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RESUMEN



Introduccion: la identificacion de las especies de Candida ha ido evolucionando con el
pasar del tiempo. El cultivo micoldgico es el primer paso para obtener las colonias aisladas,
se lo realiza en agar Sabouraud; la prueba més utilizada es el tubo germinal, técnica que
permite diferenciar las especies de Candida albicans de las no albicans, es un método
rapido para observar el desarrollo de hifas; dicha metodologia agrupa a todas las especies
diferentes a Candida albicans en el grupo de no albicans lo que deja una gran vacio de
informacion acerca de la determinacion de la especie de esta levadura. Actualmente, las
técnicas se han adaptado a las necesidades de los laboratorios por lo que se han
desarrollado pruebas bioguimicas como el auxonograma y zimograma, asi como agares
cromogénicos que diferencian a las especies de Candida por colores. Por lo que, el objetivo
de este estudio es desarrollar y estandarizar una técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa multiplex para la identificacion de siete especies de importancia clinica de
Candida.

Metodologia: en el presente estudio se emplearon cepas estandarizadas de siete diferentes
especies de Candida albicans, auris, glabrata, guilliermondii krusei, parapsilosis y
tropicalis; las cuales fueron cultivadas y su ADN obtenido mediante extraccion por
columna. Se realizd gradientes de temperatura y concentracion de primers para la
estandarizacion de la PCR multiplex que amplifico el gen ITS 1 para las especies albicans,
glabrata, guilliermondii, krusei y tropicalis, el gen Topolsomerasa Il de la especie auris y
la region 5.8s ADN de la especie parapsilosis. Se realizaron diluciones de ADN para
determinar el limite de deteccién y se compard la especificidad de primers mediante

pruebas con varios ADN de diferentes especies de levaduras.

Resultados: se estandarizo6 la técnica de PCR multiplex con las siguientes condiciones de
termociclado: 10 minutos de denaturacion inicial a 94° C, 30 ciclos que constan de
denaturacion a 94 por 30 segundos, hibridacion a 57° C por 30 segundos y elongacion a 74°
C por 30 segundos, seguido de una elongacién final por 10 minutos a 74° C.

Conclusiones: se determind por diluciones que la extraccion de ADN sin el uso de liticasa
era posible utilizando un metodo de extraccion por columna. En cuanto al protocolo de
trabajo, se prepararon dos reacciones para facilitar la identificacion de las especies; la

concentracion de primers en la MasterMix se establecié en 0,2 uM. Por consiguiente, se



establecio que la técnica de PCR multiplex determinaba correctamente las siete especies de
Candida permitiendo un diagnostico rapido y eficaz del microorganismo deseado. El limite
de deteccion de la prueba al ser de 0.032 ng/uL indicé que la técnica puede ser aplicable
aun cuando existan niveles extremadamente bajos de ADN del microorganismo en la

muestra.

Palabras clave: Estandarizacion, Candida, especies, PCR multiplex.



ABSTRACT

Introduction: The identification of Candida species has evolved over time. A basic test for
its identification is a culture on Sabouraud agar, and its microscopic observation; the most
used test is called germinal tube, a technique that allows to differentiate species of Candida
albicans from the non-albicans, it is a quick test to observe the development of pseudo-
hyphae; this test groups all the different species to Candida albicans in the non-albicans
groups, which leaves a large information gap about the determination of species of this
yeast. Currently, the techniques have been adapted to the needs of laboratories for which
biochemical test have been developed such as auxonogram and zymogram; as well as
chromogenic agars that facilitate the identification of Candida species by color. Therefore,
the objective of this study is to develop and standardize a Multiplex Polymerase Chain

Reaction (PCR) technique for the identification of seven species of Candida.

Materials and Methods: In the present study, standardized strains of seven different
species of Candida: albicans, auris, glabrata, guilliermondii, krusei, parapsilosis,
tropicalis, were used; which were cultivated and their DNA were obtained by extraction by
column. Temperature and concentration gradients of primers were performed for the
standardization of the multiplex PCR that amplified the ITS2 gene for the albicans,
glabrata, guilliermondii, krusei and tropicalis species, the Topolsomerase Il gene of auris
specie and the 5.8s DNA of parapsilosis specie. DNA dilutions were made to determine the
limit of detection and the specifity of primers was compared by test with several DNA’s of

different yeast species.

Results: The Multiplex PCR technique was standardized with the following thermocycling
conditions: 10 minutes of initial denaturation at 94 °C, 30 cycles consisting of denaturation
at 94 °C for 30 seconds, hybridization at 57 °C for 30 seconds and elongation at 74 °C for
30 seconds, followed by a final elongation at 74 °C for 10 minutes. In addition, the
concentration of primers in the MasterMix was set to 0,2 uM for optimum performance
without residues. It was determined by dilutions that the limit of detection of the technique
was 0,032 ng/uL.

Conclusions: It was determined that DNA extraction without the use of Lyticase was
possible using a column extraction method. Therefore, it was established that the Multiplex

\



PCR technique correctly identified the seven Candida species allowing a rapid and efficient
diagnosis of the desired microorganism. The limit of detection of the technique at 0.032
ng/uL indicated that the technique may be applicable even when there are extremely low
levels of DNA of the microorganism in the sample.

Keywords: Standardization, Candida, species, Multiplex PCR
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CAPITULO |
1.1 INTRODUCCION

En la actualidad la identificacion de las especies de Candida se realiza en su mayoria por
métodos fenotipicos como el tubo germinal, pruebas bioquimicas como el auxonograma,
zimograma o agares cromogénicos y mediante el uso de equipos automatizados como los
sistemas Vitek y Phoenix; sin embargo, se ha demostrado que estos métodos pueden
presentar errores debido a que requieren de dos etapas en su identificacion las cuales son el
aislamiento de la colonia pura y la incubacion por 24 horas. La mayoria de problemas en la
identificacion de las especies de Candida se produce en infecciones causadas por varias de
sus especies, cuya caracterizacion necesita de una alta capacidad técnica por parte del
profesional de la salud para el cultivo y el aislamiento del microorganismo en colonia pura,
que se usara en su posterior identificacion. (Kothavade, Kura, Valand, & Panthaki, 2010)

El estudio realizado por Ferrera en el 2014, compara dos métodos automatizados para
identificacion de especies de Candida y logra caracterizar el 100% de Candida albicans
con el sistema Vitek mientras que el sistema MicroScan identificd errbneamente a una cepa
como Candida albicans. En cuanto a Candida tropicalis el sistema Vitek identifico
correctamente a un 77% de las cepas analizadas y MicroScan obtuvo un 82% de
identificacion en esta especie; con Candida krusei ambos equipos obtuvieron el 58% de
sensibilidad para determinar correctamente esta especie (Ferrara & Reviakina, 2014).

De acuerdo a estos resultados, se evidencia que aln existen identificaciones erréneas por
parte de los sistemas automatizados, en especial para levaduras del grupo no albicans, por
lo tanto, es necesario estandarizar una técnica que facilite y mejore la identificacion de
especies de Candida y que de la misma manera sea capaz de disminuir el tiempo de
respuesta del laboratorio hacia el médico, debido a que una identificacién fenotipica
manual o automatizada, requiere de 24 horas para el aislamiento de la colonia pura y
posteriormente otras 24 horas para la identificacion de la especie, en especial en pruebas

fenotipicas de asimilacion de azlucares como el auxonograma; por otro lado la metodologia



molecular de PCR puede llegar a tardar entre 5-7 horas desde la recepcion de la muestra y

la posterior extraccion de ADN, amplificacion y revelacién en gel de agarosa.

Las técnicas moleculares de amplificacion han ganado importancia en los Gltimos afios,
esto gracias a su alta sensibilidad y especificidad, debido a que utilizan primers especificos
(fragmentos de ADN dirigidos contra secuencias especificas para cada microorganismo).
Entre las técnicas moleculares se encuentran la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), que seran amplificados en un termociclador en unas condiciones previamente
establecidas. Entre las técnicas moleculares esta la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y su variante multiplex, cuya ventaja es que no requiere de un cultivo netamente
puro, porque la técnica permite la identificacion de varias especies mediante una sola
reaccion, mientras que los métodos fenotipicos manuales o automatizados requieren aislar
una cepa pura, y si esta condicion no se cumple dichos métodos muestran una baja
sensibilidad, por lo tanto dependen en gran medida de la experiencia y capacidad del
personal de laboratorio para obtener un adecuado aislado previo a la identificacion de la

especie.

La estandarizacion de la técnica PCR multiplex para identificacion de especies de Candida
beneficiard al personal que trabaja en laboratorios micolégicos en nuestro pais vy
especificamente al Laboratorio de Investigacion de la Carrera de Bioguimica Clinica de la
PUCE, al tener una nueva opcion mejorada para establecer con mayor precision el

microorganismo causante de la infeccion y poder aplicar la técnica en otras investigaciones.

En el futuro, el uso de esta técnica y su validacion permitira la implementacion en los
laboratorios de diagnostico, que dispondran de una técnica moderna que mejora la atencion
al paciente, al disminuir el tiempo de respuesta, que es mucho menor al que se consigue con
las técnicas de fenotipificacion de rutina; da una opcién méas al médico, quien dispondra de
una herramienta adicional en la que apoyarse para el diagndstico preciso y oportuno y

evitar complicaciones e infecciones sobreafiadidas en el paciente.



1.2 JUSTIFICACION

En la actualidad es oportuno realizar una combinacion de andlisis clinicos vy
microbioldgicos con el fin de llegar a un diagnostico certero de una infeccién por Candida
albicans. La evaluacion del cuadro clinico a cargo del médico es la parte mas importante
del diagnostico; sin embargo, este puede ser complementado con pruebas de laboratorio
como una herramienta de apoyo que facilita la toma de decisiones por parte del personal de
salud. El tratamiento de las infecciones micéticas se lo realiza dependiendo de la
sintomatologia del paciente, sin identificar el agente causal de la patologia; esto, junto con
el limitado uso de las pruebas de laboratorio para la identificacion de la especie de Candida
causante de la infeccion, puede ser un factor importante para que el paciente presente
complicaciones en su tratamiento, como resistencia a los antimicoticos por parte del

microorganismo. (Theill et al., 2016)

Los problemas en la identificacion de especies de Candida todavia persisten debido a fallas
en los métodos de identificacion tanto fenotipico como cromogénico, ya que este tipo de
agares solo son capaces de determinar a cuatro especies de importancia clinica de Candida.
En un estudio realizado por Ballesté en el 2005 se determiné la sensibilidad del agar
cromogénico para la identificacion de especies de Candida; arrojando resultados de 88%

para Candida albicans y 100% para Candida krusei. (Ballesté et al., 2005)

Las técnicas moleculares han ganado importancia en los Gltimos afios debido a que
disminuyen el tiempo de respuesta en el diagnéstico del microorganismo comparados con
las metodologias manuales o automatizadas que pueden tardar hasta un dia para presentar
resultados; ademas se reduce el gasto en tratamientos para el paciente ya que una vez
identificada la especie de Candida se le administra un tratamiento adecuado, evitando de la
misma manera complicaciones a futuro.

En un estudio realizado en México se compard tres metodologias para la identificacion de
especies de Candida, estas fueron: agar cromogénico, auxonograma y PCR. Como
resultados se observaron que para el método de identificacion de azlcares se requeria un

cultivo puro para evitar falsos diagnosticos, para el agar cromogeénico se determiné una



sensibilidad del 100% para Candida albicans; pero, se observaron falsos positivos para
Candida tropicalis y krusei debido a que existieron discrepancias al no poderse determinar
un color caracteristico de estas especies al desarrollarse sobre este medio cromogénico.

