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RESUMEN
Introducción: Candida albicans sigue siendo la levadura aislada con mayor frecuencia en pacientes 
inmunodeprimidos. El análisis del ADN polimórfico amplificado al azar es usado  para evaluar la similitud entre 
cepas de una misma especie y asociar genotipos particulares a caracteres fenotípicos de los aislados. Objetivo: 
Determinar la variabilidad genética entre cepas de C. albicans aisladas de  muestras de orina y vaginal de pacientes 
oncológicos portadores de catéter urinario, hospitalizados en el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplásicas 
(INEN) en Lima. Material y Métodos: En seis meses de vigilancia, se buscaron cepas de levaduras de muestras de 
orina e hisopado vaginal, caracterizándolas fenotipicamente según los métodos convencionales en micología 
médica y la susceptibilidad antifúngica por método de difusión en agar. El ADN extraído de las cepas de C. albicans se 
genotipificó por el método Random Amplified Polymorphic DNA o RAPD, usando tres partidores arbitrarios en 
forma independiente, generando dendrogramas de similitud para su análisis. Resultados: En el período estudiado 
de 60 pacientes se aislaron 15 cepas de C. albicans y 2 de C. glabrata, de orina (13) e hisopado vaginal (4). Todas las 
cepas fueron susceptibles a Anfotericina B, itraconazol, fluconazol y voriconazol. El dendrograma evidenció 
variabilidad genética entre los aislados de C. albicans y registró dos ramas con índice de similitud (Sab) sobre 90% 
entre cinco cepas relacionadas por tipo de muestra y servicio de hospitalización, sugiriendo un probable brote. 
Conclusiones: Este estudio evidenció variabilidad genética entre las cepas de C. albicans, asì como un posible brote 
de levaduras en pacientes con cáncer atendidos en el INEN en Lima, Perú 

Palabras clave: Candida albicans, genotipificación, variabilidad genética. (Fuente: DeCS-BIREME).

ABSTRACT
Introduction: Candida albicans remains as the most 
frecuent isolated yeast in immunosuppressed patients. 
Random amplified polymorphic DNA analysis is used to 
evaluate similarities between strains of the same 
species and to associate particular genotypes to 
phenotypic characteristics of the isolates. Objective: 
To determine the genetic variability between strains of 
C. albicans isolated in urine and vaginal samples from 
cancer patients with urinary catheterism, hospitalized 

at the National Institute of Neoplastic Diseases (INEN) 
in Lima. Material and Methods: In six months of 
surveillance, yeast strains from urine and vaginal swabs 
samples were searched phenotypically, these were 
characterizied according to conventional methods in 
medical mycology and antifungal susceptibility by agar 
diffusion method. DNA extracted from the strains of C. 
albicans was genotyped using a Random Amplified 
Polymorphic DNA RAPD method using three arbitrary 
primers independently, generating similarity 
dendrograms for analysis. Results: During the study 
period 15 strains of C. albicans and 2 of C. glabrata were 
isolated from 60 patients, urine 13 samples and 4 
vaginal swab samples. All strains were susceptible to 
amphotericin B, itraconazole, fluconazole and 
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voriconazole. The dendrogram showed genetic 
variability among isolates of C. albicans and recorded 
two branches with a similarity index (Sat) above 90% 
between five strains related by sample type and 
hospitalization service, suggesting a possible outbreak. 
Conclusions: This study showed genetic variability 
between strains of C. albicans, and a possible outbreak 
of yeasts in patients with cancer treated at INEN in 
Lima, Peru.

Keywords: Candida albicans, fingerprinting, genetic 
variability genética. (Source: MeSH-NLM).

INTRODUCCIÓN

Las levaduras del género Candida están ampliamente 
distribuidas y algunas especies pueden formar parte de 
la microbiota del hombre, colonizando principalmente 

(1)las mucosas y en menor proporción la piel . En 
estudiantes y trabajadores de área de la salud se ha 
evidenciado mayor prevalencia de colonización por 
levaduras en sus manos que en manos de individuos de 

(2,3)la comunidad .
 
