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Introducción. Las candidiasis son un grupo de infecciones oportunistas causadas por levaduras del 
género Candida. Candida albicans es la especie de mayor prevalencia en las infecciones superficiales 
y profundas. Sin embargo, en la última década, la frecuencia de especies diferentes a C. albicans ha 
aumentado y, por ende, su relevancia clínica, lo cual exige la utilización de técnicas diagnósticas que 
permitan su detección y el tratamiento adecuado de los pacientes afectados.
Objetivo. Diseñar y optimizar una técnica de reacción en cadena de la polimerasa múltiple (PCR múltiple) 
considerando parámetros termodinámicos para la detección simultánea de cinco especies de Candida 
relevantes en la etiología de la candidiasis humana.
Materiales y métodos. Para el diseño de los cebadores se consideraron restricciones físicas y 
termodinámicas que afectan la PCR múltiple, usando el programa Gene Runner y la herramienta Mult-
PSOS. Como plantillas se utilizaron la región transcrita interna 2 (ITS2) (AJ249486.1) para C. albicans 
y la topoisomerasa II (TOPII) para C. parasilopsis (AB049144.1), C. krusei (AB049139.1), C. tropicalis 
(AB049141.1) y C. guillermondii (AB049145.1), y como moldes, extractos de ADN total obtenidos de 
cepas ATCC y de aislamientos clínicos de las especies de Candida.
Resultados. Se diseñaron diez cebadores para la amplificación simultánea de las especies de Candida. 
Se obtuvo el siguiente patrón de bandas: C. albicans (206 pb), C. guillermondii (244 pb), C. tropicalis 
(474 pb), C. parasilopsis (558 pb) y C. krusei (419 pb).
Conclusión. El ensayo diseñado de PCR múltiple permitió la amplificación simultánea y eficiente de 
todos los amplicones correspondientes a las especies estudiadas de Candida, así como su adecuada 
resolución en gel de agarosa al 1,3 %.

Palabras clave: candidiasis/diagnóstico; reacción en cadena de la polimerasa; Candida albicans; 
diagnóstico molecular.
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A new multiplex PCR for species-specific diagnosis of human candidiasis

Introduction: Candidiases is a group of opportunistic infections caused by yeasts belonging to the 
genus Candida. Candida albicans is the most prevalent species in both superficial and deep infections, 
however, the clinical importance of non-albicans Candida has increased during the last decade, driving 
an urgent need for diagnostic tests that allow for species-level resolution and selection of the optimum 
therapeutic approach.
Objective: To design and to optimize a new multiplex PCR assay for the simultaneous identification of 
the five most relevant species of Candida involved in human candidiasis etiology.
Materials and methods: For primers design, the physical and thermodynamic restrictions that affect 
multiplex PCR performance were analyzed using Gene Runner and Mult-PSOS. As templates, the 
internal transcribed region 2 (ITR2) was selected for C. albicans (AJ249486.1), and topoisomerase 
II (TOPII) for C. parasilopsis (AB049144.1), C. krusei (AB049139.1), C. tropicalis (AB049141.1), and 
C. guillermondii (AB049145.1). We used ATCC strains of all these five species and clinical isolates 
as templates.
Results: We designed ten oligonucleotides for the simultaneous amplification of the Candida species. 
The electrophoresis band profile was: C. albicans (206 bp), C. guillermondii (244 bp), C. tropicalis (474 
bp), C. parasilopsis (558 bp), and C. krusei (419 bp).
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Conclusion: The new multiplex PCR assay designed in this study allowed a simultaneous and efficient 
amplification of the amplicons corresponding to the five species of Candida under study, with an adequate 
resolution in standard agarose gel.
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Las candidiasis son un grupo de infecciones opor-
tunistas comunes de gran variabilidad clínica que 
incluye desde manifestaciones leves a moderadas 
en mucosas, piel, orofaringe, cavidad oral y esófago, 
hasta micosis invasivas, especialmente en pacientes 
hospitalizados con enfermedades graves, pacientes 
con sida y otros con compromiso inmunológico 
(1,2). La etiología de estas infecciones se ha aso-
ciado con más de 17 especies, siendo Candida 
albicans la de mayor relevancia epidemiológica, 
pues se la relaciona con, aproximadamente, 50 % 
de los casos de infecciones profundas provocadas 
por Candida spp. (3,4). Sin embargo, en las últimas 
décadas, el conglomerado de especies diferentes a 
C. albicans ha emergido como patógeno principal 
en la etiología de la candidiasis sistémica (5-7). 

