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 Las candidiasis es una infección 

fúngica oportunista causada por levaduras del 

género Candida. Candida albicans es la 

especie de mayor prevalencia en las 

infecciones super-ficiales y profundas. A 

con�nuación les acercamos un trabajo en el 

cual diseñan y op�mizan una técnica de 

reacción en cadena de la polimeraza múl�ple 

(PCR múl�ple) para la detección simultánea 

de cinco especies relevantes en al e�ología de 

la candidiasis humana.
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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 úl�ma década, la 

frecuencia de especies diferentes a C. 

albicans ha aumentado y, por ende, su 

relevancia clínica, lo cual exige la u�lización 

de técnicas diagnós�cas que permitan su 

detección y el tratamiento adecuado de los 

pacientes afectados.

Obje�vo. Diseñar y op�mizar una técnica de 

reacción en cadena de la polimerasa múl�ple 

(PCR múl�ple) considerando parámetros 

termodinámicos para la detección simultánea 

de cinco especies de Candida relevantes en la 

e�ología de la candidiasis humana.

Materiales y métodos. Para el diseño de los 

cebadores se consideraron restricciones 

�sicas y termodinámicas que afectan la PCR 

múl�ple, usando el programa Gene Runner y 

la herramienta MultPSOS. Como plan�llas se 

u�lizaron la región transcrita interna 2 (ITS2) 

( A J 2 4 9 4 8 6 . 1 )  p a ra  C .  a l b i ca n s  y  l a 

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 

múl�ple permi�ó la amplificación simultánea 

y  eficiente de todos los  ampl icones 

correspondientes a las especies estudiadas 

de Candida, así como su adecuada resolución 

en gel de agarosa al 1,3 %.

Palabras clave: candidiasis/diagnós�co; 

reacción en cadena de la polimerasa; Candida 

albicans; diagnós�co molecular.

Las candidiasis son un grupo de 

infecciones oportunistas comunes de gran 

variabilidad clínica que incluye desde 

manifestaciones leves a moderadas en 

mucosas, piel, orofaringe, cavidad oral y 

esófago, hasta micosis invasivas, especial-

mente en pacientes hospitalizados con 

enfermedades graves, pacientes con sida y 

otros con compromiso inmunológico (1,2). La 

e�ología de estas infecciones se ha aso ciado 

con más de 17 especies, siendo Candida 

albicans la de mayor relevancia epidemio-

lógica, pues se la relaciona con, aproximada-

mente, 50 % de los casos de infecciones 

profundas provocadas por Candida spp. (3,4). 

Sin embargo, en las úl�mas décadas, el 

conglomerado de especies diferentes a C. 

albicans ha emergido como patógeno 

principal en la e�ología de la candidiasis 

sistémica (5-7).

En la actualidad, el método de refe-

rencia para el diagnós�co de la candidiasis 

invasiva es el cul�vo microbiológico de 

especímenes sanguíneos y de otras muestras 

procedentes de si�os estériles. Esta forma de 

diagnós�co �ene 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 �po de 

microorganismos, lo cual puede retrasar el 

tratamiento oportuno y per�nente; c) la 

necesidad, en algunos casos, de procedi-

mientos invasivos para tener acceso a tejidos 

o líquidos estériles, y d) los falsos nega�vos 

asociados al uso profilác�co o empírico de 

an�fúngicos en pacientes con factores de 

riesgo de candidemia (11).

En consecuencia, la búsqueda y 

validación de nuevos métodos diagnós�cos 

que permitan la detección rápida y sensible 

de los agentes e�ológicos de las candidiasis 

profundas a nivel de especie, con�núa siendo 

un problema. Recientemente, han surgido 

herramientas diagnós�cas que han demos-

trado mayor sensibilidad que la de los cul�vos 

tradicionales (12-14). Estos métodos incluyen 

la cuan�ficación de par�culas 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 

par�r de muestras sanguíneas han registrado 

a l tos  porcenta jes  de  sens ib i l idad  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 e�ología, tales como 

las candidiasis, es necesario recurrir a 

técnicas de PCR múl�ple 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 obje�vo diseñar un ensayo de PCR 

múl�ple 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 bioinformá�ca de 

a c c e s o  l i b r e  ( G e n e  R u n n e r T M , 

www.generunner.net) y algoritmos de 

op�mización de secuencias cebadoras para 

ensayos de PCR múl�ple (Mult-PSOS) (16). 

