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RESUMEN 

 
Candida auris representa un problema de salud pública debido a la resistencia que presenta a los 

antifúngicos y del potencial de causar brotes nosocomiales. Este estudio tuvo como finalidad 

identificar y caracterizar los aislamientos de C. auris de Tabasco. Para ello, se realizó la 

identificación de C. auris por métodos microbiológicos y se confirmó por PCR-Secuenciación. La 

susceptibilidad a los antifúngicos se determinó por el método de dilución en caldo y se confirmó 

por búsqueda de mutaciones en los genes ERG11 y FKS1 HS1. La diversidad genética se determinó 

mediante el análisis filogenético de la región ITS y D1/D2 del gen 18S y 26S del ADNr, 

respectivamente, además del análisis de polimorfismo de nucleótido único (SNP). 

En conjunto, estos resultados mostraron que la mayoría de los aislamientos pertenecieron a otras 

especies de Candida y únicamente, seis aislamientos resultaron ser C. auris. Para éstos, se 

observaron dos morfologías diferentes: células individuales formando blastoconidios y células con 

pseudohifas y abundantes blastoconidios, correspondientes al clado I (Sur de Asia) y al clado IV 

(Sudamericano), respectivamente; lo que confirmó la circulación de dos clados distintos en la 

entidad. Contrario a lo esperado, cinco aislamientos fueron sensibles a los tres tipos de antifúngicos 

y no se encontraron mutaciones relacionadas con resistencia en los genes ERG11 y FSK1 HS1, con 

excepción del aislamiento MYC-97-22 que resultó resistente a fluconazol (CMI ≥ 64 μg/mL) pero 

no se observó mutaciones en el gen ERG11. El análisis de SNP sugiere que los aislamientos están 

genéticamente relacionados entre sí; sin embargo, no se puede aseverar que derivaron de un brote. 

Finalmente, se requiere realizar secuenciación de genoma completo para definir el origen de las 

introducciones de C. auris en Tabasco. 
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CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO 
 

1.1. Introducción 

 
En la última década las infecciones fúngicas invasivas (EFI por sus siglas en inglés), han ido en 

aumento dichas infecciones son causadas por hongos oportunistas afectando principalmente a 

pacientes inmunocomprometidos y las especies del género Candida están asociadas a dichas 

infecciones. El género Candida está compuesto por 108 especies aproximadamente, pero 

alrededor de 18 son de importancia clínica (Turner y Butler, 2014). 

 

 

Una de las especies de este género que ha tenido una gran relevancia en los últimos años es 

Candida auris esta levadura nosocomial emergente, representa un problema de salud pública a 

nivel mundial, debido a que a diferencia de las otras especies del género presenta dificultades en 

su identificación, presenta resistencia a las tres clases principales de antimicóticos, tiene la 

capacidad de persistir en el ambiente hospitalario y de diseminarse entre los pacientes con gran 

facilidad (Pathirana et al., 2018). Esta especie está asociada con brotes en entornos 

intrahospitalarios, siendo causante de candidemia invasiva, candidiasis, infecciones del torrente 

sanguíneo eincluso provoca la muerte (Chow et al., 2020). 

 

 
1.2. Epidemiología de Candida auris 

 

C. auris fue descrita por primera vez en 2009, se aisló a partir de la secreción de oído externo 

de una paciente japonesa, de ahí deriva su nombre “auris” que significa oído. Se tiene el primer 

registro de esta especie en 1996 en Corea del Sur, pero fue identificada erróneamente como 

Candida haemulonii (Lee et al., 2011; Satoh et al., 2009). Las infecciones invasivas por C. 

auris en los últimos años han presentado cambios drásticos, debido a que actualmente se están 

reportando brotes nosocomiales con mayor frecuencia y parecen involucrar a un número cada 



2  

vez mayor de pacientes. Estudios han demostrado que una vez que esta levadura nosocomial se 

introduce en un centro de atención médica, se propaga rápidamente entre los pacientes 

susceptibles (Ahmad y Alfouzan, 2021). 

 
 

El genoma completo de 304 aislamientos de C. auris de diferentes países dieron lugar a su 

agrupación en cuatro clados geográficamente distintos: clado I (Sur de Asia), clado II (este de 

Asia), clado III (Sudáfrica), clado IV (Sudamérica) y en el año 2018 se describió un nuevo 

clado V (Irán) (figura 1) (Chow et al., 2019). 

 
Figura 1. Árbol filogenético de C. auris 

Filogenia de los cinco clados de C. auris. Circulo lila clado I (Sur de Asia), círculo celeste clado II (Este de 

Asia), círculo rosa clado III (Sudáfrica), círculo verde clado IV (Sudamericano) y circulo beige clado V (Irán). 

Tomado de (Du et al., 2020). 

 

 

 

Desde que se describió por primera vez, se han reportado infecciones y colonizaciones por esta 

especie en 46 países de los cinco continentes convirtiéndose en una de las causas más frecuentes 
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de candidemia en algunos hospitales de la India, Sudáfrica, Venezuela y España, reportándose 

desde casos aislados, hasta brotes nosocomiales, superando incluso a Candida. glabrata o 

Candida. tropicalis en algunos centros de atención médica (figura 2) (Ruiz-Gaitán y Luis Del 

Pozo, 2021). 

 
 

Los aislamientos del clado I y III han causado varios brotes nosocomiales importantes en el 

Reino Unido, así como en sus continentes de origen, mientras que los aislamientos de clado II 

causan infecciones de oído. El aislado clado V recientemente descrito también se recuperó 

inicialmente de un caso de otomicosis (Szekely et al., 2019; Abastabar et al., 2019). 

 

 

 

 

Figura 2. Distribución de C. auris a nivel mundial 

Distribución actual de C. auris a nivel mundial. Tomado de (Ruiz-Gaitán y Del Pozo, 2021). 
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1.3. Característica de C. auris 

 

C. auris es una levadura unicelular, mide de 2,0-3,0 × 2,5-5,0 μm, pertenece a la familia 

Metschnikowiaceae del orden Saccharomycetales y al género Candida (Satoh et al., 2009). C. 

auris desarrolla colonias de color blanco a crema en agar dextrosa Sabouraud (SDA), 

habitualmente desarrolla colonias rosadas, moradas o blancas en CHROMagar (figura 3), se ha 

reportado que no desarrolla hifas, tubo germinativo y clamidosporas (García et al., 2020; 

Borman et al., 2016). Esta levadura emergente es capaz de tolerar altas concentraciones de 

cloruro de sodio (>10% p/v), es termo tolerante, presenta un desarrollo óptimo a 37 °C, pero se 

mantiene viable hasta 42 °C (Kordalewska y Perlin, 2019; Kathuria et al ., 2015). 

 

 

Figura 3. Crecimiento de C. auris en medio CHROMagar 

Imagen donde se aprecia las transiciones morfológicas entre fenotipos de color de colonias de C. auris. Tomado 

de (CDC, 2022). 

 

Microscópicamente se han reportado dos fenotipos de C. auris basadas en la agregación celular, 

células agregativas y células no agregativas (Borman et al., 2016). Dentro de los distintos 

clados, se ha reportado que el fenotipo agregativo se observa en aislamientos de los clados (II 

y III) y la forma no agregativa, se observa en aislamientos del clado I y IV. Se ha reportado que 

los aislamientos de los clados II, III y IV son incapaces de desarrollar pseudohifas y solo los 

aislamientos del clado I son capaces de presentar esta morfología (Forgács et al., 2020; Szekely 

et al., 2019). 
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Con base al perfil bioquímico, C. auris tiene la capacidad de asimilar N-acetil glucosamina, 

succinato y gluconato como fuentes de carbono, tiene la capacidad de fermentar glucosa y 

sacarosa, además, utiliza como fuentes de nitrógeno sulfato de amonio, cadaverina y L-lisina. 

Los azucares que no asimila esta levadura son la D- Xilosa y galactosa (Usca et al., 202; Du et 

al., 2021). 

 
 

1.4. Genoma de C. auris 

 

Por otra parte, C. auris posee un genoma haploide, cuyo tamaño oscila entre 12.3-12.5 Mb, 

organizado en siete cromosomas, alrededor de 6500 genes los emplea para su metabolismo. 

Tiene un contenido de G+C entre el 44,5 % y 44,8 %, C. auris presenta una gran plasticidad 

de cariotipo (Chatterjee et al., 2015). Existen diferencias entre los cuatro clados principales (I, 

II, III y IV) dichos clados difieren en al menos diez mil polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNP) y el quinto clado está separado por más de 200.000 SNP de los otros clados encontrados 

(Lockhart et al ., 2017) 

 
 

El análisis comparativo del contenido genético de un aislado de C. auris con Candida 

albicans demostró que algunos genes ortólogos asociados con la resistencia a los antifúngicos 

están presentes en C. auris, incluidos transportadores de fármacos, proteasas secretadas y 

manosil transferasas (Íbidem et al., 2015). 

 
 

Además, los estudios genómicos mostraron que los objetivos de varias clases de fármacos 

antifúngicos se conservan en C. auris, tales como la lanosterol 14-alfa-desmetilasa, es una 

enzima codificada por el gen ERG11, la cual es clave de la vía de biosíntesis del ergosterol y el 

objetivo principal de los fármacos azoles. Así como también el objetivo de las equinocandinas, 

la 1,3-betaglucano sintasa enzima codificada por el gen FKS1, dicha enzima se encarga de la 
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biosíntesis del glucano, componente de la pared celular (Chowdhary et al. 2018). 

 

 

1.5. Colonización 

 

Esta levadura se considera un patógeno emergente que puede causar infecciones graves, se 

transmite de un paciente a otro, los pacientes pueden estar colonizados y portar a esta levadura 

en alguna parte del cuerpo y no desarrollar una infección grave. C. auris es capaz de colonizar 

diversas áreas anatómicas como: fosas nasales, boca, conducto auditivo, inglés, axilas y recto 

(Zuluaga-Rodríguez, 2020). 