En la actualidad, el método de referencia para el 
diagnóstico de la candidiasis invasiva es el cultivo 
microbiológico de especímenes sanguíneos y de 
otras muestras procedentes de sitios estériles. Esta 
forma de diagnóstico tiene algunas desventajas, 
entre ellas: a) la falta de sensibilidad (alrededor del 
50 %) asociada con la baja magnitud y corta duración 
de la candidemia (8-10); b) las demoras derivadas 
de una extensa fase de latencia del crecimiento 
en este tipo de microorganismos, lo cual puede 
retrasar el tratamiento oportuno y pertinente; c) la 
necesidad, en algunos casos, de procedimientos 
invasivos para tener acceso a tejidos o líquidos 
estériles, y d) los falsos negativos asociados al uso 
profiláctico o empírico de antifúngicos en pacientes 
con factores de riesgo de candidemia (11). 

En consecuencia, la búsqueda y validación de nue-
vos métodos diagnósticos que permitan la detección 
rápida y sensible de los agentes etiológicos de las 
candidiasis profundas a nivel de especie, continúa 
siendo un problema. Recientemente, han surgido 
herramientas diagnósticas que han demostrado 
mayor sensibilidad que la de los cultivos tradiciona-
les (12-14). Estos métodos incluyen la cuantificación 

de partículas específicas provenientes de la pared 
celular de Candida spp., tales como el β-1,3-d-
glucano, pero en estudios anteriores se evidenció 
su poca sensibilidad (<60 %) y especificidad (<50 %) 
para el caso de las candidiasis profundas (12,14).

Por otro lado, los ensayos basados en la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) para la detección de 
moléculas de ADN a partir de muestras sanguíneas 
han registrado altos porcentajes de sensibilidad 
y especificidad, con límites de amplificación de 
secuencias génicas que rondan las 80 copias/ml 
(0,4 CFU/ml) (14). Sin embargo, en infecciones de 
diversa etiología, tales como las candidiasis, es 
necesario recurrir a técnicas de PCR múltiple que 
permitan la amplificación simultánea, específica y 
sensible de varias secuencias blanco en reacciones 
únicas y rápidas (15). 

En este contexto, este trabajo tuvo como objetivo 
diseñar un ensayo de PCR múltiple fundamentado 
en secuencias blanco específicas para las cinco 
especies del género Candida de mayor relevancia 
a nivel hospitalario: C. albicans, C. guillermondii, C. 
tropicalis, C. parasilopsis y C. krusei (4,7). El diseño 
de las secuencias cebadoras se hizo con ayuda de 
programas de bioinformática de acceso libre (Gene 
RunnerTM, http://www.generunner.net/) y algoritmos 
de optimización de secuencias cebadoras para 
ensayos de PCR múltiple (Mult-PSOS) (16). Las 
condiciones de ensayo (concentraciones de reac-
tivos y parámetros del ciclo) se estandarizaron para 
la amplificación eficiente de todas las secuencias 
blanco en una única reacción, garantizando una 
sensibilidad y una eficiencia suficientes para su 
interpretación mediante geles de agarosa comunes. 
El desempeño in vitro de las secuencias cebadoras 
en el ensayo múltiple se determinó usando, como 
molde para la reacción, el ADN extraído de las cepas 
de referencia (ATCC) y de aislamientos clínicos. 
Además, se usó ADN total extraído de muestras 
sanguíneas de pacientes con hemocultivos positivos 
para Candida spp.

Materiales y métodos

Levaduras

En los experimentos de microbiología convencio-
nal y molecular, se utilizaron cinco cepas ATCC 
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del género Candida: C. albicans (HQ876043.1), C. 
parasilopsis (ATCC58904), C. krusei (AY126274.1), 
C. tropicalis (ATCC20336) y C. guillermondii (NUM4). 
También, se utilizaron aislamientos clínicos de leva-
duras provenientes de pacientes con diagnóstico 
de candidiasis profunda internados en hospitales 
regionales para los ensayos confirmatorios y de                                                                                 
validación de la prueba. En los ensayos de 
especificidad, se usaron extractos de ADN total 
proveniente de levaduras de Saccharomyces 
cerevisiae, Rhodotorula rubra y C. lusitania.