Estos agentes pueden causar infecciones graves en la 
piel, en la cavidad oral o en la vagina, en individuos con 
el sistema inmune debilitado, así como candiduria e 
infecciones profundas y/o sistémicas principalmente 

(1,3-5)en pacientes hospitalizados . Candida spp puede ser 
responsable en aproximadamente el 8 a 10% de las 
infecciones asociadas a atención de salud (IAAS), siendo 
agente importante de infección urinaria en pacientes 
sometidos a cateterización vesical, así como de sepsis, 

( cuya mortalidad de ésta última asciende entre 40 - 60%
5-8). La mayoría de las candidiasis son causadas por C. 
albicans, seguidas de C. parapsilosis, C. tropicalis, C. 
glabrata, entre otras, cuya frecuencia y resistencia 
antifúngica varía entre unidades, hospitales, regiones y 

(3-9)países .
 
El aislamiento de las cepas e identificación de especies 
es altamente requerida para apoyar tanto la conducta 
terapéutica, así como los estudios epidemiológicos a 
nivel local, principalmente al sospechar de brotes en 

(8)centros hospitalarios . Los estudios epidemiológicos de 
infecciones nosocomiales por Candida han utilizado 
varios métodos fenotípicos de tipificación, siendo éstos 
menos reproducibles y con un poder de discriminación 
bajo en relación a los métodos genotípicos, capaces de 
detectar diferencias en la información genética entre 
las cepas de una misma especie, presentando ventajas 
debido al elevado poder discriminatorio, exactitud y 

(10-13)rapidez .

Uno de éstos métodos genotípicos basado en el ADN 
genómico es la técnica Random Amplified Polymorphic 
DNA o RAPD, el cual utiliza partidores arbitrarios de 
secuencia corta que se fijan en sitios múltiples del 
genoma usando bajas condiciones de temperatura, 

detectando así polimorfismos entre cepas sin necesidad 
de conocimiento previo en la secuencia específica del 
organismo. Esta técnica permite conocer la variabilidad 
genética de los aislados de Candida, requisito para 
poder esclarecer similitud, así como las variaciones de 

(14-17)los genotipos de las cepas . 

Debido a los pocos estudios de variabilidad genética en 
levaduras del género Candida en Perú, y debido a que 
los pacientes que padecen cáncer son una población 
altamente susceptible a desarrollar infecciones por 
estos agentes, estudiamos la variabilidad genética 
entre cepas de C. albicans aisladas de  muestras clínicas 
de pacientes con cáncer de mama, estómago ó de 
próstata,  portadores de catéter urinario, en Lima - 
Perú a través de la técnica de RAPD.  

MATERIALES Y MÉTODOS 

En un período de seis meses se realizó un estudio de 
vigilancia para búsqueda de levaduras del género 
Candida albicans en muestras de orina (urocultivos) y 
secreción vaginal (técnica de hisopado). Todos los  
pacientes sometidos a este estudio presentaban cáncer 
(de mama, estómago ó próstata), portaban catéter 
urinario; hospitalizados en el INEN de Lima, Perú

Cepas
Se utilizaron cepas de Candida albicans ATCC 10231 y C. 
glabrata ATCC J931010 mantenidas en el Laboratorio de 
Micología de la Universidad Mayor, Chile y las cepas 
provenientes de aislados clínicos del estudio, las cuales 
fueron identificadas a nivel de especie, mediante test 
de tubo germinal, microcultivo, análisis bioquímico con 
la galería API 32C AUX (Biomerieux), y crecimiento a 
42°C para tamizaje de C. dubliniensis. La susceptibilidad 
antifúngica se determinó a los antifúngicos 
Anfotericina B 10ug, Fluconazol 25ug, Voriconazol 1ug., 
Itraconazol 10ug, por el método de difusión en agar con 
discos (BioRad).

La lectura de los halos se realizó utilizando las 
condiciones del fabricante (BioRad). 

Cuadro Nº01  Lectura de halos de susceptibilidad 
antifúngica (BioRad).

A través de la técnica de RAPD se genotipificaron  los 
aislamientos de C. albicans, más las cepas ATCC, usando 
la cepa de C. grabrata para apoyar en la organización del 
árbol de similitud (out-group),  usando 3 partidores de 

Sensible Intermedio Resistente

Anfotericina B 10ug ≥ 18mm 12 a 17mm ≤ 11mm

Fluconazol 25ug ≥ 30mm 21 a 29mm ≤ 20mm

Itraconazol 10µg ≥16mm 10 a 15mm ‹10mm

Voriconazol 1µg ≥ 22mm 16 a 21mm ≤ 15mm

Antifúngicos
RPMI 2% glucosa
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secuencia corta (10 nucleótidos), previamente 
evaluados  en el laboratorio de Biología Molecular de la 
Universidad Mayor de Chile. Los partidores utilizados 

(15)fueron  el OP BA03, OP BA09, OP BA10 .