Las condiciones de ensayo (concentraciones 

de reac�vos y parámetros del ciclo) se 

estandarizaron para la amplificación eficiente 

de todas las secuencias blanco en una única 

reacción, garan�zando 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 múl�ple 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 hemocul�vos posi�vos para 

Candida spp.

Materiales y métodos

Levaduras

En los experimentos de microbiología 

convencional y molecular, se u�lizaron cinco 

cepas ATCC del género Candida: C. albicans 

(HQ876043.1), C. parasilopsis (ATCC58904), 

C. krusei  (AY126274.1),  C. tropical is 

(ATCC20336) y C. guillermondii (NUM4). 

También, se u�lizaron aislamientos clínicos de 

levaduras provenientes de pacientes con 

diagnós�co de candidias is  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.

Iden�ficación de las especies de Candida con 

base en las caracterís�cas 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 cul�vos se 

incubaron a temperatura ambiente durante 

48 horas y se hizo una iden�ficación 

presun�va de las especies de Candida 

mediante observación macroscópica de la 

coloración de la colonia en el medio. Para las 

pruebas de iden�ficación, se sembraron 

colonias aisladas en agar de dextrosa 

Sabouraud con suplemento de an�bió�cos e 

incubadas a temperatura ambiente durante 

24 horas. La iden�ficación 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 óp�co a 40X y 100X.

Detección de las especies de Candida 

mediante PCR múl�ple

Para el diseño por simulación compu-

tacional de los cebadores y de los experi-

mentos de PCR múl�ple, se escogieron 

secuencias consignadas en el GenBankTM 

(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. 

parasi lopsis  ( A B 049144.1) ,  C.  krusei 

(AB049139.1), C. tropicalis (AB049141.1) y C. 

guillermondii (AB049145.1). 

Con el fin de op�mizar el diseño de las 

diez secuencias cebadoras (un par específico 

para cada especie de Candida), se conside-

raron parámetros relevantes descritos 

anteriormente (16-18) para experimentos de 

PCR múl�ple, 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 repe�ciones de 

bases en más de cuatro bases seguidas; e) 

presencia de G, C, GC o CG en la extremidad 

3´; f) ausencia de estructuras intermo-

leculares o intramoleculares con G relevantes 

(ΔG≥-6 kcal/mol) (14,17,18); g) una secuencia 

b l a n c o  c o n  u n  g r a d o  d e  v a r i a c i ó n 

suficientemente s ignifica�vo para  la 

iden�ficación específica del organismo y, en lo 

posible, con múl�ples 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 Mul�-PSOS, desarrollado 

recientemente en nuestro grupo para ensayos 

de P C R múl�ple (Mult-P S O S) (16). El 

cumplimiento de los parámetros de ajuste se 

ver ificó mediante e l  programa Gene 

RunnerTM (h�p://www.generunner.net/).

Extracción del ADN genómico

Para la obtención de las muestras de 

ADN total, se u�lizaron cul�vos líquidos de 

levaduras (ATCC y aislamientos clínicos) en 

fase logarítmica (DO ) sembrados en caldo 600

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 

c e l u l a r  f ú n g i c a  s e  h i z o  m e d i a n t e 

procedimientos repe��vos (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 par�r de muestras de sangre total 

an�coagulada con EDTA, se usó el estuche 

QIAamp DNA Blood Mini Kit® (Qiagen) según 

las recomendaciones del fabricante. El ADN se 

cuan�ficó usando un espectrofotómetro 

NanoDrop N D-1000 U V-Vis (Thermo-

Scien�fic) y se analizó con el programa 

NanoDrop 2000/2000c (ThermoScien�fic). 

Todas las muestras sanguíneas se procesaron 

antes de cumplirse los seis meses de su 

recolección.

Ensayos de PCR múl�ple

Para las reacciones de PCR múl�ple, 

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 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 

Interna�onal, Inc. Mul�gene) 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 

úl�mo, hubo una fase posterior a la 

amplificación a 72 °C durante siete minutos.

La calidad y el tamaño de los ampli-

cones se verificaron 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 Scien�fic). La 

especificidad de la secuencia de los cebadores 

se verificó mediante simulación compu-

tacional comparando las secuencias con bases 

de datos genómicos de humanos, bacterias, 

hongos y protozoos con la herramienta Blast 

(h�p://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PRO

GRAM=blastn&BLAST_SPEC=WGS&BLAST_

PROGRAMS=megaBlast& PAGE_TYPE= 

BlastSearch).