Identificación de las especies de Candida 
con base en las características morfológicas 
y fisiológicas

Las cepas ATCC y los aislamientos clínicos de 
mucosa oral se sembraron en medios de agar 
cromógenico CHROMagar Candida® de BioMérieux 
(CHROMagar, Microbiology, Francia). Los cultivos 
se incubaron a temperatura ambiente durante 48 
horas y se hizo una identificación presuntiva de 
las especies de Candida mediante observación 
macroscópica de la coloración de la colonia en 
el medio. Para las pruebas de identificación, se 
sembraron colonias aisladas en agar de dextrosa 
Sabouraud con suplemento de antibióticos e incu-
badas a temperatura ambiente durante 24 horas. 
La identificación mediante ensayos fisiológicos se 
hizo con la prueba de tubo germinal. Para ello, se 
inocularon colonias individuales en 0,5 ml de suero 
humano, se incubaron a 37 °C durante dos a cuatro 
horas, y se observaron entre lámina y laminilla con 
microscopio óptico a 40X y 100X.

Detección de las especies de Candida mediante 
PCR múltiple

Para el diseño por simulación computacional de 
los cebadores y de los experimentos de PCR múlti-
ple, se escogieron secuencias consignadas en el 
GenBankTM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 
Para C. albicans, se seleccionó la región transcrita 
interna 2 (ITS2) (AJ249486.1) y la secuencia génica 
de la topoisomerasa II (TOPII) para C. parasilopsis 
(AB049144.1), C. krusei (AB049139.1), C. tropicalis 
(AB049141.1) y C. guillermondii (AB049145.1). 

Con el fin de optimizar el diseño de las diez 
secuencias cebadoras (un par específico para cada 
especie de Candida), se consideraron parámetros 
relevantes descritos anteriormente (16-18) para 
experimentos de PCR múltiple, tales como: a) 
un tamaño del cebador de 18 a 26 pb, con una 
diferencia máxima de 6 pb entre cebadores; b) 
un porcentaje de citosina-guanina de 40 a 60 %; 

c) una temperatura de fusión de 45 a 65 °C, con 
una diferencia máxima de 6 °C entre cebadores; 
d) ausencia de repeticiones de bases en más de 
cuatro bases seguidas; e) presencia de G, C, GC o 
CG en la extremidad 3´; f) ausencia de estructuras 
intermoleculares o intramoleculares con G relevan-
tes (ΔG≥-6 kcal/mol) (14,17,18); g) una secuencia 
blanco con un grado de variación suficientemente 
significativo para la identificación específica del 
organismo y, en lo posible, con múltiples copias 
en el genoma, y h) una diferencia mínima de 50 pb 
entre amplicones que permita la resolución de las 
bandas en geles de agarosa comunes. 

Para ello, se evaluó el ajuste de los parámetros de 
restricción del diseño de las secuencias cebadoras 
mediante la aplicación del algoritmo Multi-PSOS, 
desarrollado recientemente en nuestro grupo para 
ensayos de PCR múltiple (Mult-PSOS) (16). El cum-
plimiento de los parámetros de ajuste se verificó 
mediante el programa Gene RunnerTM (http://www.
generunner.net/). 

Extracción del ADN genómico

Para la obtención de las muestras de ADN total, 
se utilizaron cultivos líquidos de levaduras (ATCC 
y aislamientos clínicos) en fase logarítmica (DO600) 
sembrados en caldo Luria Bertani (BioMérieux), 
los cuales se procesaron con el estuche comercial 
QIAamp ADN Mini Kit® (Qiagen), siguiendo las 
instrucciones del fabricante, con las siguientes 
modificaciones: la degradación de la pared celular 
fúngica se hizo mediante procedimientos repetitivos 
(siete veces) de choque térmico en nitrógeno líquido 
durante 30 segundos, seguidos de incubación a 
42 °C durante dos minutos. 