(Estrada-barraza, Davalos, Flores-padilla, Elias, & Octavio, 2011)

Ante los puntos antes expuestos este estudio propone la estandarizacion de una técnica de
biologia molecular para la identificacion de siete especies de importancia clinica de
Candida con la finalidad de facilitar el diagndstico, mejorar el tiempo de respuesta y
disminuir las identificaciones erroneas causadas por las metodologias manuales basadas en

caracteristicas fenotipicas.
1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Estandarizar una Reaccion en Cadena de la Polimerasa Multiplex para la identificacion de

siete especies de Candida de importancia clinica.

1.3.2 Objetivos especificos:

e Establecer el mejor método de extraccion de ADN en cepas de Candida, sin el uso
de la enzima Liticasa.

e Establecer las condiciones adecuadas de la técnica de PCR multiplex: temperaturas
de trabajo de cada fase del ciclo de PCR, concentracion de reactivos, tiempo y
namero de ciclos para identificar las especies de Candida.

e Determinar la especificidad de cada par de primers para la identificacion de las
especies de Candida por PCR multiplex

e Determinar el limite de deteccion de la PCR multiplex frente a las diferentes

especies de Candida.



1.4 Limitacion del estudio

Este estudio estd limitado Unicamente a la identificacion de siete cepas de importancia
clinica de Candida mediante PCR multiplex. En el presente estudio no se realizara una
identificacion de otro género de levaduras ni de determinadas especies de Candida.

Las condiciones de trabajo fueron determinadas con cepas puras; por lo que el desempefio
de la PCR debera ser evaluado posteriormente frente a las diferentes matrices bioldgicas

que se puedan tener en el laboratorio.

CAPITULO 11
2.1 ANTECEDENTES

Candida es un microorganismo polimdrfico, que presenta caracteristicas de levaduras como
las pseudohifas, factor importante de virulencia en las infecciones provocadas por este
microorganismo. La especie mas importante dentro de este género es Candida albicans;
este microorganismo forma parte de la microbiota del ser humano, alojandose en la cavidad
oral, tracto gastrointestinal y mucosa vaginal del aparato reproductor femenino; sin
embargo, es considerado un patdégeno oportunista principalmente en casos de infecciones
vaginales debido a que un cambio en el pH normal puede causar un desequilibrio de la
microbiota normal, lo que puede favorecer a la proliferacion de esta levadura y
posteriormente provocar una infeccion (Ministerio de Salud Publica del Ecuador, 2014). El
tratamiento empirico de estas infecciones se ha centrado en las bacterias, manteniendo a las
levaduras en un segundo plano como agentes causales, disminuyendo el uso de pruebas
complementarias para la identificacion de especies de levaduras debido a su costo o su
tiempo de realizacion (Ferrara & Reviakina, 2014).

El desarrollo de este microorganismo se produce en el estado temprano de la infeccion;
mediante la produccion de lisozimas y lipasas, enzimas que degradan los componentes
celulares facilitando la infiltracion tisular de la levadura. Estos microorganismos al no ser
identificados correctamente pueden persistir en el interior de los tejidos a pesar de que la

paciente haya recibido un tratamiento general; esta es una de las principales razones de las
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infecciones recurrentes, mismas que pueden inducir a un alargamiento en el tiempo del
tratamiento y que conlleva el uso de antimicoticos orales o topicos de mayor concentracion;
lo cual trae como una necesidad, el mejoramiento de las técnicas de identificacion de
especies de Candida para ofrecer una determinacion de la especie causante de la infeccion
en un menor tiempo para que se otorgue el tratamiento adecuado (Hofs, Mogavero, &
Hube, 2016).

Candida puede causar diversos tipos de infecciones, desde infecciones superficiales en piel;
infecciones en la mucosa oral, infecciones vaginales y también infecciones sistémicas
denominadas candidemias (C. Tapia, 2008). A pesar de esto, la infeccion mas comdn por
especies de Candida se denomina “candidiasis vulvovaginal” y corresponde a una infeccion
de tipo agudo; sin embargo, también existe una forma recurrente de esta patologia cuando
una mujer presenta cuatro o mas episodios de candidiasis durante un afio. Del 85% al 95%
de las infecciones son provocadas por Candida albicans (Mir6, 2016).

Una de las infecciones mas comunes causadas por esta levadura en especial por la especie
albicans es la candidiasis oral, que en condiciones adecuadas de crecimiento esta levadura
empieza a proliferar causando parches de color blanco que causan ardor o
hipersensibilidad; son de facil tratamiento en pacientes ambulatorios, sin embargo, en
pacientes hospitalizados e inmunocomprometidos el tratamiento de dicha infeccion es un
reto debido a que por el estado del paciente, un tratamiento inadecuado o tardio puede hacer
progresar esta infeccion a una candidemia (Velasco, 2013).

Este microorganismo es capaz de ocasionar infecciones sistémicas denominadas
candidemia la cual se refiere al aislamiento de Candida de uno o més hemocultivos de
sangre periférica de un paciente hospitalizado. Estas infecciones predominan en personas
inmunocomprometidas, en especial con VIH que pueden debutar con candidiasis oral que,

al no ser tratada a tiempo puede progresar a una septicemia (Sanabria & Samudio, 2014).

El tratamiento de las candidemias se ha vuelto mas dificil con el pasar del tiempo, debido a
la aparicion de resistencias por parte de la levadura hacia los medicamentos de primera

linea como el fluconazol; sin embargo con el paso del tiempo se han desarrollado nuevos



medicamentos con otros mecanismos de accion que causan menos efectos adversos y son
de gran eficacia antifngica en el tratamiento de candidemias, como la caspofungina o la
Anfotericina B (Cervera, 2012).

Los métodos de identificacion mas utilizados actualmente son los fenotipicos, que son muy
dependientes de la técnica y experiencia del analista en el momento de aislar una cepa y,
observar su morfologia en el microscopio; sin embargo, los métodos automatizados se han
implementado con el objetivo de disminuir el tiempo de respuesta que con el uso de estos
equipos varia de 18 a 24 horas, mejorar la sensibilidad y ademéas que eliminan las

identificaciones erréneas causadas por los métodos convencionales.

Existen otras opciones en cuanto al diagndstico por laboratorio mediante la aplicacion de
los métodos moleculares que permiten identificar y diferenciar perfectamente a las especies
de Candida, mediante el uso de primers especificos disefiados para secuencias de ADN
unicas de cada especie junto con la realizacién de controles utilizando cepas de referencia o
ATCC.

En el pais existen pocos estudios enfocados en la identificacion de las especies de Candida;
se ha realizado estudios en Candida albicans pero no se ha determinado la prevalencia de
las demas especies causantes de infecciones por levaduras (Theill et al., 2016). Se conoce
que actualmente el nimero de infecciones causadas por especies de Candida no albicans ha
aumentado (M. Tapia, 2015).

En el pais no se posee datos acerca de la prevalencia e identificacion de las especies de
Candida; sin embargo, en el 2016 se realiz6 un estudio en el Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica (INSPI) en el cual se identificaron mediante métodos
automatizados y manuales a cepas almacenadas desde el 2007, cuyos resultados se
presentan en la Tabla 1. Con estos datos es posible definir que la especie que mas
prevalece es Candida albicans, seguido por Candida tropicalis y Candida guilliermondii

en menor proporcion.



Tabla 1: Numero de cepas de Candida estudiadas en el periodo 2007-2016 junto con sus

caracteristicas.

Microorganismo N  Crecimiento Tuk?o Prod-uccic’)n de Pseudohifas Colory aspecto en
germinal  clamidosporas Chromo Agar®

C. albicans 60 60 (100%) 60 (100%) 60 (100%) 60 (100%) Verde cremosa

C. tropicalis 26 26 (100%) - - 26 (100%) Azul cremosa

C. guilliermondii 4 4 (100%) - - 4 (100%) Marron claro/oscuro

C. glabrata 7 7 (100%) - - - Marron claro/oscuro

C. parapsilosis 1 1 (100%) - - 1 (100%) Marron claro/oscuro

C. lusitaniae 1 1 (100%) - - 1 (100%) Marron claro/oscuro

Tomado de: Guerrero, J. (2016). Identificacion , susceptibilidad y distribucion de especies de
Céandida obtenidas de muestras clinicas del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica (
INSPI ), de enero 2007 a abril 2016 .

En paises vecinos, como Colombia se han realizado estudios que abarcan la comparacion
de las prevalencias de las especies de Candida en diferentes hospitales durante un mismo
periodo de tiempo como se observa en la Tabla 2. Al igual que los datos obtenidos en
Ecuador, Candida albicans sigue siendo la especie mas prevalente en todos los hospitales
estudiados en Colombia, seguido por Candida tropicalis y el Unico cambio que se observa
es el de Candida parapsilosis por encima de Candida glabrata.



Tabla 2: Distribucion de aislados clinicos de Candida en Colombia, diferentes hospitales

Aislados de Candida  Hospital  Hospital  Hospital Hospital Hospital Hospital  Hospital

por especies A (%) B (%) C (%) D (%) E (%) F (%) G (%) Alslados
Candida albicans 33(44.6) 6 (42.8) 50(63.3) 21(43.8) 42(32.7) 51(38) 11 (44) 214 (56.0)
C. tropicalis 15(20.3) 2(14.2) 7(8.9) 18 (37.5) 12(17.9) 8(10.8) 4 (16) 66 (17.3)
C. parapsilosis 18(24.3) 2(142) 12(152) 6(125) 10(149) 8(10.8) 5(20) 61 (16.0)
C. glabrata 2 (2.7) 0 0 2 (4.1) 3(4.4) 0 3(12) 10 (2.6)
C. lusitaniae 2(2.7) 0 0 0 0 1(1.3) 1(4) 4(1.1)
C. krusei 3(4) 0 0 0 0 0 0 3(0.8)
Otras Candidas 1(1) 0 9(11.3) 1(21) 0 6 (8) 0 17 (4.1)
Candida spp 0 4(286) 1(1.2) 0 0 1(1.3) 1(4) 7(1.8)
Total aislados 74(19.4) 14(3.6) 79(20.7) 48(125) 67(175) 75(19.6) 25(65) 382 (44.6)

Tomado de: Cortés, J. A., Jaimes, J. A, & Leal, A. L. (2013). Incidencia y prevalencia de
candidemia en pacientes criticamente enfermos en Colombia. Revista Chilena de Infectologia,
30(6), 599-604. https://doi.org/10.4067/S0716-10182013000600004

2.2 Marco Teorico

2.2.1 Caracteristicas generales de la levadura Candida

Las levaduras del género Candida son patdégenos oportunistas que se encuentran formando
parte de la microbiota normal de mucosas y piel en el ser humano. A nivel de laboratorio su
cultivo se realiza en agar glucosado de Sabouraud y dependiendo de la temperatura de
incubacion se observan dos tipos de desarrollo, pseudohifas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) y levaduras a 37°C, indicando su dimorfismo. Las colonias son
de color blanquecino, para la identificacion del género y especie comumente se emplea
Chromo Agar, sin embargo, la técnica carece de una sensibilidad y especificidad altas, por

lo acarrea identificaciones erroneas.

Algunas de las caracteristicas mas relevantes de las siete especies de Candida de

importancia clinica se mencionan a continuacion:



2.2.1.1 Candida albicans:

Es un hongo diploide, levaduriforme que normalmente se aloja en la mucosa vaginal de las
mujeres; sin embargo, se puede comportar como un patdgeno oportunista. La candidiasis
vaginal representa del 30% al 35% de los casos del sindrome del flujo vaginal después de la
vaginosis bacteriana que ocupa el 50% de los casos (Antonio Ciudad-Reynaud, 2015).