 
 

También puede encontrarse colonizando una variedad de superficies y objetos, incluyendo 

material quirúrgico, equipos médicos, colchones y almohadas debido a que esta levadura es 

capaz de formar biopelículas la cual le confiere la capacidad para colonizar la piel, persistir en 

el ambiente hospitalario, resistir la terapia antimicrobiana y causar enfermedades invasivas 

(Horton y Nett, 2020). 

 
 

1.6. Patogenicidad y factores de virulencia 

 
C. auris comparte factores de virulencia con la especie Candida albicans, como son la 

producción de proteasas, fosfolipasas y hemolisina, cuyos factores de virulencia cumplen 

funciones especializadas durante el proceso infeccioso. Dichas enzimas se encargan de la 

digestión y/o degradación de las células del hospedero favoreciendo así el proceso de adhesión 

e invasión de los tejidos (Hernando-Ortiz et al., 2021; Castrillón et al., 2005). 

 

Esta levadura es capaz de formar biopelículas, la cual le confiere la capacidad para colonizar 

la piel, persistir en el ambiente hospitalario, la resistencia a los antifúngicos y causar 

enfermedades invasivas El análisis de esta matriz extracelular reveló la presencia de 

polisacáridos, como los complejos de mananoglucano, involucrado con el secuestro de 
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antifúngicos, evitando que estos puedan alcanzar sus dianas celulares (Du et al., 2020; Horton 

y Nett, 2020). 

 
 

La producción de matriz extracelular confiere mayor protección frente los antifúngicos, 

logrando atrapar entre el 50 y 90% del antifúngico, especialmente el fluconazol. Además, la 

biopelícula producida por C. auris le permite mejor establecimiento y persistencia en ambientes 

bióticos y abióticos por largo tiempo (Welsh et al., 2017). 

 
 

Se ha reportado que los aislamientos con fenotipo agregativo son menos virulentos que los que 

presentan el fenotipo no agregativo. Los fenotipos agregativos de C. auris se han aislado 

predominantemente de pacientes colonizados y tienen una mayor capacidad de formación de 

biopelículas que los fenotipos no agregativos (Ahmad y Alfouzan, 2021). 

 
 

1.7. Identificación de C. auris en el laboratorio 

 
El primoaislamiento de C. auris se realiza a partir de muestra clínica en medios como agar Sabouraud 

(SDA) a 30-37 °C durante 24-72 h. También se pueden emplear otros medios selectivos como 

CHROMagar, sin embargo, es difícil de diferenciar a C. auris empleando este medio, debido a 

que no se puede distinguir de otras especies como de Candida glabrata, miembros del complejo 

Candida haemulonii, Candida kefyr, Candida guilliermondii y Candida famata las cuales 

también forman colonias de color rosa (Khan et al., 2017). Por lo que la identificación 

microbiológica de esta especie debe realizarse mediante pruebas moleculares como la PCR- 

Secuenciación (Welsh et al., 2017). 

 
 

Los sistemas automatizados como VITEK 2, BD Phoenix y API 20, los cuales emplean tarjetas 

desechables que permiten determinar la asimilación de azucares y aminoácidos por el patógeno 
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en cuestión, lo que permite la identificación de C. auris. Sin embargo, si estos sistemas no 

cuentan con versiones más recientes existe una alta probabilidad de que el equipo confunda a 

C. auris con otra especie del género con están genéticamente relacionadas (Ambaraghassi et 

al., 2019). En la actualidad, las técnicas más eficientes para confirmar la identidad de C. auris 

son basadas en espectrometría de masas MALDI-TOF MS y métodos moleculares (Du et al., 

2020). 

 
 

1.8. Confirmación molecular de los aislamientos de C. auris 

 
Actualmente, para identificar de manera correcta a esta levadura, se recomiendan complementar 

las pruebas de microbiología clásica con métodos moleculares, o bien, el uso de la 

espectrometría de masas (MALDI-TOF MS) que arroja resultados confiables (Carvajal- 

Valencia et al., 2020). 

 

 
Dentro de las técnicas para identificación molecular, las más socorridas es la PCR- 

Secuenciación de la región del espaciador transcrito interno ITS1-ITS2 “Internal Transcribed 

Spacers” (ITS, por sus siglas en inglés), estas regiones forman parte de la matriz de ADNr y se 

encuentra entre las regiones codificantes de ADNr. El cistrón del ADN ribosómico nuclear 

(ADNr) codifica los ARNr de las subunidades ribosómicas pequeñas (ARNr 18S) y grandes 

(ARNr 5.8S y 26S) (Peña et al., 2017). 

 

La región ADNr contiene dos espaciadores, el espaciador transcrito interno ITS1, el cual se 

encuentra entre los genes 18S y 5.8S e ITS2, el cual reside entre los genes 5.8S y 26S. Dichas 

regiones están dispuestos en tándem formando unidades de transcripción que se repiten en el 

genoma de las levaduras entre 100 y 200 veces (Vásquez et al., 2016). 

También se emplea la región de dominio D1/D2 de la subunidad grande ribosomal “Large 
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Subunit Ribosomal” (LSU, por sus siglas en inglés), tanto las regiones de ITS y la región D1/D2 

contienen mosaicos de regiones conservativas con suficiente variabilidad para definir la especie 

(figura 4) (Arbefeville et al., 2017). 

 

Figura 4. Representación esquemática de la región de ITS y D1/D2 del ADNr 

Estructura genética del ADNr. La región de ITS se encuentra flanqueado por los genes 18S, 5.8S y 26S. Pérez 

Vázquez, autoría propia. 

 

Otros métodos para la caracterización molecular de C. auris son la electroforesis de campo 

pulsado, “Pulse Field Gel Electroforesis” (PFGE por sus siglas en inglés), la tipificación 

multilocus de secuencia “Multilocus Sequence Typing” (MLST, por sus siglas en inglés), la 

determinación de polimorfismos en longitud del fragmento amplificado “Amplified Fragment 

Length Polymorphism” (AFLP, por sus siglas en inglés) (Girard et al., 2016). 

Actualmente la secuenciación de genoma completo “Whole Genome Sequencing” (WGS, por 

sus siglas en inglés), se emplea para caracterizar, detectar introducciones, mezcla filogeográfica 

y la dinámica de transmisión de C. auris (Chow et al., 2020). 
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1.9. Tratamiento para las fungemias 

 

Actualmente existe distintas clases de antifúngicos que ayudan a combatir las infecciones 

fúngicas invasivas. El tratamiento de primera línea consiste en administrar derivados de azoles, 

el fluconazol es el azol más empleado y se emplea de (200-800 mg/día, por vía oral o 

intravenosa). Cuando la terapia por azoles falla, debido a que haya resistencia se emplean, los 

polienos como la anfotericina B en dosis de se emplean dosis de 0,2–1,5 mg/kg/día, si la terapia 

con este antifúngico falla, por última instancia se emplean los fármacos de tercera línea como 

las equinocandinas (anidulafungina) y se recomienda usar dosis de (100 mg/día o 2 mg/kg/día) 

(Ruiz-Camps y Cuenca-Estrella, 2009; Pachón et al., 2006). 

 
 

1.10. Mecanismos de acción de los antifúngicos 

 
Los azoles fármacos de primera elección actúan inhibiendo la síntesis del ergosterol, 

componente principal de las membranas fúngicas. actúan inhibiendo la actividad enzima 

lanosterol 14α-desmetilasa, enzima codificada por el gen ERG11, lo cual conduce a la 

formación de una membrana con una alteración estructural y funcional (figura 5a) (Nocua-Báez 

et al., 2020). 

 

 
Por otra parte, la anfotericina B actúa uniéndose al ergosterol generando la formación de canales 

en la membrana, alterando así la permeabilidad de la membrana provocando la salida de iones 

y moléculas carbonadas (figura 5b) (Ruiz-Camps y Cuenca-Estrella, 2009). 

 

 
Por su parte, las equinocandinas inhiben a la enzima b-1,3-D-glucano sintasa, estos fármacos 

se une a la subunidad activadora (FKS) evitando así la formación del glucano, componente 

principal de la pared celular, provocando lisis celular (figura 5c) (Barker et al., 2020; Du et al., 

2020). 
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1.11. C. auris especie resistente los antifúngicos 

 

C. auris es una levadura multidrogorresistente (MDR), el 90 % de los aislamientos son 

resistentes a fluconazol, en un 35 % a anfotericina B y en menor proporción 5% equinocandinas. 

Dicha resistencia tiene un gran impacto en el manejo terapéutico, debido a que está relacionado 

con una tasa alta de mortalidad (30-60 %) lo que ha generado alertas sanitarias a nivel mundial 

(Chowdhary et al., 2018; Pathirana et al., 2018). 

 

 
Los aislamientos de C. auris que presentan resistencia a dos clases de antifúngicos se les 

consideran multidrogorresistentes (MDR) y aquellos que presentan resistencia a las tres clases 

se les denominan extremadamente resistente (XDR) (Du et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismo de acción de las tres clases de antifúngicos 

Representación esquemática del mecanismo de acción de las tres clases de antifúngicos. A) en el recuadro rojo, 

se señala el mecanismo de los azoles, los cuales inhiben la síntesis del ergosterol. b) en el recuadro celeste se 

encierra cómo actúan los polienos, se unen al ergosterol en la membrana. c) en el recuadro verde se encierra el 

mecanismo de las equinocandinas, estos fármacos inhiben la síntesis de glucano. Tomado de (Organización 

Panamericana de la Salud, 2019). 
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La resistencia a los antifúngicos está muy extendida en los aislamientos de clado I (Sur de Asia), 

estos son abrumadoramente resistentes al fluconazol, presentan resistencia variable a la 

anfotericina B y adquieren resistencia a las equinocandinas, la mayoría de los aislamientos son 

MDR y pocos aislamientos XDR. Los aislamientos del clado II (Este de Asia), son sensible a 

las tres clases de antifúngicos, los aislamientos del clado III (Sudáfrica) presentan resistencia a 

los azoles, anfotericina B e inclusive a las equinocandinas, los aislamientos del clado IV 

(Sudamericano) presentan resistencia variable a la anfotericina B y al fluconazol (Jacobs et al., 

2022; Escandón et al., 2019). 