El ADN obtenido se almacenó a -20 °C hasta su 
uso como molde en los ensayos de amplificación 
por PCR. Para la extracción del ADN total a partir 
de muestras de sangre total anticoagulada con 
EDTA, se usó el estuche QIAamp DNA Blood 
Mini Kit® (Qiagen) según las recomendaciones 
del fabricante. El ADN se cuantificó usando un 
espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 UV-Vis 
(ThermoScientific) y se analizó con el programa 
NanoDrop 2000/2000c (ThermoScientific). Todas 
las muestras sanguíneas se procesaron antes de 
cumplirse los seis meses de su recolección.

Ensayos de PCR múltiple

Para las reacciones de PCR múltiple, se preparó 
una mezcla que contenía 4 μl de ADN molde (50-
200 ng ADN), 0,4 a 0,6 mM de cada cebador, 1,5 U 



203

Biomédica 2017;37:200-8 PCR múltiple para candidiasis humana

de GoTaq Flexi ADN polimerasa (Promega), y 1,5 
mM de cloruro de magnesio para un volumen final 
de 50 μl. 

Las reacciones cíclicas de PCR se programaron 
en el termociclador (Labnet International, Inc. 
Multigene) con las siguientes condiciones: un ciclo 
de cinco minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos 
a 94 °C durante un minuto, a 53 °C durante 50 
segundos y a 72 °C durante 80 segundos; por 
último, hubo una fase posterior a la amplificación  
a 72 °C durante siete minutos. 

La calidad y el tamaño de los amplicones se verifi-
caron mediante electroforesis de agarosa al 1,3 %, y 
se revelaron con SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain 
(Molecular Probe, Invitrogen Life Technologies). 
Se usaron los marcadores de peso molecular de 
1 kb y 100 pb (DNA Ladder,Thermo Scientific). La 
especificidad de la secuencia de los cebadores 
se verificó mediante simulación computacional 
comparando las secuencias con bases de datos 
genómicos de humanos, bacterias, hongos y proto-
zoos con la herramienta Blast (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_
SPEC=WGS&BLAST_PROGRAMS=megaBlast& 
PAGE_TYPE=BlastSearch).

Resultados

Extracción del ADN

Los métodos de extracción propuestos permitieron 
la obtención de muestras de ADN total de buena cali-
dad, cuya pureza se verificó mediante electroforesis 
de agarosa. En los análisis cuantitativos realizados 
mediante el programa del espectrofotómetro Nano 
Drop 2000/2000c (ThermoScientific), se verificó que 
las muestras de ADN extraído a partir de colonias 
puras tenían concentraciones variables entre 70 y 
800 ng/µl, siendo C. albicans la levadura con mayor 
rendimiento en todos los procesos de extracción y 
C. parasilopsis, la especie con menor rendimiento. 
En el caso de los extractos de ADN total a partir 
de muestras sanguíneas humanas, se obtuvieron 
rendimientos superiores, los cuales oscilaron entre 
300 y 850 ng/µl.

Diseño de los oligonucleótidos iniciadores

En los cuadros 1 y 2 se presentan las secuencias 
cebadoras diseñadas en este estudio para los 
ensayos de PCR múltiple, y el resumen de algunos 
de los parámetros fisicoquímicos y estructurales 
obtenidos en el análisis de estos oligonucleóti-
dos mediante el programa Gene Runner 3.01® 
(http://www.generunner.net/). Se han determinado 
parámetros similares con esta misma herramienta 

computacional usando secuencias cebadoras pre-
viamente descritas en ensayos de PCR para la 
identificación de especies de Candida (19-23). 
Estos resultados se incluyeron en el cuadro 1 con 
fines de comparación.

Especificidad y sensibilidad de los cebadores 
diseñados por bioinformática para la ITS 2 y la 
topoisomerasa II

Para determinar la especificidad y la sensibilidad 
de los cebadores durante las reacciones de ampli-
ficación, se hicieron montajes de PCR usando 
como molde diversas concentraciones de ADN 
total (entre 50 y 100 ng) provenientes de las cepas 
ATCC y de aislamientos clínicos de mucosas 
de C. albicans, C. parasilopsis, C. tropicalis, C. 
guillermondii y C. krusei. 

