INSTITUTO POTOSINO DE INVESTIGACION
CIENTIFICA Y TECNOLOGICA, A.C.

POSGRADO EN CIENCIAS EN BIOLOGIA MOLECULAR

Deteccion molecular especificay oportuna de tres
especies de Candida comunes en infecciones humanas:
C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis.

Tesis que presenta

Cesia Janell Hernandez Howell

Para obtener el grado de

Maestra en Ciencias en Biologia Molecular

Directora de la Tesis:

Dra. Irene Beatriz Castaio Navarro

San Luis Potosi, S.L.P., Julio de 2014



Constancia de aprobacion de la tesis

La tesis “Deteccién molecular especifica y oportuna de tres especies de
Candida comunes en infecciones humanas: C. albicans, C. tropicalis y C.
parapsilosis” presentada para obtener el Grado de Maestra en Ciencias en
Biologia Molecular fue elaborada por Cesia Janell Hernandez Howell y
aprobada el cuatro de julio del dos mil catorce por los suscritos, designados
por el Colegio de Profesores de la Division de Biologia Molecular del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica, A.C.

Dra. Irene Beatriz Castano Navarro
Director de la tesis

Dr. Angel Gabriel Alpuche Solis
Miembro del Comité Tutoral

Dr. J. Sergio Casas Flores
Miembro del Comité Tutoral




Créditos Institucionales

Esta tesis fue elaborada en el Laboratorio de Microbiologia Molecular de la
Division de Biologia Molecular del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica, A.C., bajo la direccién de la Dra. Irene Castafio Navarro, apoyada por
el proyecto de los Fondos Sectoriales de Investigacion en Salud 2011 No. 161971
y del proyecto Emprendedurismo 2013-IPICYT No. S3946.

Durante la realizacion del trabajo el autor recibié una beca académica del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (No. de registro 279071).



Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologica, A.C.

Acta de Examen de Grado

El Secretario Académico del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, A.C.,

certifica que en el Acta 115 del Libro Primero de Actas de Exdmenes de Grado del Programa de
Maestria en Ciencias en Biologia Molecular estd asentado lo siguiente:

En la ciudad de San Luis Potosi a los 4 dias del mes de julio del afio 2014, se reunié a las 12:00
horas en las instalaciones del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica, A.C., el
Jurado integrado por:

Dr. Angel Gabriel Alpuche Solis

Presidente IPICYT
Dr. J. Sergio Casas Flores Secretario IPICYT
Dra. Irene Beatriz Castafio Navarro Sinodal IPICYT

a fin de efectuar el examen, que para obtener el Grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS EN BIOLOGIA MOLECULAR
sustenté la C.

Cesia Janell Hernandez Howell
sobre la Tesis intitulada:

Deteccion molecular especifica y oportuna de tres especies de Candida comunes en infecciones
humanas: C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis
que se desarrollé bajo la direccién de

Dra. Irene Beatriz Castafio Navarro

El Jurado, después de deliberar, determiné
APROBARLA

Déandose por terminado el acto a las 14:00 horas, procediendo a la firma del Acta los integrantes
del Jurado. Dando fe el Secretario Académico del Instituto.

A peticién de la interesada y para los fines que a la misma convengan, se extiende el presente
documento en la ciudad de San Luis Potosi, S.L.P., México, a los 4 dias del mes de julio de 2014.

el

SE&cretario Académige ™"
)

i .‘}
Mtra. Ivo ’eb s Vélez { {%ﬂ‘
Jefa del Depaftamente-del Posgrado }

:
&
{NSTITUTO POTOSING :

OE {NVESTIGACION oy i
CIENTIFICA Y TECNOLOBGICA, AL €
§

P

%
s
\ IPICYT |
ASECRETARiA ACADE?&&:'- ;




Dedicado a las personas que padecieron o padecen de candidiasis y/o
candidemia. Dedicado al personal de salud que dia a dia luchan por salvar la vida
de sus pacientes.



Agradecimientos

A México por darme la oportunidad de interactuar culturalmente y conocer y
estudiar en este hermoso pais, y de enriquecer mi conocimiento cientifico.

Al CONACYT por la beca 279071.
Al IPICYT por los recursos otorgados a |. Castafio y los recursos otorgados a la Lic.
Hernandez-Howell con el proyecto Emprendedurismo 2013-IPICYT No. S3946.

A mi tutora de tesis, Dra. Irene Castafio, agradezco su paciencia, dedicacion,
consejos y direccidn en todo el desarrollo de este proyecto de tesis.

Al Dr. Alejandro de las Pefias por sus intervenciones y aportaciones oportunas para
el desarrollo de esta investigacion.

Al mis sinodales, Dr. J. Sergio Casas y al Dr. Angel G. Alpuche, por su dedicacion,
consejos, correcciones y sugerencias en el desarrollo de esta tesis.

A MIIB. Norma Garcia Calderon y MC. Daniel Barron Pastor por su amistad y
asesoria en materia de Pl y negocios.

A los compafieros del laboratorio 6 por su amistad y ayuda durante el tiempo que
pasamos juntos: Dra. Maria Guadalupe Gutiérrez, Mtra. Karina Robledo, Mtra. Paty
Yafiez, Mtra. Gloria Alvarado, Mtra. Gehenna Lobo, Mtro. Israel Cafias, Dr.
Emmanuel Orta Zavalza, Auxiliar de Laboratorio Gloria Lopez.

A la Dra. Lina Riego, Mtra. lvonne Cuevas Yy Lic. Edith Rodriguez por la dedicacion
y atenciones en materia administrativa y procesos de migracion.

Al Dr. Octavio Sanchez por la instruccion y entrenamiento en el método bioguimico
API.

Al Dr. Héctor Mora por el aporte de las tres especies del complejo C. parapsilosis.

Al personal de salud de los dos hospitales nacionales: El Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y de la Nutricién Salvador Zubiran (INNSZ) y El Instituto Nacional
de Cancerologia (INCAN) por la aportacidon de las muestras analizadas en este
estudio.

A LANBAMA por facilitar sus instalaciones y quipo en el desarrollo de esta tesis.

Dr. Jorge Carrasco por los consejos e inspiracién a continuar mis estudios en el
area de biologia molecular.

A Dios y a mi familia, por el apoyo incondicional que me han dado, y por estar
siempre presentes aun a pesar de la distancia, los amo.

Vi



Contenido

Constancia de aprobacion de la tesis
Créditos institucionales

Acta de examen

Dedicatorias

Agradecimientos

Lista de tablas

Lista de figuras

Lista del material suplementario
Abreviaturas

Glosario

Resumen

Abstract

Datos generales
Introduccion
Materiales y Métodos
Resultados

Discusion
Agradecimientos
Referencias

Material suplementario

vii

viii

Xi
Xii
Xiii
Xiv



Lista de tablas

1. Lista de oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

2. Oligonucledtidos seleccionados, sus condiciones optimas para la PCR
punto final y el tamafo del producto amplificado.

3. Numero de aislados clinicos identificados por pareja de
oligonucledtidos y su frecuencia en un total de 52 aislados analizados.