Extracción de ADN genómico de levaduras

La extracción del ADN se realizó con apoyo del kit 
wizard genomic DNA purification (PROMEGA®). 
Previamente las cepas fueron sembradas en agar 
Sabourad, incubándose a 37ºC por 24 horas. A partir de 
las colonias frescas, se realizaron inóculos en tubos 
Falcon con 25ml de medio YPD líquido, que se incubaron 
a 30 ºC en agitación constante a 200rpm por 20 horas. 
Luego se tomó 1ml del medio desde la parte superior 
del tubo y se pipeteó hacia tubos Eppendorf de 1,5ml y  
se centrifugaron a 13,000g por 2 minutos. Se eliminó el 
sobrenadante por inversión y el sedimento se 
resuspendió en 293µl de EDTA 50mM. Luego se agregó 
7,5 ul de Liticaza 20mg/ml mezclando suavemente por 
inversión, incubándose a 37ºC por 60 minutos, hasta 
que se percibió la aparición de textura mucoide. Se 
centrifugó a 13,000 g por 2 minutos. Se eliminó el 
sobrenadante por inversión. Se agregó 300ul de 
solución de lisis (Promega®), se mezcló suavemente por 
inversión y se incubó por 5 minutos a temperatura 
ambiente.

Se agregó 100ul  de solución de precipitación de 
proteínas (Promega®) y se mezcló en vortex por un 
mínimo de 20 segundos. Luego se colocaron los tubos en 
freezer a -20ºC por 5 minutos. Se centrifugó a 13,000 g 
entre 3 minutos, Se traspasó el sobrenadante a otro 
tubo eppendorf con 300 µl de isopropanol a 
temperatura ambiente. Se mezcló suavemente por 
inversión y se centrifugó a 13,000g por 2 minutos. Se 
eliminó el sobrenadante y se añadió 300ul de etanol 
para lavar el ADN precipitado. Luego de extraer el 
etanol, se agregó 100 µl de agua miliQ rehidratando el 
ADN por un mínimo de 2 horas. Se añadió 5µl de RNAsa 
1mg/m. Se evaluó la calidad y cantidad de ADN por 
espectofotometría UV a 260 nm y 280 nm, así como 
electroforesis en gel de agarosa 0,8% (90 Volts por 45 

(15)minutos) . 

Técnica RAPD
Cada reacción de RAPD contenía 100pg de ADN de la 
levadura en estudio (10pg/µl), tampón Taq pol 1X, 
nucleótidos dATP,dTTP, dCTP y dGTP a 100µM cada uno 
(dNTP), MgCl 2mM, patidor 10pmoles, Taq ADN 
polimerasa 0.2 Unidades, llevando todo a un volumen 
de 25 µl con agua destilada estéril. Para las reacciones 
RAPD se utilizaron tres partidores con a una 
concentración de 10pbmol/µl OPBA03 (5' GTGCGAGAAC 
3'), OPBA09 (5' GGAACTCCAC 3'), OPBA10 (5' 
GGACGTTGAG 3') con  capacidad discriminatoria entre 

(15)cepas de C. albicans .

Programa RAPD y Visualización de los productos 
Amplificados

Se inició con un precalentamiento a 95ºC por 3 minutos, 
luego se realizó la denaturación a 94ºC por 1 minuto, se 
hibridó a 35ºC por 2 minutos y se realizó la extensión 
final a 72ºC por 5 minutos, sumando 40 ciclos y una 
extensión final a 72ºC  por 5 minutos. Las bandas 
amplificadas, fueron separadas en gel de agarosa al 1% 
sometida a electroforesis por 150 minutos a 70 voltios y 
visualizadas en transiluminar UV con registro 
fotográfico.

CONFECCIÓN E INTERPRETACIÓN DE ÁRBOLES DE 
SIMILITUD
 
Coeficiente de similitud
Se determinó el grado de similitud entre cepas 
mediante el coeficiente de DICE y se construyó un árbol 
o dendrograma de similitud con ayuda del programa 
TreeCon®, donde el valor o índice de similitud bajo esta 

(6)metodología, sugiere ; 
1 o 100% nos indica que las cepas son isogénicas o con 
origen clonal común.
Entre 0,90 a 0,99  las cepas son altamente relacionadas 
a nivel clonal.
Entre 0,80 a 0,89 las cepas son moderadamente 
relacionadas
Entre 0,70 a 0,79 las cepas son escasamente 
relacionadas 
Entre 0,50 a 0,69 las cepas no están relacionadas
Menor de 0,40, las cepas pertenecerían a distintas 
especies. 