Resultados

Extracción del ADN

L o s  m é t o d o s  d e  e x t r a c c i ó n 

propuestos permi�eron la obtención de 

muestras de ADN total de buena calidad, cuya 

pureza se verificó mediante electroforesis de 

agarosa. En los anális is  cuan�ta�vos 

realizados mediante el  programa del 

espectrofotómetro Nano Drop 2000/2000c 

(ThermoScien�fic), se verificó que las 

muestras de ADN extraído a par�r 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 
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extractos de ADN total a par�r de muestras 

sanguíneas  humanas,  se  obtuvieron 

rendimientos superiores, los cuales oscilaron 

entre 300 y 850 ng/μl.

Diseño de los oligonucleó�dos iniciadores

En los cuadro 1 y cuadro 2 se 

presentan las  secuencias  cebadoras 

diseñadas en este estudio para los ensayos de 

PCR múl�ple, y el resumen de algunos de los 

parámetros fisicoquímicos y estructurales 

o b t e n i d o s  e n  e l  a n á l i s i s  d e  e s t o s 

oligonucleó�dos mediante el programa Gene 

Runner 3.01® (h�p://www.generunner.net/). 

Se han determinado parámetros similares 

con esta misma herramienta computacional 

usando secuencias cebadoras previamente 

descritas en ensayos de P C R para la 

iden�ficación 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 bioinformá�ca para la ITS 2 y 

la topoisomerasa II

Para determinar la especificidad y la 

sensibilidad de los cebadores durante las 

reacciones de amplificación, 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 par�r de muestras sanguíneas 

de pacientes con hemocul�vos posi�vos para 

Candida spp., los cuales se usaron como 

molde para la prueba molecular, con el 

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).



obje�vo de determinar su aplicabilidad en 

muestras biológicas. Se probaron diez 

muestras, de las cuales seis fueron posi�vas 

para C. albicans, dos para C. tropicalis, una 

para C. parasilopsis y una para C. krusei. La 

figura 1 muestra el perfil electroforé�co en gel 

de agarosa al 1,3 % de los amplicones 

obtenidos en las reacciones de la PCR 

múl�ple.

L o s  r e s u l t a d o s  d e  B l a s t n 

(h�p://blast.ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi? 

PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=WGS&BL

AST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=

BlastSearch) evidenciaron que no había 

regiones significa�vas de homología cruzada 

en las secuencias de oligonucleó�dos 

diseñadas para este estudio. La especificidad 

del ensayo de la PCR múl�ple 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 

electroforé�co.

Correlación de la detección microbiológica 

convencional y la molecular

En la correlación de los resultados 

obtenidos mediante la detección feno�pica 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 caracterís�cas morfológicas 

coincidieron con los resultados moleculares, 

ya en ninguna de las especies ensayadas. Otras 

que no se observó formación de artroconidias 

estructuras fúngicas, como hifas, pseudohifas 

y clamidioconidias, se observaron únicamente 

en C. albicans (cuadro 2).

Discusión

En los úl�mos años, la incidencia de la 

candidiasis invasiva se ha incrementado 

ostensiblemente; por ejemplo, en los 

hospitales de Estados Unidos cons�tuye 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 

diagnós�co de la candidiasis profunda es 

di�cil, frecuentemente tardío, y se basa 

principalmente en la historia clínica, en 

biopsias y en cul�vos micológicos (9,24).

Debido al aumento de las candidiasis 

invasivas asociadas a cepas diferentes a C. 

albicans, la �pificación de la e�ología de este 

�po de infecciones a nivel de especie �ene 

mayor relevancia, especialmente por el 

comportamiento diferenciado de los dis�ntos 

�pos de Candida en cuanto a su perfil de 

resistencia a los an�fúngicos, así como por la 

potencial virulencia del microorganismo, y las 

caracterís�cas clínicas y de pronós�co 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 disminución de la 

sensibilidad a las equinocandinas y a la 

anfotericina B en cepas de C. parapsilosis (26) 

y C. krusei (28), respec�vamente.

Por otro lado, se han atribuido 

caracterís�cas clínicas 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, 

p ie lonefr i�s ,  per i toni�s,  infecc iones 

hematógenas, candidemia, meningi�s e 

infecciones hepatoesplénicas; C. krusei se ha 

relacionado con candidemia, endo�almi�s y 

diarrea en neonatos, y C. guillermondii, con 

candidiasis sistémica y endocardi�s 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 sen�do vale la pena 

mencionar que, aunque la evolución de las 

infecciones profundas por Candida guarda 

relación directa con ciertas condiciones del 

paciente (edad avanzada, enfermedades 

graves de base y tratamientos prolongados 

con an�bió�cos, 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) �enen un peor pronós�co 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 

p a ra  e l  éx i to  d e  l a s  i nte r ve n c i o n e s 

terapéu�cas y el seguimiento oportuno de un 

paciente. Las pruebas de laboratorio 

ru�narias 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  C H R O Magar 

C a n d i d a ®  ( B i o m e r i e a u x ) ,  y  p r u e b a s 

bioquímicas. 