 
 

Actualmente no se ha determinado el punto de corte para C. auris, debido a que esta especie, 

presenta una alta diversidad genética, intra e inter clado, pues se ha observado que entre 

diferentes aislamientos de este muestran perfiles de susceptibilidad variables (Zhu et al., 2020). 

 

1.12. Mecanismos de resistencia a los antifúngicos 

 

C. auris, se caracteriza principalmente por ser resistente a fluconazol, esta resistencia está 

generalmente relacionada con mutaciones en ERG11, dicho gen codifica para la lanosterol 14- 

α-desmetilasa enzima necesaria para la síntesis del ergosterol, esterol importante de la 

membrana, estas mutaciones alteran los sitios catalíticos de la enzima impidiendo que los azoles 

ejerzan su acción (Chaabane et al., 2019). 

 
 

Se han reportado tres mutaciones en dicho gen (F126T, Y132F y K143R). Dichas mutaciones 

están fuertemente asociadas con los clados de C. auris, la mutación F126T se encuentra 

únicamente entre los aislamientos clínicos del clado III (Sudáfrica), la mutación Y132F y 

K143R se encuentra entre los aislamientos clínicos del clado I y IV (Sur de Asia y 

Sudamericano, respectivamente) (Chowdhary et al., 2018; Hou et al., 2018). 
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Ben-Ami et al., 2017, ha reportado que la resistencia a los azoles puede deberse en parte a una 

sobre expresión de bombas de flujo del tipo ABC, estas bombas son uno de los principales 

mecanismos de resistencia a los azoles en especies patógenas de Candida (figura 6). 

Figura 6. Mecanismos de resistencia a las tres clases de antifúngicos 

Figura representativa de los mecanismos de resistencia a las tres clases de fármacos. Tomado de (Barker et al., 

2020). 

 

La resistencia a los polienos a un no está bien definida, pero se ha reportado que se debe a 

distintos mecanismos como la disminución de las cantidades de ergosterol en la membrana o 

un recambio de esteroles de menor afinidad por los polienos como fecosterol, también se ha 

relacionado con mutaciones en ERG2, ERG3 y ERG6 (Rhodes et al., 2018). 

 
 

Actualmente hay cepas de C. auris que presentan resistencia a las equinocandinas, esta 

resistencia está relacionada con mutaciones en los genes FKS1 y FKS2, los cuales codifican 

para subunidades catalíticas de la enzima beta (1,3) D-glucano sintasa cuya proteína está 

encargada de la de la síntesis del D- glucano, componente principal de la pared de celular las 

levaduras. Las equinocandinas inhiben esta enzima, disminuyendo la cantidad de glucanos en 

la pared. Dichas mutaciones, se ubican en dos regiones (puntos calientes 1 y 2 o HS1 y HS2) 

la mutación que se ha reportado para aislamientos de C. auris resistente es S639F, la cual se 

encuentra en el gen FKS1 HS1, dicha mutación conduce a un cambio conformacional en la 
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proteína evitando así la unión de las equinocandinas a su blanco diana (Hirayama et al., 2023; 

Hou et al., 2019). 

 

1.13. Determinación del perfil de susceptibilidad por métodos estándar 

 

Actualmente para determinar la susceptibilidad a los antifúngicos para C. auris se emplean 

varias pruebas estandarizadas, incluidos los métodos de microdilución en caldo del Instituto de 

Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés) y del Comité Europeo 

sobre Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST, por sus siglas en ingles), el 

método de difusión en gradiente E-test y el sistema de susceptibilidad antifúngica VITEK 2 

(Arendrup et al., 2017). 

 
 

Actualmente no existen puntos de cortes para C. auris, debido a que los aislamientos exhiben 

una susceptibilidad variable (Zhu et al., 2020). Por lo que los Centros para el Control y 

Prevención de Enfermedades, (CDC por sus siglas en inglés), propuso puntos de corte clínicos 

tentativos de los cuales se considerará a un aislamiento resistente, y cuando presenten CIMs ≥2 

mg/L para anfotericina B; ≥4 mg/L para anidulafungina y micafungina, para caspofungina ≥2 

mg/L y para fluconazol ≥32 mg/L (CDC, 2020). 

 
 

1.14. Prevención y control de C. auris 

 

Dado que C. auris presenta una tasa alta de trasmisión nosocomial, distintos estudios han 

demostrado que esta levadura perdura por semanas en el ambiente hospitalario, por lo que la 

limpieza correcta, así como el aislamiento de los pacientes infectados es la clave para evitar la 

propagación de los brotes (Horton y Nett, 2020). 
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Los Centros para el Control y prevención de Enfermedades (CDC), recomiendan que se debe 

realizar la desinfección y limpieza exhaustivas de las habitaciones de los pacientes, así como 

también se deben limpiar y desinfectar los equipos que se comparten antes de que se empleen 

en otros pacientes. Así como también un adecuado lavado de manos del personal de salud 

(Cáceres et al., 2019). 

 
 

Esta levadura presenta no solo presenta resistencia a los fármacos, sino que también a 

desinfectantes que se usan comúnmente en los hospitales, por ejemplo, el ácido peracético, el 

hipoclorito de sodio e incluso los compuestos de amonio cuaternario. Por lo que se recomienda 

emplear desinfectantes que se encuentren registrados ante Environmental Protection 

Agency (EPA, por sus siglas en inglés) los cuales son eficaces contra Clostridium difficile como 

lo es (Oxivir 1) limpiador a base de peróxido de hidrógeno (Zuluaga-Rodríguez, 2020). 

 
 

1.15. Antecedentes 

 

Calvo y cols, reportaron el l primer brote de C. auris en América, sucedió en Venezuela durante 

el 2012. Se recuperaron 18 aislamientos a partir de hemocultivo, 13 fueron de origen pediátrico 

y cinco pertenecieron a adultos, todos ellos se encontraban en UCI. Además, corroboraron que 

el sistema VITEK 2 identificó erróneamente a los 18 aislamiento como C. haemulonii y la 

identidad de C. auris fue confirmada por PCR-secuenciación de la región TS1-ITS2 y análisis 

de Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP, por sus siglas en inglés). 

Todos los aislamientos fueron resistentes a fluconazol (Calvo et al., 2016). 

 

Ayala-Gaytán y cols., fueron los primeros en identificar un caso de C. auris en México, a partir 

de una muestra de hemocultivo obtenida de una paciente con endometriosis severa. Del 

aislamiento, se identificó C. auris y C. parapsilosis mediante espectrometría de masas MALDI- 

TOF y PCR-Secuenciación del espaciador del transcrito interno ITS1-ITS2, así como de la 
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región de dominio D1/D2 de la subunidad 26S del ADNr. El análisis de las secuencias reveló 

que dicho aislado perteneció al clado IV (sudamericano), el cual fue resistente a dos fármacos 

de primera y segunda elección: fluconazol y a la anfotericina B (Ayala-Gaytán et al., 2021). 

 
 

Villanueva-Lozano y cols., describieron el brote de C. auris, derivado del primer caso en 

México. Los autores identificaron tres meses después del primer caso 12 aislamientos 

provenientes de pacientes que se encontraban internados en la unidad de cuidados intensivos 

(UCI) del mismo hospital y que cursaron, con la COVID 19; asimismo, recuperaron tres 

aislamientos de esta levadura a partir de material inerte dentro de las habitaciones de dichos 

pacientes. Del mismo modo, la identificación de C. auris la hicieron mediante MALDI-TOF y 

el resultado se corroboró mediante PCR-secuenciación del espaciador trascrito interno ITS1- 

ITS2, la región de los dominios D1/D2 del ADNr y los genes RPB1 y RPB2, éstos último 

codifican para las subunidades de la ARN polimerasa II. Todos los aislamientos pertenecieron 

al clado IV (Sudamericano) y de igual forma resultaron resistentes al fluconazol y a anfotericina 

B (Villanueva-Lozano et al., 2021). 

 
 

González-Durán y cols., describieron el papel del laboratorio de referencia nacional InDRE 

para la identificación y caracterización de C. auris mediante técnicas microbiológicas clásicas 

de laboratorio, incluyendo el crecimiento en medios especiales y la evaluación de la morfología 

de los aislamientos. Además, confirmaron, la identidad de la especie mediante una PCR, 

específica de C. auris; Así mismo, identificaron el clado involucrado mediante PCR- 

secuenciación de la región de ITS. El algoritmo de diagnóstico propuesto permitió diferenciar 

cuatro aislamientos como C. auris de otras especies fúngicas presentes en las muestras. Los 

autores observaron dos morfologías diferentes entre los cuatro aislamientos, donde tres 

aislamientos se observaron células esféricas con blastoconidios, sin presencia de hifas y 



17  

pseudohifas, el cuarto aislamiento se observó célula esférica con presencia de pseudohifas 

rudimentarias. 

 
 

El análisis filogenético de la región de ITS reveló la presencia de dos clados diferentes de C. 

auris circulando en México, el clado I (sur de Asia) y el clado IV (Sudamericano), los cuales 

fueron consistentes con las dos morfologías encontradas. Todos los aislamientos de C. 

auris fueron resistentes a fluconazol. (González-Durán et al., 2022). 