RESULTADOS 

Durante el período de estudio se incorporó a 60 
pacientes adultos entre 20 a 69 años, de los cuales 33 
(55%) eran varones y 27 (45%) mujeres, distribuidos en 
cuatro áreas del INEN (Ginecología, Urología, UCI y 
Gastroenterología). Todos los pacientes fueron 
sometidos a algún tipo de cirugía, y  usaron catéter 
urinario  por períodos de 3 a 5 días. 

De los 60 pacientes, 15 (25%) desarrollaron un cultivo 
positivo para Candida albicans, siendo la orina la 

(12)muestra con más aislamientos . Sólo en 2 pacientes 
(3,3%) se aislaron otras levaduras, siendo estas 
identificadas como C. glabrata (Tabla Nº01). Estos 
aislamientos no se consideraron en el estudio 
molecular. Todas las cepas fueron sensibles a los cuatro 
antifúngicos analizados. 

Al genotipificar las 15 cepas de C. albicans aisladas  de 
orina y de hisopado vaginal más las dos cepas control; el 
partidor OPBA09 generó mayor polimorfismo (90,9%) en 
comparación con los otros dos partidores utilizados.
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Tabla Nº01. Levaduras aisladas de acuerdo al tipo de 
muestra según el tiempo de permanencia de la sonda.

Figura Nº01. Dendrograma realizado con el programa 
TreeCon® a partir de los coeficientes de similitud 
generados de las 15 cepas de C. albicans aisladas de 
muestras de hisopado vaginal hv y de orina O y de las dos 
cepas control C. albicans* y C. glabrata **  obtenidos con 
los tres partidores, en pacientes internados en 
Ginecología G, gastroenterología Gas, Unidad de 
cuidados intensivos Uci y urología Uro.

El dendrograma muestra la presencia de 15 ramas bien 
definidas entre las cepas de C. albicans. Doce de estas 
ramas, en su mayoría representadas por cepas únicas, 
evidenciaron índice de similitud Sab menor a 0,9 
evidenciando el polimorfismo entre los aislados. Dos 
ramas incluyen cepas con Sab mayor a 0,9 lo que 
indicaría una mayor relación clonal entre las 
respectivas cepas de los distintos pacientes, sugiriendo  
un origen común de éstas vinculadas a un posible brote 
(Figura Nº01). 

DISCUSIÓN
 
Las levaduras del género Candida siguen teniendo un 
papel importante en la epidemiología de las infecciones 
nosocomiales, principalmente en países en vías de 
desarrollo, quienes presentan mayores tasas de 

(3-5,9)candidemia que países desarrollados . Por otro lado 
candiduria es un problema permanente y de alta 
frecuencia en pacientes sometidos a cateterización 

vesical, principalmente en pacientes con algún grado 
de inmunodepresión y/o internados en unidades de 

(6,15)paciente crítico . La incidencia de candiduria 
nosocomial en los 60 pacientes incluidos en el estudio, 
sometidos a cirugía y portadores de catéter urinario fue 
de 22%, recuperando la levadura mayoritariamente al 
cuarto día de cateterización, siendo muy similar a 

(7,15)estudios previos realizados en SudAmérica . Estudios 
epidemiológicos de infección nosocomial en hospital 
terciario, evidencia que infección del tracto urinario es 
de alta incidencia con tasas mensuales entre 0,0 a 39,4 
por mil días de exposición al catéter urinario 
permanente (CUP) y que levaduras en especial las del 
género Candida spp, se reportan como los principales 

(7,8)agentes de estos cuadros .  

Molecularmente, se ha evidenciado que las cepas de las 
distintas especies de  Candida que colonizan la mucosa 
vaginal, son las que posteriormente se desplazan y 
desarrollan candiduria nosocomial en estas pacientes, 

(15)luego de ser sometidas a cateterización vaginal . 
Entre las 27 pacientes estudiadas, se verificó la 
presencia de levaduras en hisopado vaginal en 15%, 
siendo esta prevalencia intermedia al compararse con 

(1,7,15)otros estudios . 