4. Comparacion entre los resultados de la PCR y el método bioquimico
VITEK-2.

5. Resultados discordantes de 10 aislados clinicos detectados por PCR y
VITEK-2, y analizados con el método API ID32 C considerado el estandar
de oro.

viii

25

26

27

28

29



Lista de figuras

1. Seleccion de las parejas de oligonucleétidos especificos para la
deteccion de la especie para la cual fueron disefiados. 30

2. Cantidad minima de ADN genomico detectado por una pareja de
oligonucledtidos para las especies C. albicans, C. tropicalis y C.
parapsilosis. 31

3. Mezcla de ADN de varias especies frente a cantidades decrecientes de
ADN especifico para la pareja de oligonucleétidos. 32

4. Deteccién molecular e identificacion de tres especies de Candida en 52
aislados clinicos. 34

5. La PCR punto final presenta valores de sensibilidad y especificidad méas
altos que VITEK-2 al comparalos con la prueba de referencia API ID32 C. 35



Lista del Material Suplementario

Tabla S1. Temperatura 6ptima de alineacion para cada pareja de
oligonucledtidos determinado por medio de un gradiente de temperatura.

Tabla S2. Concentracion 6ptima de oligonucleétidos para la PCR de cada
pareja.

Figura S1. Gradiente de temperatura para la seleccién de la temperatura
optima de alineamiento de la pareja de oligonucleotidos.

Figura S2. Intervalo de concentraciones de oligonucleoétidos evaluadas para
cada pareja.

Figura S3. Cantidad minima de ADN gendmico detectado por una pareja de

oligonucledtidos de cada especie (C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis).

Figura S4. Mezcla de ADN de varias especies frente a cantidades
decrecientes de ADN especifico para la pareja de oligonucleétidos.

36

37

38

39

40

41



PCR
ML
mL

mM
nM
MM

ng
ADN
dNTPs

Abreviaturas

Reaccion en cadena de la polimerasa.
Microlitros

Mililitros

Milimolar

Nanomolar

Micromolar

Nanogramos

Acido desoxirribonucleico

Desoxirribonucleétidos trifosfato

Xi



Glosario

Oligonucledtidos. Secuencia corta, sintética de ADN que se utiliza como cebador
en las reacciones de amplificacion de secuencias de ADN.

Aislado clinico. Cepa aislada proveniente de una muestra clinica.

Muestras clinicas. Material biolégico proveniente de las personas que permite el
aislamiento y deteccidén de microorganismos causantes de la infeccion.

Especificidad. *Capacidad de detectar especificamente una especie. *Capacidad
de una prueba clinica de dar un resultado negativo en ausencia de enfermedad
(proporcion de verdaderos negativos).
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de ADN genémico del mismo. ? Capacidad de una prueba clinica de dar un
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positivos).
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Resumen

Deteccion molecular especifica y oportuna de tres especies de Candida
comunes en infecciones humanas: C. albicans, C. tropicalis y C.

parapsilosis.

Las infecciones causadas por algunas especies de Candida son la causa principal
de las micosis oportunistas en humanos a nivel mundial. Dentro de las especies
de mayor interés clinico estan: C. albicans, la especie predominante; C. tropicalis,
C. glabrata y C. parapsilosis. El diagndstico oportuno de estas especies es de vital
importancia para la supervivencia de pacientes inmunosuprimidos pues varias
especies pueden ser menos susceptibles a algunos antimicéticos. En el presente
trabajo optimizamos un método de PCR punto final para 8 parejas de
oligonucledtidos que de manera especie-especifica permiten la deteccién de tres
especies frecuentes en infecciones humanas causadas por Candida. Tres parejas
detectaron a C. albicans, tres a C. tropicalis y dos a C. parapsilosis. Este método
detecta bajas concentraciones de ADN gendmico y la deteccion no se ve afectada
aun en presencia de altas concentraciones de ADN de otras especies
relacionadas. Las ocho parejas son altamente especificas para la secuencia para
la cual fueron disefiadas. Analizamos 52 aislados clinicos provenientes de dos
hospitales nacionales, C. albicans fue la especie méas frecuente (38.5%), seguida
por C. tropicalis (34.6%) y C. parapsilosis (5.8%). Al comparar los resultados de
PCR punto final con los resultados de VITEK-2 (BioMeriux) encontramos que 81%
de los resultados concuerdan entre ambos métodos. EI 90% de todas las
muestras, incluyendo todas las que no concordaron, se compararon con el método
considerado “estandar de oro” API ID32C (BioMeriux). El 98% de los resultados
obtenidos con API ID32C (51 de 52), coinciden con nuestros resultados por PCR.

Palabras clave: PCR, Diagnéstico molecular, levaduras, Candida.
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Abstract

Specific and fast molecular detection of three common Candida species in
human infections: Candida albicans, Candida tropicalis and Candida
parapsilosis.

Hospital acquired infections caused by Candida species are the main cause of
fungal opportunistic infections worldwide. The most important species in the clinic
are: Candida albicans, the most frequent species, Candida glabrata, Candida
tropicalis and Candida parapsilosis. Prompt diagnosis of the species causing the
infection is of the utmost importance for the survival of immunocompromised
patients since some species are less susceptible to antifungal agents. In this work
we optimized a PCR based method for 8 pairs of oligonucleotides that specifically
detect three of these frequent species of Candida in a species-specific manner.
Three pairs of oligonucleotides detect C. albicans, three others detect C. tropicalis
and two detect C. parapsilosis. This method can detect low genomic DNA
concentrations and it is not affected by the presence of high concentrations of DNA
from other related species. The eight pairs are highly specific for detection of the
species against which they were designed. We analyzed 52 clinical isolates from
two hospitals in Mexico: C. albicans was the most common species (38.5%),
followed by C. tropicalis (34.6%) and C. parapsilosis (5.8%). Comparison of our
PCR results with those obtained by VITEK-2 (BioMeriux) showed that 81% of the
results agree in both methods. 91% of all the samples, including those that were
different between these two methods were compared to a third one considered the
gold standard, API ID32C (BioMereux). 98% of the isolates analyzed with API
ID32C (51/52) coincided with the results obtained by our PCR method.

KEY WORDS: PCR, molecular diagnosis, yeasts, Candida.
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INTRODUCCION

Se reportan alrededor de 200 especies pertenecientes al género Candida
de los cuales aproximadamente 18 especies son consideradas patdgenos de
humanos (1). En las personas sanas, forman parte de la microbiota normal de la
piel y las mucosas, pero cuando el equilibrio microbiota—hospedero se rompe por
diversos factores (como tratamientos prolongados con antibiéticos, cirugias,
neutropenia, inmunosupresion, malnutricion, VIH/SIDA, quimioterapia, entre otros),
se favorece el crecimiento desmedido de estas levaduras oportunistas, 1o que
causa enfermedades que pueden poner en riesgo la vida de los que la padecen
(2).

Las especies de mayor interés clinico y las responsables del 95 al 97% de
las infecciones en los seres humanos son: Candida albicans, la especie
predominante; C. glabrata, C. tropicalis y C. parapsilosis. El 3 a 5% restante
corresponde a otras especies como C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitanie, C.
rugosa, entre otras. La frecuencia de aislamiento de éstas varia de acuerdo con la
edad de los pacientes, la localizacion geografica, el sitio anatomico del cual se
aislo, la enfermedad o la condicion base del paciente, las estancias prolongadas
de hospitalizacién, la unidad de hospitalizacidén en la que se encuentran, el uso de
“vehiculos” invasivos que pueden introducirlas en el hospedero (catéteres,
soluciones de irrigacion contaminadas, valvulas cardiacas, ventilacion mecanica,
alimentacion parenteral) y de los cuidados sanitarios tomados por el personal de
salud que entra en contacto con el paciente hospitalizado (lavado de manos) (2-4).