Por otro lado, se obtuvieron extractos de ADN total 
a partir de muestras sanguíneas de pacientes con 
hemocultivos positivos para Candida spp., los cuales 
se usaron como molde para la prueba molecular, 
con el objetivo de determinar su aplicabilidad en 
muestras biológicas. Se probaron diez muestras, 
de las cuales seis fueron positivas para C. albicans, 
dos para C. tropicalis, una para C. parasilopsis y una 
para C. krusei. La figura 1 muestra el perfil electrofo-
rético en gel de agarosa al 1,3 % de los amplicones 
obtenidos en las reacciones de la PCR múltiple. 

Los resultados de Blastn (http://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC= 
WGS&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE 
_TYPE=BlastSearch) evidenciaron que no había 
regiones significativas de homología cruzada en 
las secuencias de oligonucleótidos diseñadas para 
este estudio. La especificidad del ensayo de la PCR 
múltiple propuesto también se confirmó in vitro 
mediante el montaje de reacciones con las mismas 
condiciones descritas anteriormente, pero usando 
como molde extractos de ADN total provenientes de 
levaduras de S. cerevisiae, R. rubra, C. lusitaniae. 
Los resultados de estas reacciones no evidenciaron 
la presencia de ninguna banda de amplificación en 
el análisis electroforético.

Correlación de la detección microbiológica 
convencional y la molecular

En la correlación de los resultados obtenidos 
mediante la detección fenotípica y la molecular, 
se evidenció la formación del tubo germinal con 
formación rápida de filamentos (dos horas) en 
levaduras de C. albicans, y con formación lenta de 
filamentos (cuatro horas) en las especies C. krusei 
y C. tropicalis. Las características morfológicas 
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coincidieron con los resultados moleculares, ya 
que no se observó formación de artroconidias 
en ninguna de las especies ensayadas. Otras 
estructuras fúngicas, como hifas, pseudohifas y 
clamidioconidias, se observaron únicamente en C. 
albicans (cuadro 2).

Discusión

En los últimos años, la incidencia de la candidiasis 
invasiva se ha incrementado ostensiblemente; 
por ejemplo, en los hospitales de Estados Unidos 

Cuadro 1.Comparación de los parámetros físicos y estructurales de las secuencias cebadoras de la PCR múltiple con los de otros 
estudios reportados

L
ev

ad
u

ra Gen Cebador Tm GC ΔG 
3´End

Dímeros Repeticiones
de bases

Bucles en 
horquilla 

Bucles 
en bulto

Bucles 
internos

Amplicón Ref

Secuencia 5´- 3´ Número 
de bases

°C % (kcal/
mol)

# # # # # (# bases)

C.a ITS2 F CGCATCGATGAAGAACGCAGC 21 55 57 -  9.6 1 1 - - - 206 Este 
estudioR AGACGGTAGTGGTAAGGCGGGAT 23 55 57 -  7.5 - - - - -

C.p TOP2 F AGCAATCAAGGAGAGGTCGCCA 22 55 54 -  9.6 - - - - - 558
R CTCGTACCAGCCTTGTTTGCATC 23 53 52 -  5.3 2 - - - -

C.k TOP2 F CCCTCAAGAAAACAGACGGCG 21 54 57 -11.3 - 1 - - - 419
R TTAGAGGCATCGTTTCCGGGC 21 56 57 -  5.7 1 - - - -

C.g TOP2 F ACCCTGCATTCACCTCACAAAC 22 51 50 -  5.2 1 - - - - 244
R CCCGCCTTATTAGCATCAACC 21 51 52 -12.6 - - - - -

C.t TOP2 F GCATGGAGAGATGGTGAAGGTGC 23 55 57 -  7.9 5 - 2 - 1 474
R TTCTTTTCCTCCGCTTATTG 20 45 40 -  4.7 3 - 1 - 1

UNI1 ITS1 F GTCAAACTTGGTCATTTA 18 31 33 -  4.7 4 - 1 1 2 929* (19,20)
C.a* ITS1 R AGCTGCCGCCAGAGGTCTAA 20 52 60 -  5.4 5 1 1 - 1
C.gl* ITS1 R TTGTCTGAGCTCGGAGAGAG 20 44 55 -  4.6 9 - 2 9 1 590*
C.t* ITS1 R GATTTGCTTAATTGCCCCAC 20 47 45 -10.6 4 1 1 - 1 583*
C.p* ITS1 R GTCAACCGATTATTTAATAG 20 34 30 -  3.7 4 - 1 1 2 570*
C.g* ITS1 R TTGGCCTAGAGATAGGTTGG 20 44 50 -  7.9 4 - 1 - 2 668*
UNI2 ITS2 F TTCTTTTCCTCCGCTTATTG 20 45 40 -  4.7 - 1 - - - 590**
C.k** ITS2 R CTGGCCGAGCGAACTAGACT 20 49 60 -  3.6 2 - - - -
C.a ITS1 F TTTATCAACTTGTCACACCAGA 22 42 36 -  6.4 4 - - - 2 272 (21,22)

