. lusitaniae y C. haemulonii. Los productos de PCR se analizaron en 
geles de agarosa al 2%. Esta técnica de PCR basada en la singularidad de genes que 
codifican la proteína GPI se mostró útil para la identificación fácil, económica y precisa para 
la identificación de infecciones por C. auris en un entorno clínico. 

A continuación, se describe la metodología de la técnica de PCR empleada en las 
cepas antes mencionadas(Vázquez Dominguez).

PCR de colonia. Se puede realizar la PCR directamente de las colonias aisladas, 
una vez cultivadas las levaduras a estudiar en medio YPD por 24 horas a 37°C, se toma 
una sola colonia, se agregan 3 µl de una solución de Hidróxido de sodio 0.02 M (NaOH), a 
95°C por 10 minutos. Cada reacción de PCR se prepara con 12.5 μl de DreamTaq Green 
PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), 2.5 μl de cada primer a una concentración de 1 
μM y 2 μl de ADN previamente extraído, aforando a 25 μl con agua. En cada ensayo se 
incluye un control negativo que contiene únicamente agua en lugar de ADN. La PCR se 
realiza en un termociclador (Eppendorf), programando una fase inicial de desnaturalización 
a 96°C por 5 minutos, seguida por 40 ciclos, iniciando con una temperatura de 94°C por 
30 segundos, posteriormente la fase de alineación a 58°C por 30 segundos y la fase de 
elongación a 72°C por 30 segundos. Finalmente, la fase de elongación final a 72°C durante 
10 minutos.

Obtenidos los amplificados de PCR, se realiza un análisis electroforético en un gel 
de agarosa al 1.5%; colocando en cada pozo del gel 5 μl del producto de PCR, y un pozo 
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para depositar 6 μl del marcador de peso molecular 1 kb (Thermo scientific) diluido como 
lo marca el inserto del producto. A la cámara electroforética donde está colocado el gel 
con las muestras se le aplica un voltaje de 90 V. Posteriormente el gel de agarosa se 
tiñe con bromuro de etidio 1 μg/ml y se visualiza en un transiluminador (luz ultra violeta) 
(Benchtop 2UV™). Los productos de PCR se comparan con el tamaño del marcador de 
peso molecular (Figura 2). 

A)                                                                B) 

Figura 2. A) Electroforesis en gel de agarosa 2 % con amplificación de genes para proteínas 5.8S 
rRNA, pocillos 2 - 11 superior e inferior género Candida; los controles utilizados fueron CAF2, MYA3404 

y ATCC 2001; para C. albicans, C. tropicalis y C. glabrata respectivamente. (M) Marcador de peso 
molecular. B) Electroforesis en gel de agarosa 1.5 % con amplificación de las regiones ITS1 e ITS2 ≈ 
357 pb para a) C. tropicalis (en 2,3,5-8 pocillos) y ≈ 273 pb para b) C. albicans (en 2 - 6 pocillos). Los 

controles utilizados MYA3404 y CAF2 respectivamente. (M) Marcador de peso molecular.

4 |  CONCLUSIÓN
Por lo anteriormente expuesto podemos concluir que la PCR, puede considerarse 

como el estándar de oro para la identificación de especies del género Candida, por ser 
una herramienta de laboratorio rápida y precisa, de gran sensibilidad y especificidad; que 
aunada al empleo del MALDITOF garantiza la identificación de éstas levaduras.
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