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Los hongos son organismos eucariotas pertenecientes al reino Fungi que presentan un 

metabolismo quimioheterótrofo, ya que obtienen la energía y el carbono de compuestos 

orgánicos sintetizados por otros organismos. Este hecho condiciona su modo de vida, por lo que 

en la naturaleza se encuentran bien asociados a la materia orgánica en descomposición, 

participando en los ciclos naturales de reciclado del carbono y otros elementos naturales, o bien 

como patógenos oportunistas de animales y plantas 
(21)

.  

Los hongos presentan básicamente dos tipos de morfologías, una multicelular denominada 

filamentosa y otra unicelular denominada levaduriforme. Los hongos filamentosos producen 

colonias algodonosas o pulverulentas. Observados al microscopio óptico, los hongos 

filamentosos presentan unas estructuras tubulares, formadas por múltiples células, que se 

denominan hifas. Los hongos que presentan crecimiento levaduriforme generalmente dan lugar 

a colonias lisas cremosas. Observados al microscopio óptico, estos hongos presentan formas 

ovoides o esféricas y se reproducen por gemación o por fisión binaria 
(21)

. 

 

1.1. Características del género Candida 

Los hongos del género Candida fueron descritos por primera vez por Christine Marie Berkhout 

en 1923 
(18)

. La clasificación actual engloba al género Candida dentro del reino Fungi, Phylum 

Ascomycota, Subphylum Ascomycotina, clase Ascomycetes, orden Saccharomycetales y familia 

Saccharomycetaceae. 

 

El género Candida comprende más de 200 especies de levaduras 
(228)

 que difieren por su 

capacidad de asimilar distintos compuestos, por la composición de los polisacáridos de la pared 

celular y por la capacidad de presentar diferentes morfologías. Solamente un pequeño número 

de estas especies son patógenas para los humanos, de hecho, el 65% de ellas son incapaces de 

crecer a 37 ºC, primer requisito necesario para el éxito de cualquier organismo patógeno 
(296)

. 

 

La gran mayoría de las infecciones fúngicas están producidas por Candida albicans, sin 

embargo cabe destacar otras especies patógenas oportunistas comunes responsables de causar 

enfermedades en el ser humano como Candida dubliniensis, Candida glabrata, Candida 

guilliermondii, Candida kefyr, Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida parapsilosis o 

Candida tropicalis 
(124,142,248,264,286,332)

. 

 

 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&langpair=en%7Ces&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Genus&rurl=translate.google.es&usg=ALkJrhi4Z36LtGshCVTFO5otSeLGYSOU3A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&langpair=en%7Ces&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Christine_Marie_Berkhout&rurl=translate.google.es&usg=ALkJrhjH4jF27quL6Tgzm7kLdRi3uBc1bA
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1.1.1. Distribución 

Las especies del género Candida forman parte de la microbiota normal en aproximadamente el 

50% de las personas 
(229,305)

, aunque los datos pueden variar dependiendo de la población 

estudiada. Candida es un comensal habitual en la cavidad oral, en el aparato digestivo y en la 

vagina. La especie que más frecuentemente se aísla dentro de este género es C. albicans, 

constituyendo un 60-80% de los aislamientos en la cavidad oral 
(223,272,291,292)

 y un 80-90% de los 

vaginales 
(272)

. Otros lugares anatómicos donde también se aísla C. albicans son las regiones 

húmedas o dañadas de la piel y las uñas 
(272)

. 

 

C. glabrata también se encuentra comúnmente en la piel, en los ojos, en la cavidad oral, en el 

aparato digestivo y genital; C. dubliniensis puede causar candidiasis oral y vaginal, siendo más 

común en personas inmunodeficientes, principalmente infectadas por el virus de la 

inmunodeficiencia (VIH) 
(206,331)

. Otras especies del género como C. guilliermondii y 

C. parapsilosis son también colonizadoras habituales de la piel 
(272)

.  

 

1.2. Candida dubliniensis  

En 1995 se describió una nueva especie de Candida, Candida dubliniensis. El nombre de esta 

especie fue propuesto por Sullivan y cols. 
(332)

 puesto que este microorganismo fue inicialmente 

aislado de la cavidad oral de pacientes infectados por el VIH en Dublín, Irlanda. Fue allí, 

mientras se realizaba una investigación epidemiológica de la candidiasis oral en personas con 

VIH y enfermos de sida, donde se observó que ciertos aislamientos tipificados en principio 

como C. albicans producían tubos germinales y clamidosporas pero no hibridaban de manera 

eficiente con la sonda de ADN 27A específica para C. albicans 
(298,328,332)

. 

 

1.2.1. Distribución y prevalencia  

Desde que C. dubliniensis fue descrita como una nueva especie, son numerosos los artículos que 

han confirmado su presencia en diferentes continentes tanto en Europa como en América, 

Sudáfrica o Asia 
(65,67,261,327,330)

. Este microorganismo ha sido aislado principalmente en la 

cavidad oral de pacientes infectados por el VIH y en enfermos con sida con candidiasis oral 
(332)

, 

no obstante se ha descrito también su presencia, aunque en menor porcentaje, en la cavidad oral 

de sujetos sanos y más recientemente en pacientes con diabetes y en enfermos con cáncer 
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(15,258,301,352)
. Otros focos infecciosos donde también se ha aislado C. dubliniensis son la vagina, 

la orina, los esputos y la sangre 
(32,102,109,258)

. 

 

Los datos acerca de la prevalencia de C. dubliniensis son bastante variables 
(172)

. Las tasas de 

prevalencia más elevadas de esta especie se han registrado en la cavidad oral de pacientes 

infectados por el VIH, con valores que oscilaban entre el 1,2 y el 48%  

(12,23,24,36,55,67,86,89,135,137,154,175,193,293,341)
, mientras que en pacientes con infecciones orales sin VIH, 

como la estomatitis protésica, se han registrado unas tasas de prevalencia inferiores con valores 

que oscilaban entre el 1,36 y el 8,9% 
(101,182,208)

.  

Varios estudios relacionados con las tasas de prevalencia de este microorganismo en pacientes 

con otro tipo de patologías han registrado unos valores relativamente elevados: la diabetes con 

valores entre el 3,6 y el 18,23% 
(181,352)

, la fibrosis quística con un 11,1% 
(236)

 y el cáncer con 

valores entre el 2 y 4,64% 
(69,70)

.  

Cabe destacar un estudio epidemiológico realizado por Blignaut y cols. en Sudáfrica, en el que 

observaron que la prevalencia de C. dubliniensis en individuos de raza caucásica con VIH (9%) 

era mayor que en individuos de raza negra (1,5%) 
(24)

.  

 

1.2.2. Morfología  

C. dubliniensis puede presentar 4 tipos morfológicos diferentes en función de las condiciones 

ambientales: levaduras o blastosporas, pseudohifas, hifas verdaderas y clamidosporas 

(76,105,326,329,332)
 (Figura 1.1). 

Las levaduras son células de forma esférica u ovoide de 3 a 7 μm de diámetro, que se 

multiplican por gemación. Su crecimiento se ve favorecido en condiciones de aerobiosis, 

temperaturas inferiores a 33 ºC y dentro de un rango de pH de 2,5-7,5. 

Las pseudohifas están formadas por cadenas de blastosporas alargadas que simulan filamentos 

verdaderos. 

El crecimiento en forma de hifas se ve favorecido por temperaturas superiores a 33 ºC, la 

presencia de suero y pH cercano a la neutralidad. Las hifas tienen formas alargadas y están 

formadas por varias unidades celulares más o menos cilíndricas separadas por septos. 

 

Las clamidosporas o clamidoconidias, son células grandes, redondeadas, con pared engrosada y 

baja actividad metabólica, que se producen en el micelio de forma intercalar o terminal, en 
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condiciones de escasez de nutrientes. Estas formas de resistencia, pueden dar lugar a nuevas 

levaduras o bien degenerar. Las clamidosporas se caracterizan por tener una capa externa 

compuesta principalmente por β-1,3 glucano y en menor proporción quitina, una gruesa capa 

interna compuesta por proteínas y una región central de la célula rica en ácido ribonucleico y 

glóbulos lipídicos 
(140)

. 

 

 

  

  

 

Figura 1.1. Morfología de C. dubliniensis. (A) Hifas; (B) pseudohifas teñidas con calcoflúor; (C) 

levaduras y (D) clamidosporas teñidas con azul de lactofenol. 

 

1.2.3. Genoma 

El genoma completo de C. dubliniensis fue secuenciado en el año 2009 
(138)

, está compuesto por 

ocho pares de cromosomas y se estima que su tamaño completo es de 14,6 Mb. La comparación 

entre C. dubliniensis y C. albicans, revela que más allá de las diferencias cariotípicas, los 

genomas de las dos especies son muy similares, presentando una homología del 80% en el 

96,3% de los genes (Tabla 1.1).  

 

Muchas de las diferencias entre C. dubliniensis y C. albicans se deben a la expansión de ciertas 

familias de genes relacionados con la virulencia en C. albicans. Algunos de los genes que están 

ausentes en C. dubliniensis están implicados en la formación de hifas, como los que codifican 

A B 

C D 
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para las proteínas de la superficie celular Hyr1 y Als3 y dos miembros de la familia de las 

proteinasas aspárticas, Sap5 y Sap6. Sin embargo, quizás la principal diferencia entre estas dos 

especies se deba al tamaño de la familia de genes telómero-asociado (TLO) que está compuesta 

por 14 genes en C. albicans y por dos genes en C. dubliniensis 
(138,201)

. Las diferencias entre 

ambos genomas, muestran las divergentes trayectorias evolutivas seguidas por ambas especies.  

 

Tabla 1.1. Comparación de las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de varios genes representativos 

de C. albicans y C. dubliniensis 
(329)

. 

Gen % homología nucleótidos % homología aminoácidos Referencia 

ACT1 (ORF) 98 99 
(76)

 

ACT1 (intrón) 83 No aplicable 
(76)

 

URA3 93 98 
(318)

 

CDR1 92 97 
(202)

 

MDR1 92 96 
(205)

 

ERG11 92 96 
(239)

 

SAP2 90 94 
(201)

 

ERG3 91 93 
(252)

 

PHR1 89 92 
(120)

 

HWP1 45 49 
(201)

 

 

1.2.4. Ciclo sexual 

Hasta hace unos pocos años C. albicans era considerado un organismo diploide con 

reproducción asexual, sin embargo, en 1996 se descubrió que posee un locus sexual homólogo 

al locus MTL (Mating Type Like) de Saccharomyces cerevisiae 
(130)

. Debido a que la mayoría de 

los aislamientos clínicos de C. albicans son heterocigotos para el locus MTL (MTLa/MTLα) y 

por tanto expresan los dos tipos de información a y α, se pensó que ésta era la causa por la cual 

no se había observado un ciclo sexual en este organismo. Hull y cols. 
(130)

 construyeron cepas 

homocigotas a/a o α/α y Magee y cols. 
(177)

 crearon cepas que solamente expresaran un tipo de 

información de apareamiento (a/Δ y α/Δ), con las que lograron inducir el apareamiento sexual 

tanto in vivo, utilizando modelos de infección sistémica en ratones, como in vitro.  

 

La homocigosis del locus MTL (MTLa/MTLa o MTLα/MTLα) de C. albicans no es suficiente 

para que se establezca el apareamiento. Se ha descrito que previamente es necesario un cambio 

fenotípico reversible de células blancas y lisas a células opacas y rugosas, y que estas últimas 

son 10
6 

veces más eficientes para el apareamiento que las células blancas. Este cambio de fase 
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se mantiene en las células hijas durante varias generaciones y conlleva una reprogramación 

genética que implica aproximadamente unos 400 genes y produce células competentes para el 

apareamiento 
(196,307)

.  

 

El locus MTL de C. albicans regula el cambio fenotípico de colonias blancas a opacas; el 

heterodímero a1/α2 es un represor que bloquea este cambio y por lo tanto el apareamiento al 

impedir la producción de células opacas (Figura 1.2) 
(196)

. Se sabe que este cambio fenotípico 

que produce células competentes para el apareamiento está controlado por mecanismos 

epigenéticos que implican a los reguladores transcripcionales del locus MTL y éstos a su vez, 

regulan la expresión del gen WOR1, que es necesario para inducir este cambio fenotípico. La 

proteína Wor1p está presente a muy bajos niveles en células blancas, mientras que en células 

opacas su expresión aumenta ya que Wor1p se auto-regula activando su propia transcripción al 

unirse a su promotor, por lo que en células opacas, Wor1p se acumula 
(357)

. 

 

Los mecanismos moleculares responsables de la de transición blanco-opaca de C. albicans están 

representados en C. dubliniensis con un 84% de homología, sin embargo, en esta última especie 

los mecanismos parecen ser menos uniformes y eficientes 
(266)

. Parece probable que esta 

variabilidad sea el resultado del alto nivel de inestabilidad genética característica de 

C. dubliniensis debido, en parte, al aumento de la frecuencia de recombinación mitótica 
(143)

. 

 

 

Figura 1.2. Cambio fenotípico en C. albicans de células blancas a células opacas 
(356)

. 

 

 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1d/Whiteopaquecandida.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/1d/Whiteopaquecandida.jpg
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1.2.5. Factores de virulencia 

Identificar los factores asociados a la virulencia de las especies de Candida es una tarea 

complicada, debido a que estos hongos son patógenos oportunistas que suelen convivir en 

armonía con el huésped humano como parte de la microbiota comensal y sólo causan infección 

cuando las deficiencias del hospedador lo permiten 
(203)

.  

 

En relación con la patogénesis, la especie mejor estudiada es C. albicans. En esta especie se han 

identificado diversos factores asociados con la virulencia, entre los que destacan las adhesinas, 

como por ejemplo el producto del gen HWP1  
(315)

 o los de la familia de genes ALS 
(126)

, junto 

con varias enzimas extracelulares como las proteinasas aspárticas 
(213)

 y las fosfolipasas 
(216)

. 

Uno de los factores de virulencia más importantes, es la capacidad de alternar entre levaduras y 

micelio 
(324)

 siendo ambas formas morfológicas esenciales para la virulencia. Las hifas 

desempeñan un papel clave en la adhesión, la invasión y la formación de biopelículas, mientras 

que las células de levadura es probable que sean requeridas para la difusión y la colonización 

inicial de las superficies del hospedador 
(88)

.  

 

C. dubliniensis comparte con C. albicans varios de estos factores de virulencia y quizás por ello, 

es difícil entender por qué hay tal disparidad en la capacidad de C. albicans y C. dubliniensis 

para colonizar y causar enfermedad en el ser humano 
(203)

.  

 

1.2.5.1. Dimorfismo 

Llamamos dimorfismo al proceso por el cual las levaduras de C. albicans experimentan un 

cambio estructural que afecta a la célula convirtiéndola en filamento miceliar (Figura 1.3.). La 

formación de micelio se relaciona con la virulencia debido a tres observaciones: la primera es 

que la filamentación se induce a 37 ºC, y en presencia de suero y pH neutro, siendo estas 

condiciones similares a las que se encuentra Candida al infectar un huésped; segundo, se ha 

comprobado que los filamentos son más adherentes a las células de los mamíferos que las 

levaduras, y la adhesión es sin duda un paso previo a la penetración del hongo en los tejidos del 

huésped y, por último, las levaduras fagocitadas por macrófagos producen filamentos 

provocando la lisis de dichos macrófagos.  
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Figura 1.3. Formas de crecimiento de especies de Candida: levaduras (A), hifas (B) y pseudohifas (C) 
(39)

. 

 

C. dubliniensis manifiesta la capacidad de producir hifas 
(326,332)

 de una manera menos eficiente 

en comparación con C. albicans 
(105,204,219,321,321)

, siendo ésta una de las causas por las que 

C. dubliniensis es menos patógena que C. albicans 
(321)

. 

 

La expresión diferencial de genes que acompaña a la formación de hifas, es responsable de 

cambios tanto en el ciclo de división celular como en la composición y organización de la pared 

fúngica que originan el cambio morfogenético (Figura 1.4). C. albicans y C. dubliniensis 

presentan perfiles similares de expresión de genes, sin embargo, C. albicans muestra una mayor 

expresión de genes de virulencia específicos de hifas (por ejemplo, ECE1, HWP1, HYR1 y 

ALS3), mientras que C. dubliniensis muestra una respuesta transcripcional más moderada y no 

expresa genes específicos de hifas como HYR1 y ALS3 
(138)

. Además, se han identificado varios 

genes con función desconocida que están específicamente regulados en C. albicans, mientras 

que están ausentes o muy divergentes en el genoma de C. dubliniensis (por ejemplo, SFL2) 
(203)

.  

 

Uno de los reguladores de la transcripción más importantes que intervienen en el control de la 

morfogénesis de C. albicans es el producto del gen NRG1, cuya expresión en condiciones de 

inducción de hifas es baja, mientras que en C. dubliniensis su alto nivel de expresión en estas 

condiciones, evita la formación de hifas y hace que las células permanezcan en la fase de 

levadura 
(204,317)

. 
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Figura 1.4. Esquema del control genético de la transición morfológica de C. albicans 
(19)

. 

 

La formación de clamidosporas también se considera un proceso dimórfico. En ciertas 

condiciones de ausencia de oxígeno y escasez de nutrientes, parte de las hifas se rodean de una 

pared gruesa y se segregan del micelio parental en forma de clamidospora. Este cambio 

morfogenético también está asociado con la expresión génica. En el repositorio de secuencias de 

Candida conocido como SGD (Saccharomyces Genome Database), se han reconocido hasta el 

momento 19 genes de C. albicans y 14 genes de C. glabrata implicados en el proceso de 

formación de clamidosporas. Entre ellos, algunos de los genes más relevantes son: EFG1, 

NRG1, HOG1, OLE1, SUV3, SCH9, ISW2 y RIM13 
(316)

. 

 

El gen EFG1 esta involucrado en diferentes procesos morfogenéticos como la formación de 

clamidosporas, el cambio fenotípico blanco-opaco y el desarrollo de micelios 
(168,313,314,322)

. 

Deleciones en este gen bloquean la formación de hifas y de clamidosporas 
(313)

.  

 

El gen NRG1 
(317)

 además de ser un gen regulador en la formación de hifas, también lo es en la 

formación de clamidosporas. El nivel de expresión de este gen es un factor determinante en la 

formación de clamidosporas, y diferencial entre C. albicans y C. dubliniensis. En medios de 

inducción de clamidosporas como es el agar Staib, C. albicans presenta una sobreexpresión de 

este gen, lo que supone que la capacidad de formación de clamidosporas esté inhibida, 

creciendo las células en forma levaduriforme. Por el contrario, C. dubliniensis presenta una 

subexpresión del gen NRG1, favoreciendo la formación de clamidosporas y de hifas 
(317)

.  
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El gen HOG1 participa en dos procesos morfogenéticos distintos, la transición de levadura a 

hifas y la formación de clamidosporas en C. albicans 
(10,79)

. 

 

Krishnamurthy y cols. 
(158)

 estudiaron el gen OLE1 que codifica una desaturasa de ácidos grasos. 

Esta enzima es esencial para la síntesis de ácido oleico y es fundamental para la fluidez de la 

membrana. Estos autores demostraron que una baja expresión del gen OLE1 permitía el 

crecimiento de C. albicans, pero inhibía la formación de hifas y bloqueaba el desarrollo de 

clamidosporas. 

 

Nobile y cols. 
(217)

 realizaron un amplio estudio acerca de los genes requeridos para la formación 

de clamidosporas en C. albicans y comprobaron que la deleción de ciertos genes relacionados 

con la biogénesis mitocondrial (SUV3) 
(197)

, el remodelamiento de la cromatina (ISW2) 
(217)

 o la 

resistencia al estrés (SCH9) 
(85,342)

, impedían totalmente la formación de clamidosporas. El gen 

RIM13, que también favorece la formación de clamidosporas en C. albicans, codifica para una 

proteína que estimula este proceso mediante la activación del factor de transcripción Rim101p. 

 

1.2.5.2. Secreción de enzimas hidrolíticas 

La secreción de proteasas y otras enzimas hidrolíticas constituyen un factor de virulencia en 

Candida porque estas enzimas facilitan la progresión del hongo en los tejidos del hospedador 

(53)
. Las principales enzimas hidrolíticas secretadas por Candida sp. son las proteinasas 

aspárticas (Sap) y las fosfolipasas. 

 

1.2.5.2.1. Proteinasas aspárticas (Sap)  

La familia de proteasas Sap es la responsable de la actividad proteolítica extracelular en 

C. albicans. Estas enzimas presentan su actividad óptima a un pH ácido. Esta característica es 

esencial para el hongo a la hora de infectar diversos tejidos 
(128)

. Hasta el momento se conocen 

diez genes de la familia SAP (SAP1 a SAP10), de los que SAP4, SAP5 y SAP6 se expresan 

específicamente en la forma micelial 
(129,212)

.  

Aunque sólo tiene ocho genes SAP, C. dubliniensis presenta una elevada actividad proteolítica y 

adherencia a las células epiteliales bucales 
(74,105,114,190)

. Esta especie conserva sólo una de las 

proteasas relacionadas con la formación de hifas (CdSAP4) y carece de las otras dos (CdSAP5 y 

CdSAP6) 
(201)

. 
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La familia de genes SAP de C. albicans constituyen dianas potenciales para los agentes 

antifúngicos por lo que la búsqueda de genes SAP en C. dubliniensis y el estudio de las 

condiciones para su expresión diferencial podrían ayudar a discernir si la menor virulencia de 

C. dubliniensis es debida a sus diferencias genéticas, o más bien a que existan diferencias en la 

regulación de la expresión de sus genes. 

 

1.2.5.2.2. Fosfolipasas 

Son otro tipo de enzimas hidrolíticas extracelulares implicadas en la patogénesis de C. albicans. 

Aunque los primeros estudios señalaban que sólo C. albicans producía fosfolipasas 

extracelulares, posteriormente se ha comprobado que otras especies como C. dubliniensis, 

C. tropicalis, C. glabrata, C. lusitaniae, C. parapsilosis y C. krusei producen niveles 

detectables, pero significativamente menores de actividad fosfolipasa. La producción de 

fosfolipasas en C. dubliniensis además, presenta variaciones que dependen de los aislamientos 

clínicos y las condiciones de cultivo, entre otros factores 
(92,113,306)

.  

 

1.2.5.3. Adhesión 

La adhesión del hongo a los tejidos del huésped es un paso imprescindible para el inicio de la 

infección. El proceso de adhesión ocurre en varias fases. La primera fase es inespecífica y está 

basada en las fuerzas de atracción y repulsión entre las que destacan las interacciones 

hidrofóbicas de las superficies tisulares 
(134)

. Esta etapa permite iniciar la colonización. A 

continuación, se establecen interacciones específicas entre proteínas de la pared celular de las 

levaduras que actúan como adhesinas y los receptores de las células epiteliales 
(348)

. Una vez 

adheridos, muchos microorganismos forman una biocapa, esto es una estructura tridimensional 

de levaduras e hifas envuelta en una matriz exopolimérica, y así establecen un sistema de vida 

que les protege 
(77)

 y favorece su supervivencia e impide su erradicación 
(267)

.  

 

Se han identificado diferentes adhesinas que promueven la adherencia de C. albicans a células 

del huésped o a ligandos de las mismas. Estudios genéticos han permitido identificar y aislar 

genes de C. albicans que potencialmente codifican estas adhesinas, entre los que se encuentran 

la familia génica ALS, y los genes HWP1, INT1, MNT1 y EAP1 
(40)

. Los productos de los genes 

ALS1, ALS3 y ALS5, están implicados en la adhesión a las células huésped en C. albicans, 
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mientras que, C. dubliniensis expresa de una manera diferente estos genes y presenta tres 

secuencias diferentes de la familia ALS denominadas ALSD1, ALSD2 y ALSD3 
(127)

. 

 

La proteína Hwp1p sólo se expresa en la forma miceliar y actúa como un sustrato para la 

enzima transglutaminasa, la cual es necesaria para establecer la unión covalente entre el hongo y 

las células huésped. En C. dubliniensis se ha identificado un homólogo de Hwp1, sin embargo 

ambas proteínas muestran significativas diferencias estructurales derivadas de la presencia de 

numerosas deleciones en el gen HWP1 de C. dubliniensis 
(201)

.  

 

1.2.5.4. Carácter hidrofóbico 

La hidrofobia de la superficie celular tiene un papel importante en la patogenia de los 

microorganismos. Se ha observado que las células hidrofóbicas de C. albicans se adhieren 

mejor que las hidrofílicas a una variedad de tejidos 
(118,119)

. Además, las células hidrofóbicas son 

también más resistentes que las hidrofílicas a la fagocitosis por macrófagos 
(116)

, por lo que una 

mayor hidrofobia proporciona a C. albicans protección frente a los mecanismos de defensa del 

huésped.  

 

C. dubliniensis presenta una mayor adherencia a las células epiteliales de la boca, con respecto a 

C. albicans debido a sus diferencias en las propiedades hidrofóbicas 
(105,190,240)

. Se ha 

demostrado que mientras C. albicans pierde su carácter hidrofóbico a 37 ºC, C. dubliniensis 

mantiene esta propiedad independientemente de la temperatura. Este comportamiento parece 

estar relacionado con la presencia de un tipo de N-glicanos que modulan la hidrofobia 

superficial de la célula de C. albicans 
(115,134)

 y son significativamente menos abundantes en 

C. dubliniensis. En contraposición al comportamiento descrito para C. albicans, las células 

hidrofóbicas de C. dubliniensis no son más resistentes a la fagocitosis 
(237)

.  

 

1.2.5.5. Cambio fenotípico o switching 

El cambio fenotípico en C. albicans fue caracterizado por primera vez por Slutsky y cols.
(308)

 y 

Pomes y cols. 
(260)

. La transformación de levadura a micelio no es considerada como un cambio 

fenotípico, ya que cambia la morfología de toda la población, en respuesta a los factores 

ambientales. El fenómeno de cambio fenotípico ocurre en los lugares de infección 
(311,312)

 y se 

asume, además, que implica reordenamientos genéticos reversibles, tales como reordenamientos 
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cromosómicos 
(279)

. Se han descrito varios modelos de cambio fenotípico: formas lisas- rugosas 

(260)
, formas liso-micelial 

(312)
 y formas blanco-opacas 

(307)
. Aunque el papel del cambio 

fenotípico en la virulencia de C. albicans todavía queda por determinar, se ha observado que las 

células opacas son más virulentas en infecciones cutáneas mientras que las células blancas son 

más virulentas en infecciones sistémicas 
(162)

.  

 

El cambio fenotípico se ha relacionado con la modulación de determinados factores de 

virulencia, como cambios en la capacidad antigénica, la morfología y tamaño celular, la 

adhesión, la secreción de proteasa ácida y fosfolipasas y la sensibilidad a los fármacos 

(148,164,307,310,312,347,350)
. Además, el cambio fenotípico altera de manera directa o indirecta, la 

expresión de muchos genes, como los reguladores transcripcionales (EFG1 y TUP1) y algunos 

implicados en virulencia (SAP). 

 

1.2.6. Métodos de identificación de C. dubliniensis 

Candida dubliniensis presenta características fenotípicas casi idénticas a las de Candida 

albicans lo que hace difícil su identificación. Estas similitudes plantean un problema a la hora 

de realizar una correcta identificación de muestras clínicas en cuanto a especie de Candida. Para 

resolver este problema, se han desarrollado diversos métodos basados en sus características 

fenotípicas, genotípicas e inmunológicas con la finalidad de poder diferenciar entre 

C. dubliniensis y C. albicans.  

Algunos de los métodos fenotípicos se basan en el empleo de medios de cultivo diferenciales en 

los que se analiza el color de las colonias que desarrollan como consecuencia de la modificación 

de ciertos componentes del medio (medios cromogénicos), en el análisis de las características 

fisiológicas (prueba del tubo germinal o la prueba de termotolerancia), en la evaluación de 

características morfológicas microscópicas (formación de clamidosporas) o en las pruebas 

bioquímicas (asimilación de fuentes carbonadas). Entre los métodos inmunológicos hoy en día 

se dispone de una prueba de aglutinación con partículas de látex (Bichro-Dubli Fumouze
®
) para 

la identificación de Candida dubliniensis. En cuanto a los métodos moleculares existen diversas 

técnicas como la PCR, hibridación con sondas o RAPD que permiten diferenciar e identificar 

C. dubliniensis de C. albicans.  
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1.2.6.1. Métodos fenotípicos 

1.2.6.1.1. Fenotipo en medios cromogénicos 

La identificación de las especies de Candida por medios cromogénicos fue introducida por 

Nickerson en 1953, quien a través de la reducción del sulfito de bismuto y la morfología 

presentada en el medio BIGGY diferenciaba colonias de color beige o marrón a negras según la 

especie de Candida 
(214,215,218)

. 

 

Posteriormente, en 1958, Pagano y cols. adicionaron al medio de agar Sabouraud dextrosa, un 

compuesto químico, el cloruro de trifenil-tetrazolio, cuya reducción por el hongo tiñe las 

colonias en varias tonalidades que permite diferenciar C. albicans de otras especies de Candida 

(230)
.  

En los últimos años se ha promovido el uso de medios cromogénicos, ya que resulta un método 

muy atractivo por su sencillez y rapidez con el que, según los fabricantes, se obtiene la 

identificación presuntiva de algunas especies de Candida. En la actualidad existen diferentes 

medios cromogénicos como por ejemplo CHROMagar Candida
®
 (CHROMagar Company, 

Francia), ChromID Candida
®
 (bioMérieux, Francia) o Candiselect 4

®
 (Bio-Rad, Francia).  

El medio cromogénico CHROMagar Candida
®
 (CAC) es un medio de cultivo que facilita el 

aislamiento y la identificación presuntiva de algunas especies del género Candida con 

relevancia en clínica. Este medio facilita el reconocimiento de cultivos mixtos de levaduras, de 

modo que la hidrólisis enzimática del agente cromogénico permite la identificación específica 

de las colonias de C. albicans por su color verde, las colonias de C. dubliniensis por su color 

verde oscuro (Figura 1.5); C. tropicalis por sus colonias de color azul rodeado por un halo de 

color rosa y las colonias de C. krusei por el color rosa y apariencia seca 

(17,20,45,65,67,95,96,100,107,123,125,195,227,265,351)
. Este medio resulta muy útil para identificar colonias de 

C. albicans y C. dubliniensis en cultivos primarios de muestras clínicas después de 48 horas de 

incubación 
(65,67)

.  

 

ChromID Candida
®
 es un medio selectivo de levaduras que permite identificar la especie 

C. albicans y también es válido para la diferenciación presuntiva de un conjunto de especies de 

Candida, de modo que las colonias de color azul cobalto son C. albicans y las de color azul 

turquesa en general se corresponden con C. dubliniensis (Figura 1.5). En este medio, 

C. tropicalis, C. lusitaniae y C. kefyr desarrollan colonias de color rosa, mientras que el resto de 

las especies de Candida muestran color blanco 
(82)

. Este medio presenta una alta sensibilidad y 

especificidad para discriminar entre C. albicans y C. dubliniensis 
(83)

, sin embargo antes de 
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emitir un resultado definitivo hay que tener presente que aproximadamente un 8,6% de los 

aislamientos clínicos de C. albicans pueden desarrollar colonias de color azul turquesa 
(82)

.  

 

Candiselect 4
®
 (CS4) es un medio de cultivo diferencial que facilita de manera presuntiva la 

identificación de C. albicans y otras especies de Candida; las colonias de C. albicans muestran 

un color rosa-morado y las colonias de C. dubliniensis verde oscuro 
(152,297)

, mientras que las 

colonias que ofrecen color turquesa engloban a las especies C. tropicalis, C. krusei y 

C. glabrata 
(302)

.  

 

 

 

Figura 1.5. Color de las colonias en medio CHROMagar Candida  a 37 °C durante 48 h. (A) C. albicans y 

(C) C. dubliniensis. Color de las colonias en medio ChromID Candida a 37 °C durante 48 h. (B) 

C. albicans y (D) C. dubliniensis. Fotografías modificadas a partir de una original de Eraso y cols. 
(83)

.  

A B 

D C 

CAC ChromID Candida 

C. albicans 

C. dubliniensis 
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1.2.6.1.2. Producción de clamidosporas 

Se han desarrollado diferentes medios que contienen extractos de plantas o semillas y permiten 

la formación de clamidosporas en C. dubliniensis, mientras que en C. albicans no se forman 

clamidosporas y las colonias desarrolladas son lisas.  

Algunos de los medios que promueven la formación de clamidosporas en C. dubliniensis son el 

agar Pal, elaborado con extractos de semillas de girasol (Helianthus annuus) 
(6,231)

, o una 

modificación de este medio descrita por Sahand y cols. 
(283)

 que mezcla a partes iguales medio 

CAC y agar Pal. Este último medio, denominado agar CHROM-Pal (CH-P), permite aislar y 

diferenciar los aislamientos clínicos de C. dubliniensis y los de C. albicans en base al color y 

aspecto de las colonias con una sensibilidad del 96,2% y una especificidad del 100% (Figura 

1.6) 
(280)

. Además, el componente CAC de este medio retiene la capacidad para diferenciar las 

colonias de C. tropicalis y C. krusei. En este medio, C. dubliniensis desarrolla colonias de color 

verde azuladas rugosas mientras que las de C. albicans son de color verde claro y lisas. 

 

El agar Staib 
(319)

, elaborado con extractos de semillas de negrillo (Guizotia abyssinica) que fue 

desarrollado inicialmente para diferenciar Cryptococcus neoformans de otras levaduras, se ha 

mostrado también válido para diferenciar entre C. dubliniensis y C. albicans, debido a que 

induce la producción de clamidosporas en C. dubliniensis. Otros medios eficaces para la 

producción de clamidosporas son el agar caseína 
(209)

, agar dicloran rosa bengala (DRBC) 
(297)

, 

agar de zumo de tomate 
(11)

, agar de harina de maíz 
(332)

, agar ácido cafeico citrato férrico 
(6) 

o el 

agar tabaco 
(150,159)

, sin embargo, este último medio no se considera adecuado para la 

diferenciación de C. albicans y C. dubliniensis puesto que el 96% de los aislamientos clínicos 

de C. albicans también producen clamidosporas en este medio 
(159)

. 

 

Figura 1.6. Color y morfología de las colonias desarrolladas en el medio CHROM-Pal. Cal, C. albicans; 

Cdu, C. dubliniensis, Cgl, C. glabrata; Cgu, C. guilliermondii; Ckr, C. krusei, Cpa, C. parapsilosis, Ctr, 

C. tropicalis 
(280)

. 
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Además de los medios de producción de clamidosporas con extractos naturales, recientemente 

se ha desarrollado un nuevo medio sintético elaborado a partir del comercial Base nitrogenada 

de levadura sin aminoácidos (YNB sin aa; Difco, EE.UU.) al que se adiciona galactosa y 

metionina 
(61)

. Se ha comprobado que en este medio C. dubliniensis es capaz de producir una 

gran cantidad de clamidosporas, mientras que las colonias de C. albicans crecen lisas sin 

producir clamidosporas. 

 

1.2.6.1.3. Crecimiento a distintas temperaturas 

C. dubliniensis y C. albicans crecen adecuadamente a 30 ºC y 37 ºC, produciendo unas colonias 

blancas cremosas en medios sólidos. C. albicans tiene la capacidad de crecer tanto a 42 ºC como 

a 45 ºC después de 48 horas de incubación; por el contrario, C. dubliniensis crece con dificultad 

a 42 °C y no crece a 45 °C (Figura 1.7) 
(65,326,332)

. Por lo tanto, el criterio de crecimiento 

diferencial a 45 ºC es válido como método de discriminación entre C. dubliniensis y 

C. albicans. Sin embargo, antes de dar un resultado definitivo hay que tener en cuenta que 

aproximadamente el 10% de los aislamientos de C. dubliniensis son capaces de crecer 

débilmente a 45 ºC 
(326)

 y que 8 de cada 12 aislamientos de C. dubliniensis son capaces de crecer 

a 42 ºC 
(300)

.  

 

 

Figura 1.7. Crecimiento comparativo de aislamientos clínicos de C. dubliniensis (Cd) y C. albicans (Ca) 

desarrollados en agar patata-dextrosa durante 48 h a 37 °C (A) y 42 °C (B). Imagen modificada de 

Sullivan y cols. 
(326)

.  

Ca 

Cd 

Cd 

Cd 

Ca 

Cd 

Cd 

Cd 
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1.2.6.1.4. Formación de tubo germinal 

El tubo germinal es una extensión filamentosa de la levadura, sin estrechamiento en su origen, 

cuyo ancho suele ser la mitad de la célula parental y su longitud tres o cuatro veces mayor que 

ésta. La producción de tubo germinal, se trata de una prueba muy rentable, siendo además 

sencilla y rápida. Uno de los inconvenientes de este método es que las pseudohifas pueden ser 

confundidas con los tubos germinales, siendo necesario que el operador tenga experiencia 

previa para realizar una interpretación correcta del resultado.  

En condiciones de inducción de tubo germinal, a temperaturas superiores a 33 ºC y presencia de 

suero, C. dubliniensis y C. albicans son capaces de formar tubos germinales, sin embargo éstos 

son indistinguibles por lo que ésta no es una técnica que permita diferenciar entre ambas 

especies 
(224,332)

. Además, antes de emitir un resultado negativo se debe tener presente que, 

aproximadamente, un 5% de cepas de C. albicans no producen tubo germinal 
(50)

 y que según un 

estudio realizado por Kim y cols. 
(153)

 ciertos aislamientos clínicos de C. dubliniensis no eran 

capaces de producir tubo germinal en suero de caballo pero sí con una combinación de suero de 

conejo y suero bovino fetal. 

 

1.2.6.1.5. Pruebas bioquímicas: Asimilación de azúcares 

Las pruebas bioquímicas se basan en la asimilación de azúcares y la detección de enzimas 

especificas, y son realizadas en la mayoría de los casos con galerías comerciales que mediante la 

presencia de turbidez por crecimiento celular o cambio de color del medio ponen de manifiesto 

un resultado positivo. 

En la actualidad están disponibles diversos métodos semiautomáticos comercializados de 

asimilación de nutrientes que simplifican tanto su uso como su interpretación 
(95)

: 

API 20C AUX
®
 (bioMérieux) es un sistema comercial que permite la identificación de 34 

especies diferentes de organismos levaduriformes. Se compone de 20 cúpulas conteniendo 

sustratos deshidratados que permiten realizar 19 pruebas de asimilación (carbohidratos y 

glicerol).  

API ID 32 C
®
 (bioMérieux) es una galería de 32 cúpulas que permite realizar 29 pruebas de 

asimilación (carbohidratos, ácidos orgánicos y aminoácidos), un control negativo, una prueba de 

sensibilidad (cicloheximida) y una prueba colorimétrica (hidrólisis de la esculina). Incluye una 
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base de datos con 63 especies diferentes de organismos levaduriformes o relacionados y la 

lectura de los resultados después de 48 h de incubación a 30 ºC puede realizarse de forma visual 

o bien de forma automatizada mediante los sistemas ATB Expresión o mini API. 

Los sistemas comerciales API ID 32C
®
 y API 20C AUX

®
 (bioMérieux) permiten diferenciar 

C. dubliniensis de C. albicans 
(331,332)

, puesto que los datos generados mediante estos sistemas 

revelan que el rango de los hidratos de carbono asimilables por C. albicans y C. dubliniensis 

son significativamente diferentes. Los aislamientos clínicos de C. dubliniensis, a diferencia de la 

gran mayoría de C. albicans, son incapaces de asimilar metil-α-D-glucósido, lactato o xilosa 

(154,331)(332)(285)
. Además, C. dubliniensis crece mucho más lentamente que C. albicans con D-

trehalosa como única fuente de carbono.  

 

Otra prueba de asimilación de azúcares son RapID Yeast Plus
®
 (Innovative Diagnostic Systems, 

EE.UU.) que es un sistema compuesto por un panel de 18 pocillos; cada uno de ellos contiene 

un sustrato convencional o cromogénico que detecta la asimilación de carbohidratos, ácidos 

orgánicos o aminoácidos, así como la hidrólisis de la urea y de ácidos grasos y de este modo 

permite identificar hasta 43 especies diferentes de levaduras 
(68)

. Otras de las pruebas son 

VITEK YBC
®
 (bioMérieux) o el sistema automático VITEK 2 ID-YST

®
 (bioMérieux) 

(250)
 que 

puede identificar levaduras y organismos afines en tan sólo 15 horas. Este último está basado en 

tecnología de fluorescencia y se compone de las tarjetas de análisis con 63 pocillos, una consola 

satélite para la recogida de información, un módulo incubador, un módulo principal donde se 

procesa la información gracias a un software de análisis y un sistema experto avanzado. Permite 

la identificación de 51 especies diferentes, incluida C. dubliniensis 
(68)

. Este último sistema 

permite diferenciar C. dubliniensis de C. albicans como consecuencia de las diferencias en la 

asimilación de los azúcares D-trehalosa, metil-α-D-glucósido y lactosa 
(43)

.  

 

1.2.6.2. Métodos inmunológicos 

La pared celular de Candida contiene un gran número de antígenos capaces de estimular 

potentes respuestas inmunológicas 
(262)

. Es por ello que la composición y la estructura de la 

pared de C. albicans han sido ampliamente estudiadas con el objeto de identificar antígenos con 

relevancia diagnóstica 
(223)

.  