ITS2 R ATCCCGCCTTACCACTACCG 20 50 60 -  6.8 - - - - -
C.gl ITS1 F TTATCACACGACTCGACACT 20 39 45 -  6.3 3 - - - 1 423

ITS2 R CCCACATACTGATATGGCCTACAA 24 50 46 -  5.7 6 - 3 - 1
C.t ITS1 F CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT 22 49 50 -  5.3 4 - 2 - - 357

ITS2 R TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT 22 51 46 -  7.4 2 1 - - -
C.p ITS1 F GCCAGAGATTAAACTCAACCAA 22 46 41 -  7.0 3 - 1 - 2 297

ITS2 R CCTATCCATTAGTTTATACTCCGC 24 47 41 -  9.3 7 - 3 2 1
C.k ITS1 F ACTACACTGCGTGAGCGGAA 20 48 55 -  9.9 2 - 1 - 1 362

ITS2 R ACTACACTGCGTGAGCGGAA 20 48 55 -  9.9 2 - 1 - 1

Tm: temperatura de fusión calculada con 250 mM de NaCl; F: cebador sentido; R: cebador antisentido; C.a: C. albicans; C.p: C. parasilopsis; C.k: 
C. krusei; C.g: C. guillermondii; C.t: C. tropicalis; UNI1: Universal 1; UNI2: Universal 2; C.gl: C. glabata; C.l: C. lusitaniae; C.d: C. dubliniensis; ITS1: 
espaciador interno transcrito (Internal transcribed spacer) 1; ITS2: espaciador interno transcrito (Internal transcribed spacer) 2; C.pel: C. peliculosa
* Acoplado con el cebador sentido: UNI1; ** Acoplado con el cebador sentido: UNI2

Cuadro 2. Características microscópicas de las especies de Candida a partir del cultivo

Especie Blastoconidias Hifas Pseudohifas Artroconidias Clamidioconidias Capacidad de 
formar filamentos

C. albicans Sí Sí Sí No Sí Rápida
C. guillermondii Sí No No No No No
C. krusei Sí No No No No Lenta
C. parasilopsis Sí No No No No No
C. tropicalis Sí No No No No Muy lenta

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,3 % de los 
productos de la PCR múltiple para la identificación de Candida                                                                                                             
spp. Marcador de peso Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (Invitrogen)

1000pb
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100pb
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constituye la cuarta causa de infección del torrente 
circulatorio (6), con tasas de mortalidad que 
superan el 40 % (5). Sin embargo, a pesar de su 
importancia epidemiológica y clínica, el diagnóstico 
de la candidiasis profunda es difícil, frecuentemente 
tardío, y se basa principalmente en la historia clí-
nica, en biopsias y en cultivos micológicos (9,24).

Debido al aumento de las candidiasis invasivas 
asociadas a cepas diferentes a C. albicans, la 
tipificación de la etiología de este tipo de infec-
ciones a nivel de especie tiene mayor relevancia, 
especialmente por el comportamiento diferenciado 
de los distintos tipos de Candida en cuanto a su 
perfil de resistencia a los antifúngicos, así como 
por la potencial virulencia del microorganismo, 
y las características clínicas y de pronóstico de 
la infección (25,26). Es el caso de la sensibilidad 
diferenciada frente al fluconazol, con especies muy 
resistentes (casi de 100 % en C. krusei, y de 50 %                                  
en C. guillermondii y C. glabrata), y otras muy 
sensibles, como C. parasilopsis, C. albicans y C. 
tropicalis, que presentan porcentajes mínimos de 
resistencia (25,27). Asimismo, se ha descrito la dis-
minución de la sensibilidad a las equinocandinas y 
a la anfotericina B en cepas de C. parapsilosis (26) 
y C. krusei (28), respectivamente.