Las infecciones causadas por Candida spp. pueden adquirirse en la

comunidad, asi como en los hospitales (infecciones nosocomiales) y van desde

2



47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

infecciones superficiales de las mucosas y los tejidos cutdneos en personas
inmunocompetentes (Candidiasis) hasta infecciones invasivas (Candidiasis
invasiva). En estudios realizados en Estados Unidos de América, se ha
encontrado que las infecciones invasivas presentan una incidencia de 22 a 29
casos por cada 100,000 de poblacién (2). Las septicemias (diseminacion
sanguinea) causadas por las diversas especies de Candida (candidemia)
representan la principal infeccidon fungica invasiva a nivel mundial (4, 5). En las
Gltimas décadas, las infecciones causadas por las especies mas comunes han ido
en aumento (de un 8% a un 12% de incidencia) (6) y se han convertido en un
importante problema de salud publica que afecta a personas de todas las edades
en todas partes del mundo.

Aungue existe una alta incidencia de candidiasis superficiales entre
personas inmunocompetentes, las septicemias presentadas en pacientes
inmunosuprimidos han tomado mayor interés en los Gltimos afios ya que estan
asociadas con altos grados de mortalidad (28 a 71% de mortalidad) (1, 6). Esto en
parte se debe a que algunas especies presentan menor susceptibilidad innata (7,
8) a los tratamientos de primera eleccion (ejemplo: C. glabrata y C. krusei), a la
demora en el tiempo de diagndstico y a la carencia de un resultado clinico positivo
y preciso; esto se debe a que los métodos convencionales actuales son poco
especificos y sensibles, por lo que en algunos casos no se detecta o se detecta de
manera incorrecta la especie causante de la infeccion.

Dada la alta incidencia y mortalidad de las infecciones (2), la deteccion
oportuna y especifica de estas especies de Candida, es de suma importancia

clinica, ya que un resultado rapido y preciso puede ayudar al médico tratante a
3
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instaurar o modificar el tratamiento de manera rapida y evitar la muerte al
paciente. Actualmente existen numerosos meétodos para realizar el diagnostico
(morfoldgicos, fisioldgicos, cromogénicos, bioquimicos, entre otros), sin embargo,
en general presentan varias desventajas, entre ellas resaltan que son poco
especificos y tienen baja sensibilidad ya que dependen en su mayoria de la
experiencia e interpretacion del laboratorista, y requieren de un largo periodo de
tiempo para dar un resultado (48 a 120 horas) (9-12).

Por otro lado, los métodos moleculares basados en la PCR son altamente
especificos y mas rapidos que los métodos convencionales, pero en general
requieren de equipo, material costoso y personal altamente capacitado para poder
realizar los procedimientos.

La mayoria de estos métodos se basan en la amplificacion de las
secuencias que codifican para los RNAs ribosomales. Aunque se realizan
esfuerzos por disefiar oligonucleétidos para secuencias especificas sobre esta
region, en la mayoria de los casos, los tamafios de los amplicones son muy
parecidos para varias especies, por lo que no se puede distinguir entre especies y
se requiere de pasos subsecuentes para poder identificar la especie, lo que
aumenta el tiempo y el costo del método (9, 13-15). También, recientemente se
desarroll6 un método de PCR en tiempo real que permite discernir entre especies
de Candida basado en las diferentes temperaturas de fusion de los amplicones.
Sin embargo, esta técnica es muy costosa y requiere de técnicos altamente
especializados (16).

En diversos hospitales de México se utiliza un método automatizado para

realizar la identificacion de las especies de Candida de aislados provenientes de

4
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muestras clinicas. Este método es el VITEK-2 (Biomereux), da sus resultados en
aproximadamente 24 horas, y basa sus analisis de acuerdo a un perfil bioquimico
a partir de colonias aisladas. Otro método bioquimico poco utilizado en los
laboratorios clinicos de México es el API ID32 C (Biomereux), este no es
automatizado y consiste también en determinar la especie mediante un perfil
bioquimico a partir de la asimilacion de 32 sustratos carbonados y se obtienen
resultados entre las 24-48 horas a partir de colonias aisladas.

En el presente trabajo estandarizamos un método de PCR punto final para
la deteccion de Candida: C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis. Este método
€S menos costoso que otras técnicas moleculares, es mas rapido, mas sensible y
especifico que los métodos convencionales, y tiene el potencial poder ser
implementado en el sistema de salud para proveer resultados de mayor calidad y

en menor tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Cepas. Las cepas de referencia utilizadas en este estudio: C. albicans (cepa
secuenciada SC5314), C. glabrata [BG14, (17)], C. tropicalis (aislado clinico Ct18),
C. parapsilosis (aislado clinico Cp20), C. krusei (aislado clinico Ck26), C.
guilliermondii (aislado clinico Cgul7), C. bracarensis (cepa de referencia, UK,
NCYC3133), Saccharomyces cerevisiae (cepa secuenciada S288C), C.
dubliniensis (cepa secuenciada CD36), C. metapsilosis (aislado clinico Cm27) y

C. orthopsilosis (aislado clinico C028).

Aislados clinicos. Se utilizaron 52 aislados clinicos que provienen de dos

instituciones nacionales: El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la

5
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Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ) y el Instituto Nacional de Cancerologia

(INCAN), de pacientes hospitalizados con candidiasis o candidemia.

Extraccion de ADN gendmico de Aislados clinicos. La extraccion de ADN
genomico se realizo por el método de extraccion con fenol y precipitacion con
etanol descrito previamente por David Moore y Dennis Dowhan (18). El ADN
genomico se resuspendio en un volumen final de 250 uL de TER (TE: Tris 10 mM,
EDTA 0.1 mM; RNase Cocktail - RNase A a 500 U/mL, RNase T1 a 20,000 U/mL-

luL/mL de TE).

Disefio de oligonucledtidos. Por métodos bioinformaticos se identificaron
primero secuencias genémicas especificas de cada una de las especies C.
albicans C. tropicalis y C. parapsilosis. Una vez identificadas estas secuencias, se
disefiaron 19 parejas de oligonucleotidos que alinean con estas secuencias. Los
oligonucledtidos tienen longitudes entre los 18 pares de bases (pb) y 22 pb. En
total se disefiaron 6 parejas de oligonucledétidos dirigidos contra tres secuencias
especificas de C. albicans, 11 parejas disefiadas contra 5 secuencias especificas

de C. tropicalis y 2 parejas contra 2 secuencias especificas de C. parapsilosis.

Amplificacién por PCR. Las condiciones de amplificacion por PCR punto final
varian de acuerdo con la pareja de oligonucleétidos utilizada, se utilizaron las
condiciones 6ptimas por pareja descritas en la Tabla 2. Utilizamos en forma
general una temperatura de desnaturalizacion de 94 °C durante 15 segundos y

una temperatura de extension de 72 °C durante 20 segundos.