 

Diversos autores han publicado la obtención de anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos a 

epítopos de naturaleza glucídica de la pared de Candida mediante la inmunización de animales 

con extractos de pared o células enteras 
(33,47,333,344)

. Otros autores, han descrito la obtención de 

AcM frente a epítopos de naturaleza proteica mediante la inmunización con componentes 
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parcialmente purificados 
(46,186,200)

. Hasta el momento son pocos los AcM, anticuerpos 

policlonales, o fragmentos monocatenarios de anticuerpos que han demostrado ser capaces de 

diferenciar las células a nivel de especie, sin embargo Marot-Leblond y cols. 
(187)

 han obtenido 

un AcM (3D9) que permite la identificación específica de C. albicans en fase micelial.  

Bikandi y cols. 
(22)

 desarrollaron un suero inmune que permitía la diferenciación de las 

blastosporas de C. dubliniensis de las de C. albicans, sin embargo, el uso de este suero inmune 

se limita a la técnica de IFI a causa de la reacción cruzada del suero con una variedad de 

antígenos intracelulares de otras especies de levaduras.  

 

En el año 2006, Marot-Leblond y cols. 
(185)

 desarrollaron un nuevo AcM, denominado 12F7-F2, 

que era específico por IFI para un antígeno de superficie de las células de C. dubliniensis. Estos 

autores no observaron reacción con otros géneros de hongos ni con otras especies del género 

Candida, incluyendo C. albicans. Con este AcM, se desarrolló una prueba comercial de 

aglutinación en látex (Bichro-Dubli Fumouze
®
; Diagnósticos Fumouze, Francia), que presenta 

una alta sensibilidad y especificidad para la identificación de C. dubliniensis 
(281)

. 

 

1.2.6.3. Métodos genotípicos 

Debido a la estrecha relación que existe entre C. dubliniensis y C. albicans, en algunas 

ocasiones se han producido identificaciones equívocas entre estas dos especies mediante los 

métodos fenotípicos 
(5,6,65,178,250,253,258,326,329-332)

. Como los métodos genéticos parecen mejorar la 

rapidez, la sensibilidad y a veces la especificidad, parece razonable pensar que éstos podrían ser 

la mejor herramienta para discriminar entre las dos especies de Candida 
(76,105,253,329,330)

, si bien 

es cierto que estas técnicas no están al alcance de todos los laboratorios. 

Algunas de las técnicas que permiten identificar C. dubliniensis y diferenciarla de C. albicans 

son: RFLP, RAPD, huella dactilar de ADN, PCR o RT-PCR 
(332)

.  

1.2.6.3.1. Amplificación de ADN mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

La amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica desarrollada en 

1986 por Kary Mullis 
(16)

 que presenta alta reproducibilidad, sensibilidad y especificidad, por lo 

que cada vez es más utilizada en los laboratorios como base para la identificación de diferentes 

especies de hongos y otros microorganismos.  

 

Existen varias modalidades de esta técnica: a) PCR convencional que consiste en amplificar un 

fragmento específico de ADN. b) PCR múltiple que permite la detección simultánea de varias 
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secuencias diana, incorporando múltiples parejas de cebadores en una misma reacción y c) PCR 

a tiempo real (RT-PCR) que permite medir durante la amplificación la cantidad de ADN 

sintetizado y registrar la cinética de la reacción de amplificación en cada instante 
(121)

.  

 

 Identificación en base a las diferencias en los genes del ARNr  

La región genómica más frecuentemente utilizada para identificar especies es la que incluye el 

complejo ribosomal (genes 18S, 5.8S y 28S). Estos genes contienen secuencias conservadas 

comunes a todos los hongos y también, dominios variables y regiones espaciadoras internas 

(ITS), altamente variables. Las secuencias conservadas se pueden utilizar para detectar la 

infección fúngica, mientras que las variables se pueden emplear para la identificación de las 

especies implicadas (Figura 1.8).  

Actualmente, la región de los espaciadores es el fragmento que más se utiliza para la 

identificación de hongos, como por ejemplo C. albicans y C. dubliniensis. Park y cols.
(233)

 

diseñaron unas sondas moleculares beacon a partir de las diferencias en la región ITS2 de las 

especies de Candida. Estas sondas específicas permitían identificar los aislamientos de 

C. dubliniensis y C. albicans de una manera rápida y fiable. Además, el análisis de esta región 

ha permitido a Gee y cols. describir cuatro genotipos de C. dubliniensis 
(102)

. 

Fell y cols.
(87)

 observaron que el análisis de la secuencia V3, correspondiente a la región 

variable de la subunidad mayor 18S del ARN ribosómico, proporcionaba información muy útil 

sobre la relaciones filogenéticas entre una variedad de microeucariotas marinos. El análisis de 

esta región, ha permitido a Gilfillan y cols. 
(105)

, Kurzai y cols. 
(161)

 y Sullivan y cols. 
(332)

 

diferenciar C. dubliniensis de C. albicans.  

 

      ITS1     ITS2 

 

Figura 1.8. Estructura del ADN ribosómico con los fragmentos ITS. 

Fragmento 18S ADNr 5,8S

S 

Fragmento 28S ADNr ----------                 ------

- 
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 Identificación en base a las diferencias asociadas con otros genes  

En estudios filogenéticos, se han estudiado ciertos genes como el gen ACT1, que codifica para 

la proteína actina. La comparación de la secuencia nucleotídica del gen que codifica para la 

actina de C. dubliniensis (CdACT1) con la de C. albicans (CaACT1) revela que los exones 

presentan una similitud del 97,9%, mientras que los intrones presentan sólo una similitud de 

83,4%. El diseño de cebadores específicos a partir de una secuencia intrón del gen de CdACT1 

ha permitido identificar C. dubliniensis de una manera rápida y correcta mediante PCR 
(76)

. Otro 

de los genes con el que ha sido posible discriminar C. albicans y C. africana de C. dubliniensis, 

es el gen HWP1 
(273)

. Kanbe y cols. 
(145)

 diseñaron cebadores específicos basados en la secuencia 

genómica de la topoisomerasa II (CDF28 y CDR110 R) para identificar C. dubliniensis 

mediante PCR. Por otra parte Innings y cols. 
(131)

, tomaron como base el gen RPR1 para diseñar 

sondas fluorescentes tipo TaqMan que permitió la detección, mediante RT-PCR múltiple de las 

ocho especies de Candida más frecuentes: C. albicans, C. dubliniensis, C. famata, C. glabrata, 

C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis.  

 

1.2.6.3.2. Amplificación aleatoria de secuencias de ADN (RAPD) 

La técnica RAPD, denominada también por otros autores AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) o 

DAF (DNA Amplification Fingerprinting), se basa en la amplificación simultánea de múltiples 

fragmentos de ADN mediante PCR, usando para ello un único cebador, cuya secuencia se elige 

al azar. Esta técnica se ha utilizado para estudiar los polimorfismos de ADN entre especies de 

Candida como C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. lusitaniae y C. dubliniensis 
(166,332)

. 

 

Con la ayuda de cinco oligonucleótidos Sullivan y cols. fueron capaces de caracterizar mediante 

RAPD, los aislamientos atípicos de C. albicans, que dieron lugar a la descripción de la especie 

C. dubliniensis 
(332)

. Con esta técnica Mariano y cols. identificaron un 2% de aislamientos de 

C. dubliniensis en una colección de cepas que habían sido previamente catalogadas como 

C. albicans 
(183)

. 
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1.2.6.3.3. Hibridación con sondas especificas 

La estructura de la población de C. dubliniensis fue inicialmente estudiada mediante una sonda 

de ADN específica para C. dubliniensis, denominada Cd25, la cual permitió dividir las cepas de 

la especie en tres grupos I, II y III 
(4,102,144)

. Tomando como referencia el patrón de bandas 

electroforéticas de cada cepa se calculó un coeficiente de homología (SAB) en función del perfil 

de bandas compartidas y del perfil de bandas únicas. La mayoría de los aislamientos clínicos de 

C. dubliniensis procedentes de diferentes lugares del mundo pertenecen al grupo I, el cual 

presenta un alto coeficiente de homología (SAB) con un valor de 0,8 
(102)

. El grupo II presenta un 

coeficiente SAB algo menor con un valor de 0,47 
(102,144)

 y los miembros del grupo III, que 

únicamente se han registrado en países de Oriente, como Egipto, Arabia Saudí e Israel, 

presentan un SAB con un valor de 0,35 
(4)

; además, se ha observado que éstos del último grupo 

mostraban altos niveles de resistencia a 5-fluorocitosina, con una concentración mínima 

inhibitoria (CMI) igual o superior a 128 μg/ml 
(4)

. Se ha comprobado que los tres grupos 

identificados mediante la sonda Cd25 se relacionan con los cuatro genotipos de C. dubliniensis 

descritos por Gee y cols. 
(102)

, el grupo I con el genotipo 1, el grupo II con los genotipos 2, 3 y 4 

y el grupo III con los genotipos 3 y 4.  

 

A finales de 1990, se describió la técnica denominada MLST, basada en el análisis de la 

secuencia de nucleótidos de un conjunto de genes de “mantenimiento”. Esta técnica fue 

inicialmente desarrollada para el análisis de la población de varias especies bacterianas 
(180)

, sin 

embargo también se ha aplicado en el análisis de las levaduras como es el caso de C. albicans 

(26-29,56,221,338,340)
 y de otras especies de Candida 

(75,139,339)
. Mediante MLST, se estudian las 

diferencias en las secuencias de ocho lugares o “loci” (CdAAT1b, CdACC1, CdADP1, 

CdMPIb, CdRPN2, CdSYA1, exCdVPS13 y exCdZWF1b 
(192)

), mediante las cuales, ha sido 

posible estructurar la población de C. dubliniensis en tres grupos, C1, C2 y C3, los cuales se 

corresponden también con los cuatro genotipos de C. dubliniensis descritos por Gee y cols. 
(102)

, 

de tal manera que al grupo C1 pertenecen aislamientos del genotipo 1, el grupo C2 se relaciona 

con el genotipo 2 y C3 se corresponde con los genotipos 3 y 4 
(192)

. Los análisis realizados 

mediante esta técnica revelan que C. dubliniensis presenta una divergencia significativamente 

menor en la estructura de su población que C. albicans (Figura 1.9). 
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Figura 1.9. Diagrama comparativo de las divergencias entre C. albicans y C. dubliniensis mediante 

MLST. (b) Vista ampliada de los tres subtipos de C. dubliniensis: el grupo C1 se corresponde 

exclusivamente con aislamientos del genotipo 1 (azul), el grupo C2 se compone exclusivamente de cepas 

del genotipo 2 (rojo), y el grupo C3 formado por aislamientos del genotipo 3 (verde) y del genotipo 4 

(amarillo) 
(192)

. 

 

1.2.7. Sensibilidad de C. dubliniensis a los antifúngicos  

Una amplia variedad de estudios han revelado que la mayoría de los aislamientos de 

C. dubliniensis son sensibles tanto a los antifúngicos comúnmente utilizados en terapéutica 

como a los nuevos agentes antifúngicos 
(154,206,223,246)

. 

 

1.2.7.1. Bases de la resistencia a fluconazol 

La mayoría de los aislamientos clínicos de C. dubliniensis son sensibles a los azoles comunes, 

como fluconazol, ketoconazol, itraconazol y voriconazol 
(57,104,175,206,246,284)

, sin embargo se han 

descrito casos de resistencia a fluconazol en diferentes hospitales y en pacientes tratados con 

este fármaco, en particular en pacientes infectados por el VIH 
(189,206,239,277)

. Al igual que 

C. albicans, C. dubliniensis puede hacerse resistente a fluconazol durante el tratamiento con 

antifúngicos, o mediante un proceso de inducción de resistencia in vitro 
(154,189,202,205,206,239,251,277)

.  

 

Los mecanismos moleculares de resistencia a los azoles en C. dubliniensis son similares a los de 

C. albicans 
(202,205,206,239,277)

. Se han descrito varios genes de transportadores multifármacos en 
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C. dubliniensis denominados CdCDR1, CdCDR2 y CdMDR1, que presentan homología con los 

de C. albicans CaCDR1, CaCDR2 y CaMDR1 y que están implicados en el desarrollo de 

resistencia a azoles. Se ha comprobado que los mecanismos de resistencia en las cepas 

resistentes a fluconazol de C. dubliniensis y en las cepas inducidas in vitro son debidos, en 

ambos casos, a una sobreexpresión del gen CdMDR1 
(202,284,355)

. Del mismo modo, Perea y cols. 

(239)
 describieron un aumento de la expresión del gen CdMDR1 en aislamientos clínicos de 

C. dubliniensis procedentes de dos pacientes con sida.  

 

A diferencia del transportador MDR1 que es específico para el fluconazol, el transportador 

CDR1 puede transportar varios fármacos azólicos, como ketoconazol e itraconazol. En 

aislamientos clínicos de C. dubliniensis resistentes a fluconazol generados in vitro, también se 

observó una sobreexpresión del gen CdCDR1 
(205)

. Se ha comprobado que la sobreexpresión de 

estos genes (CdCDR1, CdCDR2 y CdMDR1) depende, en parte, del tipo de genotipo de 

C. dubliniensis. En efecto, Pinjon y cols. 
(251)

 ensayaron la sensibilidad a los azoles en 

aislamientos clínicos de C. dubliniensis de genotipo 3 y pusieron de manifiesto que la reducción 

de la sensibilidad a los azoles parece estar asociada únicamente con el aumento del nivel de 

expresión de los genes CdCDR1 y CdCDR2. Estos resultados contrastan con los mecanismos de 

resistencia a los azoles descritos hasta la fecha para el genotipo 1 de C. dubliniensis, y muestran 

la complejidad y la diversidad de mecanismos por los que los aislamientos de C. dubliniensis 

pueden desarrollar resistencia a los azoles.  

 

Mutaciones puntuales en el gen ERG11 que codifica para la enzima 14α lanosterol-desmetilasa 

y es la diana de los azoles, han demostrado que este gen es importante en el desarrollo de la 

resistencia a fluconazol en C. albicans. Del mismo modo, en C. dubliniensis también se han 

descrito mutaciones del gen CdERG11 en aislamientos de C. dubliniensis resistentes a 

fluconazol 
(239)

.  

 

1.2.7.2. Bases de la resistencia a 5-fluorocitosina 

La 5-fluorocitosina (5-FC) es un análogo fluorado de la base pirimidínica citosina que impide la 

síntesis del ADN del hongo (Figura 1.10). Su utilización ha sido restringida por su reducido 

espectro de actividad y por la rápida aparición de cepas resistentes dentro de las especies 

sensibles cuando se usa como agente antifúngico único 
(173)

.  

En C. dubliniensis la proteína citosina deaminasa (Fca1p) codificada por el gen de CdFCA1, 

juega un papel importante en la resistencia a 5-FC, debido a que la sustitución en un 

aminoácido, Ser29Leu, de la secuencia de la proteína Fca1 es responsable de la resistencia a 5-
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FC en aislamientos clínicos de C. dubliniensis 
(191)

. En C. albicans, la resistencia a 5-FC está 

mediada por una reducción en la actividad de cualquiera de las proteínas Fca1p, codificada por 

FCA1, o la enzima uracilo fosforribosil transferasa codificada por FUR1 
(122,259,349)

. 

 

Hasta el momento todos los aislamientos clínicos de C. dubliniensis que presentan resistencia a 

5-FC (CMI ≥ 128 μg/ml) pertenecen a los genotipos 3 y 4, que a su vez pertenecen al grupo III 

de la sonda de ADN Cd25 y se corresponden con el grupo C3 de MLST; además cabe señalar 

que todos los aislamientos clínicos resistentes a 5-FC procedían de Egipto o Arabia Saudí 

(3,4,192)
. 

 

 

Figura 1.10. Vía metabólica y modo de acción de FC en las levaduras del género Candida. A la entrada 

en la célula 5-FC es desaminada a 5FU (fluorouracilo) por Fca1p, codificada por FCA1. 5FU es 

fosforilado por UPGT (uracilo fosforribosil transferasa), codificada por FUR1 (Fluorouridina insensible 

1), dando 5FUMP (monofosfato de fluorouridina). 5FUMP inhibe la timidilato sintetasa que conduce al 

agotamiento de la timidina en la célula y que en última instancia interrumpe la síntesis de ADN 
(191)

. 

 

1.3. La pared celular de Candida 

Las especies del género Candida presentan una estructura celular eucariótica, con una 

membrana citoplasmática que limita el citosol, con los diferentes orgánulos, el núcleo y 

rodeando a la membrana por el exterior una pared celular, compuesta fundamentalmente de 

polisacáridos y proteínas. 

La pared celular envuelve a la célula fúngica, siendo más gruesa y resistente que la matriz 

extracelular de las células de mamífero y en consecuencia le confiere rigidez, protege frente a 

daños físicos y osmóticos y actúa como una barrera permeable al paso de sustancias. La pared 

es la estructura encargada de determinar la forma de la célula y también es responsable de los 

fenómenos de agregación y floculación. Su arquitectura y composición pueden variar en función 

de la morfología de la célula y las condiciones ambientales, por lo que la pared desempeña una 
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función importante en la transición dimórfica. Además, la pared interviene en las relaciones con 

el hospedador por ser la primera estructura que entra en contacto con el mismo en el momento 

de la invasión.  

 

1.3.1. Estructura y composición 

La pared celular de Candida está formada fundamentalmente por carbohidratos en un 80-90%, 

mientras que el porcentaje de proteínas es del 6-25% y el de lípidos del 1-7%. 
(188)

. Mediante 

microscopía electrónica, se ha observado la existencia de varias capas en la pared celular de 

C. albicans. Su aspecto estructural es variable y depende de la morfología, de las condiciones de 

crecimiento e, incluso, de la cepa examinada y de las condiciones de preparación de la muestra 

(188)
. 

 

La estructura básica de la pared está organizada en dos capas. La capa interna está formada 

principalmente por moléculas de β-1,3 glucano que forman un esqueleto reforzado por puentes 

de hidrógeno, que se ramifica con cadenas de quitina y β-1,6 glucano. La capa externa, está 

formada por manoproteínas unidas covalentemente a β-1,3 y β-1,6 glucano 
(72,147)

 (Figura 1.11). 

 

 

Figura 1.11. Diagrama de la pared celular de Candida albicans 
(41)

. 
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Los elementos constituyentes de la pared celular son: 

1. componentes estructurales: 

- Mananos 

- β-1,3 y β -1,6 glucanos (polímeros de D-glucosa) 

- Quitina (polímero de N-acetilglucosamina) 

2. componentes de la matriz: 

- β -glucanos 

- Glicoproteínas o manoproteínas (polímeros de manosa enlazados a proteínas) 

3. Lípidos y proteínas 

 

1.3.1.1. Mananos  

Los mananos son polímeros ramificados de D-manopiranosa unidos por enlaces α-glicosídicos y 

constituyen el 20-30% del peso seco de la pared celular. Además, varios residuos de manosa 

ensamblados como oligosacáridos se suelen encontrar asociados con proteínas mediante enlaces 

covalentes formando las manoproteínas. Estas uniones se realizan mediante enlaces O-

glicosídicos a residuos de serina o treonina, o bien mediante enlaces N-glicosídicos a residuos 

de asparragina. 

 

1.3.1.2. Glucanos 

Los glucanos son polímeros de glucosa y constituyen el 50-60% del peso seco de la pared 

celular de Candida. Dependiendo del tipo de unión de los ciclos de azúcar pueden dividirse en α 

y β glucanos. 

Habitualmente se pueden distinguir tres tipos de estructuras en el glucano componente de la 

pared: el primero lo constituyen largas cadenas de moléculas de glucosa unidas mediante 

enlaces β-1,3, el segundo se diferencia del anterior en que la configuración del enlace es β-1,6 y 

el tercero está formado por cadenas de β-1,3 glucano unidas por enlaces β-1,4 a polímeros de 

quitina. Además, los glucanos se pueden encontrar asociados a proteínas y manoproteínas 

mediante enlaces N-glicosídicos. 
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1.3.1.3. Quitina 

La quitina se sintetiza a partir de N-acetil glucosamina por la enzima quitina sintasa, que 

deposita los polímeros de quitina en el espacio extracelular próximo a la membrana 

citoplásmica. El contenido en quitina de la pared fúngica varía según el estadio morfológico del 

hongo. La quitina representa el 1-2% del peso seco de la pared celular de las levaduras 
(263)

. El 

contenido de quitina en la pared de las hifas de C. albicans es tres veces mayor que el de las 

levaduras 
(54)

. Dada su importancia en la estructura de la pared, la reacción de síntesis de la 

quitina es una diana apropiada para la acción de los antifúngicos y ya se han descrito algunos 

agentes, como las nikomicinas y las polioxinas, que interfieren en el proceso 
(263)

. 

 

1.3.1.4. Lípidos 

Los fosfolípidos, esteroles, triglicéridos y ácidos grasos libres son los componentes lipídicos 

mayoritarios de la pared y la proporción entre ellos varía con la morfología y la edad de las 

células 
(54,103)

. Los lípidos de la pared también han sido relacionados con la adhesión a células 

animales y con la patogenia de Candida 
(103)

. 

 

1.3.1.5. Proteínas y glicoproteínas 

Las proteínas representan el 30-50% del peso seco de la pared fúngica en los hongos 

levaduriformes. La mayoría de las proteínas están asociadas a glúcidos por enlaces O-

glicosídicos y N-glicosídicos, formando glicoproteínas 
(263)

.  

 

Las proteínas de la pared tienen diversas funciones: participan en el mantenimiento de la forma 

celular, intervienen en los procesos de adhesión, protegen a la célula de sustancias extrañas, 

participan en la absorción de moléculas, transmiten señales al citoplasma y sintetizan y 

remodelan los componentes de la pared 
(30)

. 

 

Los componentes de la pared celular establecen diferentes tipos de interacciones covalentes 

(puentes disulfuro o enlaces mediante glucosilfosfatidilinositol -GPI-) o no covalentes (puentes 

de hidrogeno o enlaces hidrofóbicos), para dar lugar a una arquitectura compleja 
(73,78,99,271)

. 

Diversos autores han propuesto un modelo de arquitectura de la pared celular en el que se 

analizan las interconexiones entre los diferentes componentes que la forman; este modelo 

propone que las moléculas de β-1,3-glucano ramificadas forman una matriz tridimensional que 
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se mantiene unida gracias a puentes de hidrógeno y a la que se unen otras moléculas. Las 

proteínas de la pared (CWP) están unidas a las múltiples terminaciones de la matriz de β-1,3-

glucano mediante enlaces dependientes de GPI y enlaces covalentes Pir. En el caso de las Pir-

CWP, denominadas de este modo debido a las repeticiones internas que poseen, parece que se 

da una unión directa al β-1,3-glucano mientras que las GPI-CWP se unen mediante cadenas de 

β-1,6-glucano presentes también en la pared, aunque en menor medida (Figura 1.12). 

 

Figura 1.12. Esquema representativo de la pared celular. Las GPI-CWP están marcadas con rectángulos 

rojos; las proteínas Pir, están marcados con hexágonos amarillos. β-1,3-glucano marcado con líneas azul 

oscuras y β-1,6-glucano con azul medio. Quitina marcada con líneas azul claras, y las proteínas sueltas de 

la pared celular marcadas con círculos verdes 
(52)

. 

 

1.3.2. Características antigénicas de la pared celular de Candida 

La pared celular contiene un gran número de elementos antigénicos siendo las proteínas y las 

glicoproteínas, tanto en su porción glucídica como en la proteica, los componentes más 

importantes que estimulan la respuesta inmunológica del hospedador. La expresión y 

distribución de los antígenos en la pared depende de diversos factores, como la fase 

morfológica, las condiciones de crecimiento, el perfil hidrofóbico de la superficie e incluso la 

cepa utilizada 
(53,169)

. Afortunadamente los antígenos de la pared celular de Candida no sólo 

juegan un papel clave en la capacidad antigénica, modulación de la respuesta inmunológica, 

patogénesis o morfogénesis sino que son potenciales dianas tanto en la terapia antifúngica como 

en el diagnóstico 
(52,53,256)

.  

Las enzimas glucolíticas son un grupo de antígenos inmunodominantes que actúan como 

inductores de la respuesta inmunológica del hospedador y como alérgenos durante la candidiasis 

(106,132,133,304,323,334)
. La enolasa (Eno1), se ubica en la superficie de las células de C. albicans 

(84)
 y 

además está asociada al glucano en las capas internas de la pared 
(13)

. Esta enzima participa, 

cuando está en el citoplasma, tanto en la glucólisis como en la gluconeogénesis. Otra enzima 
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glucolítica que se localiza tanto en la pared como en la superficie 
(9,52)

, y que está implicada en 

la virulencia de Candida es la fosfoglicerato quinasa (Pgk1). Esta enzima cataliza la conversión 

de 1,3-bisfosfoglicerato a 3-fosfoglicerato con la producción de ATP 
(53)

.  

Las dos enzimas glucolíticas mencionadas junto con la hidrolasa β-1,3-glucanasa 2 (Bgl2) y la 

metionina sintasa (Met6) sirven además como antígenos útiles para el pronóstico de las 

candidiasis invasivas 
(255)

. La hidrolasa Bgl2 se ubica en la pared celular de C. albicans y está 

implicada en el procesamiento y ensamblaje del β-1,3-glucano 
(108,155,210)

 y la sintasa Met6 es 

una proteína esencial que se localiza en el citoplasma y en la superficie de la pared y está 

implicada en la virulencia, en la capacidad antigénica y en la morfogénesis. Esta última enzima 

transfiere un grupo metilo de 5-metil-tetrahidrofolato a la homocisteína, formando metionina 

(Figura 1.13) 
(325)

.  

 

Figura 1.13. Metabolismo de la metionina en C. albicans 
(325)

 . 

 

Hay dos clases de metionina sintasa que no comparten ninguna homología de secuencia: la 

enzima metionina sintasa dependiente de cobalamina, que está presente en los seres humanos y 

otros organismos que son capaces de sintetizar cobalamina y la metionina sintasa independiente 

de cobalamina, que se encuentra en los hongos, las plantas superiores y algunos procariotas. En 

C. albicans, Met6 es una enzima esencial para su crecimiento y es necesario que se exprese 

aunque sea en un nivel mínimo para limitar la toxicidad de la homocisteína 
(325)

. 
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1.4. Candidiasis 

En circunstancias normales se mantiene un equilibrio entre el huésped y las especies del género 

Candida debido a la microbiota bacteriana normal, la integridad de la piel y mucosas y el 

correcto funcionamiento del sistema inmunitario. Factores tanto endógenos como exógenos 

pueden provocar una alteración de este equilibrio, permitiendo un sobrecrecimiento del hongo y 

su transformación en un patógeno oportunista 
(225)

 favoreciendo la candidiasis en humanos. La 

candidiasis es una infección común producida por diferentes especies del género Candida. 

Aunque C. albicans ha sido la especie más significativa, en la últimas décadas otras especies 

como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis han ganado importancia como 

agentes causantes de infecciones 
(330)

. Otra especie emergente como patógeno oportunista es 

C. dubliniensis, que aunque se asocia principalmente con la candidiasis oral en pacientes con 

VIH, está empezando a ser causa de enfermedades superficiales y sistémicas en las personas sin 

VIH con una tasa de prevalencia estimada por debajo del 5% 
(6,111,141,326)

. 

 

1.4.1. Candidiasis superficiales 

La candidiasis de la mucosa oral es una de las presentaciones clínicas de mayor prevalencia 

entre las infecciones causadas por Candida, sobre todo en pacientes infectados por el VIH o con 

otras inmunodeficiencias 
(1)

. Una serie de factores predisponentes como el uso de prótesis 

dentales, xerostomía, terapias con múltiples antibióticos e inmunosupresores, hace que ciertas 

especies del género Candida puedan comportarse como patógenos capaces de causar 

infecciones orales en pacientes infectados por el VIH, siendo las principales manifestaciones: la 

candidiasis eritematosa 
(14,286,287,303)

, la candidiasis pseudomembranosa 
(303,336)

 y la queilitis 

angular 
(14,51,67,249,287,288,336)

. La manifestación clínica de candidiasis oral más frecuente causada 

por C. dubliniensis es la candidiasis eritematosa 
(67,328)

, la cual se presenta clínicamente como un 

área rojiza de bordes mal definidos en la mucosa oral sin la presencia de placas blanquecinas. 

En general es una lesión asintomática o que produce un ligero picor, por lo que en muchas 

ocasiones es un hallazgo casual 
(1)

. 

 

Las candidiasis cutáneas engloban el intertrigo de grandes pliegues (axilas, ingle, surco 

interglúteo, pliegues submamarios, y pliegues suprapúbicos en personas obesas) y la erosión 

interdigital en dedos de los pies y manos 
(276)

. Las candidiasis cutáneo mucosas incluyen a las 

candidiasis orofaríngeas (muguet, queilitis angular y la lengua negra) y a las candidiasis 

genitourinarias y anales (vulvovaginitis, balanopostitis y manifestaciones perianales).  
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1.4.2. Candidiasis sistémica 

La candidiasis sistémica es la micosis invasiva más frecuentemente observada en nuestro medio. 

La candidemia puede ser el resultado de la contaminación de sondas o catéteres, así como de 

traumatismos gastrointestinales o de la diseminación de una candidiasis ya establecida 
(276)

. 

Las manifestaciones clínicas de esta infección son similares a las de cualquier sepsis bacteriana, 

por lo que debe sospecharse en todo paciente de riesgo o inmunodeprimido cuya fiebre no 

remita a pesar de la terapia antibacteriana. Las infecciones por Candida pueden adoptar diversas 

formas clínicas (sepsis, neumonía, endocarditis, artritis, osteomielitis, osteocondritis, miositis, 

peritonitis, meningitis, etc.) y localizaciones anatómicas (sistema nervioso central, hígado, bazo, 

vesícula biliar, globo ocular, etc.). 

 

1.5. Terapia de la candidiasis   

Las micosis superficiales se tratan con antifúngicos tópicos. En algunos casos se administran 

antifúngicos orales o sistémicos en función de la gravedad de la infección. Algunos de los 

antifúngicos que se emplean para las micosis superficiales son los azoles ketoconazol, 

fluconazol e itraconazol, la nistatina, la griseofulvina o la alilamina terbinafina. Este último 

antifúngico, tiene un efecto fungicida debido a la reducción del contenido en ergosterol de la 

membrana celular y a la acumulación de escualeno en el espacio citoplasmático causando la 

muerte celular; por su naturaleza lipofílica, se distribuye principalmente en tejidos de la piel, 

uñas y tejido adiposo 
(80)

, por lo que su uso terapéutico se dirige principalmente al tratamiento 

de dermatomicosis. 

En cuanto al tratamiento de las candidiasis sistémicas, éste varía en función de la localización 

anatómica de la infección, la enfermedad de base del paciente o su factor predisponente, su 

estado inmunológico, la especie de Candida responsable de la infección y la sensibilidad de la 

cepa a los antifúngicos.  

Los polienos son sustancias antibióticas sintetizadas por actinomicetos del género Streptomyces 

y fueron los primeros antifúngicos que se desarrollaron como formulaciones galénicas en la 

década de 1950 
(58)(176)

. Actúan uniéndose al ergosterol presente en la membrana celular 

alterando la permeabilidad de la misma y causando la muerte celular. Se conocen más de 100 

compuestos distintos de esta familia, de los cuales los más importantes son la nistatina y la 
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anfotericina B. La anfotericina B, está considerada como el antifúngico de referencia para las 

micosis invasoras y, por ello éste es el fármaco con el que se comparan todos los antifúngicos 

sistémicos. Aunque la mayoría de las especies patógenas del género Candida son sensibles a la 

anfotericina B, el principal problema de este fármaco es su elevada toxicidad renal, por lo que se 

han desarrollado formulaciones lipídicas que tratan de evitar estos problemas de toxicidad 
(353)

.  

 

Los azoles son antifúngicos fungistáticos que actúan inhibiendo la enzima CYP 450 responsable 

de la síntesis del ergosterol, produciendo daños en la membrana citoplásmica. Estos compuestos 

incluyen a los imidazoles, como el ketoconazol y miconazol y a los triazoles, tales como el 

fluconazol e itraconazol. Posteriormente han aparecido nuevos triazoles como el voriconazol, 

posaconazol, albaconazol y ravuconazol. El fluconazol es eficaz frente a la mayoría de las 

especies de Candida, aunque se han descrito resistencias por parte de ciertas especies de 

Candida. El voriconazol, es un triazol de segunda generación derivado del fluconazol, con una 

potencia y un espectro de acción superiores a los del fluconazol 
(44)

. 

La 5-fluorocitosina es de los pocos antifúngicos que no actúa sobre la membrana o pared celular 

del hongo, sino sobre la síntesis del ADN al inhibir la timidilato sintetasa. Debido a la rápida 

aparición de resistencias secundarias, este producto no se utiliza en monoterapia. 

Las equinocandinas, son lipopéptidos derivados de la fermentación de varios hongos que 

contienen como centro activo un hexapéptido cíclico con una cadena lipídica que es el 

responsable de su actividad antifúngica. Actúan inhibiendo la síntesis del glucano componente 

de la pared celular, lo cual da como resultado la lisis del hongo. Estos compuestos son 

antifúngicos muy activos frente a las especies de Candida y no exhiben acción alguna sobre las 

células de mamíferos. Dentro de esta familia destacan tres antifúngicos: caspofungina, 

micafungina y anidulafungina. Todos ellos presentan un amplio margen de seguridad, con baja 

incidencia de efectos adversos y además tienen una eficacia similar a la anfotericina B 
(8)

. 
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Las especies del género Candida son hongos oportunistas que viven en equilibrio con el 

huésped. A veces, factores tanto endógenos como exógenos alteran este equilibrio y permiten su 

conversión en especies patógenas, favoreciendo de este modo la infección en humanos. La 

candidiasis es una infección común producida por diferentes especies del género Candida, como 

C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis y C. tropicalis siendo C. albicans el patógeno 

predominante entre estas micosis. 

C. dubliniensis, es una especie identificada recientemente cuya patogénesis se asocia 

principalmente con la candidiasis oral en pacientes con VIH, y está empezando a ser causa de 

enfermedades superficiales y sistémicas en las personas sin VIH, con una tasa de prevalencia 

estimada del 5%. 

El aumento del número de aislamientos clínicos de C. dubliniensis hace necesaria su correcta 

identificación para facilitar la instauración de pautas terapéuticas apropiadas. Sin embargo, en 

muchas ocasiones, la identificación de Candida dubliniensis en muestras clínicas resulta 

dificultosa debido a la presencia más frecuente de C. albicans, especie con la que está 

íntimamente relacionada, compartiendo la mayoría de sus características para la identificación. 

En el laboratorio de microbiología clínica se dispone de distintas pruebas fenotípicas, 

genotípicas e inmunológicas para diferenciar estas dos especies en base a pequeñas diferencias 

en los rasgos característicos de cada una de ellas. 

 

En el trabajo que se presenta, se han estudiado 477 aislamientos clínicos del género Candida, 

entre los que se identificaron 434 cepas de C. albicans y 34 de C. dubliniensis. Un total de 9 

aislamientos quedaron sin identificar debido a que presentaban un perfil indefinido en los 

medios de aislamiento convencionales. A estas nueve cepas se les denominó aislamientos 

atípicos.  

 

El objetivo principal de esta tesis ha sido la caracterización e identificación de estos 

aislamientos atípicos con la intención de averiguar si forman un grupo homogéneo que pudiera 

constituir una subespecie. Para ello se han realizado ensayos cubriendo cuatro objetivos 

parciales:  

1. Caracterización e identificación de los nueve aislamientos atípicos mediante métodos 

fenotípicos, genotípicos e inmunológicos.  

 

2. Estudio de las características fenotípicas más relevantes de las tres cepas atípicas que 

forman blastosporas pequeñas (grupo blp). En concreto, el defecto en la formación de 
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clamidosporas y la incapacidad para aglutinar las partículas de látex en la prueba 

comercial Bichro-Dubli Fumouze
®
. 

 

3. Identificación del antígeno diana de la pared celular de C. dubliniensis que es 

reconocido por el AcM 12F7-F2.  

 

4. Caracterización de la expresión y localización del antígeno específico del AcM 12F7-F2 

en los aislamientos atípicos de C. dubliniensis del grupo blp en comparación con la cepa 

de referencia de esta especie y de C. albicans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Materiales y Métodos 
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3.1. Microorganismos 

Las cepas utilizadas en esta tesis se describen en las tablas 3.1, 3.2 y 3.3. 

Tabla 3.1. Cepas de referencia del género Candida  

NCPF: National Collection of Pathogenic Fungi, Bristol, R.U. 

SC: Stanford DNA Sequencing and Technology Center, Stanford, EE.UU. 

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Holanda 

 

Tabla 3.2. Selección de aislamientos de Candida dubliniensis  

UPV: Universidad del País Vasco-UPV/EHU; *: cepa de la colección del hospital Odontológico de la 

Universidad de Dublín, Irlanda; ♦: cepa de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. 

 

 

 

Especie Cepa 

C. albicans SC 5314 

C. dubliniensis NCPF 3949 (genotipo1) 

C. dubliniensis CBS 8501 (genotipo 1) 

C. dubliniensis CBS 2747 (genotipo 2) 

Nº de cepa de la colección 

UPV 

Nº en otras 

colecciones 
Genotipo 

Origen 

anatómico 

Origen 

geográfico 

05-199 p6265* 3 Esputo Israel 

05-200 p7718* 4 Herida Israel 

98-277  1 Oral España 

95-677  1 Oral España 

94-234  1 Oral España 

08-015 17p♦ 2 Oral Argentina 

08-016 18p♦ 2 Oral Argentina 

08-017 22bp♦ 2 Oral Argentina 

08-018 25p♦ 2 Oral Argentina 

08-019 110p♦ 2 Oral Argentina 

08-020 140p♦ 2 Oral Argentina 
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Tabla 3.3. Cepas de Escherichia coli de la casa comercial Stratagene (EE.UU.) 

Cepa Genotipo 

XL10-Gold Tet
r
 (mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 

recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB lacI
q
ZM15 Tn10 (Tet

r
) 

Amy Cam
r
]

a
 

DH5α (F-, endA1, hsdR17 [rk-, mk-], supE44, thi-1,recA1, gyrA96, relA1, 

Δ[argF-lac]U169, λ-, φ80dlacZΔM15 

 

3.2. Plásmido pNIM1 

Este vector construido por Park y Morschhauser 
(234)

, contiene el gen SAT1, que confiere a 

C. albicans resistencia a la nourseotricina, además de un sistema de expresión génica inducible 

mediante la adición de tetraciclina (Tet) independiente del medio de crecimiento que se quiera 

utilizar. El gen que se va a clonar ocupa la posición del gen que codifica para la proteína GFP o 

proteína verde fluorescente (caGFP) que está flanqueado por las enzimas de restricción SalI y 

BglII. El vector pNIM1, está diseñado para insertarlo en el locus ADH1 de C. albicans (Figura 

3.1). 

Figura 3.1. Imagen modificada del plásmido pNIM1 
(234)

. 

 
←ADH1R ADH1F→ 

caGFP 
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3.3. Sueros policlonales y anticuerpos monoclonales 

Los anticuerpos utilizados en este estudio, se describen en la tabla 3.4. 

Tabla 3.4. Anticuerpos monoclonales y policlonales 

Denominación Tipo/Clase Especificidad Procedencia 

17814 Antisuero 

policlonal de 

conejo 

Frente a blastosporas de 

C. dubliniensis 

Lab. Dr. José Pontón 

(UPV/EHU) 

12F7-F2 Monoclonal 

IgG 

Componente de la pared celular de 

C. dubliniensis 

Lab. Dr. Raymond 

Robert 

(Angers, Francia) 

Lab.: laboratorio 

 

3.4. Medios y condiciones de cultivo  

3.4.1. Medios de cultivo para Candida  

o Caldo/agar glucosado de Sabouraud (SDA; Difco) 

Neopeptona     10 g 

Glucosa     40 g 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 min. Para obtener agar SDA se añade agar 15 g/l 

(Pronadisa, Suiza) previo a la esterilización. 

 

o Medio TC199 (Sigma, EE.UU.) 