Por otro lado, se han atribuido características clí-
nicas específicas a las infecciones causadas por 
determinadas especies de Candida: C. parasilopsis 
se ha asociado principalmente con infecciones 
en neonatos, y con infecciones relacionadas con 
implantes y soluciones contaminadas; C. tropicalis 
se ha relacionado con infecciones profundas en 
personas inmunosuprimidas; C. albicans, especie de 
mayor ubicuidad, se ha asociado con infecciones 
mucocutáneas, pielonefritis, peritonitis, infecciones 
hematógenas, candidemia, meningitis e infecciones 
hepatoesplénicas; C. krusei se ha relacionado con 
candidemia, endoftalmitis y diarrea en neonatos, 
y C. guillermondii, con candidiasis sistémica y 
endocarditis en adictos a drogas intravenosas (29). 
Además, se ha reportado que en los pacientes con 
cáncer, aquellos que sufren de leucemia presentan 
una mayor propensión a infecciones causadas 
por C. albicans o C. tropicalis (30). Asimismo, las 
personas con trasplante de médula ósea son más 
propensos a infecciones por C. krusei (31).

En este mismo sentido vale la pena mencionar 
que, aunque la evolución de las infecciones pro-
fundas por Candida guarda relación directa con 
ciertas condiciones del paciente (edad avanzada, 
enfermedades graves de base y tratamientos 

prolongados con antibióticos, entre otras), la 
mortalidad que se les atribuye varía según la 
especie (29,32). Así, las candidemias causadas 
por especies resistentes a triazoles (C. krusei o C. 
glabrata) tienen un peor pronóstico que aquellas 
originadas por especies sensibles (29,33), entre 
las cuales se ha reportado que C. parasilopsis 
causa las infecciones con la evolución clínica más 
favorable (29,34).

Como puede verse, la caracterización de las 
especies implicadas en un episodio de candidiasis 
profunda puede ser determinante para el éxito de 
las intervenciones terapéuticas y el seguimiento 
oportuno de un paciente. Las pruebas de laboratorio 
rutinarias para la detección de especies de Candida 
se basan actualmente en técnicas microbiológicas 
para la producción del tubo germinal, tamización 
mediante medios cromogénicos, como el CHRO 
Magar Candida® (Biomerieaux), y pruebas bio-
químicas. 

Sin embargo, estos ensayos muestran desventajas, 
entre ellas, las siguientes: a) la poca sensibilidad 
en aislamientos primarios (8,11), ya que frecuente-
mente la positividad de los cultivos de secreciones 
o tejidos estériles se hace aparente únicamente en 
la fase tardía de la infección (9,24,35); b) la limitada 
especificidad ligada al alto riesgo de contaminación 
(9); c) la gran variabilidad de los morfotipos, lo cual 
puede producir resultados falsos en los ensayos de 
asimilación de los sustratos cromogénicos y en las 
pruebas de tubo germinal (5 a 10 % de las cepas de 
C. albicans no producen tubo germinal y, también, es 
probable encontrar falsos positivos en C. tropicalis y 
C. parasilopsis) (36), y d) la necesidad de periodos 
de casi 72 horas para el completo crecimiento e 
identificación de los microorganismos.

En la práctica clínica, todas estas dificultades para 
el diagnóstico imponen el tratamiento empírico 
de las candidiasis profundas, a pesar de su alto 
costo y su significativa toxicidad (37), con las 
consecuentes fallas asociadas al retraso en el 
inicio de un tratamiento antifúngico adecuado, las 
cuales se traducen en el aumento de la mortalidad 
hospitalaria en pacientes con candidiasis (40 a               
78 %) (38), incluso, cuando se emplean los nuevos 
medicamentos antifúngicos.