Desde el afio 1980 se consideraba que Candida albicans era el microorganismo causante de
la mayoria de infecciones micéticas relacionadas con la atencién en salud, y que la mayoria
de hongos patogenos eran sensibles a los antifngicos; sin embargo, ultimamente se ha

reportado cepas con resistencia secundaria (Sanabria & Samudio, 2014).
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Figura 1: Prueba de tubo germinal para Candida albicans, observada microscopicamente con
lente de 40x. Tomado de: Baena del Valle, J. ; Gomez, C. & Gomez, D. (2011). Coexistencia de
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans en infecciones nosocomiales en cartagena de indias (
colombia ). Biomédica, 9(15), 22—30.

2.2.1.2 Candida auris:

Es una especie emergente de este género de levaduras capaz de provocar infecciones
invasivas o candidemias; fue descrita por primera vez en Japén en el afio 2009 y ha sido
descrita como la levadura con més alto grado de mortalidad debido a su alta resistencia al

fluconazol.
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Fenotipicamente esta levadura es igual a Candida haemulonii por lo que puede llevar a
identificaciones errdneas en especial con el uso de métodos fenotipicos de identificacion de
levaduras (Kordalewska, 2017). En el pais, no se han realizado estudios acerca de esta

levadura, por lo que los datos de su prevalencia ain son desconocidos.

2.2.1.3 Candida glabrata:

Es una de las especies mas prevalentes junto con Candida albicans. Constituye una de las
principales levaduras que se encuentran en candidemias sistémicas. Por lo general se
encuentra como microbiota normal en la cavidad oral y vaginal del ser humano; sin
embargo, una infeccién causada por esta levadura se relaciona con un largo tiempo de
hospitalizacién, inmunodeficiencias o deterioro clinico del paciente (Torres-rodriguez &
Morera, 2010).

2.2.1.4 Candida guilliermondii:

Es una levadura que en su mayoria produce onicomicosis pero que también se la puede
aislar de infecciones diseminadas o en peritonitis. Es un microorganismo normal presente
en la microbiota humana y es de las especies menos aisladas en infecciones causadas por
levaduras por lo que su estudio ha disminuido en comparacién con otras especies de
Candida (Pasqualotto, Antunes, & Severo, 2016).

2.2.1.5 Candida krusei:

Ha sido una de las levaduras menos estudiadas dentro del género Candida, se sitla como
una de las Gltimas especies identificadas en las infecciones sistémicas causadas por
Candida debido a su baja patogenicidad; sin embargo, al ser un microorganismo
oportunista llega a ser una de las levaduras asociadas a una mortalidad rapida luego de
diagnosticarse infeccion.

Su prevalencia es menor al 10% pero su importancia clinica se enfoca en el fallo
terapéutico debido a la resistencia a los azoles, sin embargo sigue teniendo una buena
sensibilidad a las equinocandinas como la caspofungina (Forastiero, Monteiro, Jordan,
Agorio, & Mellado, 2015).
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2.2.1.6 Candida parapsilosis:

Es la tercera levadura de importancia clinica del género Candida con un porcentaje del 20%
de todas las infecciones reportadas; sin embargo, la incidencia de candidemia causada por
este microorganismo ha crecido progresivamente en los Gltimos afios y en Latino América

su mortalidad est& entre 40 a 50% de todos los casos presentados (Villalobos, 2011).

2.2.1.7 Candida tropicalis:

Es la segunda levadura causante de infecciones por Candida en su mayoria son
candidemias que afectan a pacientes inmunodeprimidos, como personas con VIH. En
pacientes con leucemia o0 neutropénicos se ha descrito que Candida tropicalis es la

principal causa de las infecciones por levaduras.

De la misma manera, se ha demostrado que Candida tropicalis se puede contraer en
neonatos debido a contaminacion cruzada y causar en ellos candidemias que en su mayoria
son mortales. Estudios realizados en neonatos determinaron que la susceptibilidad de
Candida tropicalis a los azoles habia disminuido comparado con Candida albicans
(Kothavade et al., 2010).

2.2.2 Prevalencia de las especies de Candida en el pais

Los datos acerca de las infecciones causadas por levaduras en el pais han sido muy escasos,
en un estudio realizado en el 2012 se determind que los principales patdgenos causantes de
candidemias y presentes en hemocultivos eran Candida albicans con un 42,8% y Candida

glabrata con un 14,2% (Estrada-barraza et al., 2011).

En el afio 2016 se realizé un estudio que buscaba determinar la distribucion de las especies
de Candida durante el periodo desde el 2007 hasta el 2016, se lo realizd en el Instituto
Nacional de Investigacién en Salud Publica (INSPI) los resultados de dicho estudio se

presentan en la Tabla 1 expuesta anteriormente (Guerrero, 2016).

12



2.2.3Factores de virulencia
Los principales factores de virulencia que presentan las levaduras del género Candida son

su capacidad de dimorfismo, sus proteasas y fosfolipasas; estas enzimas les confieren la
capacidad de adherirse e invadir tejidos y evadir la fagocitosis respectivamente (Salas,
Miranda & Keyna, 2010).

2.2.3.1 Dimorfismo

Las levaduras del género Candida, en especial Candida albicans poseen la caracteristica de
tomar diferente forma dependiendo la temperatura a la que se encuentren; por lo tanto,
puede presentarse en forma de levadura o en forma filamentosa con pseudohifas (Andrade,
2014). Este cambio es el factor de virulencia mas importante de esta levadura ya que su
forma de levadura se presenta para colonizar al individuo y su forma de hifa se presenta
para invadir tejidos debido a que esta secreta las enzimas necesarias para la destruccion de

las células (Ramos & Desgarennes, 2005).

2.2.3.2 Fosfolipasas

La actividad de las fosfolipasas en Candida se debe a una expresion del gen PLB1, que es
la misma que regula su cambio de levadura a hifa. (Ombrella & Racca, 2008) Se ha
determinado que esta enzima es de principal importancia cuando la levadura invade la
célula debido a que necesita romper la membrana celular, gracias a esto estos
microorganismos pueden continuar invadiendo los tejidos celulares con la finalidad de

Ilegar al torrente sanguineo (Mensa et al., 2011).

2.2.3.3 Proteasas

Candida posee enzimas de secrecion aspartico proteasas (SAP), estas son codificadas por
los genes del mismo nombre. Su papel dentro de la infeccion causada por esta levadura se
encuentra en la fase inicial cuando necesita adherirse a las células del paciente y a la
destruccion de las estructuras de la superficie celular que posteriormente sera invadida; sin
embargo, se ha determinado que estas proteinas pierden su utilidad cuando la levadura

ingresa al torrente sanguineo (Ramos & Desgarennes, 2005).
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2.2.4 Infecciones en pacientes vulnerables
En mujeres embarazadas existe una mayor predisposicion para contraer esta enfermedad

debido a factores como la carga de hormonas o los niveles de glucdgeno, en especial
durante los meses finales del embarazo. Duque et al., en un estudio realizado en el afio
2009 sefialan que en Colombia y Estados Unidos la candidiasis vulvovaginal afecta
principalmente a mujeres entre los 30 y 40 afios (Duque, Uribe, Soto, & Alarcon, 2009).

2.2.5 Tratamiento
El tratamiento para la mayoria de infecciones causadas por Candida se lo realiza de manera

topica o de forma oral; no obstante, de cualquiera de las dos maneras se usan farmacos del
grupo de los azoles como estrategia para combatir a este microorganismo. Su mecanismo
de accion consiste en la inhibicion de la sintesis del ergosterol lo que provoca un cambio
en la composicién de la membrana del hongo que esta formada por lipidos, alterando su
permeabilidad y provocando una destruccién por un cambio osmotico (Antonio Ciudad-
Reynaud, 2015).

Los pacientes inmunocomprometidos como es el caso de personas que padecen de cancer o
VIH es diferente; estos casos se deben se debe tratar rapidamente debido a su alto grado de
mortalidad que ha causado en los Gltimos afios; en la mayoria de los casos se usa
caspofungina o anfotericina B ya que estas tienen una respuesta favorable en un 71,26% de
los casos (Mensa et al., 2011).

2.2.6 ldentificacidn fenotipica de especies de Candida.

La identificacion de Candida en el laboratorio se ha venido realizando de manera fenotipica
por un largo tiempo, debido a su facilidad y bajo costo; sin embargo, esto también ha
significado una falla en la identificacion debido a que muchas veces el analista no esta
totalmente capacitado para realizar una correcta identificacion o porque no se posee las

pruebas para determinar a ciertas especies de Candida.
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Actualmente existen métodos estandarizados para la identificacion fenotipica lo que facilita
la interpretacion de los resultados por parte del analista para que asi se obtenga una

identificacion correcta de la especie de Candida presente en la muestra.

2.2.6.1 Prueba del tubo germinal

Esta prueba se basa en la inoculacion de la colonia de levadura en suero humano,
posteriormente se incuba a 37°C por 3-4 horas y luego se observa en el microscopio en el
campo de 40x, para determinar si esta levadura cre6 un filamento a partir de su célula
germinal; ha sido una prueba muy util para la identificacion de Candida albicans; sin
embargo, se ha detectado que otras especies de Candida pueden ser positivas para esta

prueba si se las incuba por un periodo mayor de tiempo (Cuesta, 2007).

2.2.6.2 Auxonograma

El auxonograma es una técnica bioguimica de identificacion fenotipica basada en las
propiedades de cada especie de levadura para asimilar diferentes carbohidratos. Para su
desarrollo se necesitan varios azUcares en los cuales se inoculara a la levadura y se realizara
su incubacion por 24-48 horas, el objetivo es observar la capacidad metabdlica frente a
cada azucar del panel. Posteriormente con algoritmos previamente establecidos se realiza la

identificacion de la especie de Candida presente (Andrade, 2014).

* Asimilacion de:

Levadura GLU XIL ADO GAL INO SOR MDG CEL LAC MAL TREH MLZ RAF AcL Total
C. guillermondii I’ uro11 /T 00 171 T e/ 11 1/1 1/1 /T 0/0 11
C. tropicalis e 11 e 00 171 L uvrooo 11 1/1 /1 0/0 0/0 10
C. albicans ATCC 10231 o v+ 1 0/0 1/1 /1 0/0 00 1/1 /r0/0  0/0 1/1 9
C. albicans ATCC 17111 /T v 1 0/00 1/1 /1 0/0 00 1/1 /r 0/ 00 1/1 9
C. parapsilosis (TR V) B VA | T o0 o1+ o0/0 0 00 11 1/1 /1 0/0 0/0 9
C. kefir /1 0/0 0/ /I 00 0/0 0/0 00 /1T 00 o/0  0/0  1/1 1/1 5
C. glabrata /1 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 00 00 00 I/r 0/0 0/0 0/0 2
C. krusei /1 0/0 0/ 0/0 0/0 0/0 0/0 00 00 00 0/0 0/0  0/0 1/ 2
Total 8/8 5/5 5/5 6/6 0/0 5/5 55 2/2 11 5/5 6/6  3/3  2/2 4/4 57

Glucosa: GLU, xilosa: XIL, adonitol: ADO, galactosa: GAL, inositol: INO, sorbitol: SOR, metil alfa-D-glucopirandsido: MDG, celobiosa:
CEL, lactosa: LAC, maltosa: MAL, trehalosa: TREH, melecitosa: MLZ, rafinosa: RAF, acido lactico: AcL. * los datos son expresados como
respuesta positiva del carbohidrato asimilado por el método alternativo/respuesta positiva del carbohidrato asimilado por la técnica de
Wickerham; * reaccion dudosa.

Figura 2: Auxonograma empleado para la identificacion de levaduras del género Candida. Tomado
de: Rodriguez, T; Zhurbenko, R (2010) Identificacion de especies de Candida de importancia
clinica con un método auxonograma modificado. Disponible en:
http://scielo.sld.cu/pdf/mtr/v62n1/mtr08110.pdf
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2.2.6.3 Zimograma

Es una técnica bioguimica al igual que el auxonograma pero con la diferencia que esta
busca la capacidad de la levadura para fermentar diferentes azlcares, esto se observa
mediante el viraje del pH y la produccion de gas en la camara de reaccion.