Glucosa 1000 mg      NaCl 6800 mg 

KCl 400 mg       CaCl2·H2O 265 mg 

MgSO4 97,7 mg      Na2HPO4 122 mg 

Fe(NO3)3·9H2O 0,72 mg     DL-Ácido glutámico 133,4 mg 

DL-Leucina 120 mg      L-Glutamina 100 mg 

L-Arginina·HCl 70 mg      L-Lisina·HCl 70 mg 
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DL-Ácido Aspártico 60 mg     DL-Treonina 60 mg 

DL- Alanina 50 mg      DL-Fenilalanina 50 mg 

Glicina 50 mg       DL-Serina 40 mg 

DL-Valina 50 mg      DL-Isoleucina 40 mg 

L-Prolina 40 mg      L-Tirosina 2Na·2H2PO4 57,7 mg 

DL-Metionina 30 mg      L-Cisteína·2HCl 26 mg 

Cisteína·HCl·H2O 0,11 mg     L-Histidina·HCl·H2O 21,9 mg 

DL-Triptófano 20 mg      Trans-4-L-Hidroxiprolina 10 mg 

Colina·HCl 0,50 mg      Colesterol 0,20 mg 

Ergocalciferol 0,10 mg      Vitamina A 0,10 mg 

Mioinositol 0,05 mg      p-Ácido aminobenzóico 0,05 mg 

Ácido ascórbico 0,05 mg     Glutatión 0,05 mg 

Tiamina·HCl 0,01 mg      Riboflavina 0,01 mg 

Pantotenato cálcico 0,01 mg     D-Biotina 0,01 mg 

Ácido fólico 0,01 mg      Menaftona 0,01 mg 

Tocoferol 0,01 mg      Piridoxina·HCl 0,025 mg 

Piridoxal·HCl 0,025 mg     Ácido nicotínico 0,025 mg 

Nicotinamida 0,025 mg     Adenina (hemisulfato) 10 mg 

Adenina (trifosfato) 1 mg     Adenina (monofosfato) 0,34 mg 

Guanina·HCl 0,30 mg      Xantina·Na 0,34 mg 

Hipoxantina 0,30 mg      Timina 0,30 mg 

Uracilo 0,30 mg      Ribosa 0,50 mg 

Desoxirribosa 0,50 mg      Acetato sódico 50 mg 

Rojo fenol 21,3 mg      Tween 80 20 mg 

Agua destilada c.s.p. 1000 ml 

Se esteriliza por filtración a través de un filtro con un diámetro de poro de 0,22 μm. 

 

o Caldo/agar de extracto de levadura peptona dextrosa (YEPD) 

Peptona (Pronadisa)   20 g 

Extracto levadura (Pronadisa)  10 g  

Glucosa (Panreac, España)  20 g 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml 
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Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 min. Para obtener agar de YEPD se añade agar 15 

g/l previo a la esterilización. 

 

3.4.2. Medios de cultivo y condiciones de incubación para la formación de clamidosporas  

o Agar Pal 
(5,231)

 

Semillas de girasol molidas (Helianthus annuus) 50 g 

Creatinina (Sigma)     1 g 

Glucosa       1 g  

KH2PO4 (Panreac)     1 g 

Ajustar a pH 5,5 

Agar        15 g  

Agua destilada c.s.p.     1000 ml 

Se esteriliza en autoclave a 110 ºC durante 20 min. La incubación en este medio se realiza a 30 

ºC durante 72 h.  

 

o Agar Staib 
(319)

 

Semillas de negrillo molidas (Guizotia abyssinica) 50 g 

Creatinina      1 g 

Glucosa      1 g  

KH2PO4       1 g 

Ajustar a pH 5,5 

Agar        15 g  

Agua destilada c.s.p.     1000 ml 

Se esteriliza en autoclave a 110 ºC durante 20 min. La incubación se realiza a 30 ºC durante 72 

h. 
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o Agar caseína 
(165,209)

 

-Solución I 

Leche desnatada deshidratada (Nestlé, Suiza) 10 g 

Agua destilada      90 ml 

-Solución II 

Agar       3 g 

Agua destilada      97 ml 

Se esterilizan ambas soluciones por separado en autoclave a 121 ºC durante 15 min, una vez 

finalizada la esterilización se dejan enfriar hasta 45-50 ºC y se mezclan. La incubación se realiza 

a 37 ºC durante 24-48 horas.  

 

o Agar YNB suplementado con galactosa y metionina 
(61)

 

YNB sin aminoácidos (Difco)  6,7 g
 

Galactosa (Panreac)   0,25 g 

Metionina (Sigma)   25 mg 

Agar      15 g 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml 

 

Se esteriliza por filtración a través de un filtro con un diámetro de poro de 0,22 μm. La 

incubación se realiza a 30 ºC durante 72 h. 

Este medio también se preparó con diferentes cantidades de metionina según la concentración 

final deseada (5 mg/l, 10 mg/l, 50 mg/l, 75 mg/l y 100 mg/l).  

 

o Agar de harina de maíz 
(332)

 

Harina de maíz   40 g 

Tween 80 (Sigma)  10 ml 

Agar     20 g 

Agua destilada c.s.p.  1000 ml 
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Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 min. La siembra se realiza según la técnica de 

Dalmau 
(157)

 haciendo tres cortes paralelos en el agar, separados por 1 cm. Se coloca un cubre-

objeto sobre la superficie de agar cubriendo una parte de las estrías de siembra. Las placas se 

incuban a 30 ºC durante 24-48 h.  

 

o Medio CHROM-Pal 
(283)

 

Se prepara medio litro de agar Pal (descrito anteriormente) y se esteriliza en autoclave a 110 ºC 

durante 20 min. Por separado se prepara medio litro de CHROMagar Candida (47,7 g/l) y se 

hierve tres veces. Cuando ambos medios se enfrían a unos 50-60 ºC, se mezcla y distribuye en 

placas Petri. La incubación de las placas inoculadas se realiza a 30 ºC durante 72 h.  

 

3.4.3. Medios de cultivo y reactivos para bacterias 

o Caldo/agar de Luria-Bertani (LB) 

Triptona (Pronadisa)    10 g 

Extracto de levadura (Pronadisa)  5 g 

NaCl (Panreac)    5 g 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

Ajustar a pH 7,5 antes de completar el volumen final. 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. Para obtener agar LB se añade agar 15 

g/l previo a la esterilización. 

 

o Medio SOC 

Triptona     20 g 

Extracto de levadura    5 g 

NaCl (Panreac)    0,5 g 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. 
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Tanto el caldo LB como el agar LB fueron suplementados con ampicilina (100 μg/ml 

concentración final) cuando se necesitaba seleccionar plásmidos. Las cepas de E. coli se 

incubaron a 37 ºC, habitualmente durante 24 h. 

 

3.5. Obtención de extractos antigénicos de pared con DTT 

o Tampón Tris-Manitol 

Tris
®
-Base (Sigma)   6,05 g 

Manitol (Panreac)   145,75 g 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml 

 

o Solución DTT 

DTT (Sigma)     77,1 g 

Tampón Tris-Manitol c.s.p.  1000 ml 

Se prepara en el momento de usar 

 

o Solución iodoacetamida (IAA) 

IAA (Sigma)     92,5 g 

Tampón Tris-Manitol c.s.p.   1000 ml 

Se prepara en el momento de usar 

 

o Solución de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 40mM 

PMSF (Sigma)    6,96 g 

Etanol 70%    1000 ml 
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o Preparación de las muestras: Obtención de micelio 

Las células procedentes de un cultivo de 24-48 horas a 24 ºC en medio agar SDA, fueron 

lavadas con PBS estéril e inoculadas a una concentración de 5 × 10
7
 blastosporas/ml en medio 

TC 199. Tras una incubación a 24 ºC a 120 rpm durante 18 horas, las células se recogieron por 

centrifugación y se lavaron con PBS estéril. 

Los micelios se obtuvieron a partir de las blastosporas inoculadas en medio TC 199 

precalentado a 37 ºC y se incubaron a 37 ºC a 120 rpm durante 4 horas. Los micelios obtenidos 

fueron lavados tres veces con PBS estéril. 

 

o Método 

Se siguió el método descrito por Smail y Jones 
(309)

. Los micelios obtenidos, se lavaron tres 

veces con tampón Tris-Manitol y se resuspendieron en 10 volúmenes del mismo tampón. Se 

añadió PMSF, un inhibidor de proteasas a una concentración final 1mM y 25 μl de solución de 

DTT por ml de tampón Tris-Manitol. Tras incubar en baño caliente de 37 ºC con agitación 

oscilante a 80 gpm se adicionaron 50 μl de solución de IAA por cada ml de tampón Tris-

Manitol y se incubó a 4 ºC durante 18 horas con agitación suave. Una vez finalizada la segunda 

incubación, se centrifugó varias veces la suspensión a 1700 rpm durante 10 minutos a 4 ºC hasta 

comprobar que el sobrenadante no presentaba turbidez. A continuación, el sobrenadante se 

dializó frente a agua destilada a 4 ºC en sacos de diálisis con un tamaño de poro de 12000-

14000 Da (Medicell, R.U.) y tras la diálisis, se determinó la concentración proteica (apartado 

3.10.1) antes de ser liofilizado.  

 

3.6. Métodos para la caracterización de aislamientos de C. dubliniensis 

3.6.1. Métodos fenotípicos  

3.6.1.1. Capacidad de crecimiento a 45 ºC 

A partir de células procedentes de un cultivo de 24-48 horas a 37 ºC en agar SDA, se inocularon 

en estría un par de colonias en agar SDA y se incubaron a 45 ºC durante 48 horas, tal como lo 

describe Pinjon y cols. 
(253)

. Se ha descrito que C. albicans tiene la capacidad de crecer tanto a 
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42 ºC como a 45 ºC después de 48 horas de incubación; por el contrario, C. dubliniensis crece 

muy poco a 42 °C y no crece a 45 °C 
(65,326,332)

. 

 

3.6.1.2. Producción de tubo germinal  

o YNB-Glucosa 

YNB sin aminoácidos   6,7 g 

Glucosa     5 g 

Agua destilada c.s.p.    100 ml 

Se esteriliza por filtración a través de un filtro con un diámetro de poro de 0,22 μm. 

o Método 

Para la producción de tubo germinal con suero bovino fetal (SBF; Sigma), se inocularon 2 x 10
6
 

células/ml, en 0,5 ml del medio YNB-glucosa suplementado con diferentes cantidades de SBF 

(10%, 50%, 75% o 100%) y se incubó a 37 ºC durante tres horas. El desarrollo de los tubos 

germinales se visualizó en un microscopio óptico (Nikon, Japón), depositando una gota de la 

suspensión de levaduras en un portaobjetos y se cubrió con un cubreobjetos.  

 

3.6.1.3. Producción de clamidosporas 

Las células se sembraron en los medios de producción de clamidosporas descritos en el apartado 

3.4.2. La visualización de las clamidosporas se realizó con el microscopio óptico, depositando 

una colonia en un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol (Merck, Alemania), a 

excepción de las clamidosporas producidas en el medio agar harina de maíz, que se visualizaron 

con el microscopio óptico directamente en las placas. 

 

3.6.1.4. Crecimiento en medios cromogénicos 

Los medios cromogénicos están diseñados para el aislamiento e identificación de algunas 

especies de Candida. Se utilizaron los medios cromogénicos CHROMagar Candida 

(CHROMagar Company, Francia) y ChromID Candida
®
 (bioMérieux, Francia). El medio 

CHROMagar Candida se prepara de acuerdo con las indicaciones del fabricante y tras una 
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incubación a 37 ºC durante 48 horas, las colonias de C. albicans son de color verde esmeralda, 

mientras que las colonias de C. dubliniensis son de color verde oscuro. El medio cromogénico 

ChromID Candida
®
 (bioMérieux, Francia), se incuba en las mismas condiciones que en el caso 

anterior y las colonias de C. albicans crecen de color azul oscuro y las colonias de C. 

dubliniensis crecen de color azul claro. 

 

3.6.1.5. Asimilación de nutrientes: Galería API ID 32C
®
 (bioMérieux) 

La identificación de los aislamientos se llevó a cabo con la prueba comercial API ID 32C que 

valora la utilización de fuentes de carbono de naturaleza glucídica. La galería consta de 32 

pocillos, 31 de los cuales contiene en cada uno un carbohidrato deshidratado (D-galactosa, 

cicloheximida, D-sacarosa, N-acetil-glucosamina, ácido láctico, L-arabinosa, D-celobiosa, D-

rafinosa, D-maltosa, D-trehalosa, 2-cetogluconato potásico, metil-αD-glucopiranosido, D-

manitol, D-lactosa, inositol, D-sorbitol, D-xilosa, D-ribosa, glicerol, L-rhamnosa, palatinosa, 

eritritol, D-melibiosa, glucoronato sódico, D-melecitosa, gluconato potásico, ácido levunílico, 

D-glucosa, L-sorbosa, glucosamina y esculina /citrato férrico) (Figura 3.2).  

El procedimiento de la inoculación en las galerías se realizó preparando una suspensión, a partir 

de un cultivo de 24 h de la levadura, en 2 ml de agua destilada estéril hasta obtener una turbidez 

igual a 2 McFarland. 

Se añadieron 250 μl de esta suspensión a una ampolla de medio API C
®
. Tras homogenizar esta 

nueva suspensión de dispensó 135 μl en cada cúpula. La incubación se realizó a 30 ºC durante 

48 horas y para la lectura automática de las galerías se utilizó el equipo ATB mini API 

(bioMérieux). 

 

Figura 3.2. Galería ID 32C (bioMérieux). 
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3.6.2. Métodos inmunológicos  

3.6.2.1. Test de aglutinación de partículas de látex (Bichro-Dubli
®
 Fumouze) 

Es un método para la identificación rápida de aislamientos de C. dubliniensis. La emulsión de 

colonias de C. dubliniensis en 20 µl del reactivo Bichro-Dubli Fumouze revela una aglutinación 

de color azul entre las blastosporas que portan el antígeno y las partículas de látex sensibilizadas 

con el AcM 12F7-F2 (Figura 3.3). 

 

 

Figura 3.3. Test Bichro-Dubli Fumouze: positivo para C. dubliniensis (izquierda) y negativo para 

C. albicans (derecha) 
(281)

. 

 

3.6.2.2. Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

o Tampón Fosfato Salino (PBS) 

NaH2PO4 (Panreac)    0,38 g 

Na2HPO4 (Panreac)    1,02 g 

NaCl       0,107 g 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml  

Ajustar a pH 7,2 antes de completar el volumen final 

 

o PBS- formaldehído 4% 

Formaldehído 40%   10 ml 

PBS c.s.p.    100 ml 
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o PBS-Tritón X-100 0,1% 

Triton X-100    0,1 ml 

PBS c.s.p.    100 ml 

 

o PBS-Azul de Evans-Tween 20 (PBS-TA) 

Tween 20 (Sigma)    0,5 ml 

Azul de Evans (Merck)    0,5 g 

PBS c.s.p.    1000 ml 

 

o Tampón Carbonato-bicarbonato 0,5M 

Na2CO3 (Sigma)    53 g 

NaHCO3 (Sigma)    42 g 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml  

Ajustar a pH 9,0 antes de completar el volumen final. 

 

o Glicerina tamponada 

Glicerina (Sigma)    90 ml 

Tampón Carbonato-bicarbonato 0,5M  10 ml 

 

3.6.2.2.1. IFI con microscopía de fluorescencia  

o Preparación de las muestras 

En cada pocillo de los portaobjetos se depositaron 10 µl de una suspensión de células a una 

concentración de 10
6
 células/ml en PBS, y se dejaron secar a temperatura ambiente. Para fijar 

las células, los portaobjetos se sumergieron en acetona durante 5 segundos y posteriormente se 

secaron a temperatura ambiente. Las células fijadas se lavaron con PBS durante 5 minutos con 

agitación a temperatura ambiente y transcurrido el tiempo de lavado, los portaobjetos se dejaron 

secar. 
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o Preparación del suero policlonal 17814 frente a C. dubliniensis 

El antisuero policlonal 17814 (Tabla 3.4) de conejo contra C. dubliniensis desarrollado en 

nuestro laboratorio se adsorbió a volúmenes iguales con una suspensión blastosporas de 

C. albicans (10
10

 blastosporas/ml) inviables por tratamiento con PBS-formaldehído al 4%, con 

el objeto de eliminar posibles anticuerpos presentes en el antisuero policlonal 17814 comunes 

con la superficie de C. albicans y dejar únicamente los anticuerpos específicos contra antígenos 

de C. dubliniensis. La adsorción se realizó durante dos horas a temperatura ambiente, en 

agitación suave 
(22)

. Transcurrido el tiempo de adsorción, los viales se centrifugaron a 2600 rpm 

durante 5 minutos y se retiró el sobrenadante con cuidado de no agitar las células. 

 

o Método 

La IFI se realizó siguiendo la técnica descrita por Smail y Jones 
(309)

. Se preparó una dilución 

final 1:5 del antisuero policlonal 17814 previamente adsorbido y 1:50 en el caso del AcM 12F7-

F2 (1,49 mg/ml) (Tabla 3.4.) y se depositaron 10 µl en cada uno de los pocillos conteniendo las 

células fijadas. Los portaobjetos se incubaron en cámara húmeda a 37 ºC durante 30 minutos. 

Tras la incubación fueron lavados tres veces en agitación con PBS durante 5 minutos y se 

dejaron secar al aire.  

En la segunda incubación, se preparó una dilución 1:250 del anticuerpo secundario anti-IgG de 

conejo marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC; Sigma) en PBS-TA en el caso del 

suero policlonal y para el AcM 12F7-F2 se preparó una dilución 1:250 del anti-IgG de ratón 

marcado con FITC (Sigma). Se añadió 10 µl en cada uno de los pocillos correspondientes. Se 

repitieron los procesos de incubación, lavado y secado al aire. 

 

o Visualización 

Se depositaron unas gotas de glicerina tamponada en los portaobjetos y se cubrieron con un 

cubreobjetos. Las preparaciones fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia 

(Nikon Eclipse 80i), con filtros adecuados para el colorante FITC.  
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3.6.2.2.2. IFI con microscopía de láser confocal  

o Preparación de las muestras 

En cada pocillo de los portaobjetos se depositaron 10 µl de una suspensión de células a una 

concentración de 10
6
 células/ml en PBS-formaldehído 4% y se dejaron secar a temperatura 

ambiente. Las células se permeabilizaron con PBS-Tritón X-100 0,1% durante 10 minutos y 

posteriormente, se lavaron con PBS 3 veces en agitación durante 5 minutos y tras los lavados, 

los portaobjetos se dejaron secar a temperatura ambiente. 

 

o Método y visualización 

El proceso de IFI, se realizó con el AcM 12F7-F2 de C. dubliniensis, según lo descrito en el 

apartado anterior y para la observación de las muestras se empleó el microscopio de láser 

confocal Olympus Fluoview FV500 del Servicio de Microscopía (SGIKer) de la Universidad 

del País Vasco (UPV/EHU). 

 

3.6.2.3. IFI en blastosporas tratadas con DTT  

o Preparación de las muestras 

Las células procedentes de un cultivo en caldo SDA a 37 ºC en agitación (120 rpm) durante 24 

h, se lavaron con PBS estéril. Tras finalizar los lavados, las paredes celulares de las blastosporas 

fueron tratadas en presencia de DTT como se describe por Smail y Jones 
(309)

 a 37 ºC durante 3 h 

a 120 rpm y se fueron recogiendo muestras a distintos tiempos: tiempo 0, 30 min, 1 h, 1,5 h, 2 h, 

2,5 h y 3 h. Cada muestra se lavó tres veces con PBS y se ajustó a una concentración de 5 x 10
8 

células/ml.  

 

o Método 

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de vinilo de 96 pocillos de fondo en V añadiendo a 

cada pocillo 100 μl de la suspensión 5 x 10
8 

células/ml. Se centrifugaron las placas a 2000 rpm 

durante 5 minutos a 20 ºC para eliminar el sobrenadante. 
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A continuación, se preparó una dilución 1:300 del AcM 12F7-F2 (1,49 mg/ml) en PBS y se 

añadieron 100 µl en cada pocillo. La incubación se realizó a 37 ºC durante una hora y tras 

finalizar el tiempo de la incubación, las placas se centrifugaron se eliminó el sobrenadante y las 

células se lavaron con 200 μl/pocillo de PBS tres veces. Posteriormente se realizó la segunda 

incubación añadiendo 100 μl del anticuerpo secundario anti-IgG de ratón marcado con FITC 

diluido 1:150 en PBS y se incubó a 37 ºC durante una hora. Transcurrido el tiempo de 

incubación se retiró la mezcla de incubación y se repitió el proceso de lavado. 

 

o Fluorescencia relativa de una suspensión celular 

Para la lectura de la fluorescencia se utilizaron placas de vinilo de 96 pocillos de fondo plano. 

La intensidad de la fluorescencia emitida por las células de la suspensión celular se midió con el 

fluorómetro Fluoroskan a 485 nm (Thermo Scientific, EE.UU.) y se midió también la 

absorbancia de la suspensión celular a 630 nm. Los resultados se expresaron como fluorescencia 

relativa calculada tras dividir la fluorescencia emitida entre el valor de la absorbancia de la 

suspensión celular de cada pocillo. 

 

3.6.3. Métodos moleculares 

3.6.3.1. Extracción del ADN 

o Tris-HCl 1M pH 8 

Tris-Base     121,1 g 

Agua MilliQ    800 ml 

Ajustar a pH 8 con HCl 

Agua MilliQ c.s.p.    1000 ml 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos 
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o EDTA 0,5M pH 8 

EDTA (Sigma)    208 g 

Agua MilliQ    800 ml 

Ajustar a pH 8 con HCl  

Agua MilliQ c.s.p.    1000 ml 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos 

 

o Tampón de extracción 

Tritón X-100      2 g 

SDS (Panreac)     1 g 

NaCl       0,58 g 

EDTA 0,5M pH 8    0,2 ml 

Tris-HCl 1M pH 8    1 ml 

Ajustar a pH 8  

Agua MilliQ c.s.p.    100 ml 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos 

 

o Tampón TE 

Tris-HCl 1 M pH 8    10 ml 

EDTA 0,5M pH 8    2 ml 

Agua MilliQ c.s.p.    100 ml 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos 
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o Solución de acetato de sodio 3M 

Acetato de sodio (Panreac)   24,6 g 

Agua MilliQ c.s.p.    100 ml 

Se esteriliza en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos 

 

o Método 

Las células procedentes de un cultivo en 5 ml de caldo SDA a 37 ºC durante 24 horas a 120 

rpm, se recogieron en un vial y fueron lavadas dos veces con agua MilliQ estéril. Las células se 

resuspendieron en 200 µl del tampón de extracción, se añadieron 0,3 g de bolitas de vidrio de 

0,5 mm de diámetro (Sigma) y se agitaron vigorosamente con un agitador cinco veces durante 1 

minuto, con intervalos idénticos de reposo en hielo para romper la pared de las levaduras. A la 

suspensión se añadieron 500 μl de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) (Sigma) y se 

homogeneizó vigorosamente con un agitador durante medio minuto. A continuación, los viales 

se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos y se observaron tres fases, la capa superior se 

transfirió a un nuevo vial al que se le añadió 200 µl de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico. La 

mezcla se homogeneizó manualmente y se volvió a centrifugar a la misma velocidad durante 3 

minutos. Se recogió nuevamente la fase superior y se adicionaron 20 μl de acetato de sodio 3 M 

y 400 μl de etanol a -20 ºC y los viales se invirtieron varias veces hasta que se visualizó la 

precipitación del ADN. Posteriormente, los viales se centrifugaron durante 5 minutos a 14000 

rpm y se decantó el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 1 ml de etanol al 70% y se 

centrifugó durante 1 minuto a 14000 rpm. Se decantó nuevamente el sobrenadante y la pastilla 

de ADN se resuspendió en 50µl de tampón TE.  

 

3.6.3.2. Medida de la concentración de ADN 

Para cuantificar la concentración de ADN se midió la absorbancia a 260/280 nm y el grado de 

pureza midiendo la absorbancia a 260/230 nm (un cociente entre 1,8 y 2 indica un alto grado de 

pureza) en el espectrofotómetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). 
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3.6.3.3. Técnica de PCR para diferenciar entre especies de Candida 

o Tampón TBE 10 X 

Tris-Base      108 g 

Ácido bórico     55 g 

EDTA 0,5 M pH 8,0    20 ml 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

 

3.6.3.3.1. Identificación en base a las diferencias en la región ITS y el gen de la 

topoisomerasa II 

Para identificar C. albicans y C. dubliniensis simultáneamente se empleó la técnica de la PCR 

múltiple. Los cebadores CALB1 F y CALB2 R 
(174)

 (Tabla 3.5), amplifican un fragmento de la 

región ITS1 e ITS2 del gen ARNr de C. albicans y los cebadores CDBF28 F y CDBR110 R 
(145)

 

(Tabla 3.5), amplifican un fragmento del gen de la topoisomerasa II de C. dubliniensis.  

 

Tabla 3.5. Cebadores utilizados en la PCR. 

Denominación Secuencia 5'→3' Gen 
Tamaño del 

producto PCR 

CALB1 F TTTATCAACTTGTCACACCAGA ITS1 e ITS2 del 

ARNr 
273 pb 

(174)
 

CALB2 R ATCCCGCCTTACCACTACCG 

CDBF28 F AAATGGGTTTGGTGCCAAATTA 

Topoisomerasa II 809 pb 
(145)

 

CDBR110 R GTTGGCATTGGCAATAGCTCTA 

CRR-f GTTTTTGCAACTTCTCTTTGTA 

HWP1 
700 pb; 941 pb; 

569 pb 
(273)

 CRR-r ACAGTTGTATCATGTTCAGT 

 

Se preparó la mezcla de PCR para un volumen final de 20 μl (Tabla 3.6) y se amplificó el ADN 

en el termociclador GeneAmp PCR System 9700 de Applied-Biosystems.  
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Tabla 3.6. Mezcla de reacción para la PCR múltiple 

Reactivos Volumen 

Biomix (mezcla de reactivos con Taq DNA polimerasa, 

dNTPs y MgCl2; Bioline, R.U.) 2X 
10 μl 

Cebador directo CALB1 F 100μM 0,2 μl 

Cebador inverso CALB2 R 100μM 0,2 μl 

Cebador directo CDBF28 F 100μM 0,2 μl 

Cebador inverso CDBR110 R 100μM 0,2 μl 

ADN 100ng/μl 1 μl 

Agua MilliQ 8,2 μl 

 

Las condiciones para la PCR múltiple fueron:  

Desnaturalización inicial  96 ºC, 2 minutos 

Desnaturalización   96 ºC ,30 segundos 

Hibridación   57 ºC, 30 segundos 30 ciclos 

Extensión    74 ºC, 60 segundos 

Extension final    72 ºC, 13 minutos 

 

3.6.3.3.2. Identificación en base a las diferencias en el gen HWP1 

Romeo y cols. diseñaron un par de cebadores, CRR-f y CRR-r (Tabla 3.5), que amplifican el 

gen HWP1 
(273)

. Permite identificar 3 especies de Candida según el tamaño de los amplicones 

del gen HWP1: 700 pb para C. africana, 941 pb para C. albicans y 569 pb para C. dubliniensis. 

 

Se preparó la mezcla de la PCR para un volumen final de 20 μl (Tabla 3.7) y se amplificó el 

ADN en el termociclador GeneAmp PCR System 9700.  

 

 

 

 

 

 



   Materiales y Métodos 

 63 

 

Tabla 3.7. Mezcla de reacción para la PCR  

Reactivos Volumen 

Biomix 2X 10 μl 

Cebador directo CRR-f 100μM 0,2 μl 

Cebador inverso CRR-r 100μM 0,2 μl 

ADN 100ng/μl 1 μl 

Agua MilliQ 8,6 μl 

 

Las condiciones para la PCR fueron:  

 

Desnaturalización inicial  95 ºC, 5 minutos 

Desnaturalización   94 ºC ,45 segundos 

Hibridación   50 ºC, 60 segundos 30 ciclos 

Extensión    72 ºC, 90 segundos 

Extension final    72 ºC, 10 minutos 

 

3.6.3.4. Técnica de PCR para identificar los genotipos de C. dubliniensis 

Gee y cols. 
(102)

 describieron 4 pares de cebadores (G1F/G1R, G2F/G2R, G3F/G3R y G4F/G4R; 

Tabla 3.8), que amplifican las regiones ITS1 e ITS2 que flanquean la secuencia del gen que 

codifica para la subunidad 5,8S del ADNr. Mediante estos cebadores, ha sido posible identificar 

cuatro genotipos distintos para C. dubliniensis.  

 

Tabla 3.8. Cebadores para el genotipo de C. dubliniensis 

Denominación Secuencia 5'→3' Genotipo 
Tamaño 

producto PCR 

G1F TTGGCGGTGGGCCCC 
1 330 pb 

G1R AGCATCTCCGCCTTATA 

G2F CGGTGGGCCTCTACC 
2 330 pb 

G2R CATCTCCGCCTTACC 

G3F TTGGTGGTGGGCTTCTG 
3 330 pb 

G3R GCAATCTCCGCCTTACC 

G4F GGCCTCTGCCTGCCGCCAGAGGAT 
4 330 pb 

G4R AGCAATCTCCGCCTTACT 
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La mezcla de la PCR se preparó como en la Tabla 3.7, sustituyendo los cebadores por cada una 

de las parejas aquí indicadas y se amplificó el ADN en el termociclador GeneAmp PCR System 

9700. Las condiciones para la PCR fueron:  

  Cebadores 

 
 

G1F/G1R, 

G2F/G2R, G3F/G3R 
G4F/4R 

 Desnaturalización inicial 95 ºC 3 min 95 ºC 3 min 

30 ciclos  

Desnaturalización 95 ºC 60 seg 95 ºC 60 seg 

Hibridación 50 ºC 60 seg 55 ºC 60 seg 

Extensión 72 ºC 20 seg 72 ºC 20 seg 

 Extensión final 72 ºC 10 min 72 ºC 10 min 

 

3.6.3.5. Técnica de PCR para determinar el tipo de MTL de C. dubliniensis 

El tipo de apareamiento en los aislamientos de C. dubliniensis se determinó mediante PCR 

múltiple con dos pares de cebadores específicos para el locus MTL: los cebadores MTLa1-F y 

MTLa1-R, amplifican un fragmento del gen que codifica para MTLa1 y los cebadores MTLα2-

F y MTLα2-R amplifican un fragmento del gen que codifica para MTLα2 (Tabla 3.9). 

 

Tabla 3.9. Cebadores para el tipo de apareamiento de C. dubliniensis 

Denominación Secuencia 5'→3' Gen 
Tamaño 

producto PCR 

MTLa1-F TAAGAATGAAGACAACGAGG 
MTLa1 535 pb 

(278)
 

MTLa1-R CGTGTTTTTCTGCTATGAATTCC 

MTLα2-F ATGAATTCACATCTGGAGGC 
MTLα2 615 pb 

(278)
 

MTLα2-R CTGTTAATAGCAAAGCAGCC 

 

Se preparó la mezcla de la PCR para un volumen final de 20 μl (Tabla 3.10) y se amplificó el 

ADN en el termociclador GeneAmp PCR System 9700.  
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Tabla 3.10. Mezcla de reacción para la PCR  

Reactivos Volumen 

Biomix 2X 10 μl 

Cebador directo MTLa1-F 100μM 1 μl 

Cebador inverso MTLa1-R 100μM 1 μl 

Cebador directo MTL α2-F 100μM 1 μl 

Cebador inverso MTL α2-R 100μM 1 μl 

ADN 100ng/μl 1 μl 

Agua MilliQ 5 μl 

 

Las condiciones para la PCR fueron:  

Desnaturalización inicial  94 ºC, 2 minutos 

Desnaturalización   94 ºC ,30 segundos 

Hibridación   55 ºC, 30 segundos 30 ciclos 

Extensión    72 ºC, 30 segundos 

Extension final    72 ºC, 4 minutos 

 

3.6.3.6. Secuenciación de la región D1/D2 de los aislamientos clínicos de C. dubliniensis 

Se utilizaron los cebadores universales NL1 y NL4 (Tabla 3.11) descritos por Kurtzman y 

Robnett 
(160)

, que permiten amplificar las regiones D1-D2 de la subunidad mayor del ADNr, 

siendo ésta una región altamente conservada, por lo que su secuenciación se puede utilizar para 

identificar una amplia variedad de especies.  

 

Tabla 3.11. Cebadores empleados para la secuenciación  

Denominación Secuencia 5'→3' 

NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 

NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 

  

Se preparó la mezcla de la PCR como en la Tabla 3.7, sustituyendo los cebadores por la pareja 

NL1-NL4 aquí indicada y se amplificó el ADN en el termociclador GeneAmp PCR System 

9700. Las condiciones para la PCR fueron:  
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Desnaturalización inicial  95 ºC, 6 minutos 

Desnaturalización   95 ºC ,30 segundos 

Hibridación   54 ºC, 30 segundos 30 ciclos 

Extensión    72 ºC, 40 segundos 

Extension final    72 ºC, 10 minutos 

Los productos de PCR fueron secuenciados en el Servicio General de Genómica (SGIKer; 

UPV/EHU). Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa informático Bioedit 

(htpp:// www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) y posteriormente fueron comparadas en la 

base de datos NCBI ( htpp:// www.ncbi.nlm.nih.gov) . 

 

3.6.3.7. Electroforesis y visualización  

La separación de los fragmentos de ADN en función de su tamaño, se llevó a cabo en geles de 

agarosa al 1,5% (p/v) en tampón TBE con Gelred 10000x (Biotium, EE.UU.) 5 μl/100ml. Para 

las electroforesis se utilizaron cubetas horizontales a voltaje constante (90V) y tampón TBE. 

Las bandas de ADN, en los geles de agarosa, se visualizaron con el transiluminador Chemidoc-

Quantity One (Bio-Rad).  

http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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3.7. Secuenciación nucleotídica del gen que codifica para la metionina 

sintasa de C. dubliniensis (CdMET6) 

3.7.1. Diseño de cebadores 

Para el diseño de los cebadores se tuvieron en cuenta los siguientes criterios, descritos por 

Sambrook 
(288)

. 

1.- Cada par de cebadores diseñados para amplificar una secuencia de ADN, deben tener entre 

18-25 nucleótidos, y no diferir en su longitud más de 3 nucleótidos.  

2.- Se recomienda que su contenido de guaninas y citosinas sea entre un 40% y 60%. 

3.- Las secuencias de cada par de cebadores no deben ser complementarias entre si. Se 

recomienda que no haya más de tres nucleótidos consecutivos en un cebador complementario al 

otro cebador. 

4.- Preferiblemente, diseñar unos cebadores con una temperatura de fusión (Tm) entre 52-58 ºC. 

5.- Evitar en las ultimas 5 bases del extremo 3´ más de 3 guaninas o 3 citosinas, pero procurar la 

presencia de una base guanina o citosina en el extremo 3´ puesto que favorece una unión 

específica.  

Dado al tamaño del gen, se diseñaron cuatro parejas de cebadores (MET6 1f/1r; MET6 2f/2r; 

MET6 3f/3r y MET6 4f/4r, descritos en la Tabla 3.12), con el fin de cubrir la secuencia 

completa con cuatro fragmentos superponibles en sus extremos. 

Tabla 3.12. Cebadores para la secuenciación de CdMET6. 

Denominación Secuencia 5'→3' Producto PCR 

MET6 1f GATTGCTGATGGCTGATTG 
600 pb 

MET6 1r ATTTGCCATGGGTAGAGG 

MET6 2f CTTCTGTATTAGGTTTCCCAC 
900 pb 

MET6 2r GGCTTCCTCAGTGGTTC 

MET6 3f GAAGCTGGTGCTGAACAAG 
900 pb 

MET6 3r CACCACTAATGGTTGGG 

MET6 4f CCACCATTGGTTCTTTCC 
1000 pb 

MET6 4r TTGAGTCATGGTTAGTATTCA 
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Se preparó la mezcla de la PCR como en la Tabla 3.7, sustituyendo en cada caso los cebadores 

por cada una de las parejas indicadas en la Tabla 3.12 y se amplificó el ADN en el 

termociclador GeneAmp PCR System 9700. Las condiciones para la PCR fueron:  

  Cebadores 

  MET6 1f/1r y 2f/2r MET6 3f/3r y 4f/4r 

 Desnaturalización inicial 94 ºC 5 min 94 ºC 5 min 

30 ciclos  

Desnaturalización 94 ºC 30 seg 94 ºC 30 seg 

Hibridación 50 ºC 30 seg 49 ºC 30 seg 

Extensión 72 ºC 1 min 72 ºC 1 min 

 Extensión final 72 ºC 10 min 72 ºC 10 min 

 

Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados en el Servicio General de Genómica 

(SGIKer; UPV/EHU).  

 

3.8. Análisis de la expresión de genes mediante RT-PCR 

Mediante RT-PCR cuantitativa se analizaron los cambios de expresión de los genes a estudiar. 

Inicialmente, se diseñaron los cebadores para cada gen y se determinó para cada pareja de 

cebadores la especificidad para C. dubliniensis y la eficiencia de la reacción de amplificación. 

Posteriormente se llevó a cabo la amplificación del ADNc, sintetizado por transcripción inversa 

a partir del ARN extraído de las levaduras, mediante qRT-PCR. 

Tras la amplificación se realizó el análisis de los datos, normalizando los niveles de expresión 

de los genes en estudio con referencia al control interno de expresión (gen de la actina). 

 

 

 

 



   Materiales y Métodos 

 69 

 

3.8.1. Selección de genes a ensayar 

Para la cuantificación relativa, se seleccionaron los siguientes genes de  C. dubliniensis:  

o MET6 (Metionina sintasa) 

o NRG1 (Factor de transcripción inhibidor del crecimiento filamentoso) 

o HOG1 (MAP quinasa de respuesta al estrés osmótico) 

o EFG1 (Factor de transcripción potenciador del crecimiento filamentoso) 

o OLE1 (Ácidos grasos desaturasa) 

o RIM13 (Cisteín-proteasa de tipo calpaína) 

o ISW2 (Componente ATPasa del complejo remodelador de la cromatina) 

o SCH9 (Serina/ treonina proteína quinasa)  

o SUV3 (ARN helicasa ATP-dependiente). 

Se seleccionó el gen actina de C. dubliniensis (CdACT1) como control interno de expresión. 

 

3.8.2. Diseño de los cebadores 

Se diseñaron un par de cebadores para cada gen (tabla 3.13) de acuerdo con los siguientes 

criterios descritos por Marone 
(184)

: 

1. El tamaño de cebadores diseñados para amplificar una secuencia de ADN debe estar 

entre 8-25 nucleótidos, siendo el tamaño óptimo entre 20 y 22 nucleótidos. Además, se 

recomienda que su contenido en CG sea mayor de un 60%. 

2. La Temperatura de fusión (Tm) debe estar comprendida entre 57 y 65°C, siendo la 

óptima entre 60- 62°C. 

3. El tamaño del producto amplificado debe tener entre 200 y 500 pb. 

4. Las secuencias de cada par de cebadores no deben ser complementarias entre si. Se 

recomienda que no debe haber más de tres nucleótidos consecutivos en un cebador 

complementario al otro cebador. 

5. Los cebadores no deben ser homólogos con otros genes en otros organismos. 
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Tabla 3.13. Cebadores utilizados en la qRT-PCR. 

Denominación Secuencia 5’→3’ Gen 

Tamaño 

producto de 

PCR 

RT-MET6F TTTTATTTGCCATGGGTAGAGG 

MET6 180pb 

RT-MET6R ACTGATGCTGGTATTAAACCCG 

RT-NRG1F GAATGGCGGAGTACCGATTA 

NRG1 200pb 

RT-NRG1R GCCAAATGTCCTGAAGTGGT 

RT-HOG1F CCAGGTATTACCGTGCACCT 

HOG1 240pb 

RT-HOG1R TCTATGTGGCAACGATTGGA 

RT-EFG1F GCCACGAGTGACAACTACGA 

EFG1 240pb 

RT-EFG1R ACCAACGCTCTTTCAAATGG 

RT-OLE1F GGGTGACTATTGGGGAGGAT 

OLE1 160pb 

RT-OLE1R GTCACAAATGCCGTCAACAC 

RT-RIM13F AGGCATGTACGGTCAAGGTC 

RIM13 240pb 

RT-RIM13R ATTGGTTCGCTGGAATTGAG 

RT-ISW2F CCTCAAGCGGACTTACAAGC 

ISW2 170pb 

RT-ISW2R GTTCATTTGTCGGCCTTGTT 

RT-SCH9F CCGCACATGTCTGAACAATC 

SCH9 225pb 

RT-SCH9R GTTGTGATTGCTGTGGGTTG 

RT-SUV3F TGGAGCATTACCACCAGAAA 

SUV3 200pb 

RT-SUV3R GCTCGACCAGCAATTTGTTT 

RT-ACT1F 
(191)

 AGCTCCAGAAGCTTTGTTCAGACC 

ACT1 130pb 

RT-ACT1R 
(191)

 TGCATACGTTCAGCAATACCTGGG 

 

Se utilizó el programa Primer3 desarrollado por Rozen y Skaletsky (www-genome.wi.mit.edu), 

para comprobar que los cebadores cumplían con los criterios mencionados. 
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Para determinar la especificidad de los cebadores para C. dubliniensis, todas las secuencias 

nucleotídicas fueron comparadas en Genbank usando el programa BLASTN, disponible en la 

página del National Center for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov).  

 

3.8.3. Determinación de la eficiencia de la reacción de amplificación  

Se realizaron diluciones decimales seriadas del ADN genómico (ADNg) y se amplificó 

utilizando los cebadores para cada gen a estudiar y del gen control. Mediante una gráfica del 

ciclo umbral (CT) frente al logaritmo de las diluciones del ADNg se determinó la pendiente (m) 

de la línea. La eficiencia (E) de la PCR 
(211)

 se determinó calculando la ecuación siguiente:  

    E= [10 
(-1/m)

]-1 

El valor óptimo de la eficiencia es 1 y se consideraron como válidos los valores de eficiencia 

comprendidos entre 0,75 y 1 (Tabla 3.14).  