139 La concentracion de los componentes de la PCR utilizada en un tubo de reaccion
140  para un volumen final de 30 uL son: Buffer de ADN polimerasa 1X; MgCl, 1.5 mM
141  (con excepcion de la pareja Cp2 donde se utilizé 3.0 mM); desoxirribonucleotidos

142  trifosfato (ANTPs) 50uM; 2U de la enzima Amplificasa (BioTecMol, México D.F.).

143  Temperatura de alineamiento. Para determinar la temperatura optima de

144  alineamiento se realizo un gradiente de temperatura para cada pareja de

145  oligonucledtidos seleccionada. Las temperaturas intermedias fueron asignadas por
146  un algoritmo determinado por el termociclador (Bio-Rad C1000 Touch). La

147  temperatura maxima asignada para todas las parejas fue de 68 °C, excepto para
148 Cp2, donde la maxima fue de 72 °C. La temperatura minima varié para cada una

149  de las parejas en un intervalo de 55-62 °C.

150 Concentracién de oligonucleo6tidos. Se analizaron 8 concentraciones de
151  oligonucleétidos por PCR punto final para cada pareja: 100 nM, 200 nM, 400 nM,
152 500 nM, 600 nM, 800 nM, 1000 nM y 1200 nM. Ademas de estas

153  concentraciones, la pareja Ca6 también se prob6 a 300 nM.

154  Concentracién de desoxinucleotidos trifosfatos (ANTPs). Se analizaron 7
155  concentraciones de dNTPs por PCR punto final para cada pareja de

156  oligonucleétidos: 5 uM, 10 uM, 15 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM y 50 puM.

157 Cantidad de ADN detectado por PCR. Se determin¢ la cantidad de ADN
158 gendmico que puede ser detectado por cada una de las ocho parejas de
159  oligonucleétidos utilizando las siguientes cantidades de ADN genomico de la

160 especie detectada: 100 ng, 10 ng, 1 ng, 0.5 ng, 0.1 ng, 0.05 ng, 0.02 ng y sin ADN.
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181

Especificidad de los oligonucleo6tidos. ADN con mezcla de otras especies: se
probé por PCR punto final una mezcla de ADN gendémico de 10 especies de
Candida (50 ng de cada especie) a la cual se agreg6 diferentes concentraciones
de la especie detectada por cada una de las parejas de oligonucleoétidos. Las 10
especies de Candida utilizadas en este ensayo son: C. glabrata, C. dubliniensis, C.
bracarensis, C. guilliermondii, C. krusei, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, S.
cerevisiae ademas de 2 de las 3 especies estudiadas en este trabajo (C. tropicalis,
C. albicans y C. parapsilosis). El ADN de la especie contra la cual estan dirigidos
los oligonucledtidos se agreg6 a la mezcla en diferentes cantidades: 100 ng, 10
ng, 1 ng, y sin ADN.

Electroforesis en gel de agarosa. Los productos de PCR tiempo real se corrieron
en geles de agarosa al 2%, por 60 minutos a 130 voltios. EI ADN amplificado se
tind con Bromuro de Etidio (0.0375 pL/mL de TAE 1X) y se visualizé bajo luz UV
utilizando un equipo Gel Doc System (BioRad). En todos los casos (excepto donde
se menciona expresamente), se corrié un 1/15 del volumen total de la reaccién de

PCR (2uL de 30pL totales).

Evaluacion de asimilacion de carbohidratos. Se evalué la asimilacion de
carbohidratos de las cepas de Candida por medio de dos métodos bioquimicos:
VITEK-2 (realizado en el hospital de donde provienen los aislados clinicos) y API
ID32 C (ambos de BioMerieux® SA). Cada método se realizo siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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RESULTADOS

Disefio y seleccion de oligonucledtidos.

Por métodos bioinformaticos disefiamos un total de 19 parejas de
oligonucledtidos especificos de especie para la deteccion molecular de tres
especies principales de Candida causantes de enfermedades en humanos, en
total fueron 6 parejas para la deteccion de C. albicans, 11 para C. tropicalis y 2
para C. parapsilosis (Tabla 1).

Para seleccionar las parejas de nucle6tidos mas especificas para cada
especie (que amplifiqguen la secuencia deseada), probamos por medio de PCR
punto final, cada pareja utilizando ADN de especies de Candida diferentes a la
especie hacia la cual van dirigidas las parejas de oligonucleétidos (C. glabrata, C.
dubliniensis, C bracarensis, C. guilliermondii, C. krusei), asi como ADN de la
especie que detectan como control positivo. De esta manera seleccionamos las
parejas de oligonucle6tidos que mostraron ser mas especificos para cada especie,
3 parejas para C. albicans (Ca2, Ca5, Ca6), 3 parejas para C. tropicalis (Ct1, Ct3,
Ct5) y 2 parejas para C. parapsilosis (Cpl y Cp2) (Tabla 2 y Fig. 1).

Posterior a la seleccion, estandarizamos las condiciones 6ptimas de la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para cada pareja de oligonucleétidos:

Temperatura de éptima de alineamiento para PCR punto final.
Por medio de un gradiente de temperatura determinamos la temperatura
optima de alineamiento para la PCR de cada pareja de oligonucleoétidos. Los

valores obtenidos fueron: 67.6 °C para la pareja Ca2; 63.5 °C para Ca5; 60.8 °C
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para Ca6; 64.4 °C para Ctl,; 60.1 °C para Ct3; 65.5 °C para Ct5; 61.9 °C para Cpl

y 68.4 °C para Cp2 (Tabla 2, Tabla S1y Fig. S1).

Concentracion de oligonucleoétidos 6ptima para PCR punto final.
Determinamos la concentracion de oligonucledtidos 6ptima para cada
pareja de oligonucledtidos, es decir, seleccionamos la concentracion minima que
proporciono cualitativamente la mayor cantidad de producto de PCR, por medio de
una electroforesis en gel de agarosa. Las concentraciones optimas para cada
pareja son las siguientes: Ca2 200nM, Ca5 200nM, Ca6 300nM, Ct1 100nM, Ct3

100nM, Ct5 200nM, Cpl1 200nM, Cp2 600nM (Tabla 2, Tabla S2 y Fig. S2).

Concentracion de dNTPs 6ptima para PCR punto final

Determinamos la concentracion optima de dNTPs para cada pareja de
oligonucledtidos, seleccionamos la concentracion a la cual obtuvimos la mayor
cantidad (cualitativamente) de producto de PCR, por medio de electroforesis en

gel de agarosa. La concentracion 6ptima para cada pareja fue de 50 uM.

Los oligonucleétidos disefiados detectan cantidades pequefias de ADN
especifico por PCR punto final

Utilizando cantidades decrecientes de ADN especifico para cada pareja de
oligonucledtidos, determinamos por PCR punto final la cantidad minima de ADN
genomico que pueden detectar de manera especifica. Los productos de PCR los
visualizamos por medio de electroforesis en geles de agarosa utilizando un
quinceavo del volumen total de la reaccion. Encontramos que para las pareja

utilizadas para la deteccion de C. albicans Ca2 y Ca5 se puede detectar hasta 1
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ng y Ca6 puede detectar 0.1 ng. La pareja Cpl utilizada para la deteccion de C.
parapsilosis detecta también una concentracion minima de 0.1 ng; la pareja Cp2 y
las parejas utilizadas para la deteccion de C. tropicalis, Ctl y Ct5 detectan una

concentracion minima de 10 ng y Ct3 detecta 0.5 ng (Fig. 2 y Fig. S3).