2.2.6.4 Agares cromogenicos

Los agares cromogeénicos se basan en colorantes que posee el medio y se liberan cuando
actua freten a enzimas especificas de cada especie de Candida, con esto se facilita la
identificacion de la especie de una manera réapida; sin embargo, estos métodos no presentan
un 100% de sensibilidad por lo que podrian llegar a existir identificaciones erroneas de

cepas de esta levadura.

Figura 3: Agar cromogénico utilizado para identificar especies de Candida. Tomado de:
Dharmeswari et al., T. (2014). Use of Chromogenic Medium for Speciation of Candida Isolated
From. International Journal of Current Pharmaceutical Review and Research, 6(1), (1-5)
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2.2.7 Métodos de identificacién molecular para Candida

En la actualidad se han implementado nuevas metodologias que facilitan el diagndstico y la
identificacion de agentes pat6genos; con una mejora en el tiempo de respuesta se puede
emplear un tratamiento mucho mas efectivo que colabore con la recuperacion del paciente.
Para esto, se ha buscado técnicas de biologia molecular siendo la principal la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

Carvhalo y colaboradores. en su estudio publicado en el 2007 elaboraron un protocolo
donde definieron las caracteristicas para desarrollar un ensayo molecular que identifique a 8
especies de importancia clinica de Candida en una sola PCR. Este estudio amplifica una
region ITS comdn entre todas las levaduras y posteriormente se une con secciones
especificas de cada especie para posteriormente ser revelados en una corrida electroforética
(Carvalho, Martins, Rodrigues, & Ludovico, 2007).
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Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa para la identificacién de especies de Candida. Tomado
de: Carvalho, A., Martins, M. L., Rodrigues, A. G., & Ludovico, P. (2007). Multiplex PCR
identification of eight clinically relevant Candida species, 619-627.
https://doi.org/10.1080/13693780701501787
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2.3 Marco Conceptual

ADN: 4cido desoxirribonucleico, biopolimero que contiene el material genético de

las células y la informacion para sintetizar proteinas (Carvalho et al., 2007).

Agarosa: es un extracto polisacarido obtenido de algas del género Gelidium y
Gracilaria, su contenido son subunidades de galactosa (Lee, Costumbrado, Hsu, &
Kim, 2012).

Anfotericina B: farmaco antibiotico y antiflngico, actGa en los hongos mediante la
unién al ergosterol de la membrana fungica. Su uso es limitado para Candidiasis

sistémicas (Mensa et al., 2011).

ATCC: American Type Culture Collection. Es la institucion encargada de proveer
cepas estandar para la realizacion de controles de calidad o estudios de
investigacion (Estrada-barraza et al., 2011).

Auxonograma: es un método de identificacion basada en la asimilacién de
nutrientes con la finalidad de obtener patrones caracteristicas de diferentes

levaduras (Rodriguez, Zhurbenko, Martinez, Zayas, & Rodriguez, 2010).
Azoles: familia de medicamentos antiflngicos, capaces de impedir la formacion de

ergosterol, un compuesto importante en la estructura del hongo (Forastiero et al.,
2015).

Bandas electroforéticas: son el resultado de la migracion del ADN en el gel de

agarosa (Lee et al., 2012).

Candida: género de hongos levaduriformes encontrados en mucosa oral, digestiva y

genital del ser humano (Cervera, 2012).
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Candidemia: se la define como el aislamiento de Candida de cultivos de sangre
periférica, esta puede ser diseminada aguda, cronica o transitoria (Mensa et al.,
2011).

Caspofungina: antimicético sistémico, inhibe sintesis del Beta-(1,3)-D-glucano,
componente esencial de la pared celular de muchas levaduras en especial de
Candida spp (Sanabria & Samudio, 2014).

Chromo Agar: es un medio de cultivo para la identificacion de Candida a partir de
muestras clinicas, inhibe el crecimiento de bacterias y se caracteriza por los colores

que produce con diferentes especies de levaduras (Dickinson, 2014).

Electroforesis: técnica utilizada en biologia molecular para diferenciar los tamafios

de ADN mediante su movilidad en un campo eléctrico (Lee et al., 2012).

Especificidad: capacidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de

componentes que pueden estar presentes y afectar su desempefio (Ornemark, 2014).

Fluconazol: farmaco de la familia de los azoles utilizado como medicamento de

primera linea ante la infeccion por Candida (Kothavade et al., 2010).

Limite de deteccion: es la cantidad mas pequefia de analito en una muestra que

puede ser detectada en una Gnica medicion (Ornemark, 2014).

MicroScan: equipo automatizado para la identificacion de microorganismos,

fabricado por la marca Beckman Cooulter ®

Onicomicosis: enfermedad de las ufias causadas por hongos (Ballesté, Mousqueés, &
Gezuele, 2003).
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Primers: son pequefios fragmentos de ADN sintético, no mayores a 50 nucleétidos
y que son complementarios al inicio y al final del fragmento de ADN que debe ser
amplificado (Lee et al., 2012).

Phoenix: equipo automatizado para la identificacion de microorganismos, entre

ellos levaduras, fabricado por Becton Dickinson ®

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) Multiplex: técnica utilizada con
mdaltiples primers para la identificacion de varios genes sobre una misma muestra
(Patel, Bosamia, Bhalani, Singh, & Kumar, 2015).

Termociclador: equipo utilizado para realizar PCR, consiste en bloques que
cambian de temperatura en cortos periodos de tiempo de manera homogénea para

realizar todos los ciclos que comprenden una PCR.

Tm: temperatura de fusion, es la temperatura en la cual la concentracion de ADN de

simple cadena y primers se equiparan (Morschhauser, 2002).

Vitek: equipo para la identificacion automatizada de microorganismos como

Candida, fabricado por la marca Biomérieux ®
Zimograma: es un meétodo de identificacion basada en la fermentacion de diferentes

productos que finalizan con la produccion de gas por parte de las levaduras
(Rodriguez et al., 2010).
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CAPITULO III

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 Tipo de estudio
El presente estudio es de tipo observacional descriptivo debido a que se va a observar y

determinar el protocolo de una técnica de amplificacion de ADN mediante el anélisis de sus
condiciones de desempefio como, especificidad y limite de deteccion de una técnica de

amplificacion de ADN.
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3.2 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 3: Operacionalizacion de las variables

- . . . . s . Tipo de Instrumento de
Obijetivo Variable Dimension Categoria Definicion conceptual Indicador p .
variable medicion
Establecer el mejor método
- Concentracion 50-100 _, . ng/uL
de extraccion de ADN en El método de extraccion, mediante g Espectrofotdmetro/
cepas de Candida, sin el uso Extraccién de ADN el cual se pueda obtener la mejor Cuantitativa Electroforesis
de la enzima Liticasa. Pureza 1.8-2 concentracion de ADN
55°C
Amplificacic 56°C .
Temperatura de mplimcacion 570C La temperatura ideal con la cual se
Establecer las condiciones melting L 580 C puede real_lzar una |den_t|f|caC|on
) No amplificacion . 6ptima de Candida
adecuadas de la técnica de 59°C
. 60°C
PCR multiplex:
. 0,1 uM
temperaturas de trabajo de Amplificacion 0,2 UM La concentracién minima de primer
cada fase del ciclo de PCR, Concen_tracmn de 0,3 uM _ con _Ia_ cue_lll se’pu_ede realizar una_1 Bandas definidas
concentracion de reactivos, primers e 0.4uM identificacion opt|m_a de la especie luego de la Cualitativa PCR/electroforesis
No amplificacion 0,5 uM de Candida

tiempo y nimero de ciclos

para identificar las especies

de Candida.

Tiempo de cada ciclo
de hibridacién

Ndmero de ciclos

Amplificacion
No amplificacion
Amplificacion

No amplificacion

20 segundos
30 segundos
40 segundos

25
30
35

El tiempo de hibridacion con el cual
se puede realizar una amplificacion
Optima de la especie de Candida

Los ciclos ideales con los cuales se
puede realizar una amplificacion
Optima de la especie de Candida

electroforesis
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Determinar la especificidad
de cada par de primers para
la identificacion de las
especies de Candida por

Especificidad analitica
de laPCR parala
identificacion de

Identificacion de una Si identifica
especie especifica

Identificacion de mas de

La capacidad de cada primer para
identificar Gnicamente a la especie
para la cual ha sido disefiado,

Unica banda
especifica definida

Cualitativa
luego de la

Electroforesis

X Candida una especie No identifica evitando falsos positivos. electroforesis
PCR multiplex
Determinar el limite de
deteccion de la PCR
. Deteccion La concentracién minima de ADN -
multiplex frente a las o ., 3 Bandas definidas
Limite de deteccion de  Ultima concentracién en la muestra que puede ser

diferentes especies de
Candida.

laPCR

detectable mediante PCR

No deteccién

detectado por la técnica de PCR y
revelado por electroforesis

luego de la Cualitativa
electroforesis

Electroforesis

Elaborado por: Christian Rosales, 2018
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3.3 MATERIALES y PROCEDIMIENTOS

3.3.1 MATERIALES UTILIZADOS

Cultivo y aislamiento de Candida

- Cajas plasticas mono Petri

- Guantes de nitrilo talla M. Santa Cruz Biotechnology
- Agar Sabouraud.

- Cepas ATCC

- Asa metélica

- Hipoclorito de Sodio

- Mechero

- Incubadora. Memmert

- Kit de tincion Gram

- Microscopio. Olympus
Extraccion y amplificacién de ADN

- Kit de extraccion de ADN-PureLink DNA Mini Kit. Invitrogen

- Kit de extraccién de ADN- High pure PCR template preparation Kit. Roche
- Guantes de Nitrilo libres de talco. Santa Cruz Biotechnology Inc.
- Puntas con filtro, volumen de 0.1-10 pL. Invitrogen

- Puntas sin filtro, volumen de 0.1-10 pL. Invitrogen

- Puntas con filtro, volumen de 2-20 puL. Axygen

- Puntas con filtro, volumen de 200 pL. Axygen

- Puntas con filtro, volumen de 1000 pL. Axygen

- Balanza analitica. Boeco

- Bloque Térmico. Labnet

- Vortex. Labnet

- Buffer TE 1x. Promega

- Buffer TAE 10X. Invitrogen

- Agua Grado Molecular
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Tubos eppendorf 1,5 mL

Tubos eppendorf 0,5 pL

High Speed Microcentrifuge. Corning

Cabina de Seguridad. Bio Air

Cabina de Seguridad. C.B.S Scientific.

Nano Drop 2000. Thermo Scientific

Primers Forward y Reverse para los Genes ITS1y 2
GoTaq Green Master Mix. Promega

Termociclador de triple cabezal. Applied Biosystems
Termociclador. Labnet

Agarosa Ultra Pura. Invitrogen

Ladder 100 pb. Promega

Loading Buffer. Promega

SYBR Safe DNA gel stain. Invitrogen

Céamara de Electroforesis. Labnet

Peine de 10 pocillos para electroforesis. Labnet
Peine de 17 pocillos para electroforesis. Labnet
Fuente de Poder. CBS Scientific.
Fotodocumentador. BioRad

Software: Image Analysis.
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3.4 FASES METODOLOGICAS
3.4.1 Fase I. Aprobacion del proyecto de investigacion

Se realizo la presentacion del plan de trabajo de titulacion, mismo que fue revisado y
aprobado por el coordinador de la carrera de Bioquimica Clinica de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. En este estudio no se necesito
de revisiones por parte del comité de Etica en la Investigacion en Seres humanos debido a

gue no se utilizaron muestras provenientes de pacientes

El estudio se desarroll6 con siete especies diferentes de Candida; se utilizaron siete cepas
de referencia ATCC correspondientes a la totalidad de especies incluidas en este estudio

como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 4: Cepas de referencia (ATCC) utilizadas en este estudio.