 

Tabla 3.14. Valores de eficiencia de la reacción de amplificación para los distintos genes 

Gen Nombre de gen Eficiencia 

ACT1 Actina 0,90 

NRG1 Factor de transcripción inhibidor del crecimiento filamentoso 1,1 

OLE1 Ácidos grasos desaturasa 0,98 

EFG1 Factor de transcripción potenciador del crecimiento filamentoso 0,75 

HOG1 MAP quinasa de respuesta al estrés osmótico 1 

RIM13 Cisteín-proteasa de tipo calpaína 0,83 

ISW2 Componente ATPasa del complejo remodelador de la cromatina 0,93 

SUV3 ARN helicasa ATP-dependiente 0,80 

SCH9 Serina/ treonina proteína quinasa 0,81 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.8.4. Extracción de ARN de levaduras 

o Preparación de las muestras 

Se emplearon dos medios de cultivo diferentes, el caldo YNB sin aminoácidos suplementado 

con galactosa y metionina (25 mg/l), por ser el medio donde se observó una mayor producción 

de clamidosporas y el caldo SDA para el crecimiento en forma levaduriforme.  

Las células cultivadas se recogieron mediante centrifugación a 2500rpm durante 2 minutos y se 

colocaron sobre un mortero de ágata estéril, al que se añadió nitrógeno líquido, al tiempo que se 

pulverizaban con la maza.  

 

o Extracción de ARN mediante el Kit High Pure RNA Isolation (Roche, Suiza) y 

cuantificación. 

Se procedió a la extracción del ARN mediante el Kit High Pure RNA Isolation
®
 (Roche) 

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Posteriormente se cuantificó la cantidad 

de ARN midiendo la absorbancia a 260/280 nm empleando el espectrofotómetro Nanodrop ND-

1000 (Thermo Scientific). 

 

3.8.5. Transcripción inversa del ARN 

Para la transcripción inversa del ARN, se utilizó el kit Transcriptor Reverse Transcriptase 

(Roche). Se preparó una mezcla en un vial de 500 μl, con 1μg del ARN total, 2 μl del cebador 

Random p (Roche) y se llevó a un volumen final de 13 μl con agua dietilpirocarbonato (DEPC; 

Roche) y se incubó a 65 ºC durante 10 minutos. Tras finalizar el tiempo de incubación se colocó 

el vial en hielo y se le añadió la mezcla de reactivos (Tabla 3.15). Se homogeneizó suavemente  

y se incubó 10 minutos a 25 ºC, 30 minutos a 55 ºC y finalmente 5 minutos a 85 ºC. 

Tabla 3.15. Mezcla de reactivos para la transcripción inversa del ARN 

Reactivo Volumen 

Tampón reacción Transcriptor RT 5× (Roche) 4 μl 

Protector Inhibidor RNasa (40 U/μl) (Roche) 0,5 μl 

dNTP-Mix 10 mM (Roche) 2 μl 

Transcriptor Transcriptasa Reversa (Roche) 0,5 μl 



   Materiales y Métodos 

 73 

 

 

3.8.6. Amplificación mediante qRT-PCR  

La qRT-PCR se llevó a cabo en el termociclador ABI 7300 Real-Time PCR (Applied 

Biosystems). Se preparó la mezcla de reacción de la qRT-PCR para un volumen final de 20 μl 

(Tabla 3.16) con cada una de las parejas de cebadores descritos previamente (Tabla 3.13).  

Tabla 3.16. Mezcla de reactivos para qRT-PCR 

Reactivo Volumen 

SYBR Premix Ex Taq (mezcla de reactivos con Taq 

DNA polimerasa, dNTPs y MgCl2; Takara, Japón) 2X 
10 μl 

Cebador directo 10μM 0,4 μl 

Cebador inverso 10μM 0,4 μl 

ROX Reference Dye (50X) 0,4 μl 

ADNc 2 μl 

Agua MilliQ 6,8 μl 

 

Las condiciones para la PCR fueron:  

Desnaturalización inicial  95 ºC, 10 segundos 

Desnaturalización   95 ºC ,5 segundos 40 ciclos 

Hibridación   60 ºC, 35 segundos  

Desnaturalización   95 ºC, 15 segundos 

Hibridación final   60 ºC, 1 minuto 

Desnaturalización final  95 ºC, 15 segundos 

 



   Materiales y Métodos 

 74 

 

 

 

3.8.7. Análisis de los resultados 

Los datos de fluorescencia obtenidos se analizaron mediante el software de análisis SDS 1.22. 

de Applied Biosystems. El software calculó la línea base para cada muestra, que indica la 

ausencia de amplificación detectable. El nivel umbral en el que la fluorescencia supera 

significativamente la línea base se fijó de forma manual en 0,2. El software calculó el CT para 

cada pocillo, que es el ciclo en el que la fluorescencia de la muestra supera el nivel umbral, en la 

escala logarítmica de la amplificación (Figura 3.4).  

 

Figura 3.4. Representación gráfica de la intensidad relativa de la fluorescencia emitida frente al número 

de ciclos de la PCR.  

 

El análisis de los datos se realizó siguiendo las pautas establecidas por Schmittgen y Livak 
(299)

. 

Se calcularon los valores de 2
-ΔCt

, siendo la variación de CT el resultado de la resta del CT 

promedio de cada muestra con el CT promedio del gen control interno. Los ensayos con cada 

gen se realizaron por duplicado para cada cepa y los datos obtenidos se analizaron mediante la 

prueba t de Student con el programa Microsoft Excel. Los valores de p <0,05 fueron 

considerados estadísticamente significativos. 

 

 

Nivel Umbral  CT 

          ↓                         ↓ 

 

        Línea base 
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3.9. Sensibilidad in vitro a los antifúngicos 

Se estudió la sensibilidad in vitro a los antifúngicos de las cepas de Candida con el método 

comercial Sensititre YeastOne YO8
®
 (Trek Diagnostic Systems). Es un método de 

microdilución colorimétrico que contiene un indicador de crecimiento basado en la óxido-

reducción del colorante azul de Alamar, el cual facilita la lectura de los puntos finales por un 

cambio de color.  

Cada placa contiene diluciones seriadas de ocho antifúngicos deshidratados: 5-fluorocitosina (5-

FC; 0,03-64μg/ml), anfotericina B (AMB; 0,008-16μg/ml), fluconazol (FCZ; 0,125-256μg/ml), 

voriconazol (VCZ; 0,008-16μg/ml), ketoconazol (KTZ; 0,008-16μg/ml), itraconazol (ITZ; 

0,008-16μg/ml), posaconazol (PCZ; 0,008-8μg/ml) y caspofungina (CAS; 0,008-16μg/ml).  

El ensayo se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante: se preparó una suspensión 

0,5 de McFarland (5x10
6
 células/ml) en agua destilada estéril a partir de un cultivo de levaduras 

incubadas en agar SDA a 37 ºC durante 24 horas y se inocularon 20 μl de esta suspensión en 11 

ml del medio de cultivo para obtener una concentración final de 1,5–8 x 10
3
 células/ml. Se 

añadieron 100 μl de la segunda suspensión a cada pocillo y las placas selladas con una película 

transparente se incubaron a 37 ºC durante 24-48 horas registrándose la concentración mínima de 

antifúngico capaz de inhibir el crecimiento de las levaduras (CMI). 

 

3.10. Técnicas de análisis de proteínas 

3.10.1. Determinación de la concentración de proteínas 

La cantidad de proteína se determinó con el reactivo Plus Protein Assay Reagent kit (Pierce) 

basado en la técnica descrita por Bradford 
(31)

 usando un patrón de seroalbúmina bovina (BSA; 

fracción IV). La absorbancia se midió a 595nm y la concentración de proteína de cada solución 

problema fue calculada a partir de la recta de regresión lineal obtenida con el patrón de BSA 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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3.10.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE) 

o Persulfato de amonio al 10% 

Persulfato de amonio (Bio-Rad)  10 g 

Agua destilada c.s.p.    100 ml 

Se prepara en el momento de usar 

 

o SDS al 10% 

SDS      10 g 

Agua destilada c.s.p.    100 ml 

 

o Tampón del gel de resolución 1,5M 

Tris-Base      181,5 g 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

Ajustar a pH 8,8 con HCl antes de completar el volumen final 

 

o Gel de resolución al 10%  

Tampón gel de resolución 1,5M     2,5 ml 

Solución de acrilamida-bisacrilamida 29:1 (Pronadisa) 40% 2,475 ml 

SDS 10%       100 μl 

Agua destilada       4,875 ml 

Desgasificar durante 5 minutos mediante una bomba de vacío y suplementar con: 

Persulfato de amonio 10%     50 μl 

TEMED       5 μl 
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o Tampón del gel de apilamiento 0,5M 

Tris-Base         60 g 

Agua destilada c.s.p.       1000 ml 

Ajustar a pH 6,8 con HCl antes de completar el volumen final 

 

o Gel de apilamiento  

Tampón gel de apilamiento 0,5M    1,25 ml 

Solución de acrilamida-bisacrilamida 29:1 (Pronadisa) 40% 0,488 ml 

SDS 10%       75 μl 

Agua destilada       3,213 ml 

Desgasificar durante 5 minutos mediante una bomba de vacío y suplementar con: 

Persulfato de amonio 10%     25 μl 

TEMED       5 μl 

 

o Tampón de electrodos 

SDS          1 g 

Tris-Base         3 g 

Glicina (Panreac)       14,4 g 

Agua c.s.p.        1000 ml 

Ajustar a pH 8,3 antes de completar el volumen final 

 

o Tampón de muestra 5X 

Tris-HCl 1 M (pH 6,8)    2,5 ml 

SDS 10%     4 ml 

Glicerol (Probus, España)   2 ml 

Azul de bromofenol (BDH, R.U.)  1 mg 

Agua destilada    0,5 ml 

Completar en el momento de usar con β-mercaptoetanol (Bio-Rad) 5% (v/v) concentración final 

en la muestra preparada. 
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o Método 

La electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se 

realizó siguiendo el método de Laemmli 
(163)

. La electroforesis se llevó a cabo en geles que 

constaban de dos partes, un gel de resolución y un gel de apilamiento. Las muestras se trataron 

en un baño a 100 ºC durante 5 minutos y en presencia de agentes desnaturalizantes (β-

mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro y SDS, que se une a las proteínas 

desnaturalizándolas y confiriéndoles una carga neta negativa). La separación electroforética se 

llevó a cabo en una cámara de electroforesis MiniProtean III (Bio-Rad), a un voltaje constante 

de 200 V durante 45 minutos. 

 

3.10.3. Electroforesis bidimensional (2D-PAGE) 

o Tampón de rehidratación 

Urea (Bio-Rad)   4,2 g 

Tiourea (Bio-Rad)  1,52 g 

Chaps (GEHealthcare, R.U.) 4% (p/v) 

Agua destilada c.s.p.  10 ml 

Almacenar a –20 ºC 

Añadir antes de usar, para cada 500µl de tampón de rehidratación: 

Pharmalites (GEHealthcare) 2% (v/v) 

DTT     0,0015 g 

Azul de bromofenol   0,002% (p/v) 

 

o Tampón de equilibrado 

Tris-HCl 1,5M pH 8,8  10 ml 

Urea     72,02 g 

Glicerol (87% v/v)   30% (v/v) 

SDS     2% (p/v) 

Azul de bromofenol   1% (p/v) 

Agua destilada c.s.p.  200 ml 



   Materiales y Métodos 

 79 

 

 

o Método 

La primera separación se realizó en geles de isoelectroenfoque Immobiline DryStrips 

(GEHealthcare, R.U.) con un gradiente de pH de 3-10, utilizando el sistema electroforético 

Ettan IPGphor (Amersham). Las muestras (aproximadamente 400 μg de extracto de proteína) se 

diluyeron en 125 μl del tampón de rehidratación que contiene agentes caotrópicos, surfactantes 

y agentes reductores. Los agentes caotrópicos como la urea y tiourea, provocan la 

desnaturalización de las proteínas por ruptura de puentes de hidrógeno, dejando expuestos los 

residuos hidrofóbicos que son solubilizados por los agentes surfactantes. Los agentes reductores 

como el DTT completan la desnaturalización proteica por ruptura de puentes disulfuro. Las 

condiciones en las que se realizó la electroforesis se describen a continuación (Tabla 3.17): 

 

Tabla 3.17. Condiciones electroforesis con sistema electroforético Ettan IPGphor 

Etapa Voltaje Duración (horas) 

1 (Hidratación) 0V 12 

2 500V 1 

3 1000V 1 

4 5000V 3 

 

Una vez que las proteínas habían sido separadas por su punto isoeléctrico, los geles de 

isoelectroenfoque se trataron primero con el tampón de equilibrado suplementado en el 

momento de usar con DTT al 1% (p/v) durante 15 minutos y seguidamente con el tampón de 

equilibrado suplementado en el momento de usar con IAA al 2,5% (p/v) durante 15 minutos. La 

segunda separación se realizó en función de su tamaño molecular utilizando para la 

electroforesis los geles Criterion XT Bis-Tris 4-12%
®
 (Bio-Rad) y la cámara de electroforesis 

MiniProtean III
®
 (Bio-Rad) a un voltaje constante de 200 V durante 45 minutos. 
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3.10.4. Tinción de geles con Azul de Coomassie 

o Solución de Azul de Coomassie 

Coomassie Brilliant Blue R (Sigma)   1,2 g 

Metanol (Panreac)     500 ml 

Ácido acético (Panreac)    100 ml 

Agua destilada c.s.p.     1000 ml 

 

o Solución desteñidora I 

Metanol      500 ml 

Ácido acético      100 ml 

Agua destilada c.s.p.     400 ml 

 

o Solución desteñidora II 

Metanol      50 ml 

Ácido acético       70 ml 

Agua destilada c.s.p.     880 ml 

 

Una vez finalizada la electroforesis, los geles fueron teñidos durante una hora o bien toda la 

noche con la solución de Azul de Coomassie. A continuación, los geles fueron desteñidos con la 

solución desteñidora I durante una hora y se rehidrataron y conservaron en la solución 

desteñidora II. 

Se empleó el kit de coloración Colloidal Coomassie
® 

(Invitrogen, EE.UU.) en los casos donde 

se quiso obtener una mayor sensibilidad. 
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3.10.5. Electrotransferencia 

o Tampón de transferencia 

Tris-Base      3,03 g 

Glicina      11,26 g 

Metanol      100 ml 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

 

o Solución rojo Ponceau 

Rojo Ponceau S (Sigma)   0,01 g 

Ácido acético     50 ml 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

 

o Solución desteñidora 

Ácido acético     50 ml 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml 

 

o Método 

Las proteínas separadas en los geles de SDS-PAGE o 2D-PAGE, fueron transferidas a 

membranas de polivinilidenofluoruro (PVDF; Immobilon-P, Millipore, EE.UU.) previamente 

hidratadas en metanol y en el tampón de transferencia. La electrotransferencia se realizó en el 

sistema semiseco Fast Blot System (Biometra, Alemania) durante una hora a 5 mA/cm
2
 y una 

vez terminada la transferencia, las proteínas se tiñeron con Rojo Ponceau (Sigma) en agitación 

durante dos minutos, seguido de un lavado con la solución desteñidora. 
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3.10.6. Inmunodetección de antígenos  

o Tampón Tris-Salino (TBS) 

Tris-Base      1,2 g 

NaCl       9 g 

Agua destilada c.s.p.    1000 ml 

Ajustar a pH 7,3 antes de completar el volumen final. 

 

o TBS-leche (TBSL) 

Leche en polvo descremada   8 g 

TBS      100 ml 

 

o Método 

Las membranas de PVDF con las proteínas inmovilizadas, se incubaron con el AcM 12F7-F2 

(1,49 mg/ml) de C. dubliniensis a una dilución 1:25 en TBSL durante una hora a 37 ºC en 

agitación suave. Posteriormente, se realizaron tres lavados de cinco minutos con TBS y se 

realizó una segunda incubación de 45 minutos a 37 ºC en agitación suave con el anticuerpo anti-

IgG de ratón conjugado a peroxidasa (Sigma) diluido 1:600 en TBSL. Tras la segunda 

incubación, se volvió a lavar tres veces con TBS y se añadió a las membranas el reactivo de 

quimioluminiscencia HRP (Bio-Rad). La luminiscencia se registró con el transiluminador 

Chemidoc-Quantity One (Bio-Rad). 

 

3.10.7. Detección de glicoproteínas mediante Concanavalina A 

o Tampón PBS Tween 20 

Tween 20
®
    0,5 ml 

PBS c.s.p.   1000 ml 
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o Tampón PBS-Ca-Mg 

Cl2Ca   110 mg 

Cl2Mg 6H2O  203 mg 

PBS c.s.p.   1000 ml 

 

o Método 

Las proteínas fueron separadas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes y transferidas a membranas de nitrocelulosa Protran
®
 (Schleicher 

& Schuell, Alemania). Las membranas se trataron con la solución de PBS Tween 20 durante 2 

minutos a 20 ºC y lavadas 2 veces con PBS. Después de una incubación de 16 h a 20 ºC con 

concanavalina A marcada con peroxidasa (Sigma) a una dilución 1:1000 en PBS-Ca-Mg, se 

lavaron 3 veces con PBS y la actividad peroxidasa se detectó con el reactivo de 

quimioluminiscencia de la enzima Peroxidasa de rábano (HRP; Bio-Rad) utilizando el 

transiluminador Chemidoc-Quantity One. 

 

3.10.8. Aislamiento de componentes proteicos mediante electroelución 

o Tampón Tris-Bórico 

Tris-Base     6,05 g 

Ácido bórico (Sigma)   1,55 g 

Agua destilada c.s.p.   1000 ml 

Ajustar a pH 8,7 antes de completar el volumen final. 

 

El aislamiento de componentes proteicos con un peso molecular determinado, se llevó a cabo en 

el equipo electroeluidor Mini Whole Gel Eluter (Bio-Rad), a partir de extractos antigénicos 

separados en geles SDS-PAGE, aplicando durante 20 minutos una corriente de 100 mA en el 

tampón Tris-Bórico. Las fracciones electroeluídas, se analizaron mediante inmunodetección de 

las mismas.  
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3.10.9. Desglicosilación de proteínas 

Para la eliminación de las cadenas glucídicas unidas por enlaces N- y O-glicosídicos se utilizó la 

enzima N-Glicosidasa F (Sigma), que elimina de forma efectiva los N-oligosacáridos y los 

azúcares unidos mediante enlaces de tipo O-glicosídico. 

Para eliminar sales que pudiesen interferir en la reacción de desglicosilación, la fracción 

proteica obtenida mediante electroelución, se dializó frente a agua MilliQ a 4 ºC en membranas 

de diálisis de 12000-14000 Da de exclusión molecular (Medicell). Tras la diálisis, se determinó 

la concentración proteica y las muestras se liofilizaron. Se tomaron 200 µg del extracto seco 

liofilizado y se reconstituyó en 35µl con agua MilliQ, se le añadieron 10µl del tampón de 

reacción 5X (250mM PBS, pH 7,5) y 2,5µl de la solución desnaturalizante (SDS 2 % y ß-

mercaptoetanol 1M). Se homogenizó con suavidad y se incubó en baño a 100 ºC durante 5 

minutos. Una vez enfriada la mezcla, se añadieron 2,5µl de Tritón X-100 15% (v/v) y 2µl de N-

Glicosidasa F (5 U/ml; QA Bio EE.UU) y se incubó a 37ºC durante 3 horas. 

 

3.10.10. Secuenciación de proteínas 

o Preparación de la muestra para geles SDS-PAGE 

Las muestras peptídicas separadas por electroforesis para su posterior secuenciación, requirieron 

un tratamiento diferente a la electroforesis desnaturalizante convencional. Para evitar que 

quedasen restos de cisteínas libres que pudiesen reaccionar con diferentes componentes durante 

la electroforesis se eliminó el ß-mercaptoetanol del tampón de muestra. En su lugar, se 

añadieron 5µl de DTT 10mM por cada 25µl de muestra y se incubó durante 30 minutos a 56 ºC, 

tras los cuáles se dejó enfriar y se centrifugó durante unos segundos. La mezcla se completó con 

5µl de IAA 25mM y se dejó 15 minutos en oscuridad. 

 

o Método 

Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS o en geles 

bidimensionales de poliacrilamida a un voltaje de 200 V durante 45 minutos. Transcurrida la 

electroforesis, los geles fueron teñidos con Colloidal Coomassie Stain para la visualización de la 

banda de interés que fue secuenciada en servicio de Proteómica y Genómica del Centro de 
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Investigaciones Biológicas (CIB) del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC) de 

Madrid y al Servicio de Proteómica (SGIKer; UPV/EHU).  

 

3.10.11. Análisis de las secuencias 

Las secuencias aminoacídicas obtenidas se compararon en el programa informático T-Coffee de 

alineamiento múltiple (www.tcoffee.org) que permite localizar regiones de alta homología entre 

las secuencias analizadas. Mediante el programa informático Epitopia Server, se comprobó la 

capacidad antigénica de las regiones que presentaron una alta homología 

(http://epitopia.tau.ac.il/). 

 

 

3.11. Expresión de CdMET6 en C. albicans 

Para incorporar el gen CdMET6 en C. albicans, se siguió el esquema de la figura 3.5. En primer 

lugar se amplificó, a partir de ADN genómico de C. dubliniensis, la secuencia codificante de 

CdMET6. El producto obtenido en la reacción de amplificación, así como el vector elegido 

fueron digeridos con enzimas de restricción correspondientes para posteriormente ligarlos. A 

continuación, se insertó el vector recombinante en células competentes de E. coli en las cuales 

se obtuvieron múltiples copias de cada plásmido recombinante. Tras la selección y 

comprobación de los clones positivos, el vector recombinante se insertó mediante 

electroporación en C. albicans. 

http://www.tcoffee.org/
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ADN genómico 

 

Amplificación secuencia codificante   Plásmido 

 

Digestión con enzimas de restricción 

 

Ligación del plásmido e inserto 

 

Transformación células competentes de E. coli 

 

Rastreo de clones positivos 

 

Electroporación en C. albicans 

 

Expresión de CdMET6 en C. albicans 

Figura 3.5. Esquema del proceso para la expresión de CdMET6 en C. albicans 

 

3.11.1. Diseño de cebadores 

Para el diseño de los cebadores se tuvieron en cuenta los siguientes criterios descritos por 

Sambrook 
(288)

: 

1- Cada par de cebadores diseñados para amplificar una secuencia de ADN, deben tener un 

tamaño de entre 20-30 nucleótidos, y no diferir en su longitud en más de tres nucleótidos. 

Además, se recomienda que su contenido en CG no exceda de un 40-60%. 

2- Las secuencias de cada cebador no deben ser complementarias entre si. Se recomienda que no 

haya más de tres nucleótidos consecutivos en un cebador complementario al otro cebador. 
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3- Deben diseñarse con secuencias diana de enzimas de restricción presentes en el plásmido 

pero no en el interior de la secuencia del ADN que se quiere clonar. Para ello, la secuencia a 

clonar se analizó con el programa NEBcutter de BioLabs que busca en ella lugares de 

restricción de las enzimas más comúnmente empleadas. 

 

3.11.2. Amplificación de la secuencia codificante 

Mediante la técnica de PCR, se amplificó la secuencia codificante de CdMET6 con los 

cebadores MET6 F SalI y MET6 R BamHI (Tabla 3.18).   

Tabla 3.18. Características de los cebadores. En negrita y subrayado se señala la secuencia diana de las 

enzimas de restricción. 

Denominación Secuencia 5’→3’ 
Tamaño 

producto PCR 

MET6 F SalI GACCTGTCGACCACAATGGTTCAATCTTCTG 
2300pb 

MET6 R BamHI CGCGGATCCTTAGTATTTAGCTCTGAATTC 

 

Se preparó la mezcla de la PCR para un volumen final de 50 μl (Tabla 3.19) y la amplificación 

del ADN se realizó en el termociclador GeneAmp PCR System 9700.  

Tabla 3.19. Mezcla de reacción para la PCR: 

Reactivos Volumen 

Biomix (Bioline) 2X 25 μl 

Cebador MET6 F SalI 100μM 0,5 μl 

Cebador MET6 R BamHI 100μM 0,5 μl 

ADN 100ng/μl 2 μl 

Agua MilliQ 22 μl 

 

Las condiciones para la PCR fueron:  

Desnaturalización inicial  94ºC 2 minutos 

Desnaturalización   94ºC 15 segundos 

Hibridación    52ºC 30 segundos         30 ciclos 

Extensión    72ºC 2 minutos  

Extensión final    72ºC 5 minutos 
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3.11.3. Plásmido pNIM1 

3.11.3.1. Purificación del plásmido   

Para la extracción del plásmido pNIM1 de la cepa de E. coli DH5α (Tabla 3.3) se utilizó el kit 

Genelute Plasmid Miniprep (Sigma) a partir de un cultivo en caldo LB suplementado con 

ampicilina (100 μg/ml) a 37 ºC durante 18 h en agitación (200 rpm). 

 

3.11.3.2. Digestión con endonucleasas de restricción 

Se preparó una mezcla con las enzimas SalI (Promega) y BamHI (Promega) para la digestión 

del inserto a un volumen final de 100 μl (Tabla 3.20) y se incubó durante 2 horas a 37 ºC por 

separado con cada una de las enzimas.  

 

Tabla 3.20. Mezcla de enzimas para la digestión del inserto 

SalI BamHI 

H2O 28 μl H2O 28 μl 

Buffer D 10x (Promega) 10 μl Buffer E 10x (Promega) 10 μl 

BSA 10x (Promega)  10 μl BSA 10x (Promega) 10 μl 

ADN 50 ng/μl 50 μl ADN 50 ng/μl 50 μl 

SalI 10 u/μl 2 μl BamHI 10 u/μl 2 μl 

 

La digestión del plásmido pNIM1 se realizó con las enzimas de digestión SalI (Promega) y 

BglII (Promega) para un volumen final de 100 μl (Tabla 3.21) y se incubó durante 2 horas a 37 

ºC. 
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Tabla 3.21. Mezcla de enzimas para la digestión del plásmido 

SalI y BglII 

H2O 26 μl 

Buffer E 10x (Promega) 10 μl 

BSA 10x (Promega) 10 μl 

ADN 50 ng/μl 50 μl 

SalI 10 u/μl 2 μl 

BglII 10 u/μl 2 μl 

 

Tras la digestión del plásmido se realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8% donde 

se visualizaron 2 fragmentos: uno de aproximadamente 6,5Kb y otro en torno a 1Kb. El 

fragmento de 6,5Kb (plásmido pNIM1) se aisló y purificó con el kit Clean up.  

 

3.11.4. Ligación 

Los fragmentos digeridos del inserto y del vector pNIM1, fueron mezclados en una proporción 

molar 1:1, junto con 3 μl del tampón de ligación 10X (Promega), 1 μl de T4 DNA ligasa 

(Promega) y agua MilliQ hasta completar un volumen de 30 μl. Esta mezcla se incubó a 25 ºC 

durante 2 horas.  

 

3.11.5. Transformación de células competentes  

Una vez obtenidos los plásmidos recombinantes, se procedió a transformar con ellos las células 

competentes de E. coli XL 10 Gold (Stratagene; Tabla 3.3). Con este paso se consigue 

estabilizar el plásmido recombinante y obtener múltiples copias del mismo. Para realizar la 

transformación, se añadieron 200 µl de las células competentes a 30 μl de la mezcla de ligación 

y se incubó en hielo durante 5 minutos. A continuación, la mezcla fue sometida a un choque 

térmico durante 2 minutos a 42 ºC; seguido de otros 2 minutos de incubación a 4 ºC. Se les 

añadió 1 ml de medio SOC precalentado a 37 ºC y se incubó durante una hora a 37 ºC a 200 

rpm.  
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Para seleccionar las células transformadas, se inocularon 100µl de la mezcla de trasformación 

sobre placas de agar LB suplementados con ampicilina 100 µg/ml y se incubaron a 37 ºC 

durante toda la noche. 

 

3.11.6. Rastreo de clones positivos 

Cada colonia se resembró en caldo LB con ampicilina incubándose a 37 ºC a 120 rpm durante 

toda la noche. El ADN plasmídico se purificó con el kit Genelute Plasmid Miniprep. Para 

verificar la presencia del inserto en los plásmidos recombinantes se amplificó mediante PCR 

esta secuencia utilizando los cebadores específicos MET6 F SalI y MET6 R BamHI.  

 

3.11.7. Transformación de células de C. albicans por electroporación 

o Preparación de las muestras 

Se preparó un cultivo en caldo LB suplementado con ampicilina a 37 ºC a 120 rpm durante toda 

la noche a partir de las colonias transformadas con el plásmido recombinante y confirmadas. 

Transcurrido el tiempo de incubación se aisló el ADN plasmídico y se realizó una digestión con 

las enzimas KpnI y SacII durante 2h a 37 ºC, para obtener una conformación lineal del plásmido 

recombinante (Tabla 3.22). Posteriormente, se realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 

0,8%, donde se visualizó y recortó el fragmento de aproximadamente 9 kb. La purificación de 

ADN se realizó con el kit Clean up. 

 

Tabla 3.22. Mezcla de enzimas para la digestión del plásmido 

KpnI y SacII 

H2O 52 μl 

Buffer A 10x (Promega) 20 μl 

BSA 10x (Promega) 20 μl 

ADN 50 ng/μl 100 μl 

KpnI 10 u/μl 4 μl 

SacII 10 u/μl 4 μl 
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o Método 

La transformación de células de C. albicans mediante electroporación se realizó siguiendo el 

método descrito por Köhler 
(156)

. Se preparó un cultivo de la cepa SC 5314 de C. albicans en 

caldo YEPD a 30 ºC durante toda la noche en agitación (200 rpm). Se inocularon 2 μl del 

cultivo de C. albicans
 
en 50 ml de caldo fresco YEPD y se incubó a 30°C hasta alcanzar una 

densidad óptica de 1,6-2,2 a 600nm. 

Las células se recogieron por centrifugación a 4000 rpm a 4 ºC durante 5 minutos y se 

resuspendieron en 8 ml de agua destilada estéril, se añadió 1 ml de tampón TE y 1 ml de acetato 

de litio 1M (pH 7,5). La suspensión se incubó a 30 ºC durante 1 h en agitación (200 rpm). Tras 

la incubación, se añadieron 250 μl de DTT 1M y se incubó nuevamente a 30°C durante 30 

minutos en agitación (200 rpm). Finalmente se añadieron 40 ml de agua destilada a la 

suspensión.  

Las células se recogieron por centrifugación a 4000 rpm a 4 ºC durante 5 minutos y el 

sedimento celular se lavó por centrifugación con 50 ml de agua destilada a 4 ºC y con 10 ml de 

sorbitol 1M a 4 ºC. Las células se resuspendieron en 50 μl de sorbitol 1M, manteniéndose en 

hielo hasta su uso. 

Para realizar la electroporación, se mezclaron 5 μl del plásmido recombinante 

(aproximadamente 1μg) digerido con las enzimas de restricción KpnI y SacII, con 40 μl de las 

células electrocompetentes de C. albicans mantenidas en hielo. La electroporación se llevó a 

cabo en una cubeta de 0,2 cm a 200 Ω, 1,6 kV durante 5 milisegundos, con el sistema Gene 

Pulser (Bio-Rad).  

Tras finalizar la electroporación, las células transformadas fueron seleccionadas en agar YEPD 

suplementadas con nourseotricina (200 μg/ml) y se incubaron a 30 ºC.  

 

3.11.8. Rastreo de colonias transformadas  

La transformación en las células de C. albicans se realizó con el plásmido pNIM1-CdMET6 y 

con plásmido pNIM1, como control de la transformación. El plásmido pNIM1 a diferencia del 

plásmido pNIM1-CdMET6 contiene el gen GFP1, por lo que se comprobó mediante la técnica 

de PCR, la ausencia del gen CaGFP en las células transformadas con el plásmido pNIM1-

CdMET6, para lo que se utilizaron los cebadores GFP F/R, que amplifican un fragmento de 700 

pb del gen caGFP (Tabla 3.23) 
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Se preparó la mezcla de la PCR (Tabla 3.19) y se amplificó el ADN en el termociclador 

GeneAmp PCR System 9700. Las condiciones para la PCR fueron:  

Desnaturalización inicial  95ºC 6 minutos 

Desnaturalización   95ºC 30 segundos 

Hibridación    58ºC 30 segundos         35 ciclos 

Extensión    72ºC 40 segundos  

Extensión final    72ºC 10 minutos 

 

Se utilizaron los cebadores ADH1 F y cartTA R, SAT F y MET6 R BamHI, y MET6 F SalI y 

ADH1R 
(191)

 (Tabla 3.23 y figura 3.6) para comprobar la transformación de las células de 

C. albicans.  

 

 

 

 

 

Figura 3.6. Estructura y lugar de inserción del pNIM1-CdMET6 en el locus ADH1. Los cebadores 

empleados para el rastreo de células transformadas están sombreados. 

 

Tabla 3.23. Características de los cebadores utilizados en la PCR para el rastreo de colonias 

transformadas. 

Denominación Secuencia 5’→3’ Gen o función 

GFP F GTATAGTTCATCCATGCCATGT 

GFP 

GFP R GTAAGGGAGAAGAACTTTTCAC 

ADH1 F  ATGCAAGCAAGCTTATTCA 

Rastreo de colonias 

transformadas 

ADH1 R CCCAAGATCTTACCTTCTTCCATT 

SAT F CAATGCCGCCGAGAGTAAAG 

cartTA R CGGCATACTATCAGTAGTAG 

 CdMET6 

 

MET6 F SalI→      ← MET6 R BamHI 

ADH1                    ADH1 

ADH1 F→          ←ADH1 R 

←CartA R 
SAT F→ 



   Materiales y Métodos 

 93 

 

 

Se preparó la mezcla de reacción para realizar la PCR (Tabla 3.19) con cada pareja de cebadores 

y se realizó la amplificación del ADN en el termociclador GeneAmp PCR System 9700. Las 

condiciones para la PCR fueron:  

       Cebadores  

  

ADH1F-

cartTAR 

SATF-

MET6RBamHI 

MET6FSalI-

ADH1R 

 Desnaturalización 

inicial 
95 ºC 5 min 94 ºC 5 min 94 ºC 2 min 

 

30 ciclos 

Desnaturalización 94 ºC 15 seg 94 ºC 15 seg 94 ºC 15 seg 

Hibridación 55 ºC 20 seg 52 ºC 30 seg 52 ºC 30 seg 

Extensión 72 ºC 1 min 72 ºC 2 min 72 ºC 2 min 

Extensión final 72 ºC 4 min 72 ºC 15 min 72 ºC 15 min 

     

 

3.12. Microscopía electrónica de transmisión  

o Tampón cacodilato 0,1M a pH 7,4 

Na(CH3)2AsO3      2,149 g 

Agua destilada c.s.p.     100 ml  

Ajustar a pH 7,4 antes de completar el volumen final. 

 

o Solución de fijación  

Glutaraldehido 2% (Merck)   2 g 

Ácido tánico 0,2% (Merck)   0,2 g 

Tampón cacodilato 0,1M pH 7,4 c.s.p.  100 ml 
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o Tampón cacodilato 0,1M pH 7,4- Sacarosa 

Sacarosa      3 g 

Tampón cacodilato 0,1M pH 7,4 c.s.p.  100 ml 

 

o Tampón cacodilato 0,1M pH 7,4-Sacarosa- Tetróxido osmio 

Sacarosa      3 g 

Tetróxido de osmio     0,1 g 

Tampón cacodilato 0,1M pH 7,4 c.s.p.  100 ml 

 

o Preparación de las muestras 

Las células procedentes de un cultivo de 24h a 37 ºC en caldo SDA, fueron lavadas con PBS y 

se fijaron en la solución de fijación durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras finalizar la 

fijación, la pastilla de células se lavó tres veces con el tampón cacodilato 0,1M pH 7,4-Sacarosa 

a 4 ºC y posteriormente, se incubó con el tampón cacodilato 0,1M pH 7,4- Sacarosa-Tetróxido 

de osmio durante 45 minutos a 4 ºC. La pastilla de células se lavó tres veces con PBS y se 

deshidrataron en soluciones crecientes de etanol (Tabla 3.24): 

Tabla 3.24. Tratamiento de las muestras con etanol 

Deshidratante Concentración (%) Tiempo (minutos) 

Etanol 30 15 

Etanol 50 15 

Etanol 70 15 

Etanol 90 15 

Etanol 100 15 

 

La muestra deshidratada, fue lavada 2 veces durante 15 minutos con óxido de propileno (Sigma) 

y se incubó a temperatura ambiente en soluciones de concentración creciente de resina Epon en 

óxido de propileno (Tabla 3.25). 
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Tabla 3.25. Tratamiento muestras con resina Epon 

Óxido propileno: Epon Tiempo (horas) 

2:1 1 

1:1 1 

1:2 1 

 

Los viales con los bloques de resina se dejaron abiertos durante 12 horas para que se evaporasen 

los restos de propileno.  

Las muestras incluidas, se colocaron en cápsulas de polietileno y se rellenaron con resina Epon, 

dejándolos polimerizar a 55 ºC durante 48h. 

Posteriormente, se tallaron los bloques y se realizaron cortes ultrafinos (50-100 nm), los cuales 

fueron depositados sobre rejillas de cobre de 200mesh y se contrastaron con acetato de uranilo y 

citrato de plomo para su posterior observación con el microscopio electrónico de transmisión 

(Philips EM 208S) a 60 kV.  

 

o Método 

Para los ensayos de inmunomarcaje se utilizaron las muestras en las rejillas sin contrastar. Con 

esta técnica se obtiene una peor preservación estructural y un menor contraste de las imágenes 

pero, en cambio, se consigue preservar la capacidad antigénica de la muestra. 

Para el ensayo de inmunocitoquímica, se procedió al bloqueo de las uniones inespecíficas, 

colocando las rejillas con las muestras sobre gotas de 50 μl de solución de bloqueo (suero de 

cabra inactivado 10%, azida sódica 0,02% en tampón PBS-Tween 0,1% pH=8,2) con la cara 

portadora de la muestra en contacto con dicha solución. Este proceso, al igual que todos los 

posteriores, fue realizado en cámara húmeda a temperatura ambiente con ligera agitación 

orbital. Tras el bloqueo, las muestras se incubaron de la misma manera con el anticuerpo 

primario, AcM 12F7-F2, a una dilución 1:25 en la solución de incubación (suero de cabra 

inactivado 1%, BSA 1%, azida sódica 0,02% en PBS-Tween 0,1% pH=8,2) durante 2 h. 

Posteriormente, tras varios lavados en la solución de incubación durante 5 minutos en cada gota 

a través de una serie de 5 gotas, las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario, anti-

IgG de ratón marcado con oro coloidal de 10 nm (Sigma) en la solución de incubación en las 

mismas condiciones ya citadas. A continuación para eliminar el exceso de anticuerpo 
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secundario, las muestras se lavaron pasando las rejillas por una nueva serie de 5 gotas de 

solución de bloqueo y 5 gotas de agua destilada. Por último, las muestras fueron contrastadas 

con acetato de uranilo y citrato de plomo para así ser observadas en el microscopio electrónico 

PHILIPS EM208S (con cámara digital Morada y PHILIPS CM120 Biofilter con módulo STEM 

y mapeo elemental y filtrado de imágenes mediante EELS) y electrografiadas en el Servicio de 

Microscopía Analítica y de Alta Resolución en Biomedicina (SGIKer; UPV/EHU). 
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4.1. Caracterización de aislamientos atípicos de C. dubliniensis  

En un estudio con 477 aislamientos clínicos que crecieron como colonias verdes en 

CHROMagar Candida, se identificaron 434 aislamientos como C. albicans, 34 como 

C. dubliniensis y 9 aislamientos no identificables inicialmente porque presentaban un perfil 

dudoso. Estos aislamientos clínicos fueron remitidos desde distintos hospitales españoles como 

el Carlos Haya, Málaga (56,7%), el 12 de Octubre, Madrid (1,2%) y el Xeral, Vigo (0,4%) y de 

varias universidades: de Buenos Aires, Argentina (34,1%), del País Vasco (6,3%) y de Parma, 

Italia (0,4%). A su llegada todos los aislamientos fueron sembrados en un medio convencional y 

en un medio cromogénico. De esta manera, se identificaron estos nueve aislamientos clínicos 

que presentaban características diferentes al resto: seis cepas mostraban colonias de color rosa 

(grupo rosa) en el medio CH-P y los otros tres aislamientos mostraron blastosporas de pequeño 

tamaño (grupo blp).  

En este primer apartado de resultados 4.1.1, se ha llevado a cabo la caracterización e 

identificación de los 3 aislamientos atípicos del grupo blp (formado por las cepas 98-277, 95-

677 y 94-234), mediante diversos métodos fenotípicos, genotípicos e inmunológicos y los 

resultados con cada método fueron contrastados con las cepas de referencia de C. dubliniensis 

NCPF 3949 y de C. albicans SC 5314.  

