Identificacion simultanea de ocho especies de Candida por PCR simplex
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INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS

El género Candida contiene mas de 200 especies, de las que cerca del 10% son Diseiio de oligonucleétidos
Secuencias GenBank> (18S-1TS1-5.85-1TS2-26S Candida spp.)

$

patégenas para el humano, causando un amplio rango de manifestaciones clinicas,

destacando la candidiasis invasiva (Cl) por su elevada morbilidad y mortalidad en
Estandarizacion de la PCR

pacientes inmunocomprometidos.® Candida albicans era considerada el principal DNA cepas ATCC de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei,

agente etioldgico de la Cl, pero actualmente se reportan otras especies no-albicans, C. guilliermondii, C. lusitaniae y C. dubliniensis

algunas de las cuales no son sensibles al antifungico de elecciéon, como C. krusei.? Por lo ‘
que para el adecuado tratamiento de los pacientes con Cl es necesario un diagnodstico Analisis de especificidad

» _ _ . . . N , DNA de Candida spp., Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii,
especifico; sin embargo, no siempre es posible aislar e identificar al patogeno por Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus fumigatus, A. niger, Cryptococcus neoformans

$

medio de los métodos convencionales.>* Por ello, se han desarrollado pruebas

moleculares para la deteccion e identificacion de Candida spp., no obstante no son Analisis de sensibilidad
Concentraciones de DNA de Candida spp. (10 pg/uL-20 ng/ulL)

$

Validacion en muestras clinicas
DNA muestras de sangre, orina y esputo

usadas en la mayoria de los laboratorios intrahospitalarios debido a su costo o

complejidad metodolodgica.

OBIJETIVO

Disenar un ensayo de PCR simplex para la identificacion de Candida spp. en muestras clinicas

RESULTADOS
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Figura 1. Los oligonucleotidos CasppF y CasppR amplifican, Figura 2. Amplificacion del DNA de aislados de a) Candida albicans, b) C. glabrata, con Figura 3. Especificidad de los marcadores SCAR a) C. parapsilosis, b) C.

por PCR simplex, fragmentos especificos para C. albicans, C. lusitaniae. M: marcador de tamafio molecular 100 pb. T: testigo

los oligonucledtidos Cay, -F y Ca,,-R. M: marcador de tamafio molecular 100 pb. T:

glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. _ . negativo
guilliermondii, C. lusitaniae y C. dubliniensis. M: marcador de testigo negativo.
tamafno molecular de 100 pb, C(-): control negativo
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Figura 5. Deteccion e identificacion de Candida spp. en muestras de sangre, LBA y orina, utilizando los
oligonucleodtidos Cay, -F y Ca,,-R y DNA de cepas de referencia de Candida. albicans, C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae y C. dubliniensis. M: marcador de tamafo

Figura 4. Sensibilidad de los oligonucledtidos Cag, -F y Cag, -R para amplificar el DNA de a) Candida albicans,
b) C. glabrata, c) C. tropicalis, d) C. parapsilosis. M: marcador de tamafo molecular 100 pb. T: testigo

negativo.
& molecular 100 pb. T: testigo negativo.

CONCLUSION

La PCR simplex, utilizando los oligonucleodtidos CasppF y R, tiene un potencial uso para el diagnostico de la candidiasis en laboratorios intrahospitalarios de bajos recursos.
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