 
 

Healey y cols., realizaron la identificación del perfil resistente al fluconazol y equinocandinas 

por métodos moleculares, los estudios realizados por mediante PCR-Secuenciación permitieron 

identificar las mutaciones puntuales en el gen ERG11, mutaciones relacionadas con la 

resistencia a fluconazol) en 40 aislamientos originarios de India (clado I) y 56 aislamientos de 

Colombia (clado IV). El 99% de los aislamientos del clado I (Sur de Asia) fueron resistentes 

tanto al fluconazol como al voriconazol, dichos aislamientos contenían una sustitución Y132F 

o K143R en dicho gen, solo un aislamiento presentó un perfil de susceptibilidad y genotipo 

silvestre. por otro lado, los aislamientos del clado IV (Sudamericano), fueron más susceptibles 

a los azoles que los aislamientos del clado I (Healey et al., 2018). 

 
 

Al-jindan y cols., describieron seis nuevos casos de C. auris en Arabia Saudita. La identidad de 

los seis aislamientos la realizaron mediante MALDIT-OF, el perfil de resistencia lo 

determinaron utilizando el sistema VITEK, confirmaron la identidad de los aislamientos 

mediante PCR- Secuenciación del espaciador transcrito interno ITS1-ITS2 y detectaron genes 

asociados con la resistencia a los antifúngicos, ERG11 y FKS1. Los seis aislamientos se 

ubicaron dentro del clado I (Sur de Asia), el análisis del gen ERG11 reveló la presencia de dos 

mutaciones asociadas a la resistencia (F132Y y K143R) y no se detectaron mutaciones en los 
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genes FKS1. Todos los aislamientos eran resistentes al fluconazol y tres fueron resistentes a 

anfotericina B (Al-jindan et al., 2021). 

 
 

de Almeida y cols identificaron los primeros casos de C. auris clado I (Sur de Asia) en Brasil, 

los cuales fueron recuperados a partir de la punta de catéter de pacientes que cursaban con 

COVID-19. Los autores confirmaron la identidad de los aislamientos mediante espectrometría 

de masas MALDI-TOF y PCR-Secuenciación del espaciador del transcrito interno ITS1- ITS2. 
 

Además, determinaron la clonalidad de los aislamientos mediante la técnica de repeticiones 

cortas en tándem (Short Tandem Repeats STR, por sus siglas en inglés) y buscaron mutaciones 

asociadas a la resistencia a fluconazol y equinocandinas mediante PCR-Secuenciación de genes 

ERG11 y FKS. Los dos aislamientos estudiados resultaron ser clonales y están estrechamente 

relacionados con el clado I, los cuales fueron susceptibles a las tres clases de antifúngicos, 

además no se evidenciaron mutaciones en los genes ERG11 y FKS1. Este es el primer reporte 

de C. auris del clado I en América Latina (de Almeida et al., 2021). 

 
 

Lockhart y cols, realizaron un análisis epidemiológico de 54 aislamientos provenientes de 

Pakistán, India, Sudáfrica y Venezuela durante 2012-2015. Dicho análisis lo realizaron 

mediante secuenciación completa del genoma (WGS) en colaboración con Los Centros para el 

Control y Prevención de enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés). Los autores reportaron 

que el 93% de los aislamientos fueron resistentes al fluconazol, el 35% a la anfotericina B y el 

7% a las equinocandinas. Además, el 41% de ellos fue resistente a dos clases de antifúngicos, 

mientras que el 4% presentó resistencia a tres clases de antifúngicos. Tras realizar un análisis 

completo del genoma de los 54 aislamientos, se observó que estos se agrupaban en clados. Al 

igual reportaron diferentes mutaciones en ERG11, las cuales están asociadas con resistencia a 

los azoles en cada clado geográfico (Lockhart et al., 2017). 
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CAPÍTULO 2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 
2.1. Justificación 

 

Previo a la contingencia sanitaria del SARS-CoV-2 C. auris no se había detectado en México, 

es posible que este virus, haya contribuido en la emergencia de este patógeno en el país. 

Actualmente en México, circulan dos clados de C. auris (I y IV) responsables de fungemias, 

evidencia científica muestra que aislamientos pertenecientes al clado I en general son 

multirresistentes. Por tal razón, resulta de interés la caracterización microbiológica y molecular 

de estos aislamientos con el fin de contribuir en la vigilancia epidemiológica de este patógeno 

emergente. 

 
 

2.2. Hipótesis 

 

En el estado de Tabasco, se identificó a C. auris perteneciente al clado I. Dada las características 

de este patógeno, se espera encontrar en el periodo de estudio comprendido (junio 2021 a junio 

2022) predomine únicamente aislamientos pertenecientes a este clado y presenten un perfil de 

multirresistencia. 
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2.3. Objetivo general 

 

Caracterización molecular de los aislamientos de C. auris en el estado de Tabasco. 

 
 

2.4. Objetivos particulares 

 

1. Caracterización macro y microscópica de los aislamientos de C. auris  mediante 

pruebas microbiológicas. 

2. Determinar la concentración mínima inhibitoria para fluconazol, anfotericina B y 

caspofungina. 

3. Confirmar la identidad de C. auris mediante PCR universal y específica. 

 

4. Identificar el clado de los aislamientos mediante la región ITS1-ITS2 y la región de 

dominio D1/D2 del gen 26S del ADN ribosomal. 

5. Detección de mutaciones puntuales en los genes ERG11 y FKS1 involucrados en la 

resistencia a fluconazol y equinocandinas. 

6. Determinar la clonalidad de las cepas de C. auris causantes del brote. 
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CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

3.1. Diagrama de flujo experimental 
 

 

3.2. Selección de muestras 

 

Se trabajaron 20 aislamientos de Candida spp provenientes del municipio de Villahermosa 

Tabasco, los cuales se obtuvieron de la colección del Laboratorio del Instituto de Diagnóstico 

y Referencia Epidemiológicos (InDRE), perteneciente a la Dirección General de Epidemiología 

de la Secretaría de Salud de México. Estos aislamientos fueron recolectados por el laboratorio 

de Micología del mismo instituto para su identificación y descartar la presencia de C. auris en 

el periodo de junio 2021 a junio de 2022. 

Los 20 aislamientos provinieron de diversas fuentes humanas, que incluyeron muestras de 

secreción bronquial, urocultivos y solo uno a partir de superficie (punta de catéter). En la tabla 

1, se indica la clave interna del aislamiento, la fuente de aislamiento, el hospital de donde se 

recuperó la muestra sospechosa de C. auris e identificación previa. 
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Tabla 1. Datos epidemiológicos del universo de muestras 
 

CEPA HOSPITAL FUENTE SEXO EDAD COMORBILIDAD Identificación previa 

SISTEMA VITEK 

MYC 43-21 Dr. Juan Graham Casasús Secreción bronquial F 54 COVID-19 C. auris 

MYC 67-21 Dr. Juan Graham Casasús Urocultivo F 53 COVID-19 C. auris 

MYC 82-21 Dr. Juan Graham Casasús Urocultivo F 59 COVID-19 C. auris 

MYC101-21 Dr. Juan Graham Casasús Hemocultivo M 47 COVID-19 C. auris 

MYC 57-22 Dr. Gustavo A Rovirosa Pérez Hemocultivo F 31 Quemaduras de tercer grado C. haemulonii 

MYC 97- 22 Dr. Juan Graham Casasús Hemocultivo M 54 COVID-19 C. auris 

MYC 68-21 Dr. Juan Graham Casasús Hemocultivo M 43 COVID-19 C. duobushaemulonii 

MYC 23-22 Dr. Juan Graham Casasús Hemocultivo M 40 COVID-19 C. duobushaemulonii 

MYC 80-21 Dr. Juan Graham Casasús Urocultivo M 54 COVID-19 C. parapsilosis 

MYC 81-21 Dr. Juan Graham Casasús Secreción bronquial M 57 COVID-19 C. parapsilosis 

MYC 122-21 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo F R/N Atresia intestinal C. parapsilosis 

MYC 1-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo F 2 meses Gastrosquisis C. duobushaemulonii 

MYC 21-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo F 19 Puerperio tardío C. parapsilosis 

MYC 22-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo F 19 Puerperio tardío C. parapsilosis 

MYC 45-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo M 76 COVID-19 C. glabrata 

MYC 65-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo M 1 mes Distrés respiratorio C. parapsilosis 

MYC 66-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo M 19 días Distrés respiratorio C. parapsilosis 

MYC 67-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Punta de catéter M 19 días Distrés respiratorio C. parapsilosis 

MYC 96-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo M 24 días Síndrome de dificultad respiratoria C. parapsilosis 

MYC 109-22 Hospital regional de Alta Especialidad de la Mujer Hemocultivo F 1 mes Síndrome de dificultad respiratoria C. parapsilosis 
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3.3. Caracterización macroscópica y microscópica de los aislamientos de C. auris 

Inicialmente se realizó un primo aislamiento en Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) a 37 °C por 

48 h. Una vez verificada la pureza de los aislamientos, la caracterización macroscópica se 

realizó mediante la resiembra en los medios selectivos de CHROMagar y Agar Biggy a 30 °C 

a por 48 h. 

La identificación macroscópica de los aislamientos se hizo a partir del cultivo en Agar Dextrosa 

Sabouraud (BD Bioxon), describiendo el color de las colonias, borde y consistencia. Colonias 

sospechosas de C. auris en CHROMagar Candida (Becton Dickson) suelen aparecer de color 

blancas o rosadas, pero algunas colonias pueden verse rojas o moradas y en agar Biggy (MCD 

Lab), se observan color café claro. 

 

 
3.4. Caracterización microscópica de los de C. auris 

 

La caracterización microbiológica de los aislamientos de C. auris se realizó mediante las 

siguientes pruebas: producción de clamidosporas, prueba de tubo germinal y el perfil 

bioquímico. 