Especie Referencia ATCC

Candida albicans 10231
Candida auris 11903
Candida glabrata 2001
Candida guilliermondii 20316
Candida krusei 6258
Candida parapsilosis 22019
Candida tropicalis 750

Fuente: Elaborado por Christian Rosales, 2018

Dichas cepas al ser de referencia fueron identificadas con anterioridad por lo que su uso fue
netamente para realizar la evaluacion del desempefio de la técnica de biologia molecular
que ha sido desarrollada en el laboratorio.
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3.4.2 Fase Il. Procedimiento de laboratorio
3.4.2.1 Disefio de primers

Mediante busquedas en GenBank se obtuvieron las secuencias de primers para PCR de
punto final que permitieron identificar a cada una de las siete especies diferentes de
levaduras del género Candida. Los primers escogidos amplifican la regién del ITS 1y 2
para las especies albicans, glabrata, guilliermondii,krusei y tropicalis, como se observa en
la Figura 5. En el caso de Candida auris se analizo la regién 5.8s y para Candida

parapsilosis la Topolsomerasa 2.

185 —1=t 588 ——1 25/28S
Cgui ==k Cdub =
- - Caib,, ap CRI e
Cgla Ctro  Cpar Clus

Figura 5: Esquema del ITS 1y 2 de Candida y su relacion con los primers especie especifico.
Adaptado de: Carvalho, A., Martins, M. L., Rodrigues, A. G., & Ludovico, P. (2007). Multiplex
PCR identification of eight clinically relevant Candida  species, 619-627.
https://doi.org/10.1080/13693780701501787

Utilizando el programa MEGA V. 7.0 se realizaron los alineamientos de los primers con la
secuencia de ADN descargada desde GenBank; se observd que cada primer realice el

alineamiento Unicamente con la especie para la cual fue disefiado.

Una vez alineados los primers, se procedio con la compra de los mismos; su calidad y
concentracion fue determinada mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% por 20
minutos. Los primers adquiridos fueron sintetizados segun las caracteristicas expuestas en
la Tabla 5.
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Tabla 5 Secuencias de primers utilizadas para la identificacion de las siete especies de

Candida.
. Nombre o .
Especie . Secuencia5’- 3 Pb Gen Referencia
primer
ITS UNI 2 GTCAAACTTGGTCATTTA
C.. albicans Calb  AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA 448
ITS1-2
C. glabrata Cgla TTGTCTGAGCTCGGAGAGAG 530 (Carvalho et
C. guilliermondii Cgui TTGGCCTAGAGATAGGTTGG 668 al., 2007)
C.. krusei Ckru  CTGGCCGAGCGAACTAGACT 169
C. tropicalis Ctrop GATTTGCTTAATTGCCCCAC 507
CparF  AGCAATCAAGGAGAGGTCGCCA Tonoi Garci |
C. parapsilosis 55g  Topoisomerasa (Garciaetal.,
CparR CTCGTACCAGCCTTGTTTGCATC I 2017)
CauF CGCACATTGCGCCTTGGGGTA
C. auris 163 58S1DNA  (Kordalewska,
CauR GTAGTCCTACCTGATTTGAGGCGAC 2017)

Elaborado por: Christian Rosales, 2018

3.4.2.2 Cultivo de las diferentes levaduras del género Candida.

Las cepas ATCC se conservaron en refrigeracion de 2-8°C hasta el momento de su uso,
como lo establece su fabricante en las indicaciones observadas en el Anexo 1; las mismas
fueron activadas utilizando agua grado molecular, luego sembradas en agar Sabouraud y
colocadas en la incubadora a 37° C. Se realiz6 la inspeccion de crecimiento a 24 y 48 horas
mediante la visualizacion macroscopica de las caracteristicas de las colonias; a
continuacidn, se las observé microscépicamente mediante tincién de Gram con la finalidad
de evidenciar su desarrollo. Estas muestras fueron procesadas a las 48 horas desde su

cultivo, evitando asi la muerte de las colonias.

3.4.2.3 Extraccion de ADN de Candida.

Se ejecutd la extraccion de ADN de las 7 diferentes muestras de Candida por cuatro

métodos que fueron: dos Kits comerciales y dos métodos caseros, uno por ebullicion y otro
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por choque térmico. Para la extraccion mediante el método comercial High Pure PCR
Template Preparation Kit, choque térmico y ebullicion se utilizaron los tubos Eppendorf de
1,5 mL que contenian 500 pL de Buffer TE 1x en el que se realizd una suspension de la
levadura previamente sembrada en agar Sabouraud y se procedio con la extraccion que se
detalla en los Anexos 2, 3 y 4 respectivamente; por otra parte, para la extraccion por el
método PureLink DNA mini kit se realizé una suspension de la colonia directamente en el
buffer de digestion incluido, este paso fue el punto de partida para seguir con el protocolo

de extraccion detallado en el Anexo 5.

La concentracion y pureza del ADN extraido fue cuantificado mediante el equipo

Nanodrop 2000 de Thermo Fisher Scientific, como se observa en el Anexo 6.

Las bandas de ADN se visualizaron mediante corridas electroforéticas en gel de Agarosa
con las siguientes condiciones: 90 voltios por 20 minutos con el gel a concentracion del

1%; a continuacién el ADN fue almacenado en congelacion a -20 °C.

3.4.2.4 Preparacion de la Master Mix y concentracion de Primers

Como punto de partida se realizaron tres diferentes calculos de Master mix para determinar
la concentracion adecuada de primers a utilizarse, segin se muestra en la tabla 6. Se
realizaron reacciones individuales por cada especie antes de realizar una PCR multiplex y

con esto se determind que la concentracion adecuada de primers era de 5 uM.

Tabla 6: Determinacion de la concentracion de primers en la Master Mix.

Master Mix
Reactivos Concentracion 10 uM  Concentracion 5 uM Concentracion 2.5 uM
GoTaqg Green 6,25 pL 6,25 pL 6,25 pL
Primer Forward 0,5 uL 0,3 pL 0,1 pL
Primer Reverse 0,5 uL 0,3 pL 0,1 pL
H>O molecular 4,25 pL 4,65 pL 5,05 pL
ADN 1,0 uL
Volumen final 12,5 L

Elaborado por: Christian Rosales, 2018
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Los gradientes de temperatura se ejecutaron mediante reacciones individuales con la
finalidad de estandarizar el protocolo de cada especie; en todos los caso se utilizd el mismo
programa de termociclado, con temperaturas acorde a la Tm teorica de cada primer; todo

esto junto con la preparacion de la MasterMix descrita a continuacion.

Tabla 7 Preparacion de la MasterMix para la estandarizacion de cada especie.

Reactivos Volumen (uL)
Taq 6,25
Primer Forward 0,2
Primer Reverse 0,2
Agua grado molecular 4,85
ADN 1

Total 12,5

Fuente: Elaborado por Christian Rosales, 2018

3.4.2.5 Determinacion del protocolo de trabajo

Para cada especie se utilizaron tres programas de trabajo empleando el termociclador
marca Applied BioSystems, con la finalidad de determinar las temperaturas, nimeros de

ciclos y tiempo adecuados para una correcta amplificacion de los productos de la PCR.

En primera instancia se realizaron reacciones con una activacion de la enzima por 5
minutos; sin embargo, estos datos no se expusieron debido a que el protocolo recomendado
por el fabricante expone que la activacion adecuada de la Taq Polimerasa debe ser de 10

minutos.
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Tabla 8: Programa de termociclado para la identificacion de especies de Candida,
utilizando una denaturacién inicial de 10 minutos a 94°C.

Programa de termociclado

Etapa

25 Ciclos 30 Ciclos 35 Ciclos
Activacion (10 min) 94 °C 94 °C 94 °C
Denaturacion (30s) 94 °C 94 °C 94 °C
Hibridacion (30s) Tm*°C Tm=°C Tm=°C
Elongacion (45s) 74 °C 74 °C 74 °C
Elongacidn final (10min) 74 °C 74 °C 74 °C
Enfriamiento 4°C 4°C 4°C

Fuente: Elaborado por Christian Rosales, 2018
El programa con el que se decidié trabajar fue el de 30 ciclos, ya que al usarlo, presentaba
bandas definidas para cada una de las especies, cabe recalcar que en los protocolos de PCR
se aumenta el namero de ciclos en el caso de que se requiera obtener una banda mas

definida que no se evidencia claramente a ciclos mas bajos.

El primer gradiente de temperatura de la PCR individual se lo realiz6 para la cepa Candida
albicans ATCC 10231; se amplificd el ITS1 que en esta especie presenta un tamafio de 448
pares de base. La Tm tedrica de este par de primers fue en promedio 59°C por lo que el
programa se repitié mediante un gradiente de seis diferentes temperaturas entre 57° a 62°
C.

La segunda especie estandarizada fue la cepa de Candida auris ATCC 11903; se amplificd
la region que codifica la seccion 5.8S que en esta especie presenta un tamafio de 169 pares
de base. Los primers presentaron una Tm tedrica de 60°C en promedio, por lo que se
realiz6 un gradiente de seis diferentes temperaturas entre 57° a 61° C.

La estandarizacion de las cepas de Candida glabrata, Candida guilliermondii y Candida
krusei se las realiz6 a la par debido a que sus respectivos primers tenian una Tm teorica
entre 56 -58 °C, facilitando la realizacion de los gradientes de temperatura en un solo
programa de Termociclado. Se amplificé la regiéon del ITS 1-2 que, en las especies
glabrata, guilliermondii y krusei poseen un peso molecular de 530, 650 y 160 pb. Se
efectuaron las reacciones mediante gradiente con temperaturas que fueron desde 55 °C

hasta 60°C y la revelacion se evidencié mediante geles de electroforesis. Candida
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parapsilosis fue estandarizada mediante la amplificacion de la region de la Topolsomerasa
I que posee un peso molecular de 570 pb, la Tm tedrica de los primers utilizados fue de
60°C por lo que se realiz6 el gradiente temperatura desde 56° a 63°C, dando como
resultado amplificaciones con bandas definidas hasta 61°C, como se observa en la figura 9

(F); por lo tanto, se establecio una Tm dptima de 57°C.

Para Candida tropicalis se amplifico una parte de la region del ITS 1, el cual tiene un peso
de 507 pares de bases, los primers de esta especie definieron la Tm tedrica de 55 por lo que
el gradiente se lo realiz6 con temperaturas entre 53-58°C. Posteriormente se revelo
mediante electroforesis que estos primers fueron capaces de detectar a dicha especia en las

seis temperaturas probadas.

Luego de la estandarizacion individual de cada especie, se establecieron dos reacciones de
MasterMix con la finalidad de facilitar la identificacion de las bandas obtenidas en los geles
de electroforesis, debido a que por las relaciones de peso molecular podian existir
determinaciones erréneas al determinar Candida krusei con Candida auris y entre Candida
glabrata con Candida tropicalis; ademas se tomo en cuenta la prevalencia de las especies
de Candida para realizar las dos reacciones, de manera que, la primera reaccion abarcé a
las cuatro especies mas prevalentes de Candida en Ecuador, es decir, albicans, glabrata,
guilliermondii y tropicalis. La segunda MasterMix abarca a las especies auris, krusei y
parapsilosis. Las condiciones que se emplearon para la preparacion de la MasterMix fueron
que los primers tengan la misma concentracion, y que se obtenga un volumen final de

reaccion de 25 pL, como se puede observar en la tabla 9 y 10.
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Tabla 9: Preparacion de la primera Master Mix para la PCR multiplex: C. albicans, C.
glabrata, C. krusei y C. tropicalis.