La caracterización del grupo rosa de aislamientos atípicos (formado por las cepas 08-15, 08-16, 

08-17, 08-18, 08-19 y 08-20) se describirá en el apartado 4.1.2, debido a que estos seis  

presentaban unas características fenotípicas distintas a los tres primeros. 
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4.1.1 Caracterización de los aislamientos atípicos del grupo blp (98-277, 95-677 y 94-234) 

4.1.1.1. Métodos fenotípicos  

4.1.1.1.1. Características morfológicas 

Se estudiaron las características morfológicas macroscópicas de las colonias desarrolladas en el 

medio selectivo agar SDA. Las colonias de C. dubliniensis NCPF 3949 y C. albicans SC 5314 

además de los tres aislamientos atípicos crecieron a 37 ºC desarrollando colonias de color 

blanco-crema con aspecto cremoso y liso. Las blastosporas de C. dubliniensis NCPF 3949 y 

C. albicans SC 5314, observadas al microscopio óptico, presentaron formas ovaladas o 

redondas con un tamaño medio en torno a las cinco micras, mientras que los aislamientos del 

grupo blp mostraron un tamaño menor con un tamaño medio 2 x 5 micras y una morfología más 

ovalada, alargada y estrecha (Figura 4.1). 

Estas mismas características morfológicas microscópicas fueron observadas con otros medios 

de cultivo como el medio agar YEPD o el medio mínimo agar YNB suplementado con glucosa. 

 

  

   

Figura 4.1. Observación microscópica a 600X de las blastosporas desarrolladas en el medio SDA a 37 ºC 

durante 24 h: (A) C. dubliniensis (Cd) NCPF 3949, (B) C. albicans SC 5314, (C) aislamiento 98-277, (D) 

aislamiento 95-677 y (E) aislamiento 94-234. 

A 

C 

B 

D E 
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4.1.1.1.2. Producción de tubo germinal 

El test de filamentación en suero, para comprobar la producción de tubos germinales, se puede 

realizar en sueros de diferentes animales como el de caballo, vaca, conejo o cerdo. En nuestro 

caso se utilizó el suero bovino fetal (SBF) al 10%. El resultado fue positivo para las cepas 

control de C. dubliniensis NCPF 3949 y C. albicans SC 5314, mientras que los tres aislamientos 

atípicos no mostraron la capacidad de formación de tubo germinal en SBF al 10%. 

Puesto que C. dubliniensis y C. albicans comparten la capacidad de producir tubos germinales, 

se ensayaron concentraciones crecientes de SBF (50%, 75% y 100%) con el objeto de poder 

apreciar la formación de tubos germinales en los aislamientos atípicos. El resultado de la prueba 

fue negativo en los tres aislamientos del grupo blp con todas las concentraciones ensayadas 

(Tabla 4.1 y Figura 4.2).  

 

Tabla 4.1. Producción de tubo germinal en suero bovino fetal (SBF) 

 
SC 5314 

Ca 

NCPF 3949 

Cd 
98-277  95-677  94-234  

SBF al 100% + + - - - 

SBF al 75% + + - - - 

SBF al 50% + + - - - 

SBF al 10% + + - - - 

(+) Positivo; (-) negativo; Ca: C. albicans; Cd: C. dubliniensis 

 

 
 

   

Figura 4.2. Observación microscópica a 400X de la prueba de filamentación en SBF al 100% a 37 ºC 

durante 3 h: (A) C. dubliniensis NCPF 3949 y (B) C. albicans SC 5314, (C) aislamiento 98-277, (D) 

aislamiento 95-677 y (E) aislamiento 94-234. 

A B 

C D E 
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4.1.1.1.3. Capacidad de crecimiento a 45 ºC 

Tras 48 h de incubación en el medio agar SDA a 45 ºC, las colonias de C. albicans fueron 

capaces de crecer a esta temperatura de un modo visible a simple vista, sin embargo tanto 

C. dubliniensis NCPF 3949 como los tres aislamientos atípicos no fueron capaces de crecer a la 

citada temperatura.  

 

4.1.1.1.4. Producción de clamidosporas 

La prueba de producción de clamidosporas se realizó con varios medios que estimulan la 

formación de clamidosporas en C. dubliniensis como el agar Pal, agar Staib, agar caseína y agar 

de harina de maíz. Las colonias de C. dubliniensis NCPF 3949 presentaron un aspecto rugoso y 

al microscopio se observó la presencia de clamidosporas; por el contrario las colonias de 

C. albicans fueron lisas y no fueron capaces de formar clamidosporas. En el caso de los 

aislamientos atípicos, presentaron un aspecto liso de las colonias y no formaron clamidosporas 

(Tabla 4.2 y Figura 4.3). 

Otro medio utilizado en la literatura para el estudio de la producción de clamidosporas fue el 

agar YNB suplementado con galactosa (0,25 g/l) y metionina a una concentración de 25 mg/l 

(68)
. En ausencia de metionina ninguna de las cepas, incluida C. dubliniensis NCPF 3949 fueron 

capaces de producir clamidosporas. A una concentración de metionina de 5 y 10 mg/l, 

C. dubliniensis NCPF 3949 fue capaz de formar clamidosporas, pero en cantidad escasa, 

mientras que a concentraciones iguales o superiores a 25 mg/l, C. dubliniensis NCPF 3949 

presentó la capacidad de producir abundantes clamidosporas. Sin embargo, C. albicans SC 5314 

y los tres aislamientos atípicos no mostraron dicha capacidad de formar clamidosporas con 

ninguna de las concentraciones de metionina ensayadas (Tabla 4.2). 
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Tabla 4.2. Capacidad de producción de clamidosporas en diferentes medios. 

Medios de cultivo SC 5314 NCPF 3949 98-277 95-677 94-234 

Agar Pal - (+) - - - 

Agar Staib - + - - - 

Agar caseína - + - - - 

Agar de harina de maíz - + - - - 

Agar YNB-Gal - - - - - 

Agar YNB-Gal + Met 5 mg/l - (+) - - - 

Agar YNB-Gal + Met 10 mg/l - (+) - - - 

Agar YNB-Gal + Met 25 mg/l - + - - - 

Agar YNB-Gal + Met 50 mg/l - + - - - 

Agar YNB-Gal + Met 75 mg/l - + - - - 

Agar YNB-Gal + Met 100 mg/l - + - - - 

+: Positivo; (+): Producción escasa; -: Negativo 

 

   

   

Figura 4.3. Observación microscópica a 400X de las clamidosporas formadas en agar Staib tras 72 h a 

30 ºC: (A) C. dubliniensis NCPF 3949; (B) C. albicans SC 5314; (C) aislamiento 98-277; (D) aislamiento 

95-677 y (E) aislamiento 94-234. 

A B 

C D E 
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4.1.1.1.5. Medios cromogénicos 

Para el estudio se emplearon los medios cromogénicos CHROMagar Candida (CAC), agar 

CHROM-Pal (CH-P) y ChromID Candida. El medio CAC es uno de los medios cromogénicos 

más utilizados en los laboratorios de micología; en este medio, las colonias de C. dubliniensis 

NCPF 3949 se desarrollaron de color verde oscuro, mientras que las colonias de C. albicans SC 

5314 ofrecieron un color verde claro. Los aislamientos atípicos desarrollaron colonias de color 

verde oscuro con diferentes tonalidades como se puede apreciar en la figura 4.4.  

En el medio agar CH-P 
(299)

, las colonias de C. dubliniensis se desarrollaron de color verde con 

ciertas tonalidades azul oscura y liso-rugosas, mientras que las colonias de C. albicans se 

mostraron de color verde claro y lisas. Las colonias de los aislamientos atípicos presentaron un 

aspecto liso con diferentes tonalidades: azul verdosa (98-277), verde rodeado por un halo de 

color azul (95-677) y verde claro para la cepa 94-234 (Figura 4.4).  

En el medio cromogénico ChromID Candida, C. dubliniensis NCPF 3949 desarrolló colonias de 

color azul turquesa al igual que los aislamientos 98-277 y 95-677, mientras que las colonias de 

C. albicans SC 5314 ofrecieron un color azul cobalto. En el caso de la cepa 94-234 las colonias 

se desarrollaron de un color blanco con cierta tonalidad azulada (Figura 4.4). 
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 Medio CAC Medio CH-P 
Medio ChromID 

Candida 

A 

   

B 

   

C 

   

D 

   

E 

   

Figura 4.4. Aspecto de las colonias desarrolladas en medio CAC y ChromID Candida a 37 °C durante 48 

h y en el medio CH-P a 30 ºC durante 72h. (A) C. dubliniensis NCPF 3949, (B) C. albicans SC 5314, (C) 

aislamiento 98-277, (D) aislamiento 95-677 y (E) aislamiento 94-234. 
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4.1.1.1.6. Asimilación de azúcares 

Los tres aislamientos atípicos se inocularon en los pocillos de las galerías de API ID 32 C y tras 

48h de incubación a 30 ºC, la capacidad para aprovechar los diferentes sustratos se detectó con 

el equipo ATB mini API (bioMérieux) obteniéndose la siguiente identificación (Tabla 4.3):  

Tabla 4.3. Perfil de asimilación de azúcares de los tres aislamientos atípicos 

 98-277 95-677 94-234 

Categoría perfil dudoso muy buena identificación 
buena identificación en 

género 

Identificación 99,9% similitud con Cd 99,7% similitud con Cd 87,8% similitud con Cd 

PERFIL 7142100215 7142140015 7143140015 

Cd: C. dubliniensis 

 

En el detalle de la asimilación de sustratos carbonados con las galerías API ID32C de la tabla 

4.4, se puede apreciar que las cepas atípicas eran incapaces de asimilar metil-α-D-glucósido, 

ácido láctico, trehalosa (a excepción de la cepa 94-234), ni xilosa, características que permiten 

diferenciar C. albicans de C. dubliniensis. 

 

Tabla 4.4. Detalle de la asimilación de sustratos carbonados con las galerías API ID32C 

 
Ca 

SC 5314 

Cd 

NCPF 3949 

98-277 95-677 94-234 

Galactosa + + + + + 

Cicloheximida + + + + + 

D-Sacarosa + + + + + 

N-Acetil-Glucosamina + + + + + 

Ácido láctico + - - - - 

Ácido Arabinosa - - - - - 

D-Celobiosa - - - - - 

D-Rafinosa - - - - - 

D-Maltosa + + + + + 

D-Trehalosa + - - - + 

2-Cetogluconato potásico + + + + + 

Metil-αD- + - - - - 
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Glucopiranósido 

D-Manitol + + + + + 

D-Lactosa + - - - - 

Inositol - - - - - 

D-Sorbitol - + + + + 

D-Xilosa - - - - - 

D-Ribosa + - - - - 

Glicerol - - - - - 

L-Ramnosa - - - - - 

Palatinosa - - - + + 

Eritritol - - - - - 

D-Melibiosa - - - - - 

Glucuronato sódico - - - - - 

D-Melecitosa + - - - - 

Gluconato potásico - - + - - 

Ácido levunílico - - - - - 

D-Glucosa + + + + + 

L-Sorbosa - - - - - 

Glucosamina + + + + + 

Esculina - - - - - 

(+) Positivo; (-) negativo; Ca: C. albicans; Cd: C. dubliniensis 

 

4.1.1.2. Métodos inmunológicos 

4.1.1.2.1. Prueba de Bichro-Dubli Fumouze
®
 

La prueba de Bichro-Dubli Fumouze
®
 se realizó con cepas correspondientes a los cuatro 

genotipos de C. dubliniensis (NCPF 3949, CBS 2747, 05-199 y 05-200 respectivamente), los 

aislamientos del grupo blp (98-277, 95-677 y 94-234) y C. albicans SC 5314 como control 

negativo. Los resultados de esta prueba fueron positivos para las cepas de los cuatro genotipos 

de C. dubliniensis y negativos para C. albicans y para los tres aislamientos atípicos (Figura 4.5). 

 

 



   Resultados 

 108 

 

 

 

Figura 4.5. Prueba de aglutinación con el test comercial Bichro-Dubli Fumouze
®
: (A) C. dubliniensis 

NCPF 3949 control positivo, (B) C. albicans SC 5314 control negativo, (C) aislamiento 98-277, (D) 

aislamiento 95-677 y (E) aislamiento 94-234.  

 

4.1.1.2.2. Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

Se estudió la reacción del suero policlonal 17814 desarrollado en un conejo infectado con 

C. dubliniensis NCPF 3949 y del AcM 12F7-F2 (anticuerpo específico de Bichro-Dubli) con las 

cepas correspondientes a los cuatro genotipos de C. dubliniensis (NCPF 3949, CBS 2747, 05-

199 y 05-200 respectivamente), con C. albicans SC 5314 y con los tres aislamientos atípicos 

(98-277, 95-677, 94-234).  

La reacción con el AcM 12F7-F2 fue positiva con las cepas correspondientes a los cuatro 

genotipos de C. dubliniensis, por el contrario, no se observó reacción con C. albicans SC 5314 

ni con las cepas atípicas 98-277, 95-677 y 94-234 (Figura 4.6). Sin embargo, la reacción con el 

suero policlonal 17814 fue positiva con las cepas correspondientes a los cuatro genotipos de 

C. dubliniensis y con los tres aislamientos atípicos (Figura 4.7), mientras que fue negativa con 

C. albicans SC 5314. 

     A           B   C  D     E 
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Figura 4.6. Reacción del AcM 12F7-F2 mediante IFI con los cuatro genotipos de C. dubliniensis (A) G1 

NCPF 3949, (B) G2 CBS 2747, (C) G3 05-199 (D) y G4 05-200; (E) C. albicans SC 5314, (F) 

aislamiento 98-277, (G) aislamiento 95-677 y (H) aislamiento 94-234. (400x). 

 

   

Figura 4.7. Reacción con suero policlonal 17814 mediante IFI con las cepas 98-277 (100x), 95-677 

(100x) y 94-234 (400x). 

A B 

D 

C 

E F 

G H 
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4.1.1.3. Métodos genotípicos  

4.1.1.3.1. PCR 

Se utilizó la PCR múltiple que permite identificar aislamientos de C. albicans y de 

C. dubliniensis simultáneamente mediante dos pares de cebadores específicos para cada especie; 

los cebadores CALB1 F y CALB2 R 
(174)

 amplifican una banda de 273 pb para C. albicans, 

mientras que los cebadores CDBF28 F y CDBR110 R 
(145)

 amplifican una banda de 816 pb para 

C. dubliniensis. El producto de PCR amplificado con cada uno de los tres aislamientos atípicos 

mostró correspondencia con una banda de 816 pb esperada para C. dubliniensis (Figura 4.8).  

 

 

  

Figura 4.8. Producto de PCR con los cebadores específicos CALB1 F, CALB2 R, CDBF28 F y 

CDBR110 R. Calle 1: Marcador hyperladder IV (Bioline). Calle 2, 3 ,4: Aislamientos 98-277, 95-677 y 

94-234 de C. dubliniensis; calle 5: C. albicans SC 5314 y calle 6: C. dubliniensis NCPF 3949. 

 

La identificación de los aislamientos atípicos como C. dubliniensis también se pudo comprobar 

utilizando una única pareja de cebadores: CRR f y CRR r 
(273)

 que permiten diferenciar entre 

C. africana (700 pb), C. albicans (941 pb) y C. dubliniensis (569 pb) por el tamaño de los 

amplicones. En nuestro caso el producto de PCR amplificado de los aislamientos del grupo blp 

mostró correspondencia con una banda de 569 pb esperada para C. dubliniensis (Figura 4.9).  

816 pb 

 

273 pb 

M 

 

1000- 

 

500- 

 

 

200- 

1    2    3    4   5    6 
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Figura 4.9. Producto de PCR con los cebadores específicos CRR f y CRR r. Calle 1: Marcador 

hyperladder IV. Calle 2, 3 ,4: Aislamientos 98-277, 95-677 y 94-234 de C. dubliniensis; calle 5: 

C. albicans SC 5314 y calle 6: C. dubliniensis NCPF 3949. 

 

4.1.1.3.2. Determinación del genotipo de C. dubliniensis 

Se determinó el genotipo para los tres aislamientos atípicos de C. dubliniensis (98-277, 95-677 

y 94-234) y se tomó como controles las cepas correspondientes a los genotipos de 

C. dubliniensis. La reacción de amplificación se realizó con cada una de las parejas de 

cebadores específicos para cada genotipo: G1F/G1R, G2F/G2R, G3F/G3R y G4F/G4R 
(102)

 

obteniéndose en el caso de resultar positiva un fragmento de aproximadamente 330 pb (Figura 

4.10). Los tres aislamientos atípicos de C. dubliniensis, amplificaron sólo con los cebadores 

G1F/G1R un producto de 330 pb, correspondiéndose con el genotipo 1 de C. dubliniensis.  

1     2     3    4    5    6 

941 pb 
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200- 
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Figura 4.10. Productos de la reacción de amplificación de los aislamientos atípicos de C. dubliniensis (98-

277,95-677 y 94-234) con la pareja de iniciadores G1F/G1R. Calle 1: Marcador hyperladder IV; calle 2: 

aislamiento 98-277; calle 3: aislamiento 95-677; calle 4: aislamiento 94-234; calle 5: cepa NCPF 3949; 

calle 9: cepa CBS 2747 y calle 13: cepa 05-199. 

  

4.1.1.3.3. Tipo de apareamiento de C. dubliniensis 

Se estudió el tipo de locus de MTL (Mating Type Like) de C. dubliniensis mediante PCR 

múltiple con los cebadores MTLa1-F y MTLa1-R
(278)

 que amplifican un fragmento de 535 pb, y 

MTLα2-F y MTLα2-R
(278)

 que amplifican un fragmento de 615 pb. La prueba se realizó con las 

cepas correspondientes a los cuatro genotipos de C. dubliniensis (NCPF 3949, CBS 2747, 05-

199 y 05-200 respectivamente) y los tres aislamientos atípicos de C. dubliniensis (98-277, 95-

677, 94-234). En nuestro caso, los tres aislamientos atípicos de C. dubliniensis presentaron un 

locus MTL heterocigótico tipo aα al igual que las cepas de referencia de los genotipos 1 y 2 de 

C. dubliniensis, mientras que el genotipo 3 mostró un locus MTL homocigótico tipo aa y la cepa 

del genotipo 4 homocigótico αα (Figura 4.11).  

1     2     3      4     5     6     7      8     9    10    11    12   13  

330 pb 

G1F/G1R  G2F/G2R        G3F/G3R 
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Figura 4.11. Productos de PCR con los cebadores específicos para determinar el tipo de locus de MTL de 

las diferentes cepas de C. dubliniensis. Calle 1: cepa NCPF 3949; calle 2: cepa CBS 2747; calle 3: cepa 

05-199; calle 4: cepa 05-200; calle 5: aislamiento 98-277; calle 6: aislamiento 95-677 y calle 7: 

aislamiento 94-234. 

 

4.1.1.3.4. Secuenciación de la región D1-D2 de los aislamientos de C. dubliniensis 

Los productos de PCR de la región D1-D2 obtenidos con los cebadores universales NL1 y NL4 

(160)
 a partir de los aislamientos atípicos de C. dubliniensis se secuenciaron en el servicio de 

Genómica de la UPV/EHU.  

 

Las secuencias obtenidas con cada uno de los aislamientos fueron analizadas con el programa 

informático Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (Figura 4.12). La 

comparación de las secuencias en la base de datos NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) dio como 

resultado que la cepa 94-234 presentaba un 98% de similitud con C. dubliniensis, mientras que 

las cepas 95-677 y 98-277 (Figura 4.13) presentaron  un 99% de similitud con C. dubliniensis. 
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615 pb 
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Figura 4.12. Análisis con el programa informático Bioedit de la secuencia de la cepa 98-277 de 

C. dubliniensis obtenida con los cebadores NL1 y NL4. 

 

Figura 4.13. Comparación de la secuencia de la cepa 98-277 de C. dubliniensis en la base de datos NCBI. 
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4.1.1.4. Sensibilidad a antifúngicos in vitro: Sensititre YeastOne YO8 

Se estudió la sensibilidad in vitro a ocho antifúngicos mediante el método comercial Sensititre 

YeastOne YO 8. De acuerdo con los puntos de corte recomendados en el protocolo M27-A3 y el 

suplemento M27-S3 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI; EE.UU.) 
(62,63)

, los 

tres aislamientos atípicos de C. dubliniensis fueron sensibles a los ocho antifúngicos. Los 

aislamientos atípicos de C. dubliniensis presentaron una mayor sensibilidad frente a la 

anfotericina B y en algún caso al fluconazol en comparación con los datos obtenidos para la 

cepa de referencia C. dubliniensis NCPF 3949 (Tabla 4.5).  

 

Tabla 4.5. CMI (μg/ml) obtenida para los distintos antifúngicos con el método comercial Sensititre 

YeastOne YO8 

Antifúngicos  

Cepa FCZ ITZ VCZ PCZ KTZ AMB 5-FC CAS 

94-234 1 ≤0,008 0,03 0,03 ≤0,008 0,128 0,06 0,125 

95-677 0,25 0,016 0,016 0,016 0,016 0,06 0,125 0,25 

98-277 0,5 0,06 ≤0,008 0,016 0,016 0,128 0,06 0,125 

NCPF 

3949 
1 0,016 0,016 0,016 0,016 1 ≤0,03 0,125 

 

4.1.2. Caracterización de los seis aislamientos atípicos del grupo rosa 

Como ya se ha avanzado en el apartado 4.1, el estudio de los 477 aislamientos clínicos reveló la 

presencia de otro grupo de cepas atípicas, al que denominamos grupo rosa. La caracterización e 

identificación de estos seis aislamientos clínicos del grupo rosa se llevó a cabo mediante los 

mismos métodos descritos en el apartado 4.1.  

 

Los resultados obtenidos mediante los métodos fenotípicos se resumen en la tabla 4.6.1. De este 

modo, los seis aislamientos fueron incapaces de crecer a 45 ºC y en los medios cromogénicos 

CAC y CH-P desarrollaron colonias de color rosa y de color blanco en el medio ChromID 

(Figura 4.14). Por otra parte, fueron capaces de formar clamidosporas en varios medios que 

estimulan la formación de clamidosporas en C. dubliniensis y la asimilación de fuentes 

carbonadas indicó que se correspondían con cepas de C. dubliniensis.  
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Los resultados obtenidos por métodos inmunológicos y genotípicos se resumen en las tablas 

4.6.2 y 4.6.3. Los aislamientos del grupo rosa reaccionaron por aglutinación con el AcM 12F7-

F2 del test Bichro-Dubli Fumouze
®
 específico para C. dubliniensis (Figura 4.15) y además 

mediante PCR se identificaron como aislamientos de C. dubliniensis. Los métodos genotípicos 

determinaron que pertenecían al genotipo 2 y que presentaban un locus MTL heterocigótico tipo 

aα.  

 

La prueba de sensibilidad a los antifúngicos realizada con el método comercial Sensititre 

YeastOne YO8 reveló que los 6 aislamientos del grupo rosa presentaban una sensibilidad 

disminuida a la anfotericina B con respecto a la cepa de referencia del genotipo 2 de 

C. dubliniensis (tabla 4.6.4). 

 

  

Figura 4.14. Colonias de las seis cepas atípicas de C. dubliniensis del grupo rosa desarrolladas en los 

medios ChromID Candida y CH-P tras 48h a 37 ºC y 30ºC respectivamente.  

 

 

Figura 4.15. Prueba de aglutinación con el test Bichro-Dubli Fumouze: (1) cepa 08-015, (2) cepa 08-016, 

(3) cepa 08-017, (4) cepa 08-018, (5) cepa 08-019 y (6) cepa 08-020. 
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Tabla 4.6.1. Resumen de las características fenotípicas de los 6 aislamientos atípicos de C. dubliniensis del grupo rosa en relación con la cepa de referencia del genotipo 2 

CBS 2747. 

Pruebas fenotípicas 08-015 08-016 08-017 08-018 08-019 08-020 CBS 2747 

Tubo germinal + + + + + + + 

Crecim. 45 ºC - - - - - - - 

CAC rosa rosa rosa rosa rosa rosa verde oscuro 

CH-P rosa rosa rosa rosa rosa rosa verde azulado 

ChromID Candida blanco blanco blanco blanco blanco blanco azul turquesa 

Formación clamidosp. 

Pal 
+ + + + + + + 

Formación clamidosp. 

Staib 
+ + + + + + + 

Formación clamidosp. 

harina maíz 
+ + + + + + + 

Formación clamidosp. 

caseína 
+ + + + + + + 

ID32C 7342140015 7342140015 7342140015 7342140015 7342140015 7342140015 7345340115 

+: Positivo; (+) Producción escasa; -: Negativo 

 

Tabla 4.6.2. Resumen de las características inmunológicas de los 6 aislamientos atípicos de C. dubliniensis del grupo rosa en relación con la cepa de referencia del genotipo 2 

CBS 2747. 

Pruebas inmunológicas 08-015 08-016 08-017 08-018 08-019 08-020 CBS 2747 

Bichro-Dubli + + + + + + + 

IFI (12F7-F2) + + + + + + + 
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Tabla 4.6.3. Resumen de las características genotípicas de los 6 aislamientos atípicos de C. dubliniensis del grupo rosa en relación con la cepa de referencia del genotipo  2 

CBS 2747. 

Pruebas genotípicas 08-015 08-016 08-017 08-018 08-019 08-020 CBS 2747 

Secuenciación (D1/D2) C. dubliniensis C. dubliniensis C. dubliniensis C. dubliniensis C.dubliniensis C.dubliniensis C.dubliniensis 

PCR (CDBF28F /CDBR110 R) 809 pb 809 pb 809 pb 809 pb 809 pb 809 pb 809 pb 

PCR (CRf/CRr) 569 pb 569 pb 569 pb 569 pb 569 pb 569 pb 569 pb 

Genotipo 2 2 2 2 2 2 2 

MTL aα aα aα aα aα aα aα 

 

Tabla 4.6.4. Resumen de sensibilidad a los antifúngicos de los 6 aislamientos atípicos de C. dubliniensis del grupo rosa en relación con la cepa de referencia del genotipo 2 

CBS 2747. 

Prueba Sensititre 

YO8 
08-015 08-016 08-017 08-018 08-019 08-020 CBS 2747 

FCZ 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 

ITZ 0,032 0,032 0,064 0,064 0,064 0,064 0,064 

VCZ ≤0,008 ≤0,008 ≤0,008 ≤0,008 0,016 ≤0,008 ≤0,008 

PCZ 0,016 0,016 0,032 0,032 0,032 0,064 ND 

KTZ ≤0,008 ≤0,008 ≤0,008 ≤0,008 ≤0,008 ≤0,008 ≤0,008 

AMB 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,064 

5-FC ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03 0,06 

CAS 0,125 0,25 0,125 0,25 0,125 0,125 ND 

ND: No definido  
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4.2. Estudio mediante PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) de la 

expresión de ocho genes asociados con la formación de clamidosporas 

La incapacidad para producir clamidosporas de las cepas atípicas 98-277, 95-677 y 94-234 en 

distintos medios de esporulación con respecto a la cepa control de C. dubliniensis, nos llevó a 

estudiar la expresión de ocho genes que han sido relacionados previamente con la formación de 

clamidosporas en C. albicans y C. dubliniensis. Este análisis se realizó mediante la técnica de 

qRT-PCR en las tres cepas atípicas de C. dubliniensis, empleando como controles dos cepas del 

genotipo 1 de C. dubliniensis (NCPF 3949 y CBS 8501). 

El ARN se aisló de levaduras desarrolladas en medio SDA, mientras que para la formación de 

clamidosporas se empleó YNB suplementado con galactosa y metionina (25 mg/l). El cálculo de 

la expresión génica relativa se realizó comparando el nivel de expresión del gen objeto de 

estudio con el del gen constitutivo ACT1 cuya expresión no varía en las condiciones del 

experimento, utilizando el método descrito por Schmittgen y Livak 
(299) 

, y los valores obtenidos 

con cada uno de los genes se representaron en un diagrama de barras. 

Los resultados obtenidos para el gen NRG1 se representan en la figura 4.16. Uno de los 

controles de C. dubliniensis (CBS 8501) mostró una considerable disminución del nivel de 

expresión en la forma de clamidospora respecto al nivel encontrado en la levadura. En cambio, 

la otra cepa control NCPF 3949 no presentó variaciones en los niveles de expresión. Las tres 

cepas atípicas presentaron un comportamiento común similar al observado en la cepa de 

referencia CBS 8501. 

   

Figura 4.16. Expresión del gen NRG1. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas. (*) p< 0,05: 

diferencias estadísticamente significativas en el nivel de expresión entre las dos formas morfológicas. 
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En la figura 4.17 se muestra los resultados de expresión del gen OLE1. Mientras que la cepa 

control de C. dubliniensis CBS 8501 apenas mostró variaciones en la expresión, la otra cepa de 

referencia NCPF 3949 presentó un incremento en la expresión de este gen en la forma de 

clamidospora respecto a la levaduriforme. Las cepas atípicas 98-277 y 95-677 presentaron un 

perfil de expresión similar a la cepa de referencia NCPF 3949, sin embargo, la otra cepa atípica 

(94-234) presentó un patrón invertido, en el que los niveles de expresión más bajos se 

observaron en condiciones de formación de clamidosporas. 
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Figura 4.17. Expresión del gen OLE1. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas. (*) p< 0,05: 

diferencias estadísticamente significativas en el nivel de expresión entre las dos formas morfológicas. 
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Los resultados de expresión para el gen EFG1 se representan en la figura 4.18. Tanto en las 

cepas de referencia como en las atípicas, en condiciones de esporulación los niveles de 

expresión de este gen mostraron incrementos moderados respecto a las levaduras. No obstante, 

cabe destacar que los niveles de expresión de la cepa atípica 94-234 fueron considerablemente 

inferiores respecto al resto de las cepas.  

 

 

Figura 4.18. Expresión del gen EFG1. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas.  

 

El nivel de expresión de los genes HOG1, RIM13, SUV3, ISW2 y SCH9 fue muy inferior con 

respecto a los genes NRG1, OLE1 y EFG1 por lo que los resultados se han representado a 

menor escala para poder apreciar las variaciones de expresión.  

 

En la figura 4.19 se muestran los resultados del gen HOG1. La cepa control de C. dubliniensis 

CBS 8501 mostró un incremento en el nivel de expresión de este gen en la forma de 

clamidospora respecto a la levadura, sin embargo, la otra cepa de referencia no presentó 

variaciones en los niveles de expresión. Por el contrario, las cepas atípicas 98-277 y 95-677 

presentaron un patrón de expresión invertido respecto a la cepa de referencia CBS 8501, siendo 

sus niveles de expresión en condiciones de esporulación significativamente más bajos. El perfil 

de expresión de la cepa 94-234 fue similar al de la cepa control NCPF 3949. 
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Figura 4.19. Expresión del gen HOG1. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas. (*) p< 0,05: 

diferencias estadísticamente significativas en el nivel de expresión entre las dos formas morfológicas. 

 

Como se muestra en la figura 4.20, el nivel de expresión que detectamos de la cepa CBS 8501 

presentó un aumento en la forma de clamidospora respecto a la levadura. En cambio, los niveles 

detectados en la cepa NCPF 3949 fueron poco significativos. Por el contrario, las cepas atípicas 

presentaron un perfil invertido, con reducciones considerables de la expresión del gen RIM13 en 

condiciones de formación de clamidosporas. 

 

 

Figura 4.20. Expresión del gen RIM13. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas. (*) p< 0,05: 

diferencias estadísticamente significativas en el nivel de expresión entre las dos formas morfológicas. 
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Los resultados obtenidos para el gen SUV3 se representan en la figura 4.21. Las dos cepas de 

referencia de C. dubliniensis presentaron un incremento similar de los niveles de expresión en la 

forma de clamidospora respecto a la levadura. Sin embargo, las tres cepas atípicas mostraron un 

comportamiento inverso, con niveles de expresión reducidos en condiciones de formación de 

clamidosporas.  

 

 

Figura 4.21. Expresión del gen SUV3. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas.  

 

En la figura 4.22 se muestran los resultados obtenidos del nivel de expresión del gen ISW2. En 

la cepa control CBS 8501 observamos un leve aumento en la forma de clamidospora respecto al 

nivel levaduriforme, sin embargo, la otra cepa de referencia NCPF 3949 presentó una reducción 

de los niveles de expresión en la forma de clamidospora respecto a la levadura. Las cepas 

atípicas presentaron un comportamiento común semejante a la cepa control NCPF 3949, siendo 

la reducción más acusada en la cepa 95-677. 
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Figura 4.22. Expresión del gen ISW2. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas. (*) p< 0,05: 

diferencias estadísticamente significativas en el nivel de expresión entre las dos formas morfológicas. 

 

 Como se muestra en la figura 4.23, en la cepa control CBS 8501 no observamos variaciones en 

la expresión del gen SCH9. En cambio, la otra cepa de referencia, NCPF 3949 presentó una 

reducción del nivel de expresión de este gen en la forma de clamidospora respecto a la levadura. 

Las cepas atípicas presentaron un comportamiento común similar al observado en la cepa 

control NCPF 3949. 

 

 

Figura 4.23. Expresión del gen SCH9. Barras de color gris, cepas crecidas en forma levaduriforme y 

barras de color negro, cepas crecidas en condiciones de formación de clamidosporas. (*) p< 0,05: 

diferencias estadísticamente significativas en el nivel de expresión entre las dos formas morfológicas. 
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4.3. Identificación de un antígeno reconocido por el AcM 12F7-F2  

La ausencia de reacción de las cepas atípicas de C. dubliniensis 98-277, 95-677 y 94-234 con el 

AcM 12F7-F2 nos llevó a identificar el componente específico de C. dubliniensis que 

reaccionaba con el AcM 12F7-F2. Con esta finalidad se realizaron extractos DTT de la pared de 

las cepas de C. dubliniensis NCPF 3949 y las atípicas de 98-277, 95-677 y 94-234. 

Estos extractos DTT se separaron mediante electroforesis en geles SDS-PAGE en condiciones 

desnaturalizantes según el método de Laemmli 
(163)

 y tras finalizar la electroforesis, se realizó 

una electrotransferencia a membranas de PVDF. Se efectuó una inmunodetección con el AcM 

12F7-F2 y se observó que éste AcM reconocía un componente de alto peso molecular (> 200 

kDa) en C. dubliniensis NCPF 3949 y otro componente de 50 kDa tanto en la cepa de 

C. dubliniensis NCPF 3949 como en las cepas atípicas de C. dubliniensis (Figura 4.24). 

 

       

 

Figura 4.24. Inmunodetección con el AcM 12F7-F2 de los extractos DTT de pared de levaduras de 

C. dubliniensis: (1) NCPF 3949, (2) 98-277, (3) 95-677 y (4) 94-234.  

 

4.3.1. Caracterización del componente proteico de la pared de alto peso molecular (>200 

kDa) 

4.3.1.1. Electroelución del componente de >200 kDa 

A partir de extractos DTT de pared celular separados en geles SDS-PAGE, se procedió al 

aislamiento del componente de >200 kDa mediante electroelución. Por inmunodetección, se 

comprobó que la fracción seleccionada reaccionaba intensamente con el AcM 12F7-F2 (Figura 

4.25). 
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Debido a la dificultad para secuenciar la fracción proteica como consecuencia de su elevado 

contenido en glúcidos (Figura 4.25), se procedió a la desglicosilación del componente de alto 

peso molecular. 

  

Figura 4.25. Reacción con concanavalina A (1) y con el AcM 12F7-F2 (2) del componente de >200 kDa 

de la cepa NCPF 3949.  

 

4.3.1.2. Tratamientos enzimáticos: desglicosilación 

La desglicosilación parcial de la fracción proteica de 200 kDa con la enzima N-Glicosidasa F, 

puso de manifiesto una banda de 90 kDa que mantenía su intensa reacción con el AcM 12F7-F2 

(Figura 4.26). Esta banda se escindió de un gel SDS-PAGE teñido con Colloidal Coomassie
 ®

 

para su posterior secuenciación. 

 

    

 Figura 4.26. (1) Reacción del componente de 200 kDa sin desglicosilar  y (2) desglicosilado con el AcM 

12F7-F2. (3)Tinción con Colloidal Coomassie ® de la fracción desglicosilada. 
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4.3.2. Secuenciación del componente de 90 kDa 

La fracción proteica de 90 kDa fue sometida a un proceso de digestión con tripsina 

obteniéndose varios fragmentos peptídicos. El análisis de los péptidos resultantes se realizó 

mediante espectrometría de masas MALDI-TOF.   

La búsqueda de homologías se realizó con el programa informático MASCOT diseñado por 

Perkins y cols. 
(242)

. El sistema informático MASCOT lleva incorporado un algoritmo de 

búsqueda denominado MOWSE, para la comparación de los listados de masas medidos con 

MALDI-TOF con las masas de los péptidos de digestiones teóricas de proteínas recogidas en las 

bases de datos NCBI, SWISS-PROT y TIGR. El programa genera una lista priorizada que 

incluye aquellas proteínas que presentan una mayor probabilidad de correspondencia con la 

identidad de la proteína analizada.  

El análisis de los péptidos obtenidos a partir de la banda de 90 kDa determinó que dicha 

proteína se correspondía con la Metionina sintasa independiente de cobalamina (Met6) de 

C. dubliniensis, con una masa molecular de casi 90 kDa, una puntuación de 352 y un 40% de 

cobertura de la proteína (Tabla 4.7). En la tabla 4.8 se muestran los péptidos secuenciados para 

la identificación de dicha proteína.  
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Tabla 4.7. Análisis de secuenciación de la proteína de 90 kDa 

Nº de acceso Masa Score Descripción 

gi|223645097 86277 352 
Metionina sintasa independiente de cobalamina[C. dubliniensis 

NCPF 3949] 

gi|68475194 85763 291 Metionina sintasa independiente de cobalamina [C. albicans SC5314] 

gi|149246429 85831 254 
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine methyltransferase 

[Lodderomyces elongisporus NRRL YB-4239] 

gi|50406606 86145 187 
Hypothetical protein DEHA0A07524g [Debaryomyces hansenii 

CBS767] 

gi|146420955 85853 179 Conserved hypothetical protein [Pichia guilliermondii ATCC 6260] 

gi|223640785 47204 133 Enolase (1), putative [C. dubliniensis NCPF 3949] 

gi|37078092 47111 126 Enolase;Allergen=Rho m 1 

gi|149247418 47123 126 Enolase [Lodderomyces elongisporus NRRL YB-4239] 

gi|126136489 85640 121 
Methionine-synthesizing 5- methyltetrahydropteroyltriglutamate--

homocysteine methyltransferase [Pichia stipitis CBS 6054] 

gi|50427089 47210 121 
Hypothetical protein DEHA0G14927g [Debaryomyces hansenii 

CBS767] 

gi|247626 3618 120 46 kda IgE-binding antigen [C. albicans] 

gi|68488457 47202 117 Hypothetical protein CaO19.8025 [C. albicans SC5314] 

gi|146415384 46951 116 Enolase 1 [Pichia guilliermondii ATCC 6260] 

gi|223644020 56950 108 Chitinase precursor [C. dubliniensis NCPF 3949] 

gi|47132400 86027 100 Methionine synthase [Pichia pastoris] 

gi|88910027 86024 95 Methionine synthase [S. cerevisiae] 

gi|6320936 85978 90 
Cobalamin-independent methionine synthase, involved in amino acid 

biosynthesis[S. cerevisiae] 

gi|609350 86063 90 Methionine synthase 

gi|88910021 85979 90 Methionine synthase [S. cerevisiae] 

gi|151944808 85948 90 
5-methyltetrahydropteroyl triglutamate homocysteine methyltransferase 

[S. cerevisiae YJM789] 

 

Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit1
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit2
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit3
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit4
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit5
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit6
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit7
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit8
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit9
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit10
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit11
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit12
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit13
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit14
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit15
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit16
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit17
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit18
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit19
Datos%20de%20programa/Microsoft/Word/Mascot_Olatz_I.htm%23Hit20
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Tabla 4.8. Secuencia de los péptidos obtenidos tras la digestión con tripsina para la identificación de la 

Met6p de C. dubliniensis 

Observado Mr(espd) Mr(calc) Empieza Acaba Péptido 

1054.5332 1053.5259 1053.5131 21 29 K.ITEAYWSGK.A 

1089.5939 1088.5866 1088.5979 2 11 M.VQSSVLGFPR.I 

1173.6543 1172.6470 1172.6587 567 577 K.GMLTGPVTILR.W 

1190.6066 1189.5993 1189.6455 713 722 R.IPSKQEFVSR.I 

1195.7399 1194.7326 1194.7448 589 599 K.IQALQLGLALR.D 

1235.5765 1234.5692 1234.5805 735 744 K.FWVNPDCGLK.T 

1439.7919 1438.7846 1438.7919 183 195 K.DSLDLEPISLLPK.I 

1457.6688 1456.6615 1456.6735 633 644 R.SDYLNWAAQSFR.V 

1580.7953 1579.7880 1579.8069 86 99 K.FDLAPIDVLFAMGR.G 

1642.7755 1641.7682 1641.7886 467 480 K.GQITAEEYETFINK.E 

1695.9714 1694.9641 1694.9832 533 547 R.YVRPPIIVGDVSRPK.A 

1860.9243 1859.9170 1859.9265 142 158 K.LNTDAGIKPVDEFNEAK.A 

1920.9276 1919.9203 1919.9874 104 121 K.KATETQAAVDVTALEMVK.W 

1966.9705 1965.9632 1965.9796 488 504 R.FQEEIGLDVLVHGEPER.N 

2025.0450 2024.0377 2024.0619 438 455 K.YNLPLFPTTTIGSFPQTK.D 

2272.3271 2271.3198 2271.3354 159 179 K.ALGIQTRPVILGPISYLYLGK.A 

2383.1963 2382.1890 2382.1914 600 621 R.DEVNDLESAGITVIQVDEPAIR.E 

2548.1611 2547.1538 2547.1608 122 141 K.WFDSNYHYVRPTFSHSTEFK.L 

2719.4414 2718.4341 2718.4327 209 233 K.EAGAEQVQIDEPVLVLDLPEIVQSK.F 

3173.5139 3172.5066 3172.4890 686 712 K.DDPNYIQEFSEYPNHIGLGLFDIHSPR.I 

No match to: 982.5655, 984.4954, 994.4910, 1017.6600, 1211.5955, 1284.6808, 1318.6819, 1416.7087, 1470.8213, 

1473.7216, 1622.7964, 1653.8984, 1679.8450, 1795.9884, 1809.8727, 1809.8727, 1822.9479, 1863.9208, 

1863.9208, 1891.9657, 1891.9657, 1935.8888, 1977.0535, 2015.2632, 2230.1975, 2303.1589, 2408.0879, 

2414.1533, 2450.2117, 2470.2241, 2527.2266, 2662.3806, 2691.2791 
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4.4. Secuenciación y análisis de la expresión del gen CdMET6  

4.4.1. Secuenciación nucleotídica de CdMET6  

Se realizó un estudio para comparar la secuencia nucleotídica del gen CdMET6 de los 

aislamientos atípicos de C. dubliniensis 98-277, 95-677 y 94-234 con los de la cepa de 

referencia de C. dubliniensis NCPF 3949 y de C. albicans SC 5314 con el objeto de encontrar 

posibles diferencias en sus secuencias. 