En este contexto, el diagnóstico de la candidiasis 
profunda sigue siendo un problema (24) que exige 
la adopción de nuevos métodos diagnósticos de 
mayor sensibilidad y especificidad para la oportuna 
detección de las especies de Candida implicadas 
en este tipo de infecciones. En este sentido, las 



206

Biomédica 2017;37:200-8García LT, Luna LJ, Velasco TK, Guerra BE

técnicas moleculares, en especial la PCR y sus 
diversas variantes, han revolucionado, sin duda 
alguna, el diagnóstico y el manejo clínico de las 
infecciones fúngicas, ofreciendo una plataforma ideal 
para el desarrollo de herramientas de caracterización 
a nivel de especie de agentes infecciosos de interés 
clínico. Debido a sus indudables ventajas, como su 
facilidad de empleo, mayor rapidez, menor riesgo de 
contaminación y gran especificidad y sensibilidad, 
en las últimas décadas la PCR ha pasado a susti-
tuir las técnicas microbiológicas tradicionales y hoy 
constituye la prueba de referencia para la detección 
de las especies causantes de un amplio número de 
enfermedades infecciosas (39-41).

En este estudio se describió una nueva PCR 
múltiple para la detección rápida, específica y 
sensible de las especies de Candida causantes de 
infecciones de importancia hospitalaria. Para ello, 
se diseñaron cebadores específicos que amplifican 
las secuencias ITS2 y topoisomerasa II de las 
especies C. krusei, C. albicans, C. tropicalis, C. 
parasilopsis y C. guillermondii. Las secuencias de 
los oligonucleótidos utilizados se optimizaron para 
garantizar la sensibilidad y la especificidad con 
base en todos los parámetros de diseño termodi-
námicos y de resolución descritos por García, et al. 
(16), y por Allawi, et al. (17), mediante la evaluación 
de las secuencias diseñadas con el algoritmo 
computacional Mult-PSOS (16). Los análisis com-
parativos por simulación computacional de los 
parámetros físicos y estructurales de las secuencias 
de la PCR múltiple en este estudio se compararon 
con las secuencias reportadas con otros métodos 
(19-23). Como queda evidenciado en el cuadro 1, 
los resultados predijeron una mayor eficiencia de 
nuestro ensayo, pues las secuencias diseñadas 
presentaron: a) una menor formación de estructuras 
secundarias (dímeros, bucles internos, bucles en 
horquilla y bucles en bulto), las cuales afectan 
negativamente la sensibilidad de la corrida; b) un 
mejor ajuste de las temperaturas de fusión (en su 
mayoría superiores a los 50 °C y con menores 
diferencias entre el conjunto de cebadores) y 
del porcentaje de GC (entre 40 y 60 %), y c) una 
diferencia entre el tamaño de amplicones que 
permitió su diferenciación en geles comunes de 
agarosa (cercana a las 50 pb).

Por otra parte, los ensayos in vitro corroboraron 
que el método molecular propuesto permitió la 
detección con gran sensibilidad (12,5 ng/µL de                                                                                                         
ADN, menos de una célula/ml) y especificidad de 
las cinco especies estudiadas de Candida. Sin 

embargo, dado que los métodos moleculares, así 
como la detección de partículas provenientes de 
la pared (por ejemplo, la determinación del β-D 
glucano), no permiten la distinción de las infeccio-
nes activas de aquellas de reciente resolución, es 
necesario utilizar estos métodos como ensayos 
complementarios del diagnóstico microbiológico 
tradicional, ya que incrementan la sensibilidad 
de los cultivos casi en un 100 % en los casos de 
micosis invasivas (14). Esto es muy significativo 
si se tiene en cuenta la poca sensibilidad reportada 
para el hemocultivo (20 a 50 %) en pacientes con 
infección confirmada en órganos profundos o por 
necropsia (9,11), en tanto que, en los mismos casos, 
los ensayos de PCR han evidenciado rangos de 
sensibilidad muy superiores (de 73 a 95 %) (13,14).

Por último, es importante señalar que, dado que 
el desempeño de la PCR múltiple se ve sensible-
mente afectado por los parámetros de diseño de 
la prueba –principalmente los relacionados con el 
comportamiento termodinámico de las secuencias 
cebadoras y con la selección adecuada de las 
secuencias blanco para garantizar una correcta 
resolución–, es necesario hacer estudios compara-
tivos con muestras clínicas mediante las pruebas 
de PCR múltiple reportadas en los diversos 
estudios. Ello permitiría evaluar el desempeño de 
los diferentes métodos descritos para determinar 
su validez y aplicabilidad rutinaria en el diagnóstico 
oportuno de infecciones profundas ocasionadas 
por especies de Candida.
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