 

 
3.4.1. Producción de clamidosporas 

 

Esta prueba se basa en estimular la filamentación y la producción de clamidosporas en levaduras 

del género Candida, empleando un medio pobre en nutrientes, exento de glucosa, pero con la 

cantidad mínima de nutrientes necesaria para el desarrollo fúngico. Para esta prueba, se empleó 

la técnica de Dalmau, la cual consistió en sembrar una colonia con estrías en paralelo en agar 

harina de maíz (Sigma) se colocó un cubreobjetos estéril sobre la siembra y se incubó a 30 °C 

por 72 h. Para la lectura se colocó la caja Petri al microscopio y sin retirar el cubreobjeto, se 
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observó el crecimiento con los objetivos de 10X y 40x para la identificación de clamidosporas. 

 

 

 
3.4.2. Prueba de tubo germinativo 

 

La prueba del tubo germinativo consiste en incubar la levadura en suero humano o de caballo 

en tiempo de 2 horas con el fin de estimular el brote del micelio (tubo germinativo). Dicha 

prueba se realizó inoculando una colonia de los aislamientos de C. auris en 0.5 ml de suero de 

humano y se incubó a 37 °C durante 2-4 horas. Posterior al tiempo de incubación, se colocó 2 

gotas de la suspensión en un portaobjeto y se cubrió y se observó al microscopio con objetivo 

de 40X en búsqueda de dicha estructura. 

 

 
3.4.3. Perfil bioquímico 

 

El sistema VITEK® 2 (bioMérieux, Inc., Hazelwood, MO, EE. UU.) es un equipo que identifica 

y establece el patrón de sensibilidad de diversos microorganismos. La tarjeta YST permite 

identificar levaduras de importancia clínica y organismos relacionados a través de pruebas 

bioquímicas, las cuales incluyen asimilación de carbohidratos, ácidos orgánicos y detección de 

oxidasas. 

La identificación se realizó a partir del crecimiento en (SDA) de 48 h a 37 °C se seleccionaron 

colonias aisladas y se colocaron en 2.5 ml de NaCl al 0.45%. Se ajustó a una turbidez en un 

rango de 1.8 a 2.0 unidades en la escala McFarland empleando el densitómetro DensiChek™ 

Plus de VITEK® 2. Se colocó el tubo de ensayo con la suspensión en la tarjeta de identificación 

dentro en el casete, se colocó el casete con las muestras en el sistema VITEK 2 YST v 8.01 

acorde con las instrucciones del fabricante. Se revisó la lectura a las 24 h y se registró el nivel 

de confianza para cada aislamiento. 
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3.5. Determinación del perfil de susceptibilidad a los antifúngicos 

 

La prueba de susceptibilidad antifúngica, para determinar la Concentración Mínima Inhibitoria 

(CMI), se realizó mediante el método de microdilución en caldo empleando RPMI 1640, 

siguiendo documento de El Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI) M27-A3 

4ª edición, noviembre de 2017. 

 
 

Los antifúngicos evaluados fueron anfotericina B (Sigma Aldrich), fluconazol (Sigma Aldrich) 

y caspofungina (Sigma Aldrich) (tabla 2). Los fármacos caspofungina y fluconazol se 

disolvieron en agua estéril, mientras que la anfotericina B se disolvió en dimetil sulfóxido 

(DMSO). 

 
 

Tabla 2. Concentración de los antifúngicos empleados 

 

Antifúngico Potencia 

(μg/mg) 

Concentración del 

antifúngico 

Solvente Concentraciones por 

determinar (μg/mL) 

Fluconazol 980 1200 Agua 0.125 – 64 μg 

Anfotericina B 970 1200 DMSO 0.015 – 8 μg 

Caspofungina 750 1600 Agua 0.03 – 16 μg 

 

 

 
Inicialmente, se preparó una suspensión celular de cada aislamiento a probar a una turbidez de 

 

0.5 unidades en la escala McFarland, a partir de un cultivo de 48 h, incubado a 37°C en medio 

Sabouraud. Para la realización de la microdilución se empleó una placa de 96 pozos, fondo en 

U, la cual se preparó acorde con la (figura 7) en la que se indican los controles de la reacción y 

las diluciones del inoculo. Para las diluciones, en la primera columna se agregó 200 µl del 

fármaco y se realizó diluciones seriadas desde las columnas 2-10, cada columna con un 

volumen de 100 µl, de medio RPMI 1640 M (Gibco ®) con glutamina sin bicarbonato con 2% 
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de glucosa ajustado a pH 7 con MOPS 0,165. La columna 11 se empleó de control de esterilidad 

y se usó medio RPMI 1640, la columna 12 se empleó como control de crecimiento de cada una 

de las cepas analizadas. La placa se inoculó a partir de la fila A hasta la F con 100 µl del inóculo 

de cada aislamiento a una concentración final de 1x103-5x103 UFC/ml. se usaron cepas de 

referencia Candida parapsilosis ATCC 22019 como cepa sensible Candida krusei ATCC 6258 

como cepa resistente inocularon en las filas G y H, respectivamente. 

 
 

Se hizo una placa por cada antifúngico a estudiar (fluconazol, anfotericina B y caspofungina), 

las placas de microtitulación se incubaron a 35 °C y se leyeron visualmente después de 24 h y 

48 h. La prueba se realizó por duplicado por cada antifúngico. 

 

 
 

Figura 7. Microdilución en caldo para la evaluación antifúngica de los aislamiento de C. auris 

Representación gráfica de la evolución de la concentración mínima inhibitoria, mediante microdilución en 

caldo. Pérez Vázquez, autoría propia. 
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La lectura de las placas se validó con base al control de esterilidad, se comparó el desarrollo 

obtenido en el pozo control de cada cepa con la presencia o ausencia del crecimiento en cada 

pozo con las concentraciones del fármaco, esta lectura se hizo bajo iluminación normal del 

laboratorio. 

 
 

La CMI para la anfotericina B se definió como la concentración más baja donde no hay 

crecimiento. Mientras que para el fluconazol y caspofungina la CMI se definió como la 

concentración más baja a la que hubo una disminución del 50 % en el crecimiento. 

 
 

3.6. Caracterización de C. auris mediante biología molecular 

 

La caracterización molecular se llevó a cabo mediante PCR-Secuenciación de dos regiones 

ITS1-ITS2 y Dominio D1/D2, el análisis filogenético de ambas regiones para conocer el clado 

al que pertenecieron los aislamientos. 

 
 

3.7. Lisis celular 

 

A partir de un cultivo puro en agar Sabouraud incubado a 37 ° C por 48 h, se seleccionaron dos 

colonias aisladas y se colocaron en 1.5 ml de solución salina al 0.85%. se ajustó a una turbidez 

en un rango de 1.8 a 2.0 unidades en la escala McFarland empleando el densitómetro Densichek 

posteriormente se extrajo el ADN por choque térmico, calentamiento inicial a temperatura de 

ebullición por 25 minutos, seguido de criotratamiento a -20 °C y se conservó a esa temperatura 

hasta su uso (PCR). 

 
 

3.8. Extracción de ADN genómico 

 

El procedimiento de extracción del ADN genómico (ADNg) se realizó con base al protocolo 

modificado de Vingataramin y Frost. 
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Se sembraron las cepas en medio Saboraud a 37 °C por 48 h, se colocaron dos colonias en un 

tubo Eppendorf con medio Saboraud líquido y se incubó a 37 °C por 72 h. Posterior al 

crecimiento se centrifugó a 14000 rpm / 3 min y se desechó el sobrenadante, se adicionó 500 

µL de PBS 1x estéril, se homogenizó con vortex 15 segundos, se centrifugó a 14000 rpm / 1 

min y se descartó el sobrenadante. Se resuspendió en100 µL de PBS 1x estéril y se adicionó 

455 µL de la solución EtNa (Et: para etanol y Na: para NaOH), y se homogenizó con vortex 

por 15 s. Se incubó el tubo a 80 °C por 10 min y homogenizó con vortex por 15 seg, 

posteriormente se adicionó toda la mezcla a una columna (QIAamp® DNA BLOOD MINI 

KIT) y se centrifugó a 8000 rpm por 1 min. 

 
 

Se transfirió la columna a un tubo limpio y se desechó el filtrado. Se adicionó 500 µL del buffer 

AW1 y se centrifugó a 8000 rpm/1 min, se descartó el filtrado y se pasó la columna a un tubo 

nuevo. Se adicionó 500 µL del buffer AW2 y se centrifugó a 12900 rpm/ por 4 min, se descartó 

el filtrado. Se transfirió la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se adicionó 50 µL de AE, 

se incubó a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugó a 8000 rpm/1 min, se volvió 

adicionar 50 µL de AE y se centrifugó a 8000 rpm / 1 min y se conservó el ADN a -20 °C hasta 

su uso. 

 
 

3.9. Identificación molecular 

 

La identificación C. auris se llevó a cabo mediante dos tipos de PCR: una PCR universal que 

permite identificar el género de Candida y una segunda PCR específica para C. auris, ambas 

permiten la amplificación de la región del espaciador transcrito interno (ITS1-ITS2) 

comprendida entre los genes 18S, 5.8S y una secuencia parcial del gen 26S. 
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3.9.1. Amplificación de la región de ITS1-ITS2 

 

Para la PCR universal se emplearon los siguientes cebadores: ITS-F (5´- 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) e ITS4-R (5´TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´). Dichos 

cebadores amplificaron un fragmento de 380 pb para C. auris y un fragmento de distinto tamaño 

según la especie de Candida involucrada (Theill et al., 2018). 

 
 

Para la confirmación de C. auris se empleó una PCR específica de la especie; se emplearon los 

cebadores ITS1 F y Cauris R (5´-CCACCGCGAAGATTGGTG-3´) los cuales amplificaron un 

producto de 280 pb (Theill et al., 2018). 

 
 

Las mezclas de reacción se prepararon a un volumen final de 25 µL, empleando 10.3 µL de 

H2O, 2.5 µL de Buffer 10x (Invitrogen), 2.0 µL de MgCl2 25 mM (Invitrogen), 3.0 µL de 

dNTP´S 10 mM, 1.0 µL de los iniciadores (ITS1- F e ITS4-R 10 mM), 0.2 µL 5 U/ µL de Taq 

ADN Polimerasa Recombinante (Invitrogen) y 5 µL ADN. La corrida de ambas PCR se realizó 

en el termociclador Eppendorf (Vapo Protect) bajo las siguientes condiciones de reacción: 

calentamiento inicial 94 °C/ 2 min; 30 ciclos (95 °C/30s; 55 °C /30s; 72 °C/1 min); extensión 

final 72 °C/10 min. 