El análisis de la secuencia nucleotídica completa del gen CdMET6 (2300 pb) de los aislamientos 

atípicos de C. dubliniensis, requirió el diseño de cuatro parejas de cebadores debido al tamaño 

del gen: MET6 1f/1r; MET6 2f/2r; MET6 3f/3r y MET6 4f/4r (Figura 4.27). 

 

GTTGATTGCTGATGGCTGATTGTTTAACCAACAAAAATTTGACAATCCCGGATACAGGCACGCCCACACACACACACACACACACACACACACA

CACTTTGTAGCTCCCCCCCCTCGTTTAAGATTTGTTCATTTCATTGTCAACTCCCACACTTTTTTTTTTTCTGTATAAAATCAATTGAATATCC

TTCCTTTCCCTTTTCCCTTCCCTTCCACTTTTTGAAATTTTTCATTTATTTTCTTTTCTTCTTTTTTTCTTCTTTTCTTTTCATTAAGATTTTA

TCACAAATCAAAAAAAAAAAAAAAACTTTTATAATCACAATGGTTCAATCTTCTGTATTAGGTTTCCCACGTATTGGTGGTCAAAGAGAATTAA

AAAAAATCACTGAAGCTTATTGGTCTGGTAAAGCTACCGTTGAAGAATTGTTAGCTAAAGGTAAAGAATTGAGAGAAAATAATTGGAAATTACA

ACAAAAAGCTGGTGTTGATATTATTCCATCTAATGATTTCTCCTATTATGATCAAGTTTTAGATCTTTCTTTATTATTTAATGCTATTCCAGAA

AGATACACCAAATTTGATTTGGCTCCAATTGATGTTTTATTTGCCATGGGTAGAGGTTTACAAAAAAAAGCTACTGAAACTCAAGCTGCTGTTG

ATGTTACTGCTTTAGAAATGGTTAAATGGTTTGATTCTAATTATCATTATGTTAGACCAACATTTTCTCATTCTACTGAATTTAAATTAAACAC

TGATGCTGGTATTAAACCCGTTGATGAATTCAATGAAGCTAAAGCTTTAGGTATTCAAACTAGACCAGTTATTTTGGGTCCAATTTCTTATTTA

TATTTAGGTAAAGCTGATAAAGATTCCCTTGATTTGGAACCAATTTCTTTATTACCAAAAATCTTGCCAGTTTATAAAGAATTGTTGCAAAAAT

TGAAAGAAGCTGGTGCTGAACAAGTTCAAATTGATGAACCAGTATTGGTTTTGGATTTACCAGAAATTGTTCAATCTAAATTTAAAGAAGCTTA

TGACGCTTTGGTTGGTTCTAATGATGATATTCCAGAATTAATCTTGACTACTTATTTTGGTGATGTTAGACCAAACTTGAAAGCCATTGAAAAC

TTGCCAGTTTCTGGATTCCATTTTGATTTTGTCAGAGTTCCAGATCAATTGGATCAAGTTGCTTCTATTTTGAAAAATGATCAAACTTTATCTG

TTGGTGTTGTCGATGGTAGAAACATTTGGAAAACTGATTTTGCCAAGGCTTCCTCAGTGGTTCAAAAAGCTATTGAAAAAGTTGGTAAAGACAA

AGTTGTTGTTGCTACTTCATCTTCATTGTTACACACTCCAGTTGATTTGGAATCGGAAACTAAATTAGATGGTGTTATTAAAGACTGGTTTTCT

TTTGCTACCCAAAAATTGGATGAAGTTGTTGTTATTGCCAAAAATGTTTCTGGTGAAGATGTTTCTAAAGAATTACAAGCTAATGCTACTTCCA

TTAAAGCTAGATCTGAATCTTCTATCACCAATGATCCAAAAGTTCAAGAAAGATTAACTACCATCAATGAAGCTTTGGCAACTAGAAAAGCTGC

TTTCCCAGAAAGATTAACTGAACAAAAGGCTAAATATAATTTGCCATTGTTCCCAACCACCACCATTGGTTCTTTCCCACAAACTAAAGATATT

AGAATCAATAGAAATAAATTTGCTAAAGGTCAAATTACTGCTGAAGAATACGAAACTTTTATTAACAAAGAAATTGAAACTGTTGTTAGATTTC

AAGAAGAAATTGGTTTGGATGTTTTAGTCCATGGTGAACCAGAAAGAAATGATATGGTTCAATATTTTGGTGAACAATTGAATGGATTTGCTTT

CACCACTAATGGTTGGGTTCAATCTTATGGTTCTAGATATGTTAGACCACCAATTATTGTTGGTGATGTTTCTAGACCAAAAGCTATGACAGTT

AAAGAATCTGTTTATGCTCAATCTATTACTTCTAAACCAATGAAAGGTATGTTGACTGGTCCAGTTACCATTTTGAGATGGTCATTCCCAAGAG

ATGATGTTTCTGGTAAGATTCAAGCTTTACAATTAGGTTTAGCTTTAAGAGATGAAGTCAATGATTTGGAAAGTGCAGGTATTACTGTTATTCA

AGTTGATGAACCAGCTATTAGAGAAGGTTTACCATTAAGAGCTGGTAAAGAAAGATCTGATTATTTGAATTGGGCTGCTCAATCATTTAGAGTT

GCCACTTCTGGTGTTGAAAATTCTACTCAAATTCATTCCCATTTCTGTTATTCAGATTTAGATCCAAATCATATTAAAGCTTTAGATGCTGATG

TTGTTTCTATTGAATTTTCTAAAAAAGATGATCCAAATTATATTCAAGAATTCTCTGAATATCCTAATCATATTGGTTTAGGTTTATTTGATAT

CCATTCACCAAGAATTCCATCTAAACAAGAATTTGTTTCTAGAATTGAAGAAATCTTGAAAGTTTATCCAGCTTCTAAATTTTGGGTTAACCCA

GATTGTGGTTTGAAAACTAGAGGTTGGCCAGAAGTTAAAGAATCATTGACTAATATGGTTGATGCTGCTAAAGAATTCAGAGCTAAATACTAAT

TTACTAATCTAATCTAATCTAATCTAATCCTTTATGTGATTTAAACATTCATTAATTATTTTGCATTTTCAATTCTTGAAATGTTGAATTATTG

AGTCATGGTTAGTATTCAATTACA  

Figura 4.27. Secuencia del gen CdMET6 (ID: 8049854-NCBI) indicando la posición de los cebadores 

empleados para la secuenciación nucleotídica de CdMET6. Los cebadores MET6 1f/1r marcados de 

verde; MET6 2f/2r marcados de azul; MET6 3f/3r marcado de rosa y MET6 4f/4r marcado de amarillo. 
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Los productos de PCR obtenidos de los aislamientos atípicos de C. dubliniensis se secuenciaron 

en el Servicio de Genómica (UPV/EHU). Las secuencias obtenidas en cada caso fueron 

analizadas en el programa informático Bioedit y comparadas con la de la cepa NCPF 3949 

presentando un 100% de homología. Sin embargo, la comparación de la secuencia nucleotídica 

del gen MET6 de la cepa de C. dubliniensis NCPF 3949 con la de la cepa de C. albicans SC 

5314, mostró un 92% de homología (Figura 4.28). 

95-677  ATGGTTCAATCTTCTGTATTAGGTTTCCCACGTATTGGTGGTCAAAGAGAATTAAAAAAA 60 

98-277  ATGGTTCAATCTTCTGTATTAGGTTTCCCACGTATTGGTGGTCAAAGAGAATTAAAAAAA 60 

94-234  ATGGTTCAATCTTCTGTATTAGGTTTCCCACGTATTGGTGGTCAAAGAGAATTAAAAAAA 60 

      NCPF 3949ATGGTTCAATCTTCTGTATTAGGTTTCCCACGTATTGGTGGTCAAAGAGAATTAAAAAAA 60 

SC 5314 ATGGTTCAATCTTCCGTCTTAGGTTTCCCACGTATTGGTGGTCAAAGAGAATTAAAAAAA 60 

    ************** **.****************************************** 

 

95-677 ATCACTGAAGCTTATTGGTCTGGTAAAGCTACCGTTGAAGAATTGTTAGCTAAAGGTAAA 120 

98-277 ATCACTGAAGCTTATTGGTCTGGTAAAGCTACCGTTGAAGAATTGTTAGCTAAAGGTAAA 120 

94-234 ATCACTGAAGCTTATTGGTCTGGTAAAGCTACCGTTGAAGAATTGTTAGCTAAAGGTAAA 120 

     NCPF 3949ATCACTGAAGCTTATTGGTCTGGTAAAGCTACCGTTGAAGAATTGTTAGCTAAAGGTAAA 120 

SC 5314ATCACTGAGGCCTACTGGTCCGGTAAAGCTACTGTTGAAGAATTGTTAGCTAAAGGTAAA 120 

   ********.** ** ***** *********** *************************** 

 

95-677 GAATTGAGAGAAAATAATTGGAAATTACAACAAAAAGCTGGTGTTGATATTATTCCATCT 180 

98-277 GAATTGAGAGAAAATAATTGGAAATTACAACAAAAAGCTGGTGTTGATATTATTCCATCT 180 

94-234 GAATTGAGAGAAAATAATTGGAAATTACAACAAAAAGCTGGTGTTGATATTATTCCATCT 180 

     NCPF 3949GAATTGAGAGAAAATAATTGGAAATTACAACAAAAAGCTGGTGTTGATATTATTCCATCT 180 

SC 5314GAATTGAGAGAGCACAATTGGAAATTACAACAAAAAGCTGGTGTTGATATCATTCCATCT 180 

   ***********..* *********************************** ********* 

 

95-677 AATGATTTCTCCTATTATGATCAAGTTTTAGATCTTTCTTTATTATTTAATGCTATTCCA 240 

98-277 AATGATTTCTCCTATTATGATCAAGTTTTAGATCTTTCTTTATTATTTAATGCTATTCCA 240 

94-234 AATGATTTCTCCTATTATGATCAAGTTTTAGATCTTTCTTTATTATTTAATGCTATTCCA 240 

     NCPF 3949AATGATTTCTCCTATTATGATCAAGTTTTAGATCTTTCTTTATTATTTAATGCTATTCCA 240 

SC 5314AATGATTTCTCCTACTATGATCAAGTTTTAGATCTTTCTTTGTTGTTCAATGCTATCCCA 240 

   ************** **************************.**.** ******** *** 

 

95-677 GAAAGATACACCAAATTTGATTTGGCTCCAATTGATGTTTTATTTGCCATGGGTAGAGGT 300 

98-277 GAAAGATACACCAAATTTGATTTGGCTCCAATTGATGTTTTATTTGCCATGGGTAGAGGT 300 

94-234 GAAAGATACACCAAATTTGATTTGGCTCCAATTGATGTTTTATTTGCCATGGGTAGAGGT 300 

     NCPF 3949GAAAGATACACCAAATTTGATTTGGCTCCAATTGATGTTTTATTTGCCATGGGTAGAGGT 300 

SC 5314GAAAGATACACCAAATTTGATTTGGCTCCAATTGATGTTTTGTTTGCCATGGGTAGAGGT 300 

   *****************************************.****************** 

 

95-677 TTACAAAAAAAAGCTACTGAAACTCAAGCTGCTGTTGATGTTACTGCTTTAGAAATGGTT 360 

98-277 TTACAAAAAAAAGCTACTGAAACTCAAGCTGCTGTTGATGTTACTGCTTTAGAAATGGTT 360 

94-234 TTACAAAAAAAAGCTACTGAAACTCAAGCTGCTGTTGATGTTACTGCTTTAGAAATGGTT 360 

     NCPF 3949TTACAAAAAAAAGCTACTGAAACTCAAGCTGCTGTTGATGTTACTGCTTTAGAAATGGTT 360 

SC 5314TTACAAAAGAAAGCCACTGAAACTCAAGCTGCTGTTGATGTTACTGCTTTGGAAATGGTT 360 

   ********.***** ***********************************.********* 

 

 

Figura 4.28. Alineamiento de las secuencias codificadas por el gen MET6 de las cepas atípicas (95-677, 

98-277 y 94-234) de C. dubliniensis y de las cepas de referencia NCPF 3949 y SC 5314 con el programa 

ClustalW. El símbolo (*) indica los nucleótidos idénticos, el símbolo (.) indica las sustituciones 

conservadas y (:) indica sustituciones semiconservadas.  
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95-677 AAATGGTTTGATTCTAATTATCATTATGTTAGACCAACATTTTCTCATTCTACTGAATTT 420 

98-277 AAATGGTTTGATTCTAATTATCATTATGTTAGACCAACATTTTCTCATTCTACTGAATTT 420 

94-234 AAATGGTTTGATTCTAATTATCATTATGTTAGACCAACATTTTCTCATTCTACTGAATTT 420 

     NCPF 3949AAATGGTTTGATTCTAATTATCATTATGTTAGACCAACATTTTCTCATTCTACTGAATTT 420 

SC 5314AAATGGTTTGATTCTAACTACCATTATGTCAGACCAACCTTTTCTCACTCTACTGAATTC 420 

  ***************** ** ******** ********.******** ***********. 

 

95-677 AAATTAAACACTGATGCTGGTATTAAACCCGTTGATGAATTCAATGAAGCTAAAGCTTTA 480 

98-277 AAATTAAACACTGATGCTGGTATTAAACCCGTTGATGAATTCAATGAAGCTAAAGCTTTA 480 

94-234 AAATTAAACACTGATGCTGGTATTAAACCCGTTGATGAATTCAATGAAGCTAAAGCTTTA 480 

     NCPF 3949AAATTAAACACTGATGCTGGTATTAAACCCGTTGATGAATTCAATGAAGCTAAAGCTTTA 480 

SC 5314AAATTGAACACTGCTGCTGGTATCAAACCAGTTGATGAATTCAACGAAGCTAAAGCTTTG 480 

   *****.*******.********* *****.************** **************. 

 

95-677 GGTATTCAAACTAGACCAGTTATTTTGGGTCCAATTTCTTATTTATATTTAGGTAAAGCT 540 

98-277 GGTATTCAAACTAGACCAGTTATTTTGGGTCCAATTTCTTATTTATATTTAGGTAAAGCT 540 

94-234 GGTATTCAAACTAGACCAGTTATTTTGGGTCCAATTTCTTATTTATATTTAGGTAAAGCT 540 

     NCPF 3949GGTATTCAAACTAGACCAGTTATTTTGGGTCCAATTTCTTATTTATATTTAGGTAAAGCT 540 

SC 5314GGTGTTCAAACCAGACCAGTCATCTTGGGTCCAGTTTCTTACTTGTATTTAGGTAAAGCT 540 

   ***.******* ******** ** *********.******* **.*************** 

 

95-677 GATAAAGATTCCCTTGATTTGGAACCAATTTCTTTATTACCAAAAATCTTGCCAGTTTAT 600 

98-277 GATAAAGATTCCCTTGATTTGGAACCAATTTCTTTATTACCAAAAATCTTGCCAGTTTAT 600 

94-234 GATAAAGATTCCCTTGATTTGGAACCAATTTCTTTATTACCAAAAATCTTGCCAGTTTAT 600 

     NCPF 3949GATAAAGATTCCCTTGATTTGGAACCAATTTCTTTATTACCAAAAATCTTGCCAGTTTAT 600 

SC 5314GACAAAGATTCCCTTGATTTGGAACCAATTTCCTTGTTACCAAAGATCTTGCCAGTTTAC 600 

  ** ***************************** **.********.**************. 

 

95-677 AAAGAATTGTTGCAAAAATTGAAAGAAGCTGGTGCTGAACAAGTTCAAATTGATGAACCA 660 

98-277 AAAGAATTGTTGCAAAAATTGAAAGAAGCTGGTGCTGAACAAGTTCAAATTGATGAACCA 660 

94-234 AAAGAATTGTTGCAAAAATTGAAAGAAGCTGGTGCTGAACAAGTTCAAATTGATGAACCA 660 

     NCPF 3949AAAGAATTGTTGCAAAAATTGAAAGAAGCTGGTGCTGAACAAGTTCAAATTGATGAACCA 660 

SC 5314AAGGAATTGTTGCAAAAATTGAAGGAAGCTGGTGCTGAACAAGTTCAAATTGATGAACCA 660 

   **.********************.************************************ 

 

95-677 GTATTGGTTTTGGATTTACCAGAAATTGTTCAATCTAAATTTAAAGAAGCTTATGACGCT 720 

98-277 GTATTGGTTTTGGATTTACCAGAAATTGTTCAATCTAAATTTAAAGAAGCTTATGACGCT 720 

94-234 GTATTGGTTTTGGATTTACCAGAAATTGTTCAATCTAAATTTAAAGAAGCTTATGACGCT 720 

     NCPF 3949GTATTGGTTTTGGATTTACCAGAAATTGTTCAATCTAAATTTAAAGAAGCTTATGACGCT 720 

SC 5314GTTTTGGTTTTGGACTTGCCAGAAGCTGTTCAATCCAAATTCAAAGAAGCTTACGACGCT 720 

   **:*********** **.******. ********* ***** *********** ****** 

 

95-677 TTGGTTGGTTCTAATGATGATATTCCAGAATTAATCTTGACTACTTATTTTGGTGATGTT 780 

98-277 TTGGTTGGTTCTAATGATGATATTCCAGAATTAATCTTGACTACTTATTTTGGTGATGTT 780 

94-234 TTGGTTGGTTCTAATGATGATATTCCAGAATTAATCTTGACTACTTATTTTGGTGATGTT 780 

     NCPF 3949TTGGTTGGTTCTAATGATGATATTCCAGAATTAATCTTGACTACTTATTTTGGTGATGTT 780 

SC 5314TTGGTTGG------TGCTGATGTCCCAGAATTGATCTTGACTACCTACTTTGGTGATGTC 774 

   ********      **.****.* ********.*********** ** ***********. 

 

95-677 AGACCAAACTTGAAAGCCATTGAAAACTTGCCAGTTTCTGGATTCCATTTTGATTTTGTC 840 

98-277 AGACCAAACTTGAAAGCCATTGAAAACTTGCCAGTTTCTGGATTCCATTTTGATTTTGTC 840 

94-234 AGACCAAACTTGAAAGCCATTGAAAACTTGCCAGTTTCTGGATTCCATTTTGATTTTGTC 840 

     NCPF 3949AGACCAAACTTGAAAGCCATTGAAAACTTGCCAGTTTCTGGATTCCATTTTGATTTTGTC 840 

SC 5314AGACCAAACTTGAAAGCCATTGAAAACTTGCCAGTTGCTGGTTTCCACTTTGATTTCGTC 834 

   ************************************ ****:***** ******** *** 
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95-677 AGAGTTCCAGATCAATTGGATCAAGTTGCTTCTATTTTGAAAAATGATCAAACTTTATCT 900 

98-277 AGAGTTCCAGATCAATTGGATCAAGTTGCTTCTATTTTGAAAAATGATCAAACTTTATCT 900 

94-234 AGAGTTCCAGATCAATTGGATCAAGTTGCTTCTATTTTGAAAAATGATCAAACTTTATCT 900 

     NCPF 3949AGAGTTCCAGATCAATTGGATCAAGTTGCTTCTATTTTGAAAAATGATCAAACTTTATCT 900 

SC 5314AGAGTTCCAGAACAATTGGACGAAGTTGCTTCTATCTTGAAAGATGGTCAAACTTTGTCT 894 

  ***********:********  ************* ******.***.*********.*** 

 

95-677 GTTGGTGTTGTCGATGGTAGAAACATTTGGAAAACTGATTTTGCCAAGGCTTCCTCAGTG 960 

98-277 GTTGGTGTTGTCGATGGTAGAAACATTTGGAAAACTGATTTTGCCAAGGCTTCCTCAGTG 960 

94-234 GTTGGTGTTGTCGATGGTAGAAACATTTGGAAAACTGATTTTGCCAAGGCTTCCTCAGTG 960 

     NCPF 3949GTTGGTGTTGTCGATGGTAGAAACATTTGGAAAACTGATTTTGCCAAGGCTTCCTCAGTG 960 

SC 5314GCTGGTGTTGTCGATGGTAGAAACATTTGGAAGACTGATTTCGCCAAGGCTTCCGCTGTT 954 

   * ******************************.******** ************ *:**: 

 

95-677 GTTCAAAAAGCTATTGAAAAAGTTGGTAAAGACAAAGTTGTTGTTGCTACTTCATCTTCA1020 

98-277 GTTCAAAAAGCTATTGAAAAAGTTGGTAAAGACAAAGTTGTTGTTGCTACTTCATCTTCA1020 

94-234 GTTCAAAAAGCTATTGAAAAAGTTGGTAAAGACAAAGTTGTTGTTGCTACTTCATCTTCA1020 

     NCPF 3949GTTCAAAAAGCTATTGAAAAAGTTGGTAAAGACAAAGTTGTTGTTGCTACTTCATCTTCA1020 

SC 5314GTCCAAAAAGCTATTGAAAAAGTTGGTAAAGATAAGGTTGTTGTTGCTACTTCATCTTCA1014 

   ** ***************************** **.************************ 

 

95-677 TTGTTACACACTCCAGTTGATTTGGAATCGGAAACTAAATTAGATGGTGTTATTAAAGAC1080 

98-277 TTGTTACACACTCCAGTTGATTTGGAATCGGAAACTAAATTAGATGGTGTTATTAAAGAC1080 

94-234 TTGTTACACACTCCAGTTGATTTGGAATCGGAAACTAAATTAGATGGTGTTATTAAAGAC1080 

     NCPF 3949TTGTTACACACTCCAGTTGATTTGGAATCGGAAACTAAATTAGATGGTGTTATTAAAGAC1080 

SC 5314TTGTTGCACACTCCAGTTGATTTGGAATCTGAAACTAAATTAGACGCTGTTATCAAGGAC1074 

  - *****.*********************** ************** * ****** **.*** 

 

95-677 TGGTTTTCTTTTGCTACCCAAAAATTGGATGAAGTTGTTGTTATTGCCAAAAATGTTTCT1140 

98-277 TGGTTTTCTTTTGCTACCCAAAAATTGGATGAAGTTGTTGTTATTGCCAAAAATGTTTCT1140 

94-234 TGGTTTTCTTTTGCTACCCAAAAATTGGATGAAGTTGTTGTTATTGCCAAAAATGTTTCT1140 

     NCPF 3949TGGTTTTCTTTTGCTACCCAAAAATTGGATGAAGTTGTTGTTATTGCCAAAAATGTTTCT1140 

SC 5314TGGTTTTCCTTTGCTACTCAAAAATTGGATGAAGTTGTTGTCATTGCCAAGAATGTTTCT1134 

   ******** ******** *********************** ********.********* 

 

95-677 GGTGAAGATGTTTCTAAAGAATTACAAGCTAATGCTACTTCCATTAAAGCTAGATCTGAA1200 

98-277 GGTGAAGATGTTTCTAAAGAATTACAAGCTAATGCTACTTCCATTAAAGCTAGATCTGAA1200 

94-234 GGTGAAGATGTTTCTAAAGAATTACAAGCTAATGCTACTTCCATTAAAGCTAGATCTGAA1200 

     NCPF 3949GGTGAAGATGTTTCTAAAGAATTACAAGCTAATGCTACTTCCATTAAAGCTAGATCTGAA1200 

SC 5314GGTGAAGATGTTTCTAAACAATTAGAAGCCAATGCTGCTTCCATCAAAGCTAGATCCGAA1194 

   ****************** ***** **** ******.******* *********** *** 

 

95-677 TCTTCTATCACCAATGATCCAAAAGTTCAAGAAAGATTAACTACCATCAATGAAGCTTTG1260 

98-277 TCTTCTATCACCAATGATCCAAAAGTTCAAGAAAGATTAACTACCATCAATGAAGCTTTG1260 

94-234 TCTTCTATCACCAATGATCCAAAAGTTCAAGAAAGATTAACTACCATCAATGAAGCTTTG1260 

NCPF 3949TCTTCTATCACCAATGATCCAAAAGTTCAAGAAAGATTAACTACCATCAATGAAGCTTTG1260 

SC5314 TCTTCTATCACCAACGACCAAAGGTTCAAGAAAGATTAACTACCATTAACGAAGCTTTG1254 

  ************** ********.*********************** ** ********* 

 

95-677 GCAACTAGAAAAGCTGCTTTCCCAGAAAGATTAACTGAACAAAAGGCTAAATATAATTTG1320 

98-277 GCAACTAGAAAAGCTGCTTTCCCAGAAAGATTAACTGAACAAAAGGCTAAATATAATTTG1320 

94-234 GCAACTAGAAAAGCTGCTTTCCCAGAAAGATTAACTGAACAAAAGGCTAAATATAATTTG1320 

     NCPF 3949GCAACTAGAAAAGCTGCTTTCCCAGAAAGATTAACTGAACAAAAGGCTAAATATAATTTG1320 

SC 5314GCTACCAGAAAAGCCGCTTTCCCAGAAAGATTAACTGAACAAAAGGCTAAATACAACTTG1314 

   **:** ******** ************************************** ** *** 

 

Figura 4.28. Continuación 



   Resultados 

 134 

 

 

95-677 CCATTGTTCCCAACCACCACCATTGGTTCTTTCCCACAAACTAAAGATATTAGAATCAAT1380 

98-277 CCATTGTTCCCAACCACCACCATTGGTTCTTTCCCACAAACTAAAGATATTAGAATCAAT1380 

94-234 CCATTGTTCCCAACCACCACCATTGGTTCTTTCCCACAAACTAAAGATATTAGAATCAAT1380 

     NCPF 3949CCATTGTTCCCAACCACCACCATTGGTTCTTTCCCACAAACTAAAGATATTAGAATCAAT1380 

SC 5314CCATTGTTCCCAACCACCACCATCGGTTCTTTCCCACAAACCAAAGACATTAGAATCAAC1374 

   *********************** ***************** ***** ***********. 

 

95-677 AGAAATAAATTTGCTAAAGGTCAAATTACTGCTGAAGAATACGAAACTTTTATTAACAAA1440 

98-277 AGAAATAAATTTGCTAAAGGTCAAATTACTGCTGAAGAATACGAAACTTTTATTAACAAA1440 

94-234 AGAAATAAATTTGCTAAAGGTCAAATTACTGCTGAAGAATACGAAACTTTTATTAACAAA1440 

     NCPF 3949AGAAATAAATTTGCTAAAGGTCAAATTACTGCTGAAGAATACGAAACTTTTATTAACAAA1440 

SC 5314AGAAACAAATTTGCTAAAGGCCAAATTACTGCTGAAGAATACGAAGCTTTTATCAATAAA1434 

   ***** ************** ************************.******* ** *** 

 

95-677 GAAATTGAAACTGTTGTTAGATTTCAAGAAGAAATTGGTTTGGATGTTTTAGTCCATGGT1500 

98-277 GAAATTGAAACTGTTGTTAGATTTCAAGAAGAAATTGGTTTGGATGTTTTAGTCCATGGT1500 

94-234 GAAATTGAAACTGTTGTTAGATTTCAAGAAGAAATTGGTTTGGATGTTTTAGTCCATGGT1500 

     NCPF 3949GAAATTGAAACTGTTGTTAGATTTCAAGAAGAAATTGGTTTGGATGTTTTAGTCCATGGT1500 

SC 5314GAAATTGAAACTGTTGTTAGATTCCAAGAAGAAATTGGTTTGGATGTTTTAGTCCATGGT1494 

   *********************** ************************************ 

 

95-677 GAACCAGAAAGAAATGATATGGTTCAATATTTTGGTGAACAATTGAATGGATTTGCTTTC1560 

98-277 GAACCAGAAAGAAATGATATGGTTCAATATTTTGGTGAACAATTGAATGGATTTGCTTTC1560 

94-234 GAACCAGAAAGAAATGATATGGTTCAATATTTTGGTGAACAATTGAATGGATTTGCTTTC1560 

     NCPF 3949GAACCAGAAAGAAATGATATGGTTCAATATTTTGGTGAACAATTGAATGGATTTGCTTTC1560 

SC 5314GAACCAGAAAGAAACGATATGGTTCAATACTTTGGTGAACAATTGAATGGTTTTGCTTTC1554 

   ************** ************** ********************:********* 

 

95-677 ACCACTAATGGTTGGGTTCAATCTTATGGTTCTAGATATGTTAGACCACCAATTATTGTT1620 

98-277 ACCACTAATGGTTGGGTTCAATCTTATGGTTCTAGATATGTTAGACCACCAATTATTGTT1620 

94-234 ACCACTAATGGTTGGGTTCAATCTTATGGTTCTAGATATGTTAGACCACCAATTATTGTT1620 

     NCPF 3949ACCACTAATGGTTGGGTTCAATCTTATGGTTCTAGATATGTTAGACCACCAATTATTGTT1620 

SC 5314ACCACTAACGGTTGGGTCCAATCTTATGGTTCTAGATATGTCAGACCACCAATTATTGTT1614 

   ******** ******** *********************** ****************** 

 

95-677 GGTGATGTTTCTAGACCAAAAGCTATGACAGTTAAAGAATCTGTTTATGCTCAATCTATT1680 

98-277 GGTGATGTTTCTAGACCAAAAGCTATGACAGTTAAAGAATCTGTTTATGCTCAATCTATT1680 

94-234 GGTGATGTTTCTAGACCAAAAGCTATGACAGTTAAAGAATCTGTTTATGCTCAATCTATT1680 

     NCPF 3949GGTGATGTTTCTAGACCAAAAGCTATGACAGTTAAAGAATCTGTTTATGCTCAATCTATT1680 

SC 5314GGTGATGTTTCCAGACCAAAAGCTATGACTGTTAAAGAATCTGTCTATGCTCAATCTATT1674 

   *********** *****************:************** *************** 

 

95-677 ACTTCTAAACCAATGAAAGGTATGTTGACTGGTCCAGTTACCATTTTGAGATGGTCATTC1740 

98-277 ACTTCTAAACCAATGAAAGGTATGTTGACTGGTCCAGTTACCATTTTGAGATGGTCATTC1740 

94-234 ACTTCTAAACCAATGAAAGGTATGTTGACTGGTCCAGTTACCATTTTGAGATGGTCATTC1740 

    NCPF 3949 ACTTCTAAACCAATGAAAGGTATGTTGACTGGTCCAGTTACCATTTTGAGATGGTCATTC1740 

SC 5314ACTTCTAAACCAATGAAGGGTATGTTGACTGGTCCAGTCACCATTTTGAGATGGTCATTC1734 

   *****************.******************** ********************* 

 

95-677 CCAAGAGATGATGTTTCTGGTAAGATTCAAGCTTTACAATTAGGTTTAGCTTTAAGAGAT1800 

98-277 CCAAGAGATGATGTTTCTGGTAAGATTCAAGCTTTACAATTAGGTTTAGCTTTAAGAGAT1800 

94-234 CCAAGAGATGATGTTTCTGGTAAGATTCAAGCTTTACAATTAGGTTTAGCTTTAAGAGAT1800 

     NCPF 3949CCAAGAGATGATGTTTCTGGTAAGATTCAAGCTTTACAATTAGGTTTAGCTTTAAGAGAT1800 

SC 5314CCAAGAGATGATGTTTCTGGTAAAATCCAAGCTTTGCAATTGGGTTTGGCTTTAAGAGAT1794 

   ***********************.** ********.*****.*****.************ 
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95-677 GAAGTCAATGATTTGGAAAGTGCAGGTATTACTGTTATTCAAGTTGATGAACCAGCTATT1860 

98-277 GAAGTCAATGATTTGGAAAGTGCAGGTATTACTGTTATTCAAGTTGATGAACCAGCTATT1860 

94-234 GAAGTCAATGATTTGGAAAGTGCAGGTATTACTGTTATTCAAGTTGATGAACCAGCTATT1860 

     NCPF 3949GAAGTCAATGATTTGGAAAGTGCAGGTATTACTGTTATTCAAGTTGATGAACCAGCTATT1860 

SC 5314GAAGTTAACGACTTGGAAGGTGCTGGTATTACTGTTATCCAAGTTGATGAACCAGCTATC1854 

   ***** ** ** ******.****:************** ********************. 

 

95-677 AGAGAAGGTTTACCATTAAGAGCTGGTAAAGAAAGATCTGATTATTTGAATTGGGCTGCT1920 

98-277 AGAGAAGGTTTACCATTAAGAGCTGGTAAAGAAAGATCTGATTATTTGAATTGGGCTGCT1920 

94-234 AGAGAAGGTTTACCATTAAGAGCTGGTAAAGAAAGATCTGATTATTTGAATTGGGCTGCT1920 

     NCPF 3949AGAGAAGGTTTACCATTAAGAGCTGGTAAAGAAAGATCTGATTATTTGAATTGGGCTGCT1920 

SC 5314AGAGAAGGTTTGCCATTGAGAGCCGGTAAAGAAAGATCCGACTATTTGAACTGGGCTGCT1914 

   ***********.*****.***** ************** ** ******** ********* 

 

95-677 CAATCATTTAGAGTTGCCACTTCTGGTGTTGAAAATTCTACTCAAATTCATTCCCATTTC1980 

98-277 CAATCATTTAGAGTTGCCACTTCTGGTGTTGAAAATTCTACTCAAATTCATTCCCATTTC1980 

94-234 CAATCATTTAGAGTTGCCACTTCTGGTGTTGAAAATTCTACTCAAATTCATTCCCATTTC1980 

     NCPF 3949CAATCATTTAGAGTTGCCACTTCTGGTGTTGAAAATTCTACTCAAATTCATTCCCATTTC1980 

SC 5314CAATCATTTAGAGTTGCCACTTCTGGTGTTGAAAACTCTACTCAAATCCACTCCCACTTC1974 

   *********************************** *********** ** ***** *** 

 

95-677 TGTTATTCAGATTTAGATCCAAATCATATTAAAGCTTTAGATGCTGATGTTGTTTCTATT2040 

98-277 TGTTATTCAGATTTAGATCCAAATCATATTAAAGCTTTAGATGCTGATGTTGTTTCTATT2040 

94-234 TGTTATTCAGATTTAGATCCAAATCATATTAAAGCTTTAGATGCTGATGTTGTTTCTATT2040 

     NCPF 3949TGTTATTCAGATTTAGATCCAAATCATATTAAAGCTTTAGATGCTGATGTTGTTTCTATT2040 

SC 5314TGTTACTCCGATTTGGATCCAAACCATATTAAAGCTTTGGATGCTGATGTTGTTTCCATT2034 

   ***** **.*****.******** **************.***************** *** 

 

95-677 GAATTTTCTAAAAAAGATGATCCAAATTATATTCAAGAATTCTCTGAATATCCTAATCAT2100 

98-277 GAATTTTCTAAAAAAGATGATCCAAATTATATTCAAGAATTCTCTGAATATCCTAATCAT2100 

94-234 GAATTTTCTAAAAAAGATGATCCAAATTATATTCAAGAATTCTCTGAATATCCTAATCAT2100 

     NCPF 3949GAATTTTCTAAAAAAGATGATCCAAATTATATTCAAGAATTCTCTGAATATCCTAATCAT2100 

SC 5314GAATTCTCCAAGAAGGATGATCCAAACTATATTCAAGAATTCTCTGAATATCCTAATCAC2094 

   ***** ** **.**.*********** ********************************. 

 

95-677 ATTGGTTTAGGTTTATTTGATATCCATTCACCAAGAATTCCATCTAAACAAGAATTTGTT2160 

98-277 ATTGGTTTAGGTTTATTTGATATCCATTCACCAAGAATTCCATCTAAACAAGAATTTGTT2160 

94-234 ATTGGTTTAGGTTTATTTGATATCCATTCACCAAGAATTCCATCTAAACAAGAATTTGTT2160 

     NCPF 3949ATTGGTTTAGGTTTATTTGATATCCATTCACCAAGAATTCCATCTAAACAAGAATTTGTT2160 

SC 5314ATTGGTTTAGGTTTATTCGATATCCACTCTCCAAGAATTCCATCTAAACAAGAATTTGTT2154 

   ***************** ******** **:****************************** 

 

95-677 TCTAGAATTGAAGAAATCTTGAAAGTTTATCCAGCTTCTAAATTTTGGGTTAACCCAGAT2220 

98-277 TCTAGAATTGAAGAAATCTTGAAAGTTTATCCAGCTTCTAAATTTTGGGTTAACCCAGAT2220 

94-234 TCTAGAATTGAAGAAATCTTGAAAGTTTATCCAGCTTCTAAATTTTGGGTTAACCCAGAT2220 

NCPF3949TCTAGAATTGAAGAAATCTTGAAAGTTTATCCAGCTTCTAAATTTTGGGTTAACCCAGAT2220 

SC 5314TCCAGAATTGAAGAAATCTTGAAGGTTTACCCAGCTTCTAAATTCTGGGTCAACCCAGAT2214 

   ** ********************.***** ************** ***** ********* 

 

95-677 TGTGGTTTGAAAACTAGAGGTTGGCCAGAAGTTAAAGAATCATTGACTAATATGGTTGAT2280 

98-277 TGTGGTTTGAAAACTAGAGGTTGGCCAGAAGTTAAAGAATCATTGACTAATATGGTTGAT2280 

94-234 TGTGGTTTGAAAACTAGAGGTTGGCCAGAAGTTAAAGAATCATTGACTAATATGGTTGAT2280 

     NCPF 3949TGTGGTTTGAAAACTAGAGGTTGGCCAGAAGTTAAAGAATCATTGACTAATATGGTTGAT2280 

SC 5314TGTGGTTTGAAAACTAGAGGCTGGCCAGAAGTTAAGGAATCATTGACCAATATGGTTGAA2274 

   ******************** **************.*********** ***********: 

Figura 4.28. Continuación 
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95-677 GCTGCTAAAGAATTCAGAGCTAAATACTAA 2310 

98-277 GCTGCTAAAGAATTCAGAGCTAAATACTAA 2310 

94-234 GCTGCTAAAGAATTCAGAGCTAAATACTAA 2310 

          NCPF 3949GCTGCTAAAGAATTCAGAGCTAAATACTAA 2310 

SC 5314GCTGCCAAAGAATTCAGAGCTAAATACTAA 2304 

  ***** ************************ 

Figura 4.28. Continuación 

 

4.4.2. Expresión del gen CdMET6  

La expresión del gen CdMET6 de los aislamientos atípicos de C. dubliniensis se cuantificó 

mediante la técnica de qRT-PCR.  

 

Los resultados de la expresión del gen se normalizaron con el nivel de expresión del gen 

constitutivo ACT1. Los datos obtenidos se analizaron mediante el test t de Student de dos colas 

y revelaron que los niveles de expresión de las cepas 95-677 y 94-234 eran similares al obtenido 

con la cepa NCPF 3949, sin embargo los niveles de expresión de la cepa 98-277 fueron 

significativamente menores respecto a los de la cepa NCPF 3949, como se muestra en la figura 

4.29.  

 

 

 

 

Figura 4.29. Expresión del gen CdMET6 mediante qRT-PCR para la cepa control de C. dubliniensis 

NCPF 3949 y las tres cepas atípicas estudiadas. (*) p <0,05 
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4.4.3. Inserción del gen CdMET6 en C. albicans. 