Sin embargo, estos ensayos muestran 

desventajas, entre ellas, las siguientes: a) la 

poca sensibilidad en aislamientos primarios 

(8,11), ya que frecuentemente la posi�vidad 

de los cul�vos 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 morfo�pos, 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 

posi�vos en C. tropicalis y C. parasilopsis) (36), 

y d) la necesidad de periodos de casi 72 horas 

para el completo crecimiento e iden�ficación 

de los microorganismos.

En la prác�ca clínica, todas estas 

dificultades para el diagnós�co imponen el 

tratamiento empírico de las candidiasis 

profundas, a pesar de su alto costo y su 

s i g n i fi c a� va  tox i c i d a d  ( 3 7 ) ,  c o n  l a s 

consecuentes fallas asociadas al retraso en el 

in ic io  de un tratamiento an�fúngico 

adecuado, las cuales se traducen en el 
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aumento de la mortalidad hospitalaria en 

pacientes con candidiasis (40 a 78 %) (38), 

incluso, cuando se emplean los nuevos 

medicamentos an�fúngicos.

En este contexto, el diagnós�co de la 

candidiasis profunda sigue siendo un 

problema (24) que exige la adopción de 

nuevos métodos diagnós�cos de mayor 

sensibilidad y especificidad para la oportuna 

detección de las especies de Candida 

implicadas en este �po de infecciones. En 

este sen�do, las técnicas moleculares, en 

especial la PCR y sus diversas variantes, han 

revoluc ionado,  s in  duda a lguna,  e l 

diagnós�co 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 úl�mas 

décadas la PCR ha pasado a sus�tuir las 

técnicas microbiológicas tradicionales y hoy 

cons�tuye la prueba de referencia para la 

detección de las especies causantes de un 

a m p l i o  n ú m e r o  d e  e n f e r m e d a d e s 

infecciosas (39-41).

En este estudio se describió una 

nueva PCR múl�ple 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 

a m p l i fi c a n  l a s  s e c u e n c i a s  I T S 2  y 

topoisomerasa II de las especies C. krusei, C. 

albicans, C. tropicalis, C. parasilopsis y C. 

guillermondii .  Las secuencias de los 

oligonucleó�dos u�lizados se op�mizaron 

para garan�zar  la  sens ib i l idad y  la 

especificidad con base en todos los 

parámetros de diseño termodinámicos 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 

compara�vos por simulación computacional 

de los parámetros �sicos y estructurales de 

las secuencias de la PCR múl�ple 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 nega�vamente la sensibilidad de la 

corr ida ;  b )  un  mejor  a juste  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 d i ferencia  entre  e l  tamaño de 

amplicones que permi�ó 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 permi�ó 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 
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embargo, dado que los métodos moleculares, 

as í  como la  detecc ión de par�culas 

provenientes de la pared (por ejemplo, la 

determinación del β-D glucano), no permiten 

la dis�nción de las infecciones ac�vas de 

aquellas de reciente resolución, es necesario 

u�lizar estos métodos como ensayos 

c o m p l e m e n t a r i o s  d e l  d i a g n ó s � c o 

m i c ro b i o l ó g i c o  t ra d i c i o n a l ,  y a  q u e 

incrementan la sensibilidad de los cul�vos casi 

en un 100 % en los casos de micosis invasivas 

(14). Esto es muy significa�vo si se �ene en 

cuenta la poca sensibilidad reportada para el 

hemocul�vo (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 úl�mo, es importante señalar que, 

dado que el desempeño de la PCR múl�ple se 

ve sensiblemente 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 

b lanco para  garan�zar  una correcta 

resolución–, es necesario hacer estudios 

compara�vos con muestras clínicas mediante 

las pruebas de PCR múl�ple reportadas en los 

diversos estudios. Ello permi�ría evaluar el 

desempeño de los diferentes métodos 

descritos para determinar su validez y 

aplicabilidad ru�naria en el diagnós�co 

o p o r t u n o  d e  i n fe c c i o n e s  p ro f u n d a s 

ocasionadas por especies de Candida.
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