 
 

Los productos de PCR (amplicones) se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 2%, teñido con 2 µL de Bromuro de etidio y se corrió a 120 V/ 30 min. Los geles se 

visualizaron con el equipo (BIO-RAD Gel DocTM XR+), con ayuda del marcador de peso 

molecular de 1 Kb (Invitrogen), acorde con las instrucciones del fabricante. 
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3.9.2. Amplificación de región de dominios D1/D2 de C. auris 

 

Con la finalidad de corroborar la identidad de C. auris y determinar el genotipo, se amplificó 

por PCR la región parcial correspondientes a los dominios D1/D2 del gen 26S de las cepas de 

C. auris. Para esta reacción se emplearon los siguientes cebadores específicos LROR F (5´- 

ACC CGC TGA ACT TAA GC 3´) y LR7 R (5´-TAC TAC CAC CAA GAT CT-3´) (Wang et 

al., 2019). Dichos cebadores amplificaron un fragmento de 1500 pb. 

 
 

La mezcla de reacción se preparó a un volumen final de 25 µL, empleando 8.3 µL de H2O, 2.5 

µL de Buffer 10x (Invitrogen), 4.0 µL de MgCl2 25 mM (Invitrogen), 3.0 µL de dNTP´S 1 mM, 

1.0 µL de los iniciadores (LROR F y LR7 R 10 mM) 0.2 µL 5 U/ µL de Taq ADN Polimerasa 

Recombinante (Invitrogen) y 5 µL de ADNg. La corrida e a PCR se realizó en el termociclador 

Eppendorf (Vapo Protect), bajo las siguientes condiciones de reacción: calentamiento inicial 94 

°C/ 3 min; 30 ciclos (94°C/1 min; 55 °C /1 min; 72 °C/1.30s min); extensión final 72 °C/10 

min. 

 
 

La visualización de los amplicones se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% 

teñido con 2 µL de Bromuro de etidio, y se corrió a 120 V/ 30 min. Los geles se visualizaron 

con el equipo (BIO-RAD Gel DocTM XR+), con ayuda del marcador de peso molecular de 1 Kb 

(Invitrogen), acorde con las instrucciones del fabricante. 

 
 

3.9.3. Secuenciación de la región ITS1-ITS2 y D1/D2 del gen 26S 

 

La secuenciación por dideoxinucleótidos (ddNTP´s ) o también conocida como secuenciación 

de Sanger, se basa en la polimerización del ADN y el uso de dideoxinucleótidos que sirven 

como terminadores de la reacción, que permiten generar fragmentos de ADN, cuyo extremo 

está delimitado por un ddNTP´s marcado con un fluoróforo específico, el orden de los 
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fragmentos se resuelve mediante una electroforesis capilar para determinar el orden de los 

nucleótidos que componen los fragmentos de una secuencia dada (Sanger et al., 1977). 

 
 

La confirmación de la identidad de C. auris, previamente determinada por la PCR específica, 

se realizó mediante la secuenciación de los productos de la PCR universal (ITS1-ITS2) y de la 

PCR de la región de dominios (D1/D2) del gen 26S, de 380 y 1500 pb respectivamente, 

mediante el método de Sanger (Sanger et al; 1977). 

Se secuenció la cadena sentido y antisentido de cada producto de PCR correspondiente a cada 

aislamiento. El proceso de secuenciación consistió en cinco pasos, principalmente: 

a) Cuantificación de los productos de PCR. 

 

b) Purificación de los productos de PCR con ExoSAP-IT 

 

c) Reacción de secuenciación: Inicialmente se llevó a cabo una PCR lineal por duplicado 

(cadena sentido y antisentido) de cada producto de PCR para incorporar los ddNTP´s 

marcados con el estuche de secuenciación BigDye Terminador 3.1 y los ddNTP´s marcados 

a una concentración de 3.2 pmol/ µL por reacción. 

Para la secuenciación de la región ITS del gen 18S-26S se emplearon los iniciadores ITS1- 

F (5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4-R (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 

3´), mientras que para la secuenciación de la región de los dominios D1/D2 del gen 26S se 

emplearon los iniciadores LROR-F (5´-ACC CGC TGA ACT TAA GC 3´) y LR7-R (5´- 

TAC TAC CAC CAA GAT CT-3´). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 40 

ciclos (96 °C/10 s, 50 °C/5 s, 60 °C/4 min). 

d) Purificación de los productos de la PCR lineal. La purificación se realizó a través de una 

columna de sílica gel para cada producto, para eliminar dímeros de primers y dNTP’S no 

incorporados. 
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e) Electroforesis capilar. La separación e identificación de los fragmentos generados con los 

dideoxinucleótidos terminadores, se realizó en el secuenciador automático de ADN 3500 

Genetic Analyzer de Applied Biosystems, acorde con las instrucciones del fabricante. 

f)  Los electroferogramas obtenidos se editaron empleando el programa Chromas 1.43v. Se 

obtuvo la secuencia consenso (se empalmó la secuencia sentido y antisentido para obtener 

una única secuencia de ambos sentidos) para cada muestra en formato fasta. 

g) Las secuencias se analizaron mediante un alineamiento local múltiple con secuencias 

depositadas en el banco mundial de genes “National Center for Biotechnology Information” 

(NCBI, por sus siglas en inglés), mediante la herramienta nBLAST. Para la identificación se 

tomó en cuenta el porcentaje de similitud (99 %) y el valor de expectación. 

 
 

3.10. Análisis filogenético para la identificación de los clados de C. auris 

 

La genotipificación o identificación de los clados de C. auris se realizó mediante un análisis 

filogenético, tanto de la región de ITS como de la región de los dominios del gen 26S del ADNr. 

 
 

3.10.1. Análisis filogenético de la región de ITS 

 

Se generó un archivo fasta con un total de 29 secuencias de 270 pb, correspondientes a la región 

de ITS1-ITS2 del gen 16S, 5.8S y una región parcial del gen 26S del ADNr, en el que se 

incluyeron las seis secuencias de C. auris correspondientes a los aislamientos clínicos 

caracterizados en este trabajo y cinco secuencias de referencia extraídas del NCBI 

representativas de los cuatro clados de C. auris. Se indican los números de acceso del NCBI en 

paréntesis de las secuencias de referencia utilizadas: clado I (KC692039), clado II (LC318417 

y AB375772 Japón), clado III (KJ126760 Sudáfrica), el clado IV (MH117977 Venezuela), 

clado V (MW019910.1 y MZ389242.1 Irán) y Candida albicans (NG070791) como grupo 

externo, todas ellas extraídas del NCBI. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Mediante un alineamiento local de las secuencias contenidas en el archivo fasta, se recortaron 

a 270 pb con el programa BioEdit 7.2.5 v. El análisis filogenético de C. auris se realizó mediante 

la construcción del árbol correspondiente a la región de ITS, empleando el método estadístico 

de Máxima Verosimilitud y el método evolutivo Kimura 2 parámetros con 1000 réplicas, dentro 

del programa Mega 7.0 V. 

 
 

3.10.2. Análisis filogenético de la región de dominios D1/D2 

 

Se generó un archivo fasta con un total de 16 secuencias de 440 pb, correspondientes a la región 

de D1/D2 del gen 26S del ADNr, en el que se incluyeron las seis secuencias de C. auris 

correspondientes a los aislamientos clínicos caracterizados en este trabajo y ocho secuencias de 

referencia extraídas del NCBI representativas de los cuatro clados de C. auris para esta región 

analizada: clado I (LN626311 Kuwait, KC692054 India), clado II (MK308726-MK308728 

Corea del Sur), clado III (AB375773-NG055302 Japón) y el clado IV ( KU886679- KU886683 

Israel). Se realizó un alineamiento de las secuencias de la región del dominio D1/D2 de C. auris 

con el programa BioEdit 7.2.5v. 

 
 

La identificación de los clados de C. auris se realizó mediante la construcción del árbol 

filogenético del D1/D2 empleando el método estadístico de Máxima Verosimilitud y el método 

evolutivo Kimura 2 parámetros con 1000 réplicas dentro del programa Mega 7.0 V. 

 
 

3.11. Identificación de resistencia a los antifúngicos mediante PCR-Secuenciación. 

 

La identificación de la resistencia a fluconazol por métodos moleculares se determinó mediante 

la búsqueda de las mutaciones Y132F y/o A143R presentes en el gen ERG11, asociadas con la 

resistencia a fluconazol mediante PCR-Secuenciación del gen ERG11. Por otra parte, también 

se realizó la determinación del perfil de resistencia molecular a equinocandinas mediante la 
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búsqueda de la mutación S639F en el gen FKS1 HS1. 

 

 

3.11.1. Amplificación del gen ERG11 

 

Se amplificó el gen ERG11 para la detección de las mutaciones Y132F y A143R, asociadas a 

resistencia a fluconazol. Para el desarrollo de la PCR se emplearon los siguientes cebadores 

específicos: CauErg11-F (5′-GTGCCCATCGTCTACAACCT-3′) y CauErg11-R (5´- 

TCTCCCACTCGATTTCTGCT-3′) (Chowdhary et al., 2018), dichos cebadores amplificaron 

un fragmento de 1500 pb. Las mezclas de reacción se prepararon a un volumen final de 25 µL, 

empleando 8.3 µL de H2O, 2.5 µL de Buffer 10x (Invitrogen), 4.0 µL de MgCl2 25 mM 

(Invitrogen), 3.0 µL de dNTP´S 1 mM, 1.0 µL de los iniciadores (CauErg11F y CauEr11R 10 

mM), 0.2 µL 5 U/ µL de Taq ADN Polimerasa Recombinante (Invitrogen) y 5 µL del ADNg 

de cada aislamiento. 