Master Mix 1 PCR Multiplex

C.
Cinicial  unidad final V. final
Taq 2 U/L 12,5
Primer UNI 10 UM 0,1 0,3
Calb 10 UM 0,1 0,3
Cgla 10 UM 0,1 0,3
Ckru 10 UM 0,1 0,3
Ctro 10 MM 0,1 0,3
H20 9,0
ADN 2
Total: 25

Fuente: Elaborado por Christian Rosales, 2018

Tabla 10: Preparacion de la segunda Master mix para la PCR multiplex: C. auris, C.
guilliermondii y C. parapsilosis.

Master Mix 2 PCR Multiplex

C.
Cinicial  unidad final V. final
Taq 2 uU/L 12,5
Primer UNI 10 UM 0,1 0,3
Cqui 10 UM 0,1 0,3
Caur F 10 MM 0,1 0,3
CaurR 10 MM 0,1 0,3
Cpar F 10 MM 0,1 0,3
CparR 10 MM 0,1 0,3
H20 8,7
ADN 2
Total: 25

Fuente: Elaborado por Christian Rosales, 2018
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3.4.2.6 Ensayos para el limite de deteccion

Se ejecutd una primera dilucion a partir del ADN extraido mediante el kit comercial de
Invitrogen para igualar todas las concentraciones de ADN a 20 ng/uL; luego, una segunda
dilucion se realizé 1/10 para alcanzar el valor de aproximadamente 2 ng/uL, ya que esta
concentracion es aun un valor alto que puede ser amplificado mediante PCR. A esta
segunda dilucién se la cuantifico en el NanoDrop 2000 y seguidamente se realizaron 12

diluciones seriadas dobladas para el anélisis, como se detalla en la tabla 11.
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Tabla 11: Diluciones del ADN obtenido de las siete especies de Candida.

Numero de dilucion: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
. concentracion .. ., Nueva .,

especie (ng/uL) dilucion coné:rsg/tljit;lon 1/10 1/2 1/4 1/8 116 1/32 l/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096
albicans 84,3 1/4 20,2 202 101 051 025 0,13 0,06 0032 0,016 0,008 0,004 0,0020 0,0010 0,0005
auris 125,1 1/6 22,5 225 1,13 056 028 014 0,07 0,03 0,018 0,009 0,004 0,0022 0,0011 0,0005
glabrata 136,7 1/6 26,1 261 131 065 033 0,16 0,08 0,041 0,020 0,010 0,005 0,0025 0,0013 0,0006
guilliermondii 133,7 1/6 23 2,3 1,15 058 029 014 0,07 0,036 0,018 0,009 0,004 0,0022 0,0011 0,0006
krusei 72,6 1/4 18 18 090 045 023 011 0,06 0028 0,014 0,007 0,004 0,0018 0,0009 0,0004
parapsilosis 118,9 1/6 24,3 243 122 061 030 015 0,08 0,038 0,019 0,000 0,005 0,0024 0,0012 0,0006
tropicalis 81,4 1/4 20,1 201 101 050 025 0,13 0,06 0031 0,016 0,008 0,004 0,0020 0,0010 0,0005

Fuente: Elaborado por Christian Rosales, 2018
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Posteriormente, se realizaron 11 reacciones por cada especie para la determinacion del
limite de deteccion utilizando la preparacion de la Master Mix detallada en la tabla 9 y 10;
afiadiendo las diluciones de ADN preparadas previamente; se evidencid mediante
electroforesis la minima concentracion de ADN en la cual la técnica era capaz de amplificar
una banda la cual se especifica en la figura. No se utilizé la primera dilucion debido a que

su concentracion todavia era tedricamente alta.

3.4.2.7 Ensayos para determinacion de especificidad

Para la determinacion de la especificidad de los primers por cada especie se realizaron
reacciones utilizando la Master Mix que fue elaborada para las reacciones individuales. Se
prepararon siete reacciones de PCR para cada primer, en la primera reaccion se adiciond
ADN de la especie que debia identificar el primer y en las 6 reacciones restantes se agrego
ADN de las demaés especies de Candida con la finalidad de no obtener ningun resultado
positivo. Se evidencio mediante electroforesis que cada primer solo amplificaba la reaccion

en la cual se aplicaba el ADN correspondiente a su especie.

3.5 Control de calidad

El control de calidad de los medios Sabouraud se lo realiz6 a través de la evaluacion de sus
caracteristicas fisicas y para determinar la esterilidad del medio se los incub6 a 37°C por

24 horas y se observo que no existiera crecimiento como contaminacion.

Se utilizaron siete cepas ATCC que correspondian a todas las especies del género Candida
como controles positivos de amplificacién al momento de identificarlas por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

3.6 Analisis y presentacion de resultados

Los procedimientos de laboratorio y datos obtenidos acerca de las mejores condiciones de
trabajo de la PCR multiplex se presentan en un diagrama de flujo que permita la realizacion
de la técnica por el personal de laboratorio que requiera identificar a una especie de
Candida.
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CAPITULO IV
4.1 RESULTADOS

4.1.1 Resultados del cultivo de las levaduras

Pasadas las 48 horas de crecimiento de las cepas, se las extrajo de la incubadora y se
observo un aislamiento y crecimiento positivo de colonias blancas con bordes definidos

redondeados y forma convexa como se observa en la Figura 6 y se detalla en la tabla 10.

Figura 6: Colonias macroscopicas de Candida albicans en agar Sabouraud.

Elaborado por: Christian Rosales, 2018

Tabla 12: Caracteristicas macroscopicas de Candida albicans.

Caracteristicas macroscopicas Candida albicans
Forma Circular
Elevacion Convexa
Borde Entero

Elaborado por: Christian Rosales, 2018
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A todas las muestras se les realizé la coloracién de Gram con la finalidad de observar

levaduras de forma ovoide y de color morado oscuro, como se observa en la Figura 7.

Figura 7: Coloracion Gram en la que se observa una gran cantidad de levaduras con forma
ovoide correspondientes a Candida auris. Elaborado por: Christian Rosales, 2019

4.1.2 Resultados de extraccion de ADN.

Tabla 13: Concentraciones de ADN cuantificadas en NanoDrop mediante las 4 diferentes
técnicas de extraccion.

Concentracion de ADN

Especie Invitrogen Roche Ebullicién Choque térmico
Candida albicans 84,3 40,2 12,1 70,6
Candida auris 125,1 25,7 2,0 27,9
Candida glabrata 136,9 50,4 5,6 45,5
Candida guilliermondii 133,7 12,8 17 38,3
Candida krusei 72,6 27,0 13,8 18
Candida parapsilosis 118,9 120,5 60.5 7.1
Candida tropicalis 81,4 14,5 10,1 13,7

Elaborado por Christian Rosales, 2018

Ademaés utilizando los datos obtenidos en la relacion entre las ondas 260/280 se determino
la pureza de la extraccion, la cual se debe encontrar en un rango ideal de 1.8-2 para
considerarse pura, como se puede observar en la tabla 12. Con esta informacién se

determind que el método de extraccion comercial de Invitrogen fue el que presentd mejor
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rendimiento en sus muestras al momento de realizar extraccion de ADN sin el uso de

Liticasa en cuanto a calidad y concentracion.

Tabla 14: Relacion 260/280 de las muestras de ADN cuantificadas en NanoDrop mediante
las 4 diferentes técnicas de extraccion de ADN.

Relacion 260/280
Especie Invitrogen Roche Ebullicion Choque térmico
Candida albicans 1.87 1.25 1.07 2.30
Candida auris 1.77 1.80 1.59 1.32
Candida glabrata 1.95 1.67 2.40 1.44
Candida guilliermondii 2.06 1.18 1.62 2.09
Candida krusei 1.77 2.30 0.81 1.26
Candida parapsilosis 1.89 1.90 1.70 2.20
Candida tropicalis 1.60 2.10 1.52 1.13

Elaborado por Christian Rosales, 2018

Mediante electroforesis en gel de agarosa de determiné la calidad cualitativa del ADN
como se muestra en la Figura 8, en la que se observo que los dos métodos comerciales
fueron los Unicos en los que se logrd presenciar bandas de ADN y se establecié que
ademas, el método de Invitrogen presentaba un rendimiento mayor en cuanto a la calidad
de las bandas de ADN, por lo que en el presente estudio se decidio trabajar Gnicamente con

el ADN de cepas extraidas por este método.
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa al 2% por 90 minutos a 80 Voltios de muestras
de 7 especies de Candida extraidas por 4 diferentes métodos.

4.1.3 Resultados de pruebas moleculares

4.1.3.1 Estandarizacion de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Multiplex.

Para Candida albicans se determind que los primers estan en la capacidad de identificar
correctamente esta especie a cualquiera de las temperaturas anteriormente probadas, como
se observa en la figura 9 (A); sin embargo, al subir la temperatura a 63°C no se observo la
presencia de ninguna banda. Finalmente, se escogid la temperatura de 57° C por presentar
una banda mas estable, de buena intensidad y que corresponde al peso de 448 pb

comparado con el marcador de peso molecular ubicado en el carril 1 de la figura 9 (A).

Los primers correspondientes a Candida auris pudieron determinar la especie
correctamente en las temperaturas de 57° a 60°C, como se puede observar en los carriles 2-
6 de la figura 9 (B); de la misma manera el peso de este amplicon se compard con el
marcador de peso molecular del carril 1 de la figura previamente descrita. Posteriormente,
se escogio la temperatura de 57° C por presentar una banda intensa y que guardaba relacion

con la Tm de Candida albicans.
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Al analizar los datos obtenidos con los primers de C. glabrata y C. krusei se corrobord que
pueden detectar a la especie correctamente hasta los 60°C, como se observa en la figura 9
literales (C) y (E); mientras que los primers de C. guilliermondii presentaban bandas hasta
58 °C como se observa en el literal (D); por lo que se escogid a la temperatura de 57°C en
la cual se obtenian bandas bien definidas y que ademé&s estaban relacionadas con las

especies estandarizadas anteriormente.

En cuanto a Candida parapsilosis se determind que los primers estuvieron en capacidad de
detectar una banda clara hasta los 62°C como se observa en la figura 9 (F); por lo que
finalmente, se determiné que la Tm adecuada era de 57°C. Para Candida tropicalis, se
revel6 mediante electroforesis que estos primers fueron capaces de detectar a dicha especia

en las seis temperaturas probadas.
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Figura 9 Gel de agarosa de los gradientes de temperatura utilizados para la identificacion de las siete especies
de Candida. (A) Candida albicans: 1, Ladder 100 pb; 2-7, gradiente de temperatura 57-62°C. (B) Candida
auris: 1, Ladder 100 pb; 2-6, gradiente de temperatura 57-61°C. (C) Candida glabrata: 1, Ladder 100 pb; 2-8,
gradiente de temperatura 55-61°C. (D) Candida guilliermondii: 1, Ladder 100 pb; 2-8, gradiente de
temperatura 55-61°C. (E) Candida krusei: 1, Ladder 100 pb; 2-8, gradiente de temperatura 55-61°C. (F)
Candida parapsilosis: 1, Ladder 100 pb; 2-9, gradiente de temperatura 56-63°C. (G) Candida tropicalis. 1,
Ladder 100 pb; 2-9, gradiente de temperatura 53-60°C. Nota: La Tm escogida en el estudio se encuentra
dentro del rectangulo naranja, Elaborado por: Christian Rosales, 2019
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En la Tabla 15 se puede apreciar el programa de termociclado utilizado durante todo el
proceso de la estandarizacion y que presentd un rendimiento 6ptimo con todos los primers

utilizados.