Cada pareja de oligonucleotidos es especifica para su especie aun en
presencia de ADN gendmico de otras especies de Candida.

Para demostrar la especificidad de cada pareja de oligonucleotidos
realizamos reacciones de PCR punto final con mezclas de ADN gendmico de 10
especies de Candida filogenéticamente relacionadas, pero diferentes a la especie
gue detecta cada pareja. A esta mezcla se afiadieron concentraciones
decrecientes del ADN gendémico especifico de cada pareja de la siguiente manera.
Analizamos por PCR punto final diluciones de ADN gendmico de C. albicans, C.
tropicalis y C. parapsilosis (100 ng, 10 ng y 1 ng). Cada una de las diluciones de
estas especies se retd con una mezcla de 500 ng totales de ADN gendmico de 10
especies de Candida diferentes (50 ng de cada una). Cada pareja de
oligonucledtidos detectan la secuencia especifica de la especie para la cual fueron
disefiados, aun en presencia de ADN gendmico en exceso de otras especies
relacionadas. La cantidad de ADN gendmico que detectamos por cada pareja de
oligonucledtidos en presencia de estas otras especies son: para las parejas Ca6,
Ct3 y Cpl es de 1 ng; para las parejas Ca2 y Ca5 es de 10 ng; y para las parejas
Ctl, Ct5 y Cp2 detectan una concentracion minima de 100 ng (Fig. 3 y Fig. S4).
En este experimento no podemos determinar la cantidad minima de ADN

gendomico que podemos detectar para cada una de las 3 especies pues la cantidad
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minima de ADN que utilizamos fue de 1 ng y aun se pueden observar con claridad

los productos de amplificacion (Fig. 3).

Las parejas de oligonucleétidos seleccionadas detectan e identifican

correctamente las tres especies de Candida en aislados clinicos.

Para evaluar la especificidad y sensibilidad de las 8 parejas de
oligonucledtidos seleccionadas, extrajimos ADN gendémico de 52 aislados clinicos
para probarlos con cada una de las parejas. Los aislados clinicos provienen de
pacientes hospitalizados con diversas enfermedades clinicas. Inicialmente
evaluamos la pureza y calidad del ADN genomico extraido de cada aislado por
medio de amplificacion de la regién ITS1 e ITS2 del ADN ribosomal con
oligonucledtidos universales ITS1 e ITS4 (19) (Fig. 4A). Posteriormente
utilizamos los oligonucle6tidos especificos en sus condiciones éptimas para la
deteccidn e identificacion de tres de las especies de Candida causantes de
infeccion por PCR punto final (C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis) (Fig. 4B).

Las parejas de oligonucle6tidos Ca2 y Ca5 identificaron positivamente para
C. albicans los mismos 20 aislados clinicos, la pareja Ca6 identifico 19 de los 20
aislados para la misma especie. La pareja Ct3 identificd positivamente para C.
tropicalis 18 aislados clinicos, las parejas Ctl y Ct5 solo identificaron 17 de los 18
aislados clinicos para C. tropicalis. Las dos parejas utilizadas para la deteccién de
C. parapsilosis, Cpl y Cp2, identificaron las mismas 3 muestras positivas cada
una (Tabla 3).

De los 52 aislados clinicos se pudieron identificar alguna de las tres

especies en el 78.9% (41/52) de los aislados. Para la frecuencia de estas tres
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especies, se encontrd a C. albicans como la principal especie en un 38.5% (20/52)
de los aislados, a C. tropicalis en 34.6% (18/52), a C. parapsilosis en 5.8% (3/52) y
un 21.1% (11/52) de las muestras fueron negativas para los oligonucleotidos

disefiados, lo que sugiere que se trata de especies distintas a las tres especies de

Candida evaluadas en este estudio (Tabla 3).

Las parejas de oligonucledtidos seleccionadas tienen una alta especificidad
y sensibilidad cuando se comparan con el método considerado el estandar
de oro, API ID32 C.

Los resultados por PCR punto final se compararon con los resultados
obtenidos de los Hospitales de donde provienen los aislados clinicos, donde
realizaron la deteccion de la especie de Candida utilizando el método VITEK-2
(BioMerieux® SA).

De un total de 52 aislados clinicos, el 81% (42/52) de los resultados de
ambos métodos (PCR/VITEK-2) concuerdan, el 19% (10/52) de los resultados
entre ambos no concuerdan. Los aislados que no concuerdan (y otros 37 para un
total de 47), fueron analizados por un tercer método, API ID32 C (BioMerieux®
SA), y los resultados de éste método apoyaron los resultados obtenidos por PCR
punto final, con excepcién del aislado AN27 que no fue detectado por PCR punto
final con ninguna de las dos parejas disefiadas para la deteccion de C.
parapsilosis pero por API ID32 C y por VITEK-2 se identific6 como C. parapsilosis
(Tabla 4).

Para los 10 aislados clinicos cuya identificacion por PCR no concuerda con

la obtenida por VITEK-2, encontramos los siguientes resultados: dos aislados
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clinicos, AN43 y AN47, fueron identificados como C. albicans por VITEK-2, pero el
AN43 se identific6 como C. tropicalis por las tres parejas de oligonucleotidos y el
aislado AN47 no es positivo con ninguna de las 8 parejas de oligonucledtidos, lo
gue sugiere gue se trata de una especie diferente a las tres especies analizadas
en este estudio. Cinco aislados clinicos, AN7, AN35 y AN42 se identificaron por
VITEK-2 como C. tropicalis. Sin embargo, por PCR dos de estos aislados los
identificamos como especies diferentes a C. tropicalis, AN7: C. parapsilosis, AN35
y AN42: C. albicans; los otros dos aislados, AN33 y AN41, no fueron identificados
por ninguna de las 8 parejas de oligonucledtidos, lo que sugiere que se trata de
especies diferentes a las tres especies detectadas por nuestras 8 parejas de
oligonucledtidos.

El aislado clinico AN27 se identifico por VITEK-2 como C. parapsilosis, pero
por PCR es negativo tanto con las dos parejas de oligonucleétidos para C.
parapsilosis como las otras parejas de las otras especies estudiadas lo que
sugiere gue se trata de otra especie diferente a las tres evaluadas en este estudio.
Dos aislados clinicos identificados por VITEK-2 como otra especie diferente a las
evaluadas en este estudio (AN13: C. lipolytica; AN52: C. glabrata), no concuerdan
con los resultados de PCR. Ambos aislados son identificados por PCR, por 3
parejas de oligonucleétidos, como C. tropicalis (Tabla 5).

Al comparar los resultados de la PCR punto final con los de la prueba de
referencia API ID32 C realizada con un total de 47 aislados clinicos, encontramos
que, todos los resultados coinciden excepto uno (aislado AN27). Estos resultados
incluyen los aislados con los cuales no obtuvimos producto de amplificacion con

ninguna pareja de oligonucleotidos, ya que resultaron ser otras especies distintas
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a las 3 utilizadas en este trabajo. Al comparar los resultados de VITEK-2 con los
de la prueba de referencia API ID32 C realizada también los mismos 47 aislados
clinicos, encontramos que 10 resultados no coinciden (AN7, AN13, AN30, AN33,
AN35, AN41, AN42, AN43, AN47 y AN52).