 
 

La corrida de PCR se realizó en el termociclador Eppendorf (Vapo Protect) bajo las siguientes 

condiciones de reacción: calentamiento inicial 95 °C/ 3 min; 34 ciclos (95 °C/30s; 59 °C /30s; 

72 °C/1.80s); extensión final 72°C/10 min. La visualización de los amplicones se realizó 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% teñido con 2 µL de bromuro de etidio, y se 

corrió a 120 V/ 30 min. Los geles se visualizaron con el equipo (BIO-RAD Gel DocTM XR+), 

con ayuda del marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen), acorde con las instrucciones 

del fabricante. 

 
 

Posteriormente, se secuenció el fragmento de 1500 pb, correspondiente al gen ERG11, acorde 

con las condiciones del fabricante y se obtuvo la secuencia consenso en formato fasta. La 

identidad de las secuencias se corroboró con la herramienta nBLAST mediante un alineamiento 
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local múltiple con secuencias depositadas en el banco mundial de genes National Center for 

Biotechnology Information (NCBI, por sus siglas en inglés). 

 
 

Luego, se realizó un alineamiento local entre las secuencias obtenidas y la secuencia de 

referencia que mostraba resistencia al fluconazol, presentan las mutaciones Y132F 

(MK059960) y K143R (MK059961), así como la secuencia de una cepa sensible al fluconazol 

(MK059959). Esto se llevó a cabo mediante el programa BioEdit 7.2.5 v. El objetivo fue 

identificar mutaciones tanto a nivel nucleotídico como aminoacídico en estas secuencias. 

 
 

3.11.2. Amplificación de la región parcial del gen FKS1 HS1 

 

La detección de la mutación S639F en la región del punto caliente número 1 (HS1, por sus 

siglas en inglés) del gen FKS1 HS1, se llevó cabo mediante la amplificación parcial del gen de 

aproximadamente 610 pb mediante PCR-Secuenciación. Para la PCR se emplearon los 

siguientes cebadores específicos: Cau-HS1-F (5´-GCCATCTCGAAGTCTGCTCA-3´) y Cau- 

HS1-R (5′-TGACAATGGCATTCCACACCT-3′) (Sharma et al., 2022) dichos cebadores 

amplifican un fragmento de 610 pb. 

 
 

La mezcla de reacción se preparó a un volumen final de 25 µL, empleando 10.3 µL de H2O, 2.5 

µL de Buffer 10x (Invitrogen), 3 µL de MgCl2 25 mM (Invitrogen), 2 µL de dNTP´S 10 mM, 

1 µL de los iniciadores (Cau-HS1-F y Cau-HS1-R 10 mM), 0.2 µL 5 U/ µL de Taq ADN 

Polimerasa (Invitrogen) y 5 µL de ADNg de cada aislamiento. La corrida de PCR se realizó en 

el termociclador Eppendorf (Vapo Protect) bajo las siguientes condiciones de reacción: 

calentamiento inicial 95 °C/ 3 min; 45 ciclos (94 °C/15s; 60 °C /30s; 68 °C/1 min); extensión 

final 72°C/10 min. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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La visualización de los amplicones de aproximadamente 610 pb, se realizó mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% teñido con 2 µL de Bromuro de etidio, y se corrió a 120 

V/ 30 min. Los geles se visualizaron con el equipo (BIO-RAD Gel DocTM XR+), con ayuda del 

marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen), acorde con las instrucciones del fabricante. 

 
 

Para la secuenciación de los amplicones del gen FKS1 HSI, se realizó bajo el método Sanger, 

en el que se emplearon los iniciadores de amplificación (Cau-HS1-F y Cau-HS1-R) en el 

secuenciador 3500 Genetic Analyzer de Applied Biosystems, acorde con las instrucciones del 

fabricante. 

 
 

Los electroferogramas obtenidos se editaron empleando el programa Chromas 1.43 v. La 

identidad de las secuencias se corroboró con la herramienta nBLAST mediante un alineamiento 

local múltiple con secuencias depositadas en el NCBI. 

 
 

Posteriormente se llevó a cabo el alineamiento local de las secuencias obtenidas junto con una 

secuencia de referencia resistente a equinocandinas que contiene la mutación S639F 

(MK059974) y la secuencia correspondiente a una cepa sensible (MK059967). En el programa 

BioEdit 7.2.5 v. Se buscó la mutación en secuencia nucleotídica y aminoacídica 

 
 

3.12. Determinación de la clonalidad de C. auris mediante PFGE 

 

La electroforesis de campos pulsados (PFGE, por sus siglas en inglés) es una técnica para el 

fraccionamiento de ADN de alto peso molecular entre 10 Kb a 10 Mb por electroforesis en gel 

de agarosa en el cual se emplea un campo eléctrico alterno en dos direcciones. Esta técnica 

tiene varias utilidades en la investigación, seguimiento de brotes y nos permite llevar a cabo la 

caracterización genética de aislamientos microbianos, siendo idóneo para estudios 
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epidemiológicos (Cardozo-Bernal et al., 2013). 

 

 

A partir del medio de Sabouraud se tomó una colonia y se incubó en 4 ml de caldo YPD 

(glucosa, 2 %; extracto de levadura, 1 %; bactopeptona, 2 %) por 48 h a 30 °C. Posteriormente, 

se tomó una alícuota de 200 μl de la suspensión celular y se mezcló uniformemente con 40 U 

de liticasa (Sigma Aldrich) y 200 μl de agarosa de baja temperatura de fusión. Las alícuotas se 

colocaron en moldes de policarbonato y se incubaron a temperatura ambiente por 20 

min. Enseguida, los bloques de agarosa se colocaron en 2.5 ml de una solución de liticasa y 

EDTA 50 mM y 100 U de liticasa/ml durante 2 h para llevarse a cabo la lisis celular. 

 
 

Al término, se lavaron bloques de agarosa 5 ml de agua destilada estéril, posteriormente se 

incubaron con 2.5 ml de una solución de proteinasa K (EDTA 50 mM y 100 μg de proteinasa 

K) durante 18 h 50 °C y finalmente se lavaron cuatro veces con EDTA sódico 50 mM (pH 8,0) 

a 40 °C y el quinto lavado con EDTA sódico 50 mM (pH 8,0) a 4 °C. 

 
 

Los bloques de agarosa se cortaron a 2 mm con un grosor de 1 mm, se procedió a la digestión 

enzimática con 120 U de Not I y se incubó a 37 °C por 16 h. Se empleó como estándar de la 

reacción el marcador de peso molecular de Sacharomyces cerevisae (CHEF ADN Size Marker 

S. cerevisiae) de BIO-RAD. La electroforesis se realizó durante 40 h en gel de agarosa al 1,2 

 

%, TBE 0,5x (Tris 0,1 M, ácido bórico 0,09 M, EDTA 0,01 M, pH 8,0), se corrió con los 

siguientes pulsos: a 4 V/cm con tiempos de cambio inicial y final de 5,3 y 49,9 s, 

respectivamente. Al término de la electroforesis, los geles se tiñeron con bromuro de etidio 5 

μg/ml por 20 min y se visualizaron con el equipo (ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad). Se comparó 

el patrón de bandas obtenido. 
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3.12.1 Determinación de la clonalidad por WGS y análisis de SNPs 

 
 

La secuenciación de genoma completo (WGS) y el análisis de Polimorfismo de nucleótido 

único (SNP) de los dos primeros aislamientos de C. auris procedentes de Tabasco: MYC 43- 

21(B23017) y MYC 67-21 (B23024) fue realizada por la Unidad de Genómica, subunidad de 

Enfermedades Micóticas (Genomic unit - Mycotic Diseases Branch) de los Centros de Control 

y Prevención de Enfermedades (CDC, Atlanta Georgia, USA por sus siglas en Inglés), dentro 

del marco de la colaboración internacional con el laboratorio de Micología y el laboratorio de 

Bacteriología Molecular, ambos pertenecientes al Departamento de Bacteriología del Instituto 

de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos y Dirección General de Epidemiología (InDRE- 

DGE, Ciudad de México). 

 

El equipo de laboratorio de del CDC realizó la secuenciación de genoma completo (WGS) tipo 

escopeta (shotgun) de extremos pareados, utilizando la plataforma de Illumina MiSeq. Para 

ello, extrajeron el ADN total usando el estuche de extracción ZR Fungal/Bacterial DNA 

MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, USA) acorde con las instrucciones del fabricante. Las 

bibliotecas genómicas se construyeron acoplando los índices al ADN fragmentado con el 

estuche de preparación de biblioteca genómica Ultra DNA para Illumina NEBNext (New 

England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.), según instrucciones del fabricante. Finalmente, las 

bibliotecas genómicas fueron secuenciadas con la plataforma Illumina MiSeq, utilizando el 

estuche de reactivos MiSeq v2 de 500 ciclos (Illumina). El ensamble del genoma se llevó a cabo 

mediante mapeo de las lecturas de secuenciación con la secuencia de referencia de C. auris, 

clado I (B11205; GB: GCA_016772135.1). 

 
 

Para el análisis de SNP, el equipo del CDC trabajó las lecturas de secuenciación de extremos 

pareados correspondientes a los dos aislamientos de C. auris, clado I (B23017 y B23024), con 
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al menos una cobertura de secuenciación de 50 veces (50x), junto con la secuencia de referencia 

del clado I (B11205; GB: GCA_016772135.1), correspondiente a un aislamiento de Pakistán. 

El análisis de SNP lo realizaron con el flujo de trabajo MycoSNP-nf v 1.4 , acorde con lo 

descrito por Bagal y Cols. (2022) (https://github.com/CDCgov/mycosnp-nf) (Ver anexo A). 