Tabla 15: Programa de termociclado para la estandarizacion de la PCR multiplex.

Etapa Programa de Termociclado

30 Ciclos
Denaturacion inicial (5min) 94 °C
Denaturacion (30s) 94 °C
Hibridacion (30s) 57 °C
Elongacion (30s) 74 °C
Elongacion final (10min) 74 °C
Enfriamiento 4°C

Elaborado por: Christian Rosales, 2018
Se observd que con las condiciones empleadas en la PCR multiplex se podia realizar una
identificacion valida de las diferentes especies de Candida, las cuales presentaban una
banda definida y una diferencia en sus pesos moleculares ideal para diferenciarlas, como se

puede observar en la figura 10.

Figura 10: PCR multiplex. De mayor a menor peso molecular: 1: Ladder 100 pb; 2, Candida
tropicalis, Candida albicans, Candida krusei; 3, Candida albicans, Candida auris); 4, Candida
glabrata, Candida auris; 5, Candida parapsilosis, Candida albicans. Elaborado por: Christian
Rosales, 2019
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4.1.3.2 Resultados de especificidad de primers
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Figura 11: Determinacién de la especificidad de cada par de primers (a) Candida albicans (b) Candida auris
(c) Candida glabrata (d) Candida guilliermondii (e) Candida krusei (f) Candida parapsilosis (g) Candida
tropicalis. Siglas: alb: albicans; aur: auris; gla: glabrata; gui: guilliermondii; kru: krusei; par: parapsilosis;
tro: tropicalis. Elaborado por: Christian Rosales, 2019
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Como se puede observar en la Figura 11, cada par de primers fue especifico para la especie
para la cual fueron disefiados, dando asi como resultado que ninguno de estos presento6
uniones inespecificas ni formo bandas dimeros en el momento de realizar el protocolo con

cada una de las siete especies de Candida.

4.1.3.3 Resultados de limite de deteccion

En la siguiente figura se puede observar las diluciones de ADN que fueron sometidas al
proceso de PCR y con las que se obtuvieron los resultados del limite de deteccion, con la
finalidad de conocer la Gltima concentracion en la cual la técnica era capaz de detectar y

amplificar el ADN.

Para Candida albicans, auris y glabrata, la técnica fue capaz de detectar hasta la dilucion
namero 9 que corresponde a la concentracion de 0,004 ng/uL, esto nos indica que para estas
especies el ADN requerido para obtener una amplificacién positiva es extremadamente bajo

y seria muy Util en instancias iniciales de la infeccion por Candida.

En cuanto a Candida guilliermondii y krusei, la técnica fue capaz de amplificar el ADN
hasta la dilucién nimero 8 que en este caso corresponde a 0,008 ng/uL de ADN, lo que
representa una concentracién minima de ADN requerido para cumplir con el protocolo; a
pesar de Candida krusei presentaba bandas en diluciones posteriores, estas no se observaron
claras por lo que se decidio no tomarlas en cuenta en el proceso de determinacion del limite
de deteccion. Al igual que Candida tropicalis cuya Ultima concentracion detectada fue de
0,016 ng/uL, como se observa en la Figura 12.

Finalmente con Candida parapsilosis, la técnica amplificd hasta la dilucién nidmero 6 que
significa una concentracion de 0,32 ng/uL de ADN. La cantidad sigue siendo minima sin
embargo, esta especie es la que mayor concentracion requirié para obtener un resultado
positivo. Por consiguiente se determind que la técnica de PCR multiplex era capaz de
detectar en conjunto a todas las especies hasta la dilucion correspondiente a 0,032 ng/uL.

Exponiendo asi bandas claras para cada una de las especies.
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Figura 12: Determinacion del Limite de deteccion para cada especie. (a) Candida albicans: 1,
Ladder 100 pb; 2-12, diluciones de ADN (b) candida auris: 1, Ladder 100 pb; 2-12, diluciones de

ADN (c) Candida glabrata: 1, Ladder 100 pb; 2-10, diluciones de ADN (d) Candida
guilliermondii: 1, Ladder 100 pb; 2-12, diluciones de ADN (e) Candida krusei: 1, Ladder 100 pb;

2-12, diluciones de ADN (f) Candida parapsilosis: 1, Ladder 100 pb; 2-12, diluciones de ADN (Q)

Candida tropicalis: 1, Ladder 100 pb; 2-9, diluciones de ADN Elaborado por: Christian Rosales,
2019
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A continuacion, se determino que el limite de deteccion de la técnica es de 0.032 ng/uL,
concentracion en la cual, la técnica es capaz de detectar a todas las especies mediante una
banda bien definida y sin errores. A pesar de que para diferentes especies la técnica pudo
amplificar el ADN a menores concentraciones, se tomé en cuenta la Ultima concentracion
en la cual identifica a todas como un solo grupo, es decir la dilucion ndmero 6

correspondiente al valor antes mencionado, como se observa en la Figura 12 y 13.

Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida krusei

Candida guilliermondii

Especie

Candida auris

——
O O
1 S
Candida g1 DT At
1 N
Candida albicans e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Numero de dilucion

MW Deteccion mediante PCR

Figura 13: Representacion de la Gltima dilucion detectable mediante la técnica de PCR Multiplex.

Fuente: Investigacion. Elaborado por: Christian Rosales, 2019
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4.1.3.4 Algoritmo de trabajo para la PCR multiplex

Con todos los datos obtenidos previamente se decidid elaborar un algoritmo de trabajo para
facilitar el desarrollo de la técnica en el laboratorio, asi como evitar errores analiticos
durante todas las fases de la identificacion de las especies de Candida. Este algoritmo se

presenta a continuacion en la Figura 14
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Rosales, 2019
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CAPITULO V

5.1 DISCUSION

La extraccion de ADN de Candida a pesar de ser complicada debido a la capa de ergosterol
que posee, se la puede realizar utilizando la enzima Liticasa; sin embargo, su costo puede

Ilegar a ser demasiado alto para diferentes laboratorios.

El método de extraccion por choque térmico descrito por Caprilesa, 2005; consta de una
serie de cambios de temperatura al inicio de la extraccion para romper la capa de ergosterol,
como resultado se obtiene ADN suficiente para la realizacion de una PCR (Caprilesa et al.,
2005), estos resultados difieren de lo obtenido en el presente estudio, en el cual al aplicar la
metodologia propuesta previamente se logré recuperar una buena concentracion
determinada por el NanoDrop, pero no se observaron bandas de ADN al correr la
electroforesis, por lo que se determind que la calidad del ADN extraido no era la 6ptima

para el trabajo en el laboratorio.

Los datos presentados concuerdan con el estudio de Gutcovsky, 2008; en el cual se
compararon diferentes métodos de extraccion de ADN de Candida, se obtuvieron como
resultados que el método de choque térmico no era el mas efectivo debido a su baja calidad,
y se proponia como alternativa la extraccion con el uso de perlas de vidrio, que, a pesar de

ser mas facil tiene un costo sumamente elevado (Gutcovsky, 2008).

Las condiciones de trabajo utilizadas suelen tener variaciones dependiendo de las
necesidades del sitio donde sea empleada la técnica; por ejemplo, la concentracién de
primers en la presente estandarizacion fue de 0,1 uM con la cual se obtuvo amplificaciones
y bandas claras; estos resultados difieren de lo publicado por Carvhalo, y colaboradores en
el afio 2007, estudio en el cual se describe una concentracion de primers que varian entre
0.15 a 0.5 uM para un desempefio 6ptimo de la técnica; al igual que la cantidad de ADN
que se empleo para la reaccion de PCR difiere del mencionado estudio en el cual el ADN
con el que se trabajo tenia una concentracion de 0.10 uL de ADN, mientras que en el
presente estudio la cantidad fue de 1-2 uL, con lo cual se determin6 que dicha cantidad de
ADN era suficiente para amplificar cada una de las especies. Esta cantidad de ADN

utilizado también fue descrita por Rad y colaboradores en el afio 2012 en su trabajo; cabe
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recalcar que los primers utilizados en el estudio mencionado fueron diferentes a los
utilizados en este analisis. Sin embargo, se mantuvo las mismas concentraciones de Taq
Polimerasa que se presentan sus respectivos estudios. (Mahmoudi Rad, Zafarghandi, Amel
Zabihi, Tavallaee, & Mirdamadi, 2012)

El desarrollo del protocolo de trabajo se adecuaron al termociclador que posee el
laboratorio de Investigacion de la Carrera de Bioguimica Clinica de la Pontifica
Universidad Catolica del Ecuador, se mantuvo el tiempo de activacion de la Taq del estudio
base publicado por Carvhalo y colaboradores, en el cual este paso es realizado durante 10
minutos (Carvalho et al., 2007); sin embargo, la publicacion posterior elaborada por Garcia,
2017 determina que una activacion inicial de 5 minutos era suficiente para activar la
enzima Taq Polimerasa(Garcia et al., 2017); experimentalmente se comprobd que al utilizar
dicho procedimiento no se observaban amplificaciones, por lo que se establecié que era
necesario mantener los 10 minutos la denaturacion para obtener bandas definidas de ADN
en la electroforesis; a diferencia de esto, el tiempo de elongacion final se mantuvo en 10
minutos a 74°C; por otro lado el nimero de ciclos se modificé disminuyendo de 40 a 30
debido a que cuando trabajo a 40 ciclos se presentaron dimeros de ADN con un peso de
600 pares de base cuando se analizaba a Candida albicans; dicho error podria llevar un

resultado falso positivo con Candida glabrata.

La especificidad de la reaccion en cadena de la Polimerasa Multiplex se determiné
realizando pruebas moleculares utilizando un primer especifico de cada especie pero con
ADN de todas las especies analizadas en este estudio asi como lo establecié Garcia et al;
sin embargo en dicho estudio las concentraciones de ADN utilizadas oscilaban entre 20 y
80 ng, mientras que las concentraciones de los aplicados en este estudio fueron entre 50 y
100 ng; dicho cambio podria influir en las reacciones de especificidad debido a que no se

ha determinado un valor de concentracion de ADN fijo con el cual trabajar.

Los resultados de especificidad tienen relacion con lo publicado por Colom y colaboradores
en el afio 2006; donde detalla que las reacciones de PCR necesitan tener alta especificidad,
en el momento del disefio de primers para evitar amplificaciones cruzadas que concluyan
con resultados interpretados erroneamente mediante el analista. (Colom, Jover, & Ferrer,

2006) Lo expuesto anteriormente concuerda con el estudio de Camacho-Cardoso, 2017;
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donde se postula que los métodos moleculares tienen una especificidad mas alta que los
métodos fenotipicos de identificacion para levaduras, debido al uso de secuencias
especificas de ADN. (Camacho-Cardoso et al., 2017)

En cuanto al limite de deteccion, la metodologia aplicada en este estudio tiene una mayor
capacidad de identificacion a concentraciones mas bajas, esta técnica detecta hasta
concentraciones de ADN de 0,032 ng/uL en comparacion con la metodologia desarrollada
por Garcia et al, 2017, en la cual exponen que se logro detectar concentraciones de hasta
12,5 ng/uL; esto nos indica que el presente trabajo tiene alta sensibilidad a concentraciones
bajas de ADN lo que permitiria el uso del presente protocolo aun cuando existan
concentraciones minimas de ADN, como es el caso de las candidemias, donde, se
encuentran concentraciones casi indetectables de ADN de Candida (Pascual & Cortés,
2011). Sin embargo, se debe tomar en cuenta que el estudio no ha sido aplicado a muestras
provenientes de seres humanos, por lo que se requeria realizar un estudio complementario

para comparar el limite de deteccion.