Utilizando estos datos se determind la sensibilidad y especificidad de cada
prueba. La sensibilidad y especificidad de la PCR punto final es de 98% y 100%,
respectivamente. La sensibilidad y especificidad de VITEK-2 es de 85% y 33%,

respectivamente.

DISCUSION

En el presente trabajo, disefiamos oligonucledétidos especificos para la
deteccion de tres especies importantes de Candida: C. albicans, C. tropicalis y C.
parapsilosis, especies que se han reportado son las més frecuentes entre las
infecciones causadas por Candida (2). En trabajos anteriores se han reportado
secuencias especificas de especie, en su mayoria, secuencias en genes que
codifican para el ARN ribosomal (9, 13-15). Nuestras parejas de oligonucleotidos,
no descritas anteriormente, estan disefiadas sobre secuencias especificas del
genoma de cada una de las tres especies, y estas no se encuentran en otras
especies de Candida ni en otros organismos.
Las condiciones para una reaccion de PCR varian de acuerdo a la pareja de
oligonucledtidos utilizada. Determinar la temperatura éptima de hibridacion,
concentracion de oligonucledtidos y concentracion de dNTPs, nos permiten
optimizar la amplificacién Unica del producto deseado, demostrando asi la

especificidad del método y da como resultado un producto que puede ser
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visualizado facilmente en un gel de agarosa, utilizando anicamente una minima
cantidad del volumen total (un quinceavo). La mayoria de nuestros
oligonucledtidos detectan cantidades pequefias de ADN genomico (> 0.5 ng), esto
aumenta la sensibilidad del método, por lo que nuestro método permite amplificar
la secuencia del ADN deseado a partir de pequefias cantidades de ADN.

Sin embargo, la presencia de altas concentraciones de ADN de otras especies
afecta ligeramente la eficiencia de la amplificacion del producto deseado. Cabe
aclarar que estas condiciones son extremas y es poco probable encontrar en
muestras clinicas infecciones donde haya 100 a 500 veces mayor cantidad de
ADN de otras especies que podrian interferir con la deteccion de ADN por nuestro
meétodo. Sin embargo, el hecho de que en presencia de una mezcla de ADN de
otras especies, nuestras parejas de oligonucledtidos amplifican especificamente (y
muy eficientemente) las secuencias de la especie sobre la cual fueron disefiados,
y no amplifican secuencias inespecificas de otras especies, indica que los
oligonucledtidos son especificos para su especie. Es importante hacer notar que
no se obtiene producto de amplificacion cuando el ADN para el cual fueron
disefiados los oligonucleétidos no se encuentra presente; y la cantidad del
amplicén especifico obtenido en estas mezclas, depende de la concentracion de
ADN molde de la especie que se desea detectar, lo que apoya fuertemente la idea

de que las parejas de oligonucledtidos son especificos.

De un total de 52 aislados clinicos provenientes de pacientes hospitalizados de
dos hospitales nacionales, se encontrd a C. albicans como la especie mas

frecuente, seguido por C. tropicalis y C. parapsilosis. Con nuestro método
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identificamos el 78.9% de los aislados clinicos. El porcentaje restante 21.1% no
pudo ser detectado por nuestras parejas de oligonucleotidos, lo que sugiere que
se trata de especies diferentes a las tres especies analizadas en este estudio. Al
analizar estos aislados clinicos que no pudieron ser identificados, con parejas de
oligonucledtidos disefiados especificamente para C. glabrata (Hernandez-Howell
et al. manuscrito en preparacion) 7.8% de estos aislados corresponde a C.
glabrata.

Al comparar todos los resultados que obtuvimos con este método de PCR punto
final con los resultados obtenidos por VITEK-2, el 81% de los resultados
concuerdan entre ambos métodos. El 19% restante, es discordante entre los dos
meétodos, esto corresponde a 10 aislados clinicos. Estas muestras discordantes
las comparamos con el método bioquimico API (API ID32 C-Biomeriux)
considerado como “estandar de oro” (20). Los resultados de este tercer método
apoyan todos los resultados que obtuvimos por nuestro método PCR punto final,
con excepcién de uno. Es decir nuestro método y el estandar de oro coinciden en
un 98% de las muestras probadas con ambos métodos (51/52).

El Gnico caso discordante, es identificado por API ID32 C como la especie C.
parapsilosis. En estudios moleculares, realizados en la Gltima década, han
reportado que hay otras dos especies genéticamente diferentes que se identifican
como C. parapsilosis por métodos tradicionales. Inicialmente se reportaron como
subgrupos (grupos Il y Il), pertenecientes al complejo C. parapsilosis (21) .
Actualmente se proponen como dos nuevas especies: C. orthopsilosis y C.
metapsilosis (22). Estas especies no han podido diferenciarse por métodos de

diagnéstico tradicionales, pero con las dos parejas de oligonucleétidos disefiados
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en este estudio para C. parapsilosis, si podemos distinguir entre C. parapsilosis y
estas dos especies, ya que las 2 parejas solo identifican a la especie C.
parapsilosis cuando se prueban con estas tres especies. Basados en esto,
podemos sugerir que este aislado clinico se trata de una de estas dos especies,
gue no puede ser diferenciada por API ID32 C o VITEK-2. Para confirmarlo,
planeamos amplificar los genes que codifican para el RNA ribosomal utilizando
oligonucledtidos universales y se secuenciara.

Al comparar los resultados de nuestro PCR y los de VITEK-2 realizado en los
laboratorios clinicos de cada hospital con los resultados de API ID32 C
determinamos la validez de nuestro método como prueba diagnostica. La PCR
presenta una mayor sensibilidad y especificidad diagnostica que VITEK-2, (99%
comparado con 85% y 100% comparado con 33% respectivamente (Fig. 5), por lo
gue los resultados positivos por PCR punto final, individualmente para las tres
especies (C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis), muy probablemente
corresponden con toda certeza a la especie identificada; y los resultados negativos
para estas tres especies, en todos los casos correspondieron efectivamente a
otras especies diferentes de las utilizadas en este estudio.

Tenemos planeado secuenciar los productos de PCR amplificados con nuestras
parejas de oligonucledtidos para asegurarnos de que cada producto amplificado
corresponde a la region del genoma correspondiente de cada una de las tres
especies.

Una gran ventaja de nuestro método de PCR punto final, es que podemos detectar
infecciones multiples por estas tres especies (varias especies a la vez). A

diferencia de métodos bioquimicos como el APl o VITEK, nuestro método de PCR
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punto final es capaz de identificar cada una de las especies de manera especifica
en una misma muestra cuando se utilizan las 8 parejas de oligonucleétidos (B. E.
Gonzalez-Gomez e |. Castafio datos no publicados).

Los métodos convencionales toman varios dias (48-120 horas) para dar un
resultado desde el primer aislamiento hasta su caracterizacion bioguimica; con
nuestro método podemos obtener resultados en aproximadamente 6 horas a partir
de un aislado clinico, tiempo que podria disminuir al analizar muestras clinicas
(orina 0 sangre) directamente por nuestro meétodo y al optimizar un PCR-multiplex
gue lleve a detectar varias especies en una sola reaccion de PCR.