La incorporación del gen CdMET6 en C. albicans, se llevó a cabo utilizando el plásmido 

pNIM1
(234)

. En primer lugar se amplificó mediante PCR, a partir del ADN genómico de 

C. dubliniensis NCPF 3949, el fragmento completo de 2300 pb del gen CdMET6 (Figura 4.30), 

con los cebadores MET6 F SalI y MET6 R BamHI (Tabla 3.18). Este amplicón y el plásmido 

pNIM1, se sometieron a digestión con las enzimas de restricción (Sall-BamHI y Sall-BglII 

respectivamente) con la finalidad de obtener extremos cohesivos para su posterior ligación 

(Apartado 3.11.4).  

 

 

 

 

Figura 4.30. Electroforesis de los productos de PCR a partir del ADN de C. dubliniensis NCPF 3949 con 

los cebadores MET6 F SalI y MET6 R BamHI. Calle 1: reacción positiva de amplificación y calle 2: 

control negativo de la PCR  

 

 

Tras el proceso de ligación, se realizó la transformación de células competentes de la cepa de 

E. coli XL-10 Gold (Apartado 3.11.5) y se comprobó la presencia del inserto en los plásmidos 

recombinantes mediante la digestión con las enzimas SalI y BamHI obteniendo dos bandas de 

aproximadamente de 6.0 y 2.0 Kb, mientras que en los vectores sin el inserto se obtuvieron dos 

bandas de 4.5 y 2.0 Kb. 

La presencia del inserto en los plásmidos recombinantes también se verificó mediante PCR 

utilizando los cebadores específicos del inserto MET6 F SalI y MET6 R BamHI (Figura 4.31).  
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Figura 4.31. Electroforesis de los productos de PCR con los cebadores MET6 F SalI y MET6 R BamHI a 

partir del ADN de las colonias transformadas. Calle 1, 2 y 3: reacción positiva de amplificación y calle 4 

control negativo de la PCR. 

 

El plásmido resultante pNIM1-CdMET6, se digirió con las enzimas SacII y KpnI para la 

linealización del plásmido y se llevó a cabo la transformación en las células de C. albicans SC 

5314 mediante electroporación. 

Con el fin de confirmar la correcta integración del plásmido completo pNIM1-CdMET6 en el 

lugar ADH1 de C. albicans SC 5314, se llevaron a cabo 4 amplificaciones mediante PCR tal y 

como se describen en el apartado 3.11.8 de Materiales y Métodos (Figura 4.32). El resultado de 

cada una de las PCR realizadas reveló la presencia y la correcta integración de la totalidad 

pNIM1-CdMET6 en C. albicans SC 5314.  

.  

 

 

Figura 4.32. Electroforesis de los productos de PCR con los cebadores ADH1F y CartAR a partir del 

ADN de las colonias transformadas de C. albicans. Calle 1, 2, 3 y 4: reacción positiva de amplificación y 

calle 5 control negativo de la PCR. 
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4.4.4. Caracterización de la cepa C. albicans-CdMET6  

La caracterización de la cepa C. albicans-CdMET6 se llevó a cabo mediante diversos métodos 

fenotípicos, inmunológicos y proteómicos, y los resultados fueron contrastados con los de las 

cepas de referencia de C. dubliniensis NCPF 3949 y C. albicans SC 5314. 

 

4.4.4.1. Métodos fenotípicos 

Una de las características fenotípicas que se estudió fue la producción de clamidosporas. Esta 

prueba se realizó con varios medios que estimulan la formación de clamidosporas como el agar 

CH-P, agar Staib, agar harina de maíz, agar caseína y agar YNB suplementado con galactosa y 

metionina. La cepa C. albicans-CdMET6 no formó colonias rugosas y la observación 

microscópica reveló que no era capaz de formar clamidosporas (Figura 4.33).  

   

Figura 4.33. Capacidad para formar clamidosporas en agar Staib tras 72 h a 30 ºC: (A) C. dubliniensis 

NCPF 3949, (B) C. albicans SC 5314 y (C) C. albicans-CdMET6. Observación microscópica a 400X. 

 

4.4.4.2. Métodos inmunológicos 

La cepa C. albicans-CdMET6 no modificó su reacción en la prueba de aglutinación Bichro-

Dubli Fumouze
®
 en comparación con la cepa parental (Figura 4.34) y en el mismo sentido no 

mostró reacción con el AcM 12F7-F2 (principio activo de Bichro-Dubli) mediante IFI.  

 

 

Figura 4.34. Prueba de aglutinación con el test  Bichro-Dubli Fumouze: (1) C. dubliniensis NCPF 3949, 

(2) C. albicans SC 5314 y (3) C. albicans-CdMET6. 
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Estas dos técnicas (aglutinación e IFI) no son muy sensibles y por ese motivo se llevaron a cabo 

estudios de la reacción del AcM 12F7-F2 mediante microscopía confocal y la microscopía 

electrónica cuyos resultados se muestran más adelante en los apartados 4.4.4.2.1 y 4.6 

respectivamente. 

 

4.4.4.2.1. Reacción con el AcM 12F7-F2 por microscopía confocal  

La microscopía confocal mostró una mayor sensibilidad y resolución a la hora de poner en 

evidencia la reacción del AcM 12F7-F2 con los antígenos de la superficie de la pared de las 

diferentes cepas. En la figura 4.35 se puede apreciar claramente la señal fluorescente en la 

superficie de las células de la cepa de C. dubliniensis NCPF 3949, mientras que se observó una 

reacción de escasa intensidad en C. albicans SC 5314 y en las cepas atípicas 98-277, 95-677 y 

94-234 de C. dubliniensis. En el caso de la cepa C. albicans-CdMET6 se observó un incremento 

moderado de la reacción con el AcM en relación a su cepa parental. 
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Figura 4.35. Reacción del AcM 12F7-F2 con levaduras mediante microscopía confocal (600X). 

C. dubliniensis (Cd) y C. albicans (Ca).  
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4.4.4.2.2. Reacción del AcM 12F7-F2 frente a extractos de pared separados mediante 

electroforesis monodimensional y bidimensional (2D-PAGE) 

 Reacción del AcM 12F7-F2 frente a extractos de pared separados mediante 

electroforesis monodimensional 

 

Se estudió la reacción del AcM 12F7-F2 mediante inmunodetección frente a los extractos de 

pared de la cepa transformada de C. albicans y los resultados fueron comparados con los de las 

cepas de referencia de C. dubliniensis NCPF 3949 y C. albicans SC 5314.  

El AcM 12F7-F2 reconoció un componente de 90 kDa en la cepa de C. albicans-CdMET6 que 

no se apreció en la cepa parental C. albicans SC 5314, al tiempo que se identificó un 

componente de 50 kDa común en ambas cepas (Figura 4.36). 

  

 

Figura 4.36. Reacción del AcM 12F7-F2 con los extractos DTT de pared de (1) C. dubliniensis NCPF 

3949; (2) C. albicans SC 5314 y (3) C. albicans-CdMET6.  

 

 Reacción del AcM 12F7-F2 frente a extractos de pared separados mediante 

electroforesis bidimensional 

 

Con el objeto de caracterizar mejor el antígeno que reconoce el AcM 12F7-F2, se utilizó la 

electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE). 

Para este nuevo apartado con la técnica de electroforesis en geles 2D-PAGE, se incorporaron 

también los extractos DTT de la pared de las cepas atípicas de C. dubliniensis. Tras realizar la 

inmunodetección con el AcM se observó, en general, un mayor número de proteínas 

inmunoreactivas en cada una de las cepas estudiadas, por lo que se llevó a cabo la identificación 

por MALDI-TOF-TOF de aquellas que mostraron una reacción más intensa (Figuras 4.37, 4.38, 

4.39, 4.40, 4.41 y 4.42). 
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Figura 4.37. Electroforesis en geles 2D-PAGE de los extractos DTT de C. dubliniensis NCPF 3949. Panel 

A: gel teñido con Colloidal Coomassie ® y panel B: inmunodetección con el AcM 12F7-F2. La identidad 

de las proteínas marcadas con números se muestra en la tabla 4.9. 
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Figura 4.38. Electroforesis en geles 2D-PAGE de los extractos DTT de C. albicans SC 5314. Panel A: gel 

teñido con Colloidal Coomassie ® y panel B: inmunodetección con el AcM 12F7-F2. La identidad de las 

proteínas marcadas con números se muestra en la tabla 4.9. 

 



   Resultados 

 143 

 

 

 

 

  

 

 

7 

9  

8 

10 

pI   →         pI 

3                                                                          10   3                                                                        10 

 

              A                   B 
Mr 

(kDa) 

↓ 

100- 

 
 

 

 

50- 
 

 

 

20- 

-100 

 
 

 

 

-50 

 

 
 

-20 

Mr 

(kDa) 

 

Figura 4.39. Electroforesis en geles 2D-PAGE de los extractos DTT de C. albicans-CdMET6. Panel A: 

gel teñido con Colloidal Coomassie ® y panel B: inmunodetección con el AcM 12F7-F2. La identidad de 

las proteínas marcadas con números se muestra en la tabla 4.9. 

 

 

 

Figura 4.40. Electroforesis en geles 2D-PAGE de los extractos DTT de C. dubliniensis 98-277. Panel A: 

gel teñido con Colloidal Coomassie ® y panel B: inmunodetección con el AcM 12F7-F2. La identidad de 

las proteínas marcadas con números se muestra en la tabla 4.9. 
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Figura 4.41. Electroforesis en geles 2D-PAGE de los extractos DTT de C. dubliniensis 95-677. Panel A: 

gel teñido con Colloidal Coomassie ® y panel B: inmunodetección con el AcM 12F7-F2. La identidad de 

las proteínas marcadas con números se muestra en la tabla 4.9. 

 

 

 

Figura 4.42. Electroforesis en geles 2D-PAGE de los extractos DTT de C. dubliniensis 94-234. Panel A: 

gel teñido con Colloidal Coomassie ® y panel B: inmunodetección con el AcM 12F7-F2. La identidad de 

las proteínas marcadas con números se muestra en la tabla 4.9. 
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 Análisis de los péptidos mediante espectrometría de masas tipo MALDI-TOF-TOF 

Las proteínas correspondientes a las manchas reactivas con el AcM fueron escindidas de los 

geles teñidos con Colloidal Coomassie ®. Cada uno de los componentes escindidos, se sometió a 

un proceso de digestión con tripsina obteniéndose diferentes fragmentos peptídicos que fueron 

analizados mediante espectrometría de masas MALDI-TOF-TOF. Posteriormente, se realizó la 

búsqueda de homologías en la base de datos MASCOT (www.matrixscience.com; Tabla 4.9). 

Este análisis se llevó a cabo en el servicio de proteómica (SGIker) de la UPV/EHU. 

 

Tabla 4.9. Proteínas inmunoreactivas con el AcM 12F7-F2 en C. dubliniensis y C. albicans 

 

Spot Nº de acceso Proteína 
nombre 

del spot 
pI Score Mr(kDa) 

% 

Cobertura 

secuencia 

1 gi|241958066 Metionina sintasa de 

C. dubliniensis 
Met6p 5.35 2326 86,27 57 

2 gi|241949449 Enolasa de C. dubliniensis Eno1p 5,64 1453 47,20 48 

3 gi|241956296 Fosfoglicerato quinasa de 

C. dubliniensis  
Pgk1p 6.37 1734 45,24 74 

4 gi|241954316 Exo-1,3-β-glucanasa de 

C. dubliniensis 
Exg2p 4.67 421 34,00 25 

5 gi|241951116 Fosfoglicerato mutasa 1, 

de C. dubliniensis 
Gpm1p 6.00 882 27,45 57 

6 gi|68488457 Enolasa de C. albicans Eno1p 5.54 1174 47,20 47 

7 gi|68475194 Metionina sintasa de 

C. albicans 
Met6p 5.44 1938 85,76 46 

8 gi|68467277 Proteína hipotética 

CaO19.12447 de 

C. albicans  

Hsp70p 5.06 1290 70,45 41 

9 ENO1_CANAL Enolasa de C. albicans Eno1p 5.54 2534 47,20 47 

10 gi|37548637 Proteína de 29 kDa unida a 

IgE de C. albicans 
ThiJ/Pfp1 4.79 1006 25,93 61 

11 gi|241958066 Metionina sintasa de 

C. dubliniensis 
Met6p 5,35 2502 86,27 66 

12 gi|241949449 Enolasa de C. dubliniensis Eno1p 5,64 1369 47,20 60 

13 gi|241948503 Proteína 14-3-3 de 

C. dubliniensis  
Bmh1p 4.75 1195 29,67 76 

14 gi|241958066 Metionina sintasa de 

C. dubliniensis 
Met6p 5,35 2474 86,27 56 

15 gi|241956296 Fosfoglicerato quinasa de 

C. dubliniensis 
Pgk1p 6,37 1252 45,24 75 
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16 gi|241948503 Proteína 14-3-3 de 

C. dubliniensis  
Bmh1p 4.75 1195 29,67 76 

17 gi|241958066 Metionina sintasa de 

C. dubliniensis 
Met6p 5,35 2202 86,27 51 

18 gi|241949449 Enolasa de C. dubliniensis Eno1p 5.64 1449 47,20 45 

 

 

 

 Péptidos que reaccionan en las diferentes cepas de C. dubliniensis y C. albicans 

analizadas  

Se analizaron un total de 18 muestras que condujeron a la identificación de 8 proteínas: 

metionina sintasa (Met6), enolasa (Eno1), fosfoglicerato quinasa (Pgk1), fosfoglicerato mutasa 

1 (Gpm1), exo-1,3-β-glucanasa (Exg2), proteína 14-3-3 (Bmh1), proteína de choque térmico 70 

(Hsp70) y la proteína de 29 kDa unida a IgE (ThiJ/Pfp1). En la tabla 4.10 se muestran las 

proteínas identificadas en los proteomas de las diferentes cepas estudiadas.  

Cabe destacar que la proteína Met6 fue la única que estaba representada en todas las muestras 

de C. dubliniensis, con un rango de cobertura de la secuencia superior al 50%. Esta enzima 

también se detectó en la cepa heteróloga C. albicans-CdMET6, mientras que su reacción no fue 

significativa en la cepa parental C. albicans SC 5314. 

En el caso de la proteína Eno1, fue un componente común en todas las muestras de 

C. dubliniensis y C. albicans analizadas, excepto en la cepa atípica 95-677.  

El análisis de las muestras peptídicas que reaccionaban con el AcM 12F7-F2 permitió 

identificar otros componentes del extracto de C. dubliniensis NCPF 3949 como las proteínas 

Exg2, Gmp1 y Pgk1. Esta última proteína también estaba representada en el proteoma de la 

cepa del grupo blp 95-677. 

La proteína Bmh1 mostró una reacción significativa con el AcM en los extractos de pared 

celular de las cepas atípicas de C. dubliniensis 98-277 y 95-677. 

Cabe destacar que las proteínas Hsp70 y ThiJ/Pfp1 únicamente mostraron reacción en la cepa 

heteróloga C. albicans-CdMET6. 
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Tabla 4.10. Proteínas reactivas con AcM 12F7-F2 identificadas en las cepas estudiadas 

 C. dubliniensis C. albicans 

 NCPF 3949 98-277 95-677 94-234 SC 5314 
C. albicans-

CdMET6 

Met6p + + + + - + 

Eno1p + + - + + + 

Pgk1p + - + - - - 

Gpm1p + - - - - - 

Exg2p + - - - - - 

Bmh1p - + + - - - 

Hsp70p - - - - - + 

ThiJ/Pfp1p - - - - - + 

(+) Positivo; (-) negativo 

 

 

 Comparación de las secuencias de las proteínas reconocidas por el AcM 12F7-F2 

 

El hecho de que el AcM 12F7-F2 presentara reacción frente a varias proteínas (Tabla 4.10), 

además de la metionina sintasa de C. dubliniensis (CdMet6), nos llevó a comparar las 

secuencias aminoacídicas de estas proteínas entre si, con el fin de localizar algún segmento que 

pudiera ser considerado como determinante antigénico. Para ello, se utilizó el programa 

informático T-Coffee descrito por Notredame y cols. 
(234)

, que permite el alineamiento de 

múltiples secuencias.  

La comparación entre la secuencia de la proteína Eno1 y CdMet6, reveló varias regiones de alta 

homología (en color rojo) comprendidas entre los aminoácidos 213-225, 460-479, 494-515, 

713-729 y 758-766 de la CdMet6 (Figura 4.43).  

Se alinearon igualmente las secuencias de las proteínas Pgk1 y CdMet6 y en este caso se 

apreciaron cinco regiones que revelaron una alta similitud comprendidas entre los aminoácidos 

1-6, 30-37, 114-123 ,647-700 y 763-769 de la CdMet6 (Figura 4.44).  

El alineamiento de la secuencia de la proteína Gpm1 con la proteína CdMet6, presentó cuatro 

regiones de alta homología comprendidas entre los aminoácidos 143-149, 162-177, 707-728 y 

737-742 de la sintasa CdMet6 (Figura 4.45).  

La comparación de la secuencia de la proteína Bmh1 frente a la proteína CdMet6 no reveló 

ninguna región de alta homología mientras que el alineamiento de las secuencias Exg2p y 

CdMet6p sólo reveló una región homóloga entre los aminoácidos 642-649 de la sintasa CdMet6 
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(Figura 4.46).  

En el caso de la ThiJ/Pfp1, ésta presentó diversas regiones de alta homología comprendidas 

entre los aminoácidos 55-61, 125-137, 274-281, 637-647 y 737-745 de la CdMet6 (Figura 4.47). 

Finalmente, se llevó a cabo la comparación de las secuencias aminoacídicas de las proteínas 

Hsp70 y CdMet6 donde se apreciaron varias regiones de alta similitud, comprendidas entre los 

aminoácidos 54-58, 74-83, 228-260, 298-329, 380-387, 394-416 y 534-567 de la sintasa 

CdMet6 (Figura 4.48).  

En este estudio comparativo de las secuencias peptídicas, las proteínas Hsp70 y Eno1 fueron las 

que presentaron una mayor homología con la proteína CdMet6 (65% y 63% respectivamente), 

mientras que las proteínas Pgk1, Gpm1, Exg2 y ThiJ/Pfp1p presentaron una homología algo 

menor (54%, 58%, 45% y 54% respectivamente).  

 

 
BAD AVG GOOD;MET6   :  55;ENO1   :  74;cons   :  63 

 

MET6     181 DKDSLDLEPISLLPKILPVYKELLQKLKEAGAEQVQIDEPVLVLD  225  

ENO1      71 ----------------NDIIAPALVKAKIDVVDQAKVDEFLLSLD   99  

cons     181                   :    * * *   .:*.::** :* **  225  

 

MET6     456 DIRINRNKFAKGQITAEEYETFINKE-IETVVRFQEEIGLDVLVH  499  

ENO1     266 NPESDPSKWLSGPQLADLYEQLISEYPIVSIEDPFAEDDWDAWVH  310  

cons     496 : . : .*: .*   *: ** :*.:  * ::     * . *. **  540  

 

MET6     500 GEPERNDMVQYFGEQLNGFAFTTNGWVQSYGSRYVRPPIIVGDVS  544  

ENO1     311 FFQRVGDKIQIVGDDLTV---------------------------  328  

cons     541    . .* :* .*::*.                              585  

 

MET6     680 IEFSKKDDPNYIQEFSEYPNHIGLGLFDIHSPRIPSKQEFVSRIE  724  

ENO1     381 -----ETEDTFIADLS-----VGLRSGQIK-TGAPARSERLAKLN  414  

cons     721      : : .:* ::*     :**   :*: .  *::.* :::::  765  

 

MET6     725 EILKVYPASKFWVNPDCGLKTRGWPEVKESLTNMVDAAKEFRA--  767  

ENO1     415 QILRIEE---------------------ELGPDAIYAGKDFQKAS  438  

cons     766 :**::                       *  .: : *.*:*:     810  

 

 

Figura 4.43. Alineamiento de las secuencias de las proteínas CdMet6 y Eno1 de C. dubliniensis. El 

símbolo (*) indica los aminoácidos idénticos, los símbolos (.) y (:) indican las sustituciones conservadas y 

semiconservadas, respectivamente. 
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BAD AVG GOOD;MET6   :  45;PGK1   :  67;cons   :  54 

 

MET6       1 MVQSSVLGFPRIGGQRELKKITEAYWSGKATVEELLAKGKELREN   45  

PGK1       1 MSLSNK-----------------------LSVKDLDVTGKRVF--   20  

cons       1 *  *.                         :*::* ..**.:      45  

 

MET6      90 PIDVLFAMGRGLQKKATETQAAVDVTALEMVKWFDSNY-------  127  

PGK1      28 PLD---------GK--TITNNQRIVAALPTIKYVEERKPKYIVLA   61  

cons      91 *:*          *  * *:    *:**  :*:.:..          135  

 

MET6     644 -RVATSGVENSTQIHSHFCYSDLDPNHIKALDADVVSIEFSKKDD  687  

PGK1     293 KDANTSSATDAEGIPDNWMGLDCGPKSVQLFQQAVAKAKTIVWNG  337  

cons     676   . **.. ::  * .::   * .*: :: ::  *.. :    :.  720  

 

MET6     688 PNYIQEFSEYPNHIGLGLFDIHSPRIPSKQEFVSRIEEILKVYPA  732  

PGK1     338 PPGVFEFEKFANGTK-SLLDAAVKSAESGNIVI--IGGGDTATVA  379  

cons     721 *  : **.::.*    .*:*       * : .:  *    ..  *  765  

 

MET6     733 SKFWVNPDCG-LKTRGWPEVKESLTNMVDAAKEFRAKY  769  

PGK1     380 KKYGVVEKLSHVSTGGGASLELLEGKDLPGVVALSNKN  417  

cons     766 .*: *  . . :.* * ..::    : : ..  :  *   803  

 

 

Figura 4.44. Alineamiento de las proteínas CdMet6 y Pgk1 de C. dubliniensis. El símbolo (*) indica los 

aminoácidos idénticos, los símbolos (.) y (:) indican las sustituciones conservadas y semiconservadas, 

respectivamente. 

  

 

 

 

BAD AVG GOOD;MET6   :  46;GPM1   :  76;cons   :  58 

 

MET6     136 HSTEFKLNTDAGIKPVDEFNEAK-ALGIQTRPVILGPISYLYLGK  179  

GPM1      40 ----GELLKEAGIK-VDVLHTSKLSRAIQTANIALDAADQLYVPV   79  

cons     136      :* .:**** ** :: :* : .***  : *.. . **:    180  

 

MET6     674 DADVVSIEFSKKDDPNYIQEFSEYPNHIGLGLFDIHSPRIPSKQE  718  

GPM1     195 ----------------------------NISDEDIAGLNIPTGIP  211  

cons     676                             .:.  ** . .**:     720  

 

MET6     719 FVSRIEEILKVYPASKFWVNPDCGLKTRGWPEVKESLTNMVDAAK  763  

GPM1     212 LVYELDENLKPTKP-SYYLDPEAAAAGAA-------------AVA  242  

cons     721 :* .::* **   . .::::*:..    .             *.   765  

 

Figura 4.45. Alineamiento de las proteínas CdMet6 y Gpm1 de C. dubliniensis. El símbolo (*) indica los 

aminoácidos idénticos, los símbolos (.) y (:) indican las sustituciones conservadas y semiconservadas, 

respectivamente. 
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BAD AVG GOOD;MET6   :  35;EXG2   :  64;cons   :  45 

 

MET6     624 LPLRAGKERSDYLNWAAQSFRVATSGVENSTQIHSHFCYSDLDPN  668  

EXG2     269 ------------YEAFDEAWKPDTSGT-NSVEKHWG---------  291  

cons     631              :   ::::  ***. **.: *             675  

 

Figura 4.46. Alineamiento de las proteínas CdMet6 y Exg2 de C. dubliniensis. El símbolo (*) indica los 

aminoácidos idénticos, los símbolos (.) y (:) indican las sustituciones conservadas y semiconservadas, 

respectivamente. 

 

 

 

 

 
BAD AVG GOOD;MET6   :  40;29     :  81;cons   :  54 

 

MET6      46 NWKLQQKAGVDIIPSNDFSYYDQVLDLSLLFNAIPERYTKFDLAP   90  

29        15 FYSDGKKTGVFVVEA---------------------------LHP   32  

cons      46  :.  :*:** :: :                           * *   90  

 

MET6      91 IDVLFAMGRGLQKKATETQAAVDVTALEMVKWFDSNYHYVRPTFS  135  

29        33 FEVFRKKGY-------EIQLASETGT------FGWDDHSVVPDFL   64  

cons      91 ::*:   *        * * * :. :      *. : * * * *   135  

 

MET6     136 HSTEFKLNTDAGIKPVDEFNEAKALGIQTRPVILGPISYLYLGKA  180  

29        65 NGEDKEIFDNV----NSEFNVA-----------------------   82  

cons     136 :. : ::  :.     .*** *                         180  

 

MET6     271 PVSGFHFDFVRVPDQLDQVASILKNDQTLSVGVVDGRNIWKTDFA  315  

29       104 AGHGTLFDYPHAKD-LQKIATTVYNKGGVV---------------  132  

cons     271 .  *  **: :. * *:::*: : *.  :                  315  

 

MET6     631 ERSDYLNWAAQSFRVATSGVENSTQIHSHFCYSDLDPNHIKALDA  675  

29       203 ----WDNFTVTDGRIVT----------------------------  215  

cons     631     : *::. . *:.*                              675  

 

MET6     721 SRIEEILKVYPASKFWVNPDCGLKTRGWPEVKESLTNMVDAAKEF  765  

29       216 ---------------GVNPQSAVKTAE------------DVIAAF  233  

cons     721                 ***:..:**              *.   *  765  

 

 

Figura 4.47. Alineamiento de las proteínas CdMet6 de C. dubliniensis y ThiJ/Pfp1 de C. albicans. El 

símbolo (*) indica los aminoácidos idénticos, los símbolos (.) y (:) indican las sustituciones conservadas y 

semiconservadas, respectivamente. 
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BAD AVG GOOD;MET6    :  64;HSP70   :  67;cons    :  65 

MET6       46 NWKLQQKAGVDIIPSNDFSYYDQVLDLSLLFNAIPERYTKFDLAP   90  

HSP70       4 ------AVGIDLGTTYSCVAHFANDRVEIIANDQGNRTTPSFVAF   42  

cons       46        .*:*: .: .   :     :.:: *   :* *   :*    90  

 

MET6      220 -PVLVLDLPEIVQSKFKEAYDALVGSNDDIPELILTTYFGDVRPN  263  

HSP70     110 KTFSPEEISSMVLTKMKEIAEGYLGSTVKDAVVTVPAYFNDS---  151  

cons      226  ..   ::..:* :*:**  :. :**. . . : :.:**.*      270  

 

MET6      264 LKAIENLPVSGFHFDFVRVPDQLDQVASILKNDQTLSVGVVDGRN  308  

HSP70     152 ------------------------------QRQATKDAGTIAGLN  166  

cons      271                               :.: * ..*.: * *  315  

 

MET6      309 IWKTDFAKASSVVQKAIEKVGKDK---VVVATSSSLLHTPVDLES  350  

HSP70     167 VLRIINEPTAAAIAYGLDKKGSRGEHNVLI----------FDLG-  200  

cons      316 : :     :::.:  .::* *.     *::          .**    360  

 

MET6      351 ETKLDGVIKDWFSFATQKLDEVVVIAK------NVSGEDVSKELQ  389  

HSP70     201 --------GGTFDVSLLAIDEGIFEVKATAGDTHLGGEDFDNRLV  237  

cons      361          . *..:   :** :. .*      ::.***..:.*   405  

 

MET6      390 A-NATSIKARSESSITNDPKVQERLTTINEALATRKAAFPERLTE  433  

HSP70     238 NFFIQEFKRKNKKDISTNQRALRRLRTACERAKRTLSSSAQTSIE  282  

cons      406      .:* :.:..*:.: :. .** *  *      :: .:   *  450  

 

MET6      515 LNGFAFTTNGWVQSYGSRYVRPPIIVGDVSRPKAMTVKESVYAQS  559  

HSP70     358 LNKSIN--PDEAVAYGA-AVQAAILTGDTSSKTQDILLLDVAPLS  399  

cons      541 **       . . :**:  *:..*:.**.*  .   :  .* . *  585  

 

MET6      560 ITSKPMKGMLTGPVT---------ILRWSFPRDDVSGKI-QALQL  594  

HSP70     400 LGIETAGGIMTKLIPRNSTIPTKKSETFSTYADNQPGVLIQVFEG  444  

cons      586 :  :.  *::*  :.            :*   *: .* : *.::   630  

 

 

Figura 4.48. Alineamiento de las proteínas CdMet6 C. dubliniensis y Hsp70 de C. albicans. El símbolo 

(*) indica los aminoácidos idénticos, los símbolos (.) y (:) indican las sustituciones conservadas y 

semiconservadas, respectivamente. 

 

 

La comparación de las secuencias peptídicas de las proteínas reconocidas por el AcM 12F7-F2 

reveló tres regiones de alta homología: una de 7 aminoácidos para CdMet6, ThiJ/Pfp1 y Hsp70 

(región 1 de la tabla 4.11), otra de 22 aminoácidos compartida por las proteínas CdMet6, Gpm1 

y Eno1 (región 2 de la tabla 4.11), y la última de 11 aminoácidos para CdMet6, Pgk1 y Eno1 en 

la región 3 de la tabla 4.11. 

Se utilizó el programa informático Epitopia (http://epitopia.tau.ac.il/) 
(275)

 en las tres regiones de 

alta homología para comprobar el grado de antigenidad de estas regiones. Como se ilustra en la 

tabla 4.12, la región 1 mostró una baja capacidad antigénica mientras que las regiones 2 y 3 

presentaron una elevada capacidad antigénica.  
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Tabla 4.11. Resumen de las regiones de alta homología de las proteínas reconocidas por el AcM 12F7-F2 comunes con CdMet6p  

 
CdMet6

A

B

C

D

E

F
región 1 2 3

500 600 700 800100 200 300 400

 

A: Eno1; B: Pgk1; C: Gpm1; D: Exg2; E: ThiJ/Pfp1; F: Hsp70; Marcado de color rojo la tres regiones de alta homología comunes a varias proteínas 

 

Tabla 4.12. Capacidad antigénica de las tres regiones de alta homología 

REGIÓN 1  REGIÓN 2  REGIÓN 3 

CdMet6 GVDIIPS 

ThiJ/Pfp1 GVFVVEA 

Hsp70 GIDLGTT 

 

CdMet6 DIHSPRIPSKQEFVSRIEEILK 

Eno1 QIKTGAPARSERLAKLNQILRI 

Gpm1 DIAGLNIPTGIPLVYELDENLK 

 

CdMet6 MVDAAKEFRAK 

Eno1 AIYAGKDFQKA 

Pgk1 KDLPGVVALSN 

 

Escala de inmunogenicidad: 

1  2  3  4    5        

Bajo Medio Alto 
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4.5. Efecto del tratamiento con DTT de las blastosporas de C. albicans 

y C. dubliniensis sobre la reacción con el AcM 12F7-F2 

La reacción del AcM con los componentes de los extractos DTT de la pared celular de las 

diferentes cepas estudiadas demostró que todas ellas contenían proteínas reactivas, sin embargo 

el análisis por IFI confocal hacía intuir que estos antígenos, aunque presentes no estaban 

localizados en la superficie expuesta de la pared de las cepas estudiadas. Con estas premisas, 

para estudiar la distribución espacial del antígeno reactivo con el AcM 12F7-F2 en la pared 

celular, se desbrozó la superficie de la célula mediante incubación continuada con DTT y se 

llevó a cabo un análisis de la intensidad de la reacción antígeno-anticuerpo a lo largo del tiempo 

de tratamiento. Este ensayo se realizó con células de los cuatro genotipos de C. dubliniensis 

(genotipo 1: NCPF 3949; genotipo 2: CBS 2747; genotipo 3: 05-199 y genotipo 4: 05-200), 

C. albicans (SC 5314 y C. albicans-CdMET6) y con las cepas atípicas de C. dubliniensis (98-

277, 95-677 y 94-234). Los cuatro genotipos de C. dubliniensis mostraron una reacción intensa 

con el AcM 12F7-F2 y ésta se mantuvo elevada, aunque con fluctuaciones, a lo largo del 

tratamiento de las blastosporas con DTT (Figura 4.49). Contrariamente los tres aislamientos 

atípicos de C. dubliniensis y la cepa de C. albicans SC 5314, mostraron una reacción mínima y 

esta no presentó modificaciones con el tratamiento de las blastosporas con DTT, mientras que la 

cepa C. albicans-CdMET6 presentó una reacción intermedia que aumentó con el tiempo de 

tratamiento de las blastosporas con DTT (Figura 4.50).  

 

Figura 4.49. Nivel de reacción de las blastosporas de las diferentes cepas de C. dubliniensis y C. albicans 

con el AcM 12F7-F2 a lo largo del tratamiento con DTT: (◊) cepa NCPF 3949; (⌷) cepa CBS 2747; () 

cepa 05-199; (x) cepa 05-200 y (*) cepa SC 5314. 



   Resultados 

 154 

 

 

 

Figura 4.50. Nivel de reacción de las blastosporas de las diferentes cepas de C. dubliniensis y C. albicans 

con el AcM 12F7-F2 a lo largo del tratamiento con DTT: (◊) cepa NCPF 3949; () cepa 98-277; () cepa 

95-677; (⌷) cepa 94-234; (*) cepa SC 5314 y (+) C. albicans-CdMET6. 

 

4.6. Localización celular del antígeno reactivo con el AcM 12F7-F2 

mediante inmunocitoquímica.  

La técnica de inmunocitoquímica en combinación con la microscopía electrónica de 

transmisión, se utilizó con el fin de visualizar la localización celular en donde se produce la 

reacción antígeno-anticuerpo. Para poner de manifiesto estos complejos se utilizó un anticuerpo 

secundario marcado con oro coloidal.  

La cepa de referencia de C. dubliniensis NCPF 3949 presentó acumulaciones de partículas de 

oro principalmente asociadas a la cara externa de la pared celular y zonas internas la pared y, en 

menor proporción en el citoplasma (Figura 4.51). 

En las microfotografías de las células de la cepa SC 5314 de C. albicans (Figura 4.52) se 

observó que las partículas de oro se localizaban únicamente dentro del citoplasma mientras que 

en la cepa de C. albicans-CdMET6 el marcaje con oro se extendía desde el citoplasma a la pared 

celular y, en ocasiones, se visualizó alguna partícula de oro unida a la superficie de la pared 

celular (Figura 4.53). 

Por su parte, los tres aislamientos atípicos de C. dubliniensis estudiados mostraron un patrón 

similar entre ellos y presentaron un marcaje de partículas de oro distribuido por todo el 

citoplasma y en las capas más internas de la pared celular. Como se ilustra en las figuras 4.54, 

4.55 y 4.56, y al contrario de lo registrado para la cepa de C. dubliniensis de referencia no se 

pudieron apreciar partículas de oro en las capas externas de la pared celular.   
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Figura 4.51. Micrografía electrónica mostrando la reacción del AcM 12F7-F2 con C. dubliniensis (Cd) 

NCPF 3949. Marcaje con un anticuerpo secundario conjugado a oro coloidal.  
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Figura 4.52. Micrografía electrónica mostrando la reacción del AcM 12F7-F2 con C. albicans SC 5314. 

Marcaje con un anticuerpo secundario conjugado a oro coloidal.  
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Figura 4.53. Micrografía electrónica mostrando la reacción del AcM 12F7-F2 con C. albicans-CdMET6. 

Marcaje con un anticuerpo secundario conjugado a oro coloidal.  
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Figura 4.54. Micrografía electrónica mostrando la reacción del AcM 12F7-F2 con Cd 98-277. Marcaje 

con un anticuerpo secundario conjugado a oro coloidal.  
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Figura 4.55. Micrografía electrónica mostrando la reacción del AcM 12F7-F2 con Cd 95-677. Marcaje 

con un anticuerpo secundario conjugado a oro coloidal. 
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Figura 4.56. Micrografía electrónica mostrando la reacción del AcM 12F7-F2 con Cd 94-234. Marcaje 

con un anticuerpo secundario conjugado a oro coloidal. 
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En las últimas décadas, la incidencia de infecciones causadas por hongos en los seres humanos 

ha aumentado afectando principalmente a individuos con deficiencias en el sistema 

inmunológico, especialmente a personas infectadas por el VIH y pacientes que reciben 

tratamientos de quimioterapia que inducen inmunosupresión severa 
(67)

. Por otra parte, el uso de 

antibióticos de amplio espectro, la colonización de las mucosas por las levaduras comensales, 

las terapias médicas que implican procedimientos quirúrgicos invasivos y el uso de catéteres 

venosos centrales hacen que los pacientes sean vulnerables a infecciones por una gran variedad 

de hongos patógenos oportunistas, entre los que destacan las especies de Candida 

(90,97,117,241,244,247,248,337,354)
. Candida albicans, un hongo común en la microbiota oral y 

gastrointestinal de personas sanas, es la especie más patógena del género Candida y es 

considerada la causa más frecuente de las candidiasis, tanto superficiales como sistémicas 

(67,220,226)
. Sin embargo cabe destacar otras especies del género Candida patógenas oportunistas 

como Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida dubliniensis, Candida parapsilosis, 

Candida krusei y Candida guilliermondii que también son responsables de causar infecciones 

invasivas 
(124,142,248,264,286,332)

. 

 

Candida dubliniensis es una especie del género Candida descrita en 1995 por Sullivan y cols. 

(332)
. Desde entonces, son muchos los artículos que han confirmado su amplia distribución en 

todo el mundo 
(65,67,261,327,330)

. Este microorganismo está principalmente asociado a personas 

infectadas por el VIH y pacientes de sida con candidiasis oral recurrente, aunque también se ha 

descrito, si bien en menor proporción, en individuos sanos y pacientes sin VIH pero con 

enfermedades severas como la diabetes y el cáncer 
(15,258,301,352)

.  

Con respecto a su nicho anatómico, C. dubliniensis se ha aislado en diversas localizaciones del 

cuerpo humano, incluyendo la cavidad oral, el tracto respiratorio, sangre, sistema nervioso 

central, la vagina y la piel tanto en pacientes infectados por el VIH como en individuos sanos 

(94,224,258,332)
.  

La existencia de aislamientos de C. dubliniensis resistentes a algunos antifúngicos, como el 

fluconazol o la 5-fluorocitosina, hace que sea necesario realizar una correcta identificación de 

esta especie para evitar de esta manera fracasos terapéuticos.  
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En un estudio con 477 aislamientos clínicos que crecieron como colonias verdes en 

CHROMagar Candida, se identificaron 434 cepas de C. albicans, 34 cepas de C. dubliniensis y 

9 aislamientos no identificables debido a que presentaban un perfil dudoso. Los aislamientos 

clínicos procedían de diferentes hospitales españoles y universidades europeas y sudamericanas. 

En nuestro laboratorio, se observó que los nueve aislamientos sin identificar mostraban rasgos 

atípicos: seis de los aislamientos crecieron como colonias de color rosa (grupo rosa) en el medio 

cromogénico CHROM-Pal y las otras tres cepas desarrollaron blastosporas pequeñas (grupo 

blp) con formas ovaladas, alargadas y estrechas. A nuestro entender, hasta ahora, únicamente se 

ha descrito una cepa de C. dubliniensis aislada del torrente sanguíneo que producía blastosporas 

pequeñas y clamidosporas escasas 
(290)

. 

 

Las cepas del grupo rosa fueron aisladas en Argentina a partir de la cavidad oral de diferentes 

individuos sanos y pacientes con gingivitis oral, mientras que los aislamientos del grupo blp 

fueron recuperados de la cavidad oral de tres pacientes infectados por el VIH de Granada (98-

277) y Bilbao (95-677 y 94-234). 

 

C. dubliniensis es un microorganismo que se aísla comúnmente en cultivos mixtos con 

C. albicans y otras levaduras, y crece fácilmente en agar de dextrosa Sabouraud (SDA) a 30-

37 °C, desarrollando colonias de color blanco cremoso similares a las de C. albicans 
(332)

. 

C. dubliniensis y C. albicans son especies que comparten muchas características fenotípicas y 

genotípicas. Estas similitudes suelen dificultar la identificación eficaz de las cepas de 

C. dubliniensis 
(4,5,65,178,250,253,258,326,329-332)

. Las técnicas para discriminar entre estas dos especies 

de Candida estrechamente relacionadas, se basan en las características fenotípicas, 

inmunológicas y genotípicas. Con estas técnicas se han identificado 9 cepas de C. dubliniensis 

con alguna característica diferencial dentro del grupo a las que se denominó como cepas 

atípicas. 

 

Las pruebas fenotípicas son los métodos más utilizados e incluyen el estudio de la capacidad 

para crecer a 45 °C, el análisis del aspecto del color de las colonias en los medios cromogénicos, 

así como la capacidad de formar clamidosporas y de asimilar diversos compuestos carbonados. 

 

La incapacidad de C. dubliniensis para crecer a temperaturas elevadas (42 a 45 °C) es una de las 

pruebas fenotípicas comúnmente utilizada para discriminar entre esta especie y C. albicans 

(65,326,332)
. Sin embargo, varios autores han descrito ciertos aislamientos de C. albicans que no 

son capaces de crecer a estas temperaturas (entre el 1% 
(253)

 y el 23% 
(98,161)

), mientras que otros 

autores han notificado ciertos aislamientos de C. dubliniensis que son capaces de crecer 

débilmente a 45 ºC (10%) 
(326)

 y a 42 ºC (66%) 
(300)

.  
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En nuestro caso ninguno de los aislamientos atípicos fue capaz de crecer a 45 °C. No obstante 

dada la baja sensibilidad de esta prueba para diferenciar C. albicans de C. dubliniensis, no 

consideramos que este fenotipo fuera lo suficientemente conclusivo como para poder determinar 

la especie de estos aislamientos atípicos. 