La gran mayoría de las cepas aisladas de orina 
corresponde a la especie C. albicans (92%) y una a C. 
grabrata (8%), al igual que las recuperadas del hisopado 
vaginal correspondiendo a 3 C. albicans y 1 C. glabrata. 
La frecuencia de la especie de C. albicans detectada en 
este estudio es muy superior a lo reportado en la última 
década y recientemente entre los diversos estudios 
epidemiológicos de infección asociada a atención de 
salud por levaduras, sin embargo mantiene la tendencia 
en candiduria, donde C. albicans es acompañada de C. 

(7)glabrata . Esta tendencia también se observa en 
(3-5)candidemia de algunos países desarrollados , la cual 

(9)difiere de Latinoamérica .

La resistencia a los antifúngicos puede clasificarse 
como clínica o in vitro. La primera es consecuencia de la 
baja biodisponibilidad del fármaco; la segunda puede 
ser primaria donde la levadura muestra resistencia 
natural ó secundaria en la que cepas susceptibles se 
transforman en resistentes debido al contacto previo 
con el antimicótico. En nuestro estudio todas las cepas 
aisladas presentaron sensibilidad a los antimicóticos 
testados, debido a que los pacientes no fueron 
sometidos a terapias antifúngicas de largo plazo, lo que 
hubiese disminuido la susceptibilidad de las levaduras y  

(16)aumentaría la aparición de cepas resistentes .

La genotipificación se realizó a las cepas de C. albicas 
por amplificación arbitraria del ADN polimórfico 
denominado RAPD, empleando tres partidores 
arbitrarios con capacidad para discriminar cepas de 
esta especie, empleados en forma independientes, 
cuyos patrones de amplificación fueron unidos para 

4 días 5 días

Orina 10 2 12

Hisopado 0 3 3

Total 10 5 15

Orina 1 0 1

Hisopado 1 0 1

Total 2 0 2

Total

Candida albicans

Candida glabrata

Levadura aislada Tipo de muestra

Tiempo de permanencia de la sonda 

(total de aislamientos: 17)
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generar una matriz que apoyó su análisis a través de un 
dendrograma de similitud. La cantidad de partidores 
utilizados en ésta técnica puede variar en número, 
algunos autores utilizan algunos pocos partidores con 
alto poder discriminatorio, mientras que otros utilizan 
más de cinco partidores para combinar sus resultados 
en el análisis y generar robustez en las conclusiones, 
recomendándose emplear varios partidores con 

(15-18)elevado poder discriminatorio . En nuestro estudio, 
seleccionamos 3 partidores con alta capacidad 

(15)discriminatoria entre cepas de C. albicans , siendo el 
partidor OPBA09 el que demostró mayor capacidad para 
detectar polimorfismo entre las cepas analizadas.  

Estudios han demostrado que la técnica de RAPD es 
rápida, económica y factible de aplicar en rutina, 
presentando como desventajas la baja reproducibilidad 
entre laboratorios, recomendando en su aplicación la 
cuidadosa estandarización del protocolo, considerando 
entre los puntos clave la elección adecuada de los 
partidores, cantidad y pureza del ADN, tipo de 
pol imerasa,  condiciones de la reacción de 
amplificación, tipo de termociclador y experiencia del 

(15-18)observador .

Se muestra un elevado polimorfismo genético entre los 
diferentes aislamientos de C. albicans de los pacientes 
internados en el INEN de Lima, Perú, generándose un 
dendrograma con 12 ramas bien definidas y 
representadas en su mayoría por una sola cepa e índice 
de similitud bajo (Sab < 0,9) indicando predominio de 
cepas independientes entre los pacientes o sin un 
origen clonal común, concordando con diversos 

(13,15,17)estudios . Por otro lado dos ramas agrupan 2 y 3 
cepas con Sab > 0,9, lo que indicaría una mayor relación 
clonal entre las respectivas cepas de los distintos 
pacientes, relacionas con el origen de la muestra  y 
servicio de internación, lo que estaría revelando la 
posibilidad de brote por transmisión de cepas entre 
pacientes. Algunos estudios epidemiológico-
moleculares con RAPD, han evidenciado relación clonal 
entre cepas de una misma especie aisladas de distintos 
s i t ios  de  un  mismo pac iente  como fuente 
endógena(13,15) o entre pacientes y personal de salud 
confirmando origen exógeno en la candidiasis 

(12)nosocomial .  
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