Utilizar una PCR punto final es mucho mas barato y accesible que otros métodos
igualmente sensibles, por ejemplo el PCR en tiempo real, la secuenciacion de
productos de amplificacion de los genes de RNA ribosomal, ensayos de restriccion
a partir de productos de PCR, necesitan de equipo y material mas costoso y
personal altamente entrenado. Utilizar un PCR punto final elimina los errores
producidos en la interpretacion y subjetividad de los métodos convencionales
como lo son la microscopia, los métodos cromogénicos y los métodos

bioquimicos.

Basado en los resultados obtenidos, podemos afirmar que nuestro método, PCR
punto final, es un método altamente sensible y especifico, rapido y accesible, que
puede ser implementado en los laboratorios del sistema de salud para proveer
resultados en un menor tiempo y de mayor calidad, para proteger la vida de los
pacientes que padecen infecciones causadas por estas tres especies principales

de Candida.
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523 Tabla 1. Lista de oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

No. Nombre Especie Especifico | Seleccionado
1401/1060 Cal C. albicans - No
1061/1062 Ca2 C. albicans + Si
1287/1288 Ca3 C. albicans - No
1289/1290 Ca4 C. albicans - No
1291/1292 Cab C. albicans + Si
1293/1403 Cab C. albicans + Si
1063/1064 Ctl C. tropicalis + Si
1236/1237 Ct2 C. tropicalis - No
1295/1402 Ct3 C. tropicalis + Si
1297/1231 Ct4 C. tropicalis - No
1230/1231 Ct5 C. tropicalis + Si
1298/1231 Ct6 C. tropicalis - No
1299/1300 Ct7 C. tropicalis - No
1232/1233 Ct8 C. tropicalis - No
1232/1301 Ct9 C. tropicalis - No
1232/1302 Ct10 C. tropicalis - No
1232/1304 Ctll C. tropicalis - No
1283/1284 Cpl C. parapsilosis + Si
1285/1286 Cp2 C. parapsilosis + Si
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524  Tabla 2. Oligonucleoétidos seleccionados, sus condiciones optimas para la

525 PCR punto final y tamafio del producto amplificado.

Temperatura Concentracion . Tamafo
Especie de Pareja de Optima de de Concentracion de ‘I;empq fje del
Candida Oligonucleétidos  alineamiento  oligonucleétidos dNTPs (uM) xtension producto
C) 6ptima (nM) (segundos) =)
Candid Ca2 67.6 200 50 15 202
andida
. Cab 63.5 200 50 15 203
albicans
Cab 60.8 300 50 11 173
Candid Ct1 64.4 100 50 15 217
andiaa Ct3 60.1 100 50 15 224
tropicalis
Ct5 65.5 200 50 17 254
Candida Cpl 62 200 50 20 311
parapsilosis  cpop 68.4 600 50 11 174
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526 Tabla 3. Numero de aislados clinicos identificados por pareja de

527 oligonucleétidos y su frecuencia un total de 52 aislados analizados.

, Pareja de oligonucleodtido :

Especie Frecuencia
Ca2 [Cab | Cab | Catl | Ct3 | Ct5 | Cpl | Cp2
C. albicans 20 | 20 | 19 38.5%
C. tropicalis 17 | 18 | 17 34.6%
C. parapsilosis 3 3 5.8%
Otras 21.1%
especies

528 *Especies diferentes a C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis no detectados

529 por la PCR punto final por las ocho parejas de oligonucleotidos.
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530

531

532

533

Tabla 4. Comparacion entre los resultados de la PCR y el método bioquimico

VITEK-2.
Resultados entre % correlacién . Numero d_e
PCR/VITEK-2 aislados clinicos
Concuerda? 81% 42/52
No concuerda 19% 10/52
100% 52/52

% Incluye aislados identificados como positivos o negativos por ambos métodos

para las tres especies evaluadas en este estudio.
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534

535

536

537

538

539

540

541

542

543

Tabla 5. Resultados discordantes de 10 aislados clinicos detectados por
PCRy VITEK-2, y analizados con el método API ID32 C considerado el

estandar de oro.

. . Identificado por:
Aislado clinico P

PCR API ID 32 C® VITEK-2
AN7 C. parapsilosis C. parapsilosis C. tropicalis
AN13 C. tropicalis C. tropicalis C. lipolytica
AN27 Negativo® ° C. parapsilosis C. parapsilosis
AN33 Negativo® Geotrichum capitatum C. tropicalis
AN35 C. albicans C. albicans C. tropicalis
AN41 Negativo® C. kefyr C. tropicalis
AN42 C. albicans C. albicans C. tropicalis
AN43 C. tropicalis C. tropicalis C. albicans
AN47 Negativo® Trichosporon asahii C. albicans
AN52 C. tropicalis C. tropicalis C. glabrata

®Lectura a las 24 y 48 horas.

b Negativo — No se pudo amplificar ningtin producto al utilizar cada una de las ocho
parejas de oligonucledtidos para la deteccion de las tres especies analizadas por
PCR en este estudio (C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis), por lo que
decimos “negativo por PCR”.

¢ Especie C. parapsilosis no detectada con ninguna de las dos parejas de

oligonucledtidos disefiadas para la deteccion de C. parapsilosis.
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553 Fig. 1. Seleccion de las parejas de oligonucleétidos mas especificos para la
554  deteccidn de la especie para la cual fueron disefiados.

555 A. La pareja de oligonucleoétidos Ct6 no fue seleccionada debido que mostré ser
556 inespecifica al producir bandas de amplificacién no deseada cuando se utilizé con
557 otras especies diferentes a la que se desea detectar. B. La pareja de

558 oligonucleotidos Ca2 si se selecciond debido a que demostré ser especifica para

559 la especie que se queria detectar con respecto a las demas especies.
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Fig. 2. Cantidad minima de ADN gendmico detectado por una pareja de

oligonucleétidos de cada especie (C. albicans, C. tropicalis y C.
parapsilosis).

A. La pareja de oligonucledétidos Ca6 para la deteccion de C. albicans detecta un
minimo de 0.1 ng de ADN gendmico. B. La pareja de oligonucleétidos Ct3 para la
deteccion de C. tropicalis detecta un minimo de 0.5 ng de ADN gendmico. C. La
pareja Cpl para la deteccion de C. parapsilosis detecta un minimo de 0.1 ng de

ADN gendmico.
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Fig. 3. Mezcla de ADN de varias especies frente a cantidades decrecientes
de ADN especifico para la pareja de oligonucleétidos. Los oligonucleotidos
especie-especificos seleccionados muestran especificidad aun en presencia de
exceso de ADN de 10 especies de Candida relacionadas (50 ng de cada una). A.
La pareja de oligonucleétidos Ca6 detecta al menos 1 ng de ADN gendémico de C.
albicans en presencia de una mezcla de 500 ng de ADN de otras especies. En
ausencia de ADN genomico de C. albicans los oligonucleétidos no reconocen
secuencias de ADN de otras especies. B. La pareja Ct3 detecta 1 ng del ADN
gendmico especifico de C. tropicalis en presencia de una mezcla de 500 ng de

ADN de otras especies. En ausencia de ADN gendémico de C. tropicalis los
32



600 oligonucleodtidos no reconocen secuencias de ADN de otras especies. C. La pareja
601 Cpl detecta al menos 1 ng del ADN gendmico especifico de C. parapsilosis en
602 presencia de una mezcla de 500 ng de ADN de otras especies. En ausencia de
603  ADN gendmico de C. parapsilosis los oligonucleétidos no reconocen secuencias

604 de ADN de otras especies.
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Fig. 4. Deteccion molecular e identificacién de tres especies de Candida en
52 aislados clinicos.