 

Bajo ciertas condiciones, C. dubliniensis puede producir tubos germinales, pseudohifas y 

clamidosporas de una manera similar a C. albicans. La capacidad para formar tubos germinales 

es un método simple, eficiente y económico que se ha venido utilizando para la identificación de 

C. albicans. La presencia de suero y temperaturas superiores a 33 ºC son condiciones favorables 

para la formación de los tubos germinales en aproximadamente el 95-97% de los aislamientos 

de C. albicans y C. dubliniensis 
(42,67,93,105,136,137,179,258,332)

. En estas condiciones de inducción, los 

aislamientos del grupo rosa fueron capaces de producir tubos germinales con suero bovino fetal 

(SBF) al 10% mientras que, este fenotipo no se observó con los aislamientos del grupo blp 

incluso en presencia de SBF al 100%. 

 

Otro rasgo fenotípico que comparten C. albicans y C. dubliniensis es la producción de 

clamidosporas. Los diferentes medios de cultivo tales como agar Staib 
(161,319)

, agar Pal 

(2,149,151,258,274)
, agar de harina de maíz 

(290)
 o agar de caseína 

(209)
 se han desarrollado para 

estimular la formación de clamidosporas en C. dubliniensis con una elevada eficiencia. Sin 

embargo, varios autores han descrito su preocupación por la baja sensibilidad de estos medios 

para la formación de clamidosporas, más aún cuando se utilizan como única prueba de 

identificación de C. dubliniensis 
(5,6,81,208)

. En todos estos medios, los aislamientos del grupo rosa 

fueron capaces de producir clamidosporas y desarrollaron colonias rugosas, mientras que las 

cepas del grupo blp fueron incapaces de producir clamidosporas y desarrollaron colonias lisas. 

 

Recientemente, Citiulo y cols. 
(61)

 han desarrollado un nuevo medio elaborado a partir de YNB 

suplementado con galactosa y metionina que permite diferenciar entre aislamientos de 

C. dubliniensis y C. albicans, debido a que C. dubliniensis es capaz de producir abundantes 

clamidosporas, mientras que C. albicans crece sin cambiar su morfología.  

Estos autores estimaron en 25 mg/l el contenido en metionina necesario para inducir la 

formación de clamidosporas en aislamientos de C. dubliniensis 
(61)

. La cepa de referencia de 

C. dubliniensis no fue capaz formar clamidosporas en ausencia de metionina. Concentraciones 

iguales o superiores al umbral mínimo de este aminoácido, indujeron la formación de 

clamidosporas en la cepa de referencia mientras que estas mismas condiciones no fueron 

efectivas para los aislamientos del grupo blp, que crecieron sin modificar su morfología.  
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Los resultados de las pruebas de producción de tubo germinal y clamidosporas, indican que los 

aislamientos del grupo rosa pueden ser identificados como C. dubliniensis. 

 

Uno de los medios cromogénicos comerciales ampliamente utilizado para la identificación 

presuntiva y la diferenciación de las especies de Candida en muestras de población mixta es 

CHROMagar Candida (CAC). En este medio las colonias de C. dubliniensis muestran un 

característico color verde oscuro mientras que las de C. albicans son de color verde claro 

(17,20,45,65,67,95,96,100,107,123,125,195,227,265,351)
. En el caso de las cepas atípicas del grupo blp, las colonias 

mostraron diferentes tonalidades de color verde que imposibilitaron su alineamiento con el 

patrón de referencia. En la literatura están descritos algunos aislamientos de C. dubliniensis 

cuya tonalidad de verde no permite distinguirlos de C. albicans 
(82,343)

. Por este motivo, algunos 

autores 
(250)

 se muestran críticos con la especificidad de este medio CAC para discriminar entre 

ambas especies de Candida.  

Por otra parte, las otras seis cepas atípicas desarrollaron colonias de color rosa y, hasta donde 

sabemos, únicamente Odds y Davidson 
(222) 

habían descrito previamente que algunos 

aislamientos de C. albicans eran capaces de desarrollar colonias de color rosa en el medio CAC. 

 

Con la intención de completar el perfil de los aislamientos atípicos, éstos fueron sembrados en 

otros medios cromogénicos con mayor sensibilidad para diferenciar C. albicans de 

C. dubliniensis como son ChromID Candida y CH-P agar. En medio ChromID Candida, la 

mayoría de las colonias de C. albicans son de color azul cobalto, mientras que C. dubliniensis 

forma colonias de color azul turquesa 
(83)

. Cuando utilizamos este medio con las cepas atípicas 

tampoco fue posible identificar de manera presuntiva la especie de las mismas. En este medio 

las cepas del grupo blp crecieron de color azul con varias tonalidades y las cepas del grupo rosa 

de color blanco. En relación a esta última observación, Eraso y cols. 
(82) 

 también informaron que 

las colonias de ciertos aislamientos de C. dubliniensis mostraban un color blanco en este medio. 

 

Por último, el medio agar CH-P desarrollado por Sahand y cols. 
(283)

 permite diferenciar 

aislamientos clínicos de C. dubliniensis de los de C. albicans, en base al color de las colonias y 

a la capacidad para formar clamidosporas. La eficacia de este medio, que según sus autores, 

presenta una sensibilidad del 96,2% y una especificidad del 100% 
(280)

 para identificar estas dos 

especies de Candida, ha sido verificada por Raut y cols. 
(270)

 . 

En este medio, C. dubliniensis desarrolla colonias de color verde azuladas rugosas mientras que 

las de C. albicans son de color verde claro y lisas. En relación a las cepas atípicas, el color de 

las colonias en el medio CH-P fue similar al obtenido con el medio CAC y respecto al aspecto, 
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los aislamientos del grupo rosa desarrollaron colonias rugosas, mientras que las de las cepas del 

grupo blp fueron lisas. 

 

Las cepas de Candida son capaces de asimilar diversos compuestos carbonados como única 

fuente de carbono, y las variaciones en el perfil de utilización de azúcares pueden utilizarse para 

diferenciar C. dubliniensis. La realización de la prueba API ID 32C con los aislamientos 

atípicos reveló distintos perfiles numéricos, todos ellos coincidentes con los descritos para las 

cepas de C. dubliniensis por Cárdenes-Perera y cols. 
(43) 

 y Moran y cols. 
(206)

.  

 

A diferencia de la mayoría de las cepas de C. dubliniensis, C. albicans puede crecer en azúcares 

como metil-α-D-glucósido, lactato, trehalosa o xilosa 
(154,250,285,332)

. En línea con estas 

observaciones, las cepas atípicas fueron incapaces de asimilar estos hidratos de carbono, pero la 

cepa 94-234 (grupo blp) fue capaz de asimilar la trehalosa, y las cepas del grupo rosa fueron 

capaces de crecer en lactato. La utilización de la trehalosa y del lactato por parte de algunas 

cepas de C. dubliniensis ya había sido registrada previamente por Sullivan y cols. 
(332)

, Pincus y 

cols. 
(250)

, Kurzai y cols. 
(161)

 y Cárdenes-Perera y cols. 
(43)

. 

 

La identificación de las cepas atípicas en base a las características fenotípicas resultó poco 

eficiente. La baja especificidad de algunos de los métodos utilizados dificultó la correcta 

identificación de los aislamientos atípicos. Estos resultados sugieren que las cepas del grupo 

rosa pueden ser C. dubliniensis, mientras que las cepas del grupo blp mantienen un perfil 

dudoso en cuanto a la especie de Candida. 

Nuestras observaciones con las cepas atípicas refuerzan la idea de algunos autores para los que 

los métodos fenotípicos podrían utilizarse de forma orientativa pero no conclusiva a la hora de 

diferenciar C. albicans de C. dubliniensis.  

 

Con el fin de identificar con mayor fiabilidad todos los aislamientos atípicos, recurrimos a los 

métodos inmunológicos que son más específicos y sensibles que los utilizados anteriormente. 

Recientemente, se ha comercializado una nueva prueba de aglutinación de látex (Bichro-Dubli 
®
 

Fumouze) 
(185)

 que ha sido descrita para la identificación de C. dubliniensis con fines 

diagnósticos.  

Las partículas de látex están sensibilizadas con un anticuerpo monoclonal (AcM) específico 

(12F7-F2), que reacciona con su antígeno correspondiente de la superficie de la pared celular de 

C. dubliniensis. Los autores que desarrollaron este método observaron que la sensibilidad del 

ensayo aumentaba hasta el 100% cuando los aislamientos de C. dubliniensis se cultivaban en los 

medios convencionales para levaduras 
(185)

. 
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Los estudios de Marot-Leblond y cols. 
(185) 

y Sahand y cols. 
(281)

 han evaluado la eficacia de esta 

prueba que presenta una sensibilidad del 97,8% y una especificidad del 100%; Chryssanthou y 

cols. 
(59)

 confirmaron estos resultados y validaron este ensayo para su uso rutinario en los 

laboratorios de microbiología clínica. Por otra parte, los resultados de Marcos-Arias y cols. 
(182)

 

y Khlif y cols. 
(152)

 han corroborado la eficacia de esta prueba para el diagnóstico. 

En el ensayo de aglutinación los aislamientos del grupo rosa fueron clasificados como 

C. dubliniensis, mientras que las cepas del grupo blp resultaron negativas para la prueba. 

Confirmando para este último subgrupo las observaciones previas de Sahand y cols. 
(282)

 . 

 

Los autores que desarrollaron este AcM 12F7-F2 han descrito la especificidad de este AcM para 

distinguir cepas de C. dubliniensis de otras especies de hongos mediante inmunofluorescencia 

indirecta (IFI). En relación a esta observación, se llevó a cabo un ensayo de IFI con el AcM 

12F7-F2 frente a los aislamientos del grupo rosa que revelaron una intensa fluorescencia 

mientras que ninguno de los aislamientos del grupo blp mostró marcaje. Sin embargo, los 

aislamientos del grupo blp mostraron una intensa reacción con un suero policlonal de conejo 

contra C. dubliniensis desarrollado en nuestro laboratorio del que se habían retirado los 

anticuerpos reaccionantes con los antígenos de C. albicans para dejar únicamente los 

anticuerpos específicos contra antígenos de C. dubliniensis 
(22)

.  

 

La caracterización de las cepas del grupo rosa mediante las pruebas de látex e IFI con el AcM 

12F7-F2 indicaba que los aislamientos de este grupo podían ser identificados como 

C. dubliniensis, mientras que los aislamientos del grupo blp pertenecerían a una especie 

diferente de C. dubliniensis. Sin embargo, la reacción mostrada por las cepas del grupo blp con 

el antisuero policlonal aumentó la incertidumbre de esta identificación presuntiva; el origen de 

esta disparidad podría ser debido a la naturaleza policlonal de estos anticuerpos que estarían 

reconociendo otros antígenos específicos de C. dubliniensis, diferentes al reconocido por el 

AcM 12F7-F2. 

 

En la actualidad, las pruebas más fiables para discriminar entre C. albicans y C. dubliniensis se 

basan en técnicas de biología molecular, tales como ADN fingerprinting, RAPD, PFGE y PCR-

RFLP. Estas técnicas son un tanto laboriosas y su coste es elevado, sin embargo, tienen algunas 

ventajas como la reproducibilidad, y la velocidad en el diagnóstico, al tiempo que son 

apropiadas para los estudios epidemiológicos.  
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Varios autores (Bosco-Borgeat y cols. 
(25)

 Gasparoto y cols. 
(101)

 y Khlif y cols. 
(152)

) han 

verificado la idoneidad de un método de amplificación mediante la técnica de la PCR en base a 

pequeños cambios en la secuencia del gen HWP1 para identificar aislamientos clínicos de 

C. dubliniensis. Cuando aplicamos este método para el conjunto de las cepas atípicas, todas 

ellas fueron identificadas como C. dubliniensis.  

 

La identificación de las cepas atípicas como C. dubliniensis fue confirmada posteriormente 

mediante la técnica de la PCR múltiple basada en las diferencias en la secuencia genómica de la 

topoisomerasa II (Kanbe y cols. 
(145,174)

) y de las regiones ITS1 e ITS2 del ARNr (Luo y cols. 

(174)
) que permiten la identificación de aislamientos de C. albicans y C. dubliniensis incluso en 

cultivos mixtos. Marcos-Arias y cols. 
(182) 

y Sahand y cols. 
(280)

 ratificaron la especificidad de 

estos métodos para la identificación de aislamientos clínicos de C. dubliniensis.  

 

De acuerdo con una revisión reciente referente a la taxonomía de las levaduras 
(110)

, la 

secuenciación del dominio D1/D2 en el ADN ha sido adoptada como el método molecular más 

preciso, y por tanto recomendado, para la identificación de las levaduras de relevancia clínica 

(269)
. La secuencia de esta región en las cepas atípicas de C. dubliniensis reveló una homología 

superior al 98% con la cepa de referencia de C. dubliniensis NCPF 3949. 

 

La caracterización del conjunto de las cepas atípicas mediante los métodos de biología 

molecular permitió confirmar su identidad como C. dubliniensis.  

 

La completa caracterización de las cepas atípicas de C. dubliniensis contempló la realización de 

otros estudios de genotipo, de tipo de apareamiento (Mating Type Like -MTL-) y de sensibilidad 

a los fármacos antifúngicos. El estudio de genotipo se llevó a cabo mediante la técnica de la 

PCR con cebadores específicos que amplifican las regiones de los espaciadores transcritos 

internos que flanquean el gen que codifica para la subunidad del 5,8S ARNr (Gee y cols. 
(102)

). 

Las cepas del grupo blp pertenecían al genotipo 1, que es el más frecuente entre los aislamientos 

de C. dubliniensis 
(35,102)

, mientras que los aislamientos atípicos del grupo rosa de 

C. dubliniensis pertenecían al genotipo 2, que es el segundo en frecuencia según los mismos 

autores.  

 

La plasticidad fenotípica de C. albicans, que incluye el intercambio entre diferentes 

morfologías, contribuye a su capacidad para colonizar e infectar prácticamente todo el cuerpo 

humano. Un caso particular es el intercambio blanco-opaco, una transición reversible entre la 

morfología normal de levadura (blanco) y un tipo de célula alargada (opaco) que es la forma con 

capacidad de apareamiento de este hongo. El cambio blanco-opaco está controlado por el locus 
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MTL, que en la mayoría de las cepas de C. albicans y C. dubliniensis está definido por dos 

alelos, MTLa y MTLα 
(207)

. El análisis del locus MTL para las cepas atípicas de C. dubliniensis 

se llevó a cabo mediante la técnica de la PCR basada en las diferencias de las secuencias 

genómicas de MTLα2 y MTLa1 
(278)

. Las nueve cepas atípicas de C. dubliniensis fueron 

clasificadas como heterocigóticas MTLaα, al igual que las cepas de referencia de los genotipos 1 

y 2 de C. dubliniensis, siendo este tipo de apareamiento el más frecuente entre las cepas de esta 

especie 
(266)

. A diferencia de los genotipos 1 y 2 de C. dubliniensis que fueron clasificados como 

heterocigóticos, las cepas de referencia de los genotipos 3 y 4 de C. dubliniensis fueron 

clasificados como homocigóticos MTLaa y MTLαα respectivamente. 

 

Para finalizar la caracterización de las cepas atípicas de C. dubliniensis se realizó un estudio de 

sensibilidad a los fármacos antifúngicos. 

La mayoría de los aislamientos clínicos de C. dubliniensis son sensibles a los antifúngicos de 

uso común, tales como los azoles 
(57,66,104,175,206,246,284)

, la caspofungina, la anfotericina B 

(57,66,194,239,245,246,267,335)
 y la 5-fluorocitosina. Hasta la fecha, sólo se han identificado dos patrones 

de resistencia a los fármacos antifúngicos en aislamientos de C. dubliniensis. Los casos de 

resistencia al fluconazol se han descrito en varios centros hospitalarios donde los pacientes 

habían sido tratados durante largo tiempo con este fármaco, especialmente en pacientes 

infectados por VIH 
(60,141,146,189,205,206,268,277)

, mientras que, hasta el momento, todos los 

aislamientos clínicos de C. dubliniensis que presentan resistencia a 5-fluorocitosina pertenecen a 

los genotipos 3 y 4 
(3,4,66,192)

.
. 

Se aplicó el ensayo comercial Sensititre YO8 a las cepas atípicas y se encontró que todas ellas 

mostraban sensibilidad al conjunto de fármacos ensayados, principalmente a fluconazol y 

anfotericina B. Por lo tanto, parece poco probable que la aparición de estas cepas atípicas de 

C. dubliniensis constituya un problema para la terapia clínica antifúngica. 

 

 

Durante el proceso de identificación y caracterización de las cepas atípicas de C. dubliniensis, el 

grupo blp mostró dos características fenotípicas diferentes a las observadas en los demás 

aislamientos y de las descritas para esta especie: la incapacidad para formar clamidosporas y la 

falta de reconocimiento por un anticuerpo monoclonal altamente específico para esta especie. 

Por esta razón, centramos nuestro estudio en la caracterización del comportamiento específico 

de este subgrupo de aislamientos atípicos de C. dubliniensis.  
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La producción de clamidosporas es un proceso morfogenético que se induce en medios con bajo 

contenido de nutrientes, condiciones de limitación de oxígeno y bajas temperaturas. La 

formación de las clamidosporas está asociada con variaciones en la expresión génica. Varios 

estudios genéticos han identificado diversos genes que están implicados directamente en el 

desarrollo de clamidosporas. Actualmente, se sabe que la inactivación de cada uno de los genes 

HOG1, EFG1, SUV3, ISW2, RIM13 y SCH9 da como resultado la incapacidad o el retraso en el 

proceso de formación de las clamidosporas en C. albicans 
(10,217,313,316)

, sin embargo la 

reconstitución de todos estos mutantes inactivos con una copia del gen recupera el fenotipo 

silvestre.  

Recientemente se ha descrito un mutante condicional en el gen esencial OLE1, que es capaz de 

crecer normalmente con bajos niveles de Ole1p pero presenta defectos en la formación de 

clamidosporas, lo que induce a pensar que se necesita un nivel umbral de expresión de la 

enzima Ole1 para conseguir el desarrollo normal de las clamidosporas 
(158)

.  

En esta misma línea, en un análisis funcional del gen BMH1, se ha demostrado que se requiere 

un umbral estricto de expresión de este gen para que se desarrolle el programa de formación de 

clamidosporas 
(232) 

y ese nivel umbral no se alcanza en el mutante heterocigoto portador de una 

sola copia activa del gen.  

Por otra parte, también está bien establecido que la expresión diferencial del gen NRG1 es la 

responsable del fenotipo de formación de clamidosporas en C. albicans y C. dubliniensis, de 

modo que C. albicans mantiene el nivel de expresión de NRG1 para continuar su crecimiento en 

forma de levadura mientras que, en las mismas condiciones, C. dubliniensis reduce la expresión 

de NRG1 consiguiendo inducir el programa de desarrollo de clamidosporas 
(204,316,317)

.  

 

Todas estas evidencias y la incapacidad de producir clamidosporas que mostraron las cepas del 

grupo blp de C. dubliniensis fueron la base para realizar un análisis de los niveles de expresión 

de varios de estos genes relacionados con la formación de clamidosporas tanto en este grupo de 

aislamientos como en otras cepas de referencia de C. dubliniensis.  

 

En nuestro estudio se ha observado que en las cepas de referencia de C. dubliniensis los niveles 

de expresión de los genes OLE1, EFG1, HOG1, RIM13 y SUV3 fueron más elevados en 

condiciones de inducción de clamidosporas que en condiciones normales de crecimiento como 

blastosporas. Este aumento de expresión fue variable con cada uno de los genes registrándose 

incrementos entre el 13% y el 100% en los genes OLE1 y EFG1, en los genes HOG1 y SUV3 el 

incremento fue de aproximadamente el 300%, y en el caso concreto del gen RIM13 el aumento 

de expresión alcanzó casi el 400%. En cambio, el nivel de expresión de los genes NRG1 y SCH9 

disminuyó en condiciones de inducción de clamidosporas respecto al crecimiento levaduriforme 

con valores que oscilaban entre el 35 y el 50%.  
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Cabe destacar que la expresión del gen NRG1 también disminuyó en condiciones de inducción 

de clamidosporas, respecto al estado de levadura, en todas las cepas del grupo blp. Este perfil de 

expresión está en concordancia con la tendencia de C. dubliniensis a subexpresar este gen para 

inducir la formación de clamidosporas 
(204,316,317)

. En cambio, en claro contraste con las cepas de 

referencia de C. dubliniensis, las cepas del grupo blp mostraron una tendencia a disminuir el 

nivel de expresión de los demás genes, con la excepción de EFG1 y OLE1, cuyos niveles se 

mantuvieron o aumentaron en este grupo de cepas atípicas.  

 

El análisis comparativo del nivel de expresión de todos los genes en cada una de las cepas del 

grupo blp respecto a las cepas de referencia de C. dubliniensis en condiciones de inducción de 

clamidosporas arrojó resultados poco uniformes: Por ejemplo, en la cepa 98-277 el nivel de 

expresión de los genes EFG1, OLE1 y SUV3 alcanzó o superó los niveles registrados para las 

cepas de referencia de C. dubliniensis en condiciones de inducción de clamidosporas, mientras 

que los niveles de expresión de los genes HOG1, RIM13, ISW2 y SCH9 apenas alcanzan el 50% 

del nivel registrado en las cepas de referencias.  

 

En la cepa 95-677 cabe destacar que el nivel de expresión de todos los genes estudiados en 

ningún caso alcanzó el nivel registrado por las cepas de referencia de C. dubliniensis en 

condiciones de producción de clamidosporas. Los niveles de expresión de los genes OLE1 y 

EFG1 alcanzan aproximadamente el 80% del nivel de las cepas de referencia. Los niveles de 

expresión en el caso de HOG1, RIM13, SUV3, ISW2 y SCH9 no llegaron al 50% respecto a las 

cepas de referencia. Finalmente el nivel de expresión del gen RIM13 apenas fue detectable por 

la técnica, mientras que en la cepa de referencia CBS 8501 se alcanzaron niveles elevados en 

condiciones de producción de clamidosporas. 

 

Por último, en la cepa 94-234, sólo la expresión del gen HOG1 parece seguir el patrón de las 

cepas de referencia. El resto de los genes presentaron unos niveles inferiores al 50% de los 

niveles registrados en las cepas de referencia de C. dubliniensis en condiciones de producción 

de clamidosporas. Cabe destacar que el nivel de expresión del gen EFG1, que codifica para un 

factor de transcripción que actúa como regulador de varios procesos morfogenéticos 

(168,313,314,322)
, apenas alcanza el 10% del nivel observado en las cepas de referencia en las mismas 

condiciones. En el caso de requerir un nivel umbral de EFG1 para el desarrollo de 

clamidosporas, los bajos niveles de expresión alcanzados en esta cepa no serían adecuados para 

la inducción de este proceso.  



Discusión 

 173 

En todas las cepas blp de C. dubliniensis el nivel de expresión de uno o más de estos genes 

esenciales para el desarrollo de clamidosporas está por debajo del 50% del nivel de expresión de 

las dos cepas de referencia de C. dubliniensis. Si se requiere un umbral de expresión de todos 

estos genes para la formación de clamidosporas en C. albicans 
(10,217,313,316)

, por analogía, la 

subexpresión de uno o más de ellos impediría el desarrollo de estas estructuras en 

C. dubliniensis.  

 

 

En cuanto a la identificación específica de C. dubliniensis, diversos autores han descrito 

anticuerpos monoclonales (AcMs) dirigidos frente a distintos componentes de la pared del 

género Candida, sin embargo, hasta el momento únicamente Marot-Leblond y cols. 
(185) 

han 

desarrollado un AcM altamente específico dirigido frente a un antígeno de superficie de las 

células de C. dubliniensis. Los intentos de identificación del antígeno reconocido por este AcM 

condujeron a la conclusión de que el epítopo específico residía en una fracción de proteína de 

C. dubliniensis que no estaba representada en C. albicans. Sin embargo, no se pudo identificar 

la proteína diana por inmunodetección, probablemente como consecuencia de las condiciones 

drásticas del método de extracción utilizado por Marot-Leblond y cols. 

 

En nuestro estudio nos propusimos identificar este componente de C. dubliniensis aplicando un 

método de extracción de la pared celular con DTT 
(309)

 que conserva inalterada la mayor parte de 

las proteínas extraídas 
(48,52,53,199,262,309)

. Los primeros ensayos de inmunodeteción realizados con 

el AcM 12F7-F2 frente a los extractos DTT revelaron dos componentes proteicos, uno de 50 

kDa común a todas las cepas estudiadas y otro de más de 200 kDa (>200 kDa) presente 

únicamente en la cepa de referencia de Candida dubliniensis. 

Los resultados indicaban que el componente de >200 kDa reconocido por el AcM podría ser su 

diana específica, ya que esta proteína estaba ausente en los tres extractos del grupo blp de 

C. dubliniensis. Dado el elevado contenido glucídico del componente de >200 kDa, previamente 

a la secuenciación, fue necesario realizar un proceso de desglicosilación que dio como resultado 

una banda inmunoreactiva de 90 kDa que fue identificada como metionina sintasa independiente 

de cobalamina de C. dubliniensis (CdMet6). 

 

La metionina sintasa es una enzima citoplásmica que cataliza la transferencia de un grupo 

metilo del 5-metil-tetrahidrofolato a homocisteína formando metionina. Esta enzima forma parte 

de una amplia familia de proteínas implicadas en la biosíntesis de aminoácidos azufrados. Esta 

sintasa es esencial para el crecimiento y es necesaria para limitar la toxicidad de la homocisteína 

en células de C. albicans 
(325)

. Recientemente, se ha descrito que Met6p esta implicada en la 

virulencia, la capacidad antigénica y en la morfogénesis de la pared celular de C. albicans 
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(37,38,71,255,257,260)
. En este mismo sentido, Met6p se ha descrito como un biomarcador adecuado 

para la detección precoz de la candidiasis invasiva 
(254) 

y se considera que podría ser una nueva 

diana para el desarrollo de agentes antifúngicos.  

 

La falta de reacción de las cepas del grupo blp de C. dubliniensis con el AcM 12F7-F2, podría 

deberse a la presencia de una versión alterada de la proteína CdMet6 en estas cepas atípicas. 

Para comprobar esta hipótesis a nivel genético, se determinaron las secuencias genómicas 

completas de MET6 de C. dubliniensis (CdMET6) que codifican para la proteína CdMet6 de las 

tres cepas atípicas del grupo blp de C. dubliniensis. A la vista de que las secuencias génicas de 

estas cepas no mostraban diferencias respecto a la secuencia de referencia, se consideró la 

posible influencia de variaciones en los niveles de expresión de este gen, encontrando cambios 

significativos sólo en la cepa 98-277 cuyos niveles de expresión estaban notablemente 

reducidos en relación con la cepa de referencia.  

 

Las evidencias genéticas precedentes no justificaban el perfil inmunológico de las cepas blp, por 

lo que para confirmar que CdMet6 era la diana del AcM 12F7-F2 recurrimos a una estrategia 

alternativa. Ante la imposibilidad de disponer un mutante de C. dubliniensis defectivo en el gen 

CdMET6, por ser un gen esencial 
(325)

, se optó por construir una cepa heteróloga de C. albicans 

que incorporara en su genoma este gen de C. dubliniensis a la que se denominó C. albicans-

CdMET6.  

La cepa heteróloga no reaccionó con el AcM 12F7-F2 tanto en el ensayo de IFI como en la 

prueba de aglutinación. Sin embargo en el extracto de su pared celular, por inmunodetección, el 

AcM 12F7-F2 reconoció una banda de 90 kDa que estaba ausente en la cepa parental de 

C. albicans. Considerando que tras la desglicosilación del compuesto de > 200 kDa de la cepa 

de referencia de C. dubliniensis se detectó una banda de 90 kDa, identificada como CdMet6p, 

parece razonable pensar que la proteína de 90 kDa de la cepa heteróloga también sea CdMet6p.  

 

Los datos obtenidos mediante los ensayos de IFI y la prueba de aglutinación con el AcM 12F7-

F2, parecen indicar que la cepa heteróloga no expresaba la proteína CdMet6 en la superficie de 

la pared celular, sin embargo el análisis de los extractos de pared por inmunodetección con el 

AcM sugiere que esta proteína estaría situada en capas internas de la pared celular. Esta 

supuesta ubicación de la proteína en capas internas de la pared de la cepa heteróloga estaría 

determinada por su bajo grado de glicosilación, que según el modelo de Pavia y cols. 
(235)

, 

impediría la migración de glicoproteínas hacia capas exteriores.  
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Esta misma hipótesis de que la proteína CdMet6 expresada en las cepas atípicas estuviera 

enmascarada en las capas profundas de la pared justificaría la falta de reacción con el AcM por 

IFI o aglutinación, de forma similar a lo encontrado para la cepa heteróloga.  

La electroforesis bidimensional (2D-PAGE) de los extractos DTT de la pared de estas cepas 

permitió analizar su composición con mayor sensibilidad y precisión. La secuenciación de los 

componentes inmunoreactivos con el AcM 12F7-F2 permitió identificar ocho proteínas 

incluyendo: metionina sintasa (Met6), enolasa (Eno1), fosfoglicerato quinasa (Pgk1), 

fosfoglicerato mutasa (Gpm1), Exo-1 ,3-β-glucanasa (Exg2), proteína 14-3-3 (Bmh1), proteína 

de choque térmico 70 (Hsp70) y la proteína 29 kDa de unión de IgE (ThiJ/Pfpl).  

 

Estas proteínas no se detectaron uniformemente en todas las cepas estudiadas (tabla 4.10 del 

apartado de resultados). Este es el caso, por ejemplo, de la proteína Bmh1, una proteína esencial 

para el crecimiento y la filamentación de Candida 
(64)

, que solamente fue detectada en las cepas 

atípicas 98-277 y 95-677 de C. dubliniensis; o de las proteínas Hsp70 y ThiJ/Pfp1 que fueron 

detectadas únicamente en la cepa heteróloga. Tanto la proteína Hsp70, con carácter 

inmunogénico a nivel de la pared celular de C. albicans 
(169-171) 

como la ThiJ/Pfp1p, que no tiene 

ninguna función descrita hasta la fecha 
(294,295)

, son inducidas en condiciones de estrés, por lo 

que parecía razonable que estas proteínas sólo se hubieran manifestado en la cepa heteróloga. 

En esta última cepa también se detectaron otras dos proteínas, Eno1 y Met6. La enzima 

glicolítica Eno1, considerada un biomarcador importante de la candidiasis invasiva 
(112,198,345,346)

, 

se localizó igualmente en el resto de cepas de C. dubliniensis y C. albicans ensayadas, a 

excepción de la cepa atípica 95-677. En el caso de la sintasa Met6, como era de esperar fue 

inmunoreactiva para la cepa de referencia de C. dubliniensis (CdMet6) y para la cepa heteróloga 

de C. albicans, no así para su cepa parental. Sorprendentemente, esta proteína apareció en el 

patrón de reacción con el AcM 12F7-F2 de las tres cepas atípicas de C. dubliniensis. La 

disparidad de los resultados de la inmunodetección de los extractos DTT de pared de estas cepas 

atípicas separados por electroforesis monodimensional y bidimensional, podría explicarse por la 

capacidad de esta segunda técnica para analizar una mayor cantidad de proteína que estimamos 

del orden de 16 veces en nuestro caso.  

 

Las proteínas Pgk1, Gpm1 y Exg2, que están involucradas en diversas funciones de la pared 

celular 
(49,52,289)

, se detectaron exclusivamente en la cepa de referencia de C. dubliniensis a 

excepción de la Pgk1p que también se detectó en la cepa 95-677. De este modo el extracto de 

pared de la cepa de referencia de C. dubliniensis fue la muestra con más proteínas reconocidas 

por el AcM 12F7-F2. 
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Los resultados de Eno1p, Gpm1p, Pgk1p y Hsp70p en nuestro análisis deberían interpretarse 

con la debida precaución, debido a la frecuente identificación de estas clases de proteínas en los 

experimentos de proteómica 2D-PAGE. Sin embargo, tal y como advierten Petrak y cols. 
(243)

 

estas consideraciones refuerzan el hallazgo de las proteínas Met6, Exg2 y Bmh1 como 

componentes significativos de las muestras. Considerando que Met6 fue la única proteína 

inmunoreactiva con el AcM 12F7-F2 en todas las muestras de C. dubliniensis, así como en la 

cepa heteróloga de C. albicans, la sintasa Met6 se postula como la diana principal del 

anticuerpo monoclonal 12F7-F2.  

 

La comparación de las secuencias peptídicas de las proteínas reconocidas por el AcM 12F7-F2 

reveló tres regiones de alta homología: una región de 7 aminoácidos para CdMet6, ThiJ/Pfp1 y 

Hsp70, otra de 22 aminoácidos compartida por las proteínas CdMet6, Gpm1 y Eno1, y la última 

de 11 aminoácidos para CdMet6, Pgk1 y Eno1. En relación a estas dos últimas secuencias 

aminoacídicas, ambas estaban localizadas en el extremo C-terminal de CdMet6p y se comprobó 

que eran altamente inmunogénicas por lo que podrían constituir el epítopo reconocido por el 

AcM 12F7-F2.  

 

Los resultados comentados hasta este punto apoyan la hipótesis de que el antígeno reconocido 

por el AcM 12F7-F2 se expresa en las capas profundas de la pared celular de las cepas atípicas 

blp de C. dubliniensis. Como objetivo final del trabajo, nos propusimos localizar con mayor 

precisión el antígeno específico de C. dubliniensis que reacciona con el AcM.  

 

La expresión y la distribución de proteínas en la pared celular depende de varios factores, tales 

como la morfología celular, las condiciones de crecimiento, las propiedades hidrófobas de la 

superficie celular, etc... 
(53,169)

. Por consiguiente, algunas proteínas antigénicas están localizadas 

en la parte más profunda de la pared celular, mientras que otras parecen estar irregularmente 

situadas dentro de esta estructura de múltiples capas 
(262)

.  

 

La microscopía concofal permite conocer la localización celular de un determinante antigénico 

o proteína mediante el uso de anticuerpos marcados con colorantes fluorescentes. La cepa tipo 

de C. dubliniensis mostró la máxima fluorescencia indicando la presencia del antígeno en la 

superficie de la célula, mientras que en las cepas del grupo blp y en la cepa parental de 

C. albicans no se observó fluorescencia, lo que apoyaría la hipótesis que propugna la 

localización del antígeno en capas profundas de la pared celular de estas últimas cepas.  

En el caso de la cepa heteróloga el marcaje fluorescente fue moderado, lo que podría indicar 

bien que la abundancia de este antígeno en la superficie de la pared celular era menor o que el 

antígeno se localizaba en una capa intermedia de la pared dificultando el acceso del AcM.  
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Los resultados de microscopía confocal se vieron confirmados mediante el estudio de la 

capacidad de reacción del AcM con células que habían sido tratadas con DTT para descubrir sus 

componentes de la pared de forma secuencial. Así, la reacción intensa sostenida a lo largo del 

tratamiento de la cepa tipo de C. dubliniensis sugería que el antígeno estaba localizado en todas 

las capas de la pared celular. En el caso de la cepa heteróloga C. albicans-CdMET6 la reacción 

inicial fue débil incrementándose a lo largo del tratamiento con DTT hasta alcanzar niveles 

moderados, lo que se correspondería con una localización del antígeno en las capas intermedias 

de la pared. Finalmente, las cepas atípicas blp de C. dubliniensis y cepa de tipo de C. albicans, 

no mostraron reacción con el AcM a lo largo del tratamiento con DTT, lo que podría 

interpretarse como que el antígeno estaba localizado en las capas más profundas de la pared o en 

el interior celular.  

 

La técnica de inmunomicroscopía electrónica con anticuerpos monoclonales específicos ha 

permitido la localización precisa de numerosas proteínas celulares 
(33,34,167,238,320)

. La utilización 

de este enfoque para determinar con mayor precisión la localización exacta del antígeno 

reconocido por el AcM 12F7-F2 en las cepas atípicas y cepas de referencia contribuyó a 

reforzar la hipótesis que veníamos defendiendo. Las células de la cepa de referencia de 

C. dubliniensis presentaban el antígeno principalmente en la superficie y zonas internas de la 

pared celular y, en menor medida dentro de la célula; en cambio la cepa de referencia de 

C. albicans mostraba el antígeno distribuido por el citoplasma. La incorporación del gen 

CdMET6 a la cepa de C. albicans amplió la reacción antigénica del citoplasma a la pared 

celular, y ocasionalmente a su superficie, imitando parcialmente el comportamiento de la cepa 

parental de C. dubliniensis.  

Por último, en las cepas atípicas blp de C. dubliniensis la reacción con el AcM se localizaba en 

el citoplasma y en las capas más profundas de la pared, y en ningún caso afectaba a la superficie 

externa. 

 

Todas las evidencias acumuladas hasta el momento explicarían la falta de reacción de las cepas 

atípicas blp en la prueba de aglutinación Bichro-Dubli Fumouze, basada en el AcM 12F7-F2. 

 

 

La existencia de cepas atípicas de C. dubliniensis, que no pueden ser identificadas por los 

métodos convencionales utilizados en el laboratorio clínico, plantea la necesidad de recurrir a 

técnicas más sofisticadas, como las basadas en la biología molecular, para llegar a la correcta 

identificación de este tipo de aislamientos atípicos de C. dubliniensis. Los estudios de 
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sensibilidad indican que estas cepas no presentan resistencias a los antifúngicos de uso habitual 

en la clínica, por lo que no parecen suponer un problema adicional en este aspecto. 

Las características del grupo de cepas atípicas blp de C. dubliniensis que se han descrito en este 

proyecto las cualifican como posibles herramientas para futuros estudios de procesos 

morfogenéticos poco desarrollados como la formación de clamidosporas, modificaciones 

postraduccionales de proteínas como la glicosilación o los sistemas secretores de vesículas que 

contienen la sintasa Met6 entre otras proteínas 
(7,91)

. Estos modelos de estudio pueden ampliar el 

conocimiento de la biología fúngica, y por extensión podrían contribuir al desarrollo de métodos 

de control de las infecciones causadas por hongos.  
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1.- Los estudios de caracterización fenotípica, inmunológica y genotípica de 477 aislamientos 

clínicos, seleccionados por mostrar colonias verdes en medio CHROMagar Candida, han 

confirmado la identidad de 434 cepas como Candida albicans, mientras que las restantes 43 se 

han identificado como Candida dubliniensis, incluyendo en este último grupo  9 aislamientos 

que no habían sido identificados previamente debido a que presentaban un perfil dudoso en las 

pruebas de identificación preliminares.  

 

2.- Las nueve cepas de C. dubliniensis, que hemos denominado atípicas, muestran heterocigosis 

en el locus de apareamiento MTL, al igual que las cepas de referencia de los genotipos 1 y 2 de 

C. dubliniensis, a cuyos grupos pertenecen todas ellas. Los tres aislamientos del grupo blp 

presentan genotipo 1, que es el más frecuente de esta especie, y los seis restantes del grupo rosa 

son del genotipo 2. 

 

3.- Las pruebas fenotípicas e inmunológicas que se vienen utilizando tradicionalmente para la 

identificación de aislamientos clínicos de levaduras, son poco eficientes y deben ser utilizadas de 

modo orientativo para la identificación presuntiva de aislamientos atípicos. De acuerdo con  

nuestra experiencia, es conveniente recurrir a pruebas de ADN y técnicas de biología molecular 

para identificar correctamente los aislamientos atípicos de C. dubliniensis. 

 

4.- La incapacidad para formar clamidosporas que presentan las cepas atípicas del grupo blp de 

C. dubliniensis está asociada con bajos niveles de expresión de varios genes esenciales para la 

inducción de este programa de desarrollo biológico, entre los que cabe destacar los genes 

HOG1, RIM13, SUV3, ISW2 y SCH9. Esta característica convierte a las cepas atípicas del grupo 

blp de C. dubliniensis en un posible modelo para el estudio de procesos morfogenéticos, como 

es la formación de clamidosporas. 

 

5.- La enzima metionina sintasa independiente de cobalamina, Met6, se muestra como la 

principal diana proteica reconocida por el anticuerpo monoclonal 12F7-F2 en los extractos de 

pared celular de C. dubliniensis. 

 

6.- Los aislamientos atípicos de C. dubliniensis del grupo blp no expresan el antígeno específico 

del anticuerpo monoclonal 12F7-F2 en la superficie de la célula, sino en zonas profundas de la 

pared celular. Este hecho explica la incapacidad de estas cepas para aglutinar las partículas de 

látex sensibilizadas con el anticuerpo en la prueba comercial Bichro-Dubli Fumouze
®
. 
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7.- Las diferencias fenotípicas observadas en las cepas atípicas de C. dubliniensis no justifican 

la descripción de una nueva especie dentro del género Candida o una subespecie de 

C. dubliniensis.  
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