A pesar de que la concentracion de ADN que puede utilizarse en la aplicacion de esta
metodologia es minima, se debe tomar en cuenta también la pureza del ADN extraido,
como lo menciona Osorio et al, 2009 en el estudio donde recalcan que a pesar de haber
tenido concentraciones de ADN que oscilaban entre 50-100 ng/uL, era necesario realizar la
determinacion de la pureza del mismo mediante la relacién 260/280 obtenida mediante el
uso de NanoDrop; en el presente estudio se dio prioridad a las muestras que obtuvieron un
valor de pureza entre 1,8-2; no obstante, también se utilizaron muestras de ADN de
Candida tropicalis y Candida auris cuyo valor de pureza fue de 16 y 1,77
respectivamente; por lo que se puede afirmar que a pesar de que la pureza es un factor
importante al momento de extraer ADN, es posible utilizar muestras que no se encuentren
en el rango preestablecido de 1,8-2. . (Osorio, David, Ramirez, Ldpez, & Mambuscay,
2009)
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5.2 CONCLUSIONES

En la evaluacion de las técnicas de extraccion de ADN a partir de cepas de Candida sin el
uso de Liticasa se determind que de las cuatro metodologias utilizadas, la que tuvo un
mejor rendimiento en cuanto a la cuantificacion de la concentracion de ADN junto con la
presencia de bandas reveladas mediante electroforesis que permitieron la observacion de un
ADN sin degradarse fue el método comercial de la marca Invitrogen “Pure Link DNA Mini
Kit”, seguido por el método comercial de Roche que presentd bandas menos claras; al
utilizar los métodos caseros no se obtuvo una buena concentracion ni bandas en el gel de

electroforesis.

En cuanto a la estandarizacion de la reaccion en cadena de la Polimerasa para la
identificacion de las especies de Candida, se establecio en dos reacciones las condiciones
adecuadas para una correcta identificacion de las especies con la finalidad de evitar
confusiones en la interpretacion de las bandas en el gel de electroforesis. Individualmente
se comprobé mediante geles de electroforesis que cada primer fue especifico para la
identificacion de la especie para la cual fue elaborado; con esto se evidencié que no van a
existir resultados falsos positivos y se asegurd que cada identificacion corresponde

verdaderamente a una especie especifica.

El limite de deteccién de la técnica se determindé mediante diluciones de ADN vy se
corroboré que el procedimiento estandarizado previamente es capaz de amplificar
correctamente hasta una concentracion de ADN 0.032 ng/pL lo que corrobora la eficacia de
la técnica para detectar y amplificar los productos frente a concentraciones muy bajas de
ADN, lo que facilita la identificacion del microorganismo en etapas tempranas de la

infeccion facilitando asi un tratamiento adecuado por parte del médico.
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5.3 RECOMENDACIONES

Para la extraccion de ADN se recomienda la evaluacion de las mismas metodologias
utilizadas en este estudio pero con el uso de Liticasa que puede llegar a ser esencial en la
extraccion de ADN con los métodos in-house, debido a que en estos no se utilizan

soluciones de lisado o de purificacion comparados con los métodos comerciales.

Se propone dar continuacion a este estudio con la evaluacion de la metodologia presentada,
utilizando cepas de Candida aisladas de muestras recolectadas a nivel hospitalario o en
centros de salud con la finalidad de determinar la eficacia y sensibilidad de este método.

En cuanto a la mejora y evolucion de esta técnica seria conveniente la ampliacion de las
especies identificables mediante la integracion y estandarizacion de mas primers que
identifiquen otras levaduras del género Candida, esto ayudaria a extender el rango de
identificacion de esta metodologia.

De igual manera, es necesario un estudio comparativo entre el método molecular utilizado
en este estudio y los métodos manuales como el auxonograma o métodos automatizados
que son los més utilizados actualmente en nuestro medio como el caso de Vitek o Phoenix,
asi se podra determinar qué método tiene un mejor desempefio con las cepas en nuestro

pais.

Debido al incremento del uso de las técnicas moleculares es recomendable la aplicacién de
otra técnica que permita evaluar la sensibilidad de las levaduras del género Candida frente
a los diferentes antimicoticos utilizados para el tratamiento de las infecciones, asi como los

mecanismos de resistencia que presentan las mismas.
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En cuanto al limite de deteccion, es prudente realizar un estudio centrado en el desempefio
de la técnica aplicada a diferentes métodos de extraccion de ADN con muestras

provenientes de diferentes zonas corporales.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo para resuspender las cepas ATCC
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Anexo 2: Protocolo de extraccion de ADN mediante el kit comercial Roche

Preparacion de reactivos:

- Proteinasa K + 4,5 mL de agua grado molecular
- Buffer de inhibicién + 20 mL etanol

- Wash solution + 80 mL etanol
Extraccion:

- Precalentar a 70° C el buffer de elucion (200 uL por muestra a extraer)

- En tubo eppendorf colocar 200 uL de muestra previamente homogenizada
- Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm

- Retirar el sobrenadante y dejar el boton

- Agregar 200 uL de PBS y mezclar

- Agregar 200 uL de binding buffer y 40 uL de Proteinasa K

- Incubar por 20 minutos a 70°C

- Agregar 100 uL de isopropanol

- Centrifugar un minuto

- Pasar todo a los tubos con filtro incluidos en el kit

- Colocar el tubo de recoleccion por debajo

- Centrifugar 1 minuto a 8000 rpm

- Descartar el tubo de recoleccion y colocar uno nuevo

- Colocar 500 uL de buffer de inhibicién

- Centrifugar 1 minuto a 8000 rpm

- Descartar el tubo de recoleccién y colocar uno nuevo

- Agregar 500 uL de Wash solution

- Centrifugar 1 minuto a 8000 rpm

- Descartar el contenido del tubo de recoleccion y volver a utilizarlo

- Realizar un nuevo lavado

- Descartar el tubo de recoleccion

- Centrifugar el tubo con filtro para eliminar desecho de la solucion de lavado
- Colocar el tubo que posee el filtro con un nuevo tubo eppendorf previamente

rotulado
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Agregar 200 uL de elution buffer
Reposar por 2 minutos
Centrifugar 1 minuto a 8000 rpm

El nuevo tubo eppendorf contiene el ADN extraido.
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Anexo 3: Protocolo de extraccion de ADN mediante el método casero de
choque térmico

Preparacion de materiales:

- Preparar 100 mL de buffer TE 1x
- Pre calentar el bloque térmico a 100 °C

- Colocar la ultracongeladora a -80 °C
Procedimiento

- Colocar una colonia de Candida aislada 24 horas antes en 500 uL de buffer TE 1x
- Centrifugar por 10 minutos a 13.000 revoluciones por minuto

- Descartar el sobrenadante

- Resuspender el sedimento en 300 uL de buffer TE 1x

- Colocar en el ultracongelador a -80 °C por 30 minutos

- Posteriormente colocar en un blogue térmico por 10 minutos

- Realizar este procedimiento 3 veces

- Centrifugar por 5 minutos a 400 revoluciones por minutos

- Colocar el sobrenadante en un tubo eppendorf estéril

- Almacenar el ADN a -20 °C hasta su uso
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Anexo 4: Protocolo de extraccion de ADN mediante el método casero de
ebullicion

Preparacion de materiales:

- Preparar 100 mL de buffer TE 1x
- Precalentar el bloque térmico a 60 °C

- Preparar solucion salina al 0.8%
Procedimiento:

- Resuspender las colonias de Candida en 500 uL de solucion salina
- Centrifugar por 10 minutos a 13.000 revoluciones por minuto

- Eliminar el sobrenadante

- Reconstituir el precipitado con 200 uL de buffer TE 1X

- Agregar 40 uL de Proteinasa K

- Incubar a 60 °C por una hora

- Centrifugar 10 minutos a 13000 revoluciones por minuto

- Separar en un tubo eppendorf estéril el sobrenadante

- Incubar 15 minutos a 80 °C

- Centrifugar por 10 minutos a 13.000 revoluciones por minuto

- Colocar el sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf con 200 uL de Buffer TE 1x.
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Anexo 5: Protocolo de extraccién de ADN mediante el kit comercial
PureLink DNA Mini kit de Invitrogen

Preparacion de materiales

Proteinasa K + 5 mL de agua grado molecular
Pre calentar el bloque térmico a 60 °C
Wash Solution 1 + 50 mL de etanol absoluto

Wash Solution 2 + 50 mL de etanol absoluto

Resuspender las levaduras en 180ul de PureLink® Genomic Digestion Buffer.
Afiadir 20 pL de proteinasa K y pasar brevemente por vortex.

Incubar el tubo a 55 ° C previamente pasar por vortex 1 minuto, hasta que la lisis
esté completa (2 horas).

Anadir 20 uL de ARNasa A al lisado, mezclar bien con votex, e incubar a
temperatura ambiente durante 2 minutos.

Afadir 200 pl de Lisis Genomica PureLink® y mezclar bien por Vortex para
obtener una solucién homogénea.

Afadir 200 pl de etanol 96-100% al lisado. Mezclar bien con vortex durante 5

segundos para producir una solucion homogénea.

Binding DNA

Afiadir el lisado 500ul preparado a la columna PureLink® Spin.
Centrifugar la columna a 13.500rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Desechar el tubo de recoleccién y colocar la columna PureLink® Spin en un tubo

de recoleccién nuevo.

Lavado de DNA

Afadir 500 pl de tampon de lavado 1 preparado con etanol a la columna.

66



- Centrifugar la columna a temperatura ambiente a 13.500rpm durante 1 minuto.
- Deseche el tubo de recogida y coloque la columna de giro en un tubo limpio

- Anadir 500 ul de tampon de lavado 2 preparado con etanol a la columna.

- Centrifugar la columna a velocidad méaxima durante 3 minutos

- Desechar el tubo de recogida.

Elucién DNA

- Cologue la columna de centrifugacién en un tubo de microcentrifuga estéril de 1,5
ml.

- Anadir 100 pl de PureLink® Genomic Elution Buffer a la columna.

- Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar la columna en
Velocidad méaxima durante 1 minuto a temperatura ambiente. El tubo contiene ADN
gendémico.

- Repetir el proceso con la misma columna en un nuevo tubo esteril de 1,5 ml para

recuperar mas ADN
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Anexo 6: Cuantificaciones de ADN mediante NanoDrop 2000
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-ADN Candida glabrata.
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-ADN Candida krusei.
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-ADN Candida tropicalis.
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18 Puce Proyectos |21/08/2018 11:34 726 ng/pl 1,451 1,00 DNA
Puce Proyectos | 21/08/2018 11 118,9 ng/ul L’
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Anexo 7: Protocolo de trabajo para la elaboracion del gel de electroforesis al

2%

Materiales:

Balanza
Papel aluminio
Agarosa
TAE 1X

Frascos de vidrios

Preparacion:

Pesar 1,2 gramos de polvo de agarosa en la balanza

Filtrar 60 mL de TAE 1X y agregarlos al frasco de vidrio junto con la agarosa
Colocar en el microondas 5 ciclos de 10 segundos hasta que se disuelva
completamente

Dejar entibiar

Agregar 1 uL de agente intercalante

Preparar la celda de electroforesis junto con los peines

verter el contenido del frasco sin generar burbujas

De producirse burbujas eliminarlas con una punta de pipeta

Dejar solidificar por 15 minutos
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Anexo 8: Protocolo de trabajo para la corrida de electroforesis.

-Llenar la mitad de la cdmara de electroforesis con TAE 1X

-Colocar el gel previamente realizado, dentro de la cAmara de electroforesis
-Cargar en el primer pocillo 1 uL de Ladder

-Cargar las muestras en los pocillos restantes

-Cerrar la camara de electroforesis

-Conectar la fuente de poder y los cables de anodo y catodo

-Programar a 75 Voltios durante 60 minutos

-Empezar la corrida electroforética
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