A. Amplificacién de las regiones ITS1 y ITS2 del ADN ribosomal de 52 aislados
clinicos con oligonucledtidos universales para hongos ITS1 e ITS4. Se utiliz6 como
control positivo a C. glabrata (BG14). B. Ejemplo de 10 de los 52 aislados clinicos,
que fueron identificados para una de las tres especies de Candida para la cual se
disefiaron los oligonucleétidos. En general, todas las parejas especificas de
especie detectan las mismas muestras positivas. Los aislados clinicos AN1, AN4 y
ANB9 fueron identificados como C. albicans; los aislados AN2, AN5, AN6 y AN8
fueron identificados como C. tropicalis; y los aislados AN3, AN7 fueron
identificados como C. parapsilosis. El aislado AN10 no pudo ser detectado con
ninguna de las 8 parejas de oligonucledtidos. Al utilizar VITEK-2 y API ID32 C
(estandar de oro) indica que AN10 es un aislado de C. guilliermondii, por lo que no
esperabamos amplificacion de ningun producto con nuestros juegos de

oligonucleaotidos y la no amplificacion es correcta.
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Figura 5. La PCR punto final presenta valores de sensibilidad y especificidad
mas altos que VITEK-2 al compararlos con la prueba de referencia APl ID32
C.

La columna azul representa los valores de sensibilidad y especificidad para la
PCR punto final, 98% y 100% respectivamente, para la deteccion de las 3
especies analizadas en este estudio. Las columnas color verde representan los
valores de sensibilidad y especificidad para la prueba VITEK, 85% y 33%

respectivamente, para la deteccion de las 3 especies analizadas en este estudio.
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646 Material Suplementario
647 Tabla S1. Temperatura O6ptima de alineaciébn para cada pareja de

648 oligonucledtidos determinado por medio de un gradiente de temperatura.

8
=
Especie %‘8 Gradiente de Temperatura (°C)
de q:)'g
Candida g.é
O | Minima? Méaxima
é Ca2 61 617 626 638 654 667 67.6° 68
5
g Cab 56 57.1 58.8 60.8 63.5° 65.7 67.2 68
©
S
=
o Cab 56 57.1 58.8 60.8° 635 65.7 67.2 68
= ctl 62 62.6 634 644° 658 669 676 68
5
ﬁ Ct3 55 56.2 58 60.1° 63.1 655 67.1 68
%
8 Ct5 55 56.2 58 60.1 631 655° 67.1 68
m Cpl 60 60.8 61.9° 63.2 65 66.5 67.5 68
c D
S =2
;%% 56 57.1 58.8 60.8 635 65.7 67.2 68
&) § Cp2
68 68.4° 69 696 705 713 718 72

649 ®Se selecciond la temperatura minima de alineamiento de los oligonucleétidos a la
650 cual se observa una banda intensa en el gel cuando se carga un quinceavo del
651  volumen total de la reaccién (2 puL de 30 uL totales)

P Temperatura seleccionada.
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652

653

654

655

656

Tabla S1. Concentracion 6ptima de oligonucleétidos para PCR de cada pareja.

Especie Pareja de Concent
de . o Concentracion de oligonucle6tidos evaluadas (nM) racion
Candida Oligonucledtidos bptima*
" Ca2 100 200 400 500 600 800 1000 1200 200nM
O
c_cg Cab 100 200 400 500 600 800 1000 1200 200nM
g
@
O Cab 100 200 300 400 500 600 800 1000 1200 300nM
% Ctl 100 200 400 500 600 800 1000 1200 100nM
=
o
% Ct3 100 200 400 500 600 800 1000 1200 100nM
2
@
O Ct5 100 200 400 500 600 800 1000 1200 200nM
o 's Cpl 100 200 400 500 600 800 1000 1200 200nM
o
Sz
5 &
© g Cp2 100 200 400 500 600 800 1000 1200 600nM

* Se selecciono la concentracion minima de oligonucleodtidos a la cual se observa

una banda intensa en el gel cuando se carga un quinceavo del volumen total de la

reaccion (2 pL de 30 pL totales)
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Fig. S1. Gradiente de temperatura para la seleccion de la temperatura
Optima de alineamiento de la pareja de oligonucleétidos.
Gradiente de temperatura para la deteccion de C. albicans (SC5314) utilizando la
pareja de oligonucledtidos Cab5 como ejemplo. Control positivo, C. albicans (carril
1); Control negativo, sin ADN (carril 2). La banda inespecifica (carril 3) de la
especie C. guilliermondii va desapareciendo a medida que se aumenta la
temperatura de alineacién de los oligonucleétidos. Para esta pareja de
oligonucledtidos la temperatura 6ptima seleccionada es de 63.5 °C. En la
electroforesis, C. guilliermondii se corrié en una concentracion 4 veces mayor a la

usada en los controles positivos.
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Fig. S2. Intervalo de concentraciones de oligonucleétidos evaluadas

688

para cada pareja. Se evaluaron concentraciones crecientes de cada pareja de

689

oligonucledtidos especificos para cada una de las tres especies evaluadas (100

690

nM, 200 nM, 400 nM, 500 nM, 600 nM, 800 nM, 10000 nM, 1200 nM). Se

691

0 ser Optima

tidos que mostré

)

de oligonucle

Ve

7

on minima

selecciond la concentraci

692

para la visualizacién del producto final de PCR (control positivo). En este caso,

693

200 nM es la concentracion 6ptima para la pareja Caz2.

694
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706 Fig. S3 Cantidad minima de ADN gendmico detectado por una pareja de
707 oligonucledtidos de cada especie (C. albicans, C. tropicalis y C.

708 parapsilosis).

709 La pareja de oligonucledétidos Ca2 (A) y Ca5 (B) para la deteccién de C. albicans
710  detecta un minimo de 1 ng de ADN gendmico. La pareja de oligonucleétidos Ctl
711 (C)y Ct5 (D) para la deteccién de C. tropicalis detecta un minimo de 10 ng de
712  ADN gendmico. La pareja Cp2 (E) para la deteccién de C. parapsilosis detecta un
713  minimo de 10 ng de ADN gendmico.
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739 Fig. S4. Mezcla de ADN de varias especies frente a cantidades decrecientes
740 de ADN especifico para la pareja de oligonucleétidos. Los oligonucle6tidos
741  especie-especificos seleccionados muestran una alta especificidad aun en

742  presencia de exceso de ADN de 10 especies de Candida relacionadas (500 ng).
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743

744

745

746

747

748

749

Las dos parejas de oligonucleoétidos utilizadas para la deteccién de C. albicans,
Ca2 (A), Ca5 (B) y la pareja Ctl para la deteccién de C. tropicalis detectan una
cantidad de ADN gendmico especifico de 10 ng en presencia de ADN de otras
especies. La pareja de oligonucleotidos Ct5 (D) utilizada para la deteccion de C.
tropicalis y la pareja Cp2 (E) para la deteccion de C. parapsilosis detectan una
cantidad de ADN gendmico especifico de 100 ng en presencia de ADN de otras

especies.
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