 
 

Inicialmente, evaluaron la calidad de las lecturas de secuenciación y realizaron el rasurado 

(trimming) de los extremos de baja calidad con el programa FastQC v2.10. 

El filtrado de estas lecturas lo realizaron con el programa PRINSEQ 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las lecturas recortadas se 

utilizaron para la alineación mediante el comando MEM BWA (v 0.7.17). El genoma de 

referencia se enmascaró para repeticiones utilizando el comando nucmer de MUMmer (v 4.0) 

y Bedtools (v 2.29.2). El genoma de referencia se indexó para alineación de las lecturas de 

secuenciación utilizando el comando de índice BWA. Además, los archivos BAM alineados de 

cada muestra se procesaron previamente utilizando los comandos Samtools (v 1.10) y Picard 

para el llamado de variantes. Para el llamado de variantes de modo haploide, emplearon el 

estuche de herramientas bioinformáticas de genoma GATK (v 4.1.4.1). La herramienta 

VariantFiltration de GATK se utilizó para filtrar sitios según la expresión de filtrado 

[http://broadinstitute.github.io/picard/]. 

 
 

Para el análisis filogenómico, las distancias por pares y el árbol de Neighbor-Joining (NJ) se 

calcularon con el programa MEGA-X. Para la visualización del árbol, utilizaron la aplicación 

JavaScript basada en web, Microreact. La diferencia media de SNP se calculó utilizando scripts 

R internos y una matriz de distancias por pares calculada por MEGA-X. 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
http://broadinstitute.github.io/picard/
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS 

 
4.1. Identificación del universo de muestras 

 
De un total de 20 muestras sospechosas de C. auris provenientes de la ciudad de Villahermosa, 

Tabasco, colectadas durante el periodo de junio de 2021 a junio de 2022, del universo de 20 

muestras provenientes del Villahermosa Tabasco, nueve resultaron ser C. parapsilosis (45 %), 

seis C. auris (30 %), dos C. glabrata (10 %), dos C. duobushaemulonii (10 %) y un aislamiento 

de C. intermedia (5 %) (gráfica 1). 

 
Gráfica 1. Universo de muestras sospechosas de C. auris 

Gráfico de pastel, representado el porcentaje de especies de Candida del universo de muestras, C. parapsilosis fue 

la especie que predominó (45 %), seguido de C. auris (30 %). 

 
Los aislamientos provinieron de distintas fuentes: hemocultivo, urocultivo, secreción bronquial 

y punta de catéter (gráfica 2). Todos los pacientes a los que se les aisló C. auris, cursaron con 

COVID-19 a excepción del paciente correspondiente a la muestra MYC 57-22, el cual cursaba 

con quemaduras de tercer grado, todos los pacientes se encontraban en la Unidad de Cuidados 

intensivos. 
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Gráfica 2. Fuente de muestra de donde se obtuvieron los aislamientos 

Gráfica de pastel, representando el porcentaje de las distintas fuentes de donde se recuperaron las especies de 

Candida. 

 

 

Referente a las muestras positivas para C. auris, provinieron de dos hospitales, los aislamientos 

(MYC 43-21, MYC 67-21, MYC 101-21, MYC 97-22, y MYC 82-21) provinieron del hospital 

Dr. Juan Graham Casasús y el aislamiento (MYC 57-22) del hospital Dr. Gustavo A Rovirosa 

Pérez (gráfica 3). 

Gráfica 3. Hospitales de donde se aisló a C. auris 

Representación gráfica de la aparición de C. auris en dos hospitales de Villahermosa, Tabasco 

 

 

El 67 % de las muestras se aislaron de pacientes del género femenino, la media de edad osciló 

entre los 49 años y el porcentaje de mortalidad fue del 17%. Tres aislamientos provinieron de 

hemocultivo (MYC 101-21, MYC 57-22 y MYC 97-22) dos aislamientos de urocultivo (MYC 

67-21 y MYC 82-21) y un aislamiento de secreción bronquial (MYC 43-21). Dichos 



43 
 

aislamientos fueron previamente identificados como C. auris y C. haemulonii, con el uso del 

sistema VITEK (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Datos de los aislamientos de C. auris 
 

Aislamiento 
Fecha de toma de 

muestra 
Espécimen 

Previa 

identificación 

MYC 43- 21 13/4/2021 Secreción bronquial C. auris 

MYC 67-21 03/6/2021 Urocultivo C. auris 

MYC 82-21 06/7/2021 Urocultivo C. auris 

MYC 101-21 16/8/2021 Hemocultivo C. auris 

MYC 57-22 04/4/2022 Hemocultivo C. haemulonii 

MYC 97-22 15/5/2022 Hemocultivo C. auris 

 

 
Dado que el objetivo principal de este trabajo es C. auris nos enfocamos en caracteriza 

microbiológica y molecularmente los seis aislamientos. 

 
 

4.2. Caracterización macroscópica de C. auris 

 
Los aislamientos de C. auris en medio Sabouraud, desarrollaron colonias blancas, convexas, 

redondas con borde entero y aspecto cremoso con un tamaño entre 1,5 a 4 mm (figura 8a). 

En el medio CHROMagar, se observaron colonias planas, redondas con aspecto cremoso de 

color rosado con tonalidades violáceas (MYC 82-21, MYC 57-22, MYC 67-21, MYC 43-21 y 

MYC 97-22) ver (figura 8b, 8c, 8d, 8e y 8f); a excepción del aislamiento MYC 101- 21, en el 

cual se observó un crecimiento de color rosa intenso ver (figura 8g). 

 

 
Mientras que en las otras especies de Candida, C. parapsilosis (MYC 80-21, MYC 122-21, 

MYC 21-22, MYC 22-22, MYC 65-22, MYC 66-22, MYC 67-22, MYC 96-22 y MYC 109- 

22), C. glabrata (MYC 81-22 y MYC 45-22), C. duobushaemulonii (MYC 23-22 y MYC 68- 

21) y C. intermedia (MYC 1-22), en este medio se observó un crecimiento de color rosado. En 

medio Biggy todos los aislamientos positivos a C. auris se observaron colonias redondas de 1,5 
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a b c 

d e f 

g h 

y 2 mm, de color colonias blancas, con un botón marrón claro en el centro, esto debido a que 

 

C. auris reduce débilmente el citrato de amonio y bismuto (figura 8h). 
 

 

 

Figura 8. Caracterización macroscópica de los aislamientos de C. auris 

Identificación morfológica de C. auris en medio Sabouraud y medios selectivos CHROMagar y medio Biggy. Para 

los tres medios la incubación se realizó a 30 °C por 48 h. Morfología colonial en medio de Saboraud a) MYC 43- 

21. En medio CHROMagar, b) MYC 82-21; c) MYC-57-22; d) MYC 67-21; e) MYC 43-21; f) MYC 97-22 y g) 

MYC 101-21. En medio Biggy, h) MYC 43-21. 
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a b c 

4.3 Caracterización microscópica 

 

La caracterización microbiológica de C. auris consistió en confirmar la ausencia de 

clamidosporas y del tubo germinativo en agar harina de maíz y en la prueba de tubo germinativo 

con suero, respectivamente. 

Se observó en agar harina de maíz que todos los aislamientos de C. auris no desarrollaron 

clamidosporas; sin embargo, se observaron dos morfologías microscópicas distintas. En los 

aislamientos MYC 43-21, MYC 67-21, MYC 101-21 y MYC 97- 22 se observó el desarrollo 

de pseudohifas, las cuales estaban cubiertas con abundantes blastoconidios, (figura 9a, 9b, 9c y 

9d). Mientras que, en los aislamientos MYC 82-21 y MYC 57-22 se observaron células 

individuales, con escasos blastoconidios (figura 9e y figura 9f). 
 

 

 

Figura 9. Caracterización microscópica de C.auris 

Microcultivo en agar de harina de maíz, técnica de Dalmau. Se observan dos morfologías distintas, observación a 

40X. a) MYC 43-21; b) MYC 67-21; c) MYC 101-21; d) MYC 97- 22; e) MYC 82-2 y f) MYC 57-22). 

d e f 
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a b    c  

Por otra parte, la prueba de tubo germinativo resultó negativa para todos los aislamientos de C. 

auris (MYC 43-21, MYC 67-21, MYC 101-21, MYC 82-21, MYC 57-22 y MYC 97- 22), no 

se observó el desarrollo de tubos germinativos en los aislamientos únicamente se observaron 

células individuales en su mayoría, y algunas formando blastoconidios (figura 10). 

 

 

   
 

 
 

Figura 10. Prueba de tubo germinal en los aislamientos de C. auris 

Prueba de tubo germinal con suero humano, incubación a 37 ° C por 3 h. Observación a 40X. No se observa el 

desarrollo de tubo germinativo en los seis aislamientos de C. auris. a) MYC 43-21; b) MYC 67-21; c) MYC 

101-21; d) MYC 97-22; e) MYC 57-22; f) MYC 82-21 y g) C. albicans control positivo. 

g 

f e d 
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4.4. Identificación fenotípica con el sistema VITEK 

 
El sistema VITEK en su versión 8.01 permitió identificar los seis aislamientos como C. auris 

con un nivel de confianza del 94 al 97 %. En los aislamientos con clave MYC 43-21, MYC 

101-21, 67-21y 97-22 el equipo arrojó un nivel de confianza del 94 %, mientras que, para los 

aislamientos MYC 82-21 y 57-22 el nivel de confianza fue del 97 % para C. auris. 

 

 
El equipo arrojó un perfil de asimilación bioquímico para los seis aislamientos de C. auris, los 

aislamientos asimilaron, los siguientes carbohidratos: glucosa, sacarosa, trealosa, rafinosa, 

xilosa, melocitosa, N-Acetil-Glucosamina y gluconato; sin embargo, no fueron capaz de 

asimilar L- Ramnosa, lactosa y galactosa. En la (tabla 2) se enlista la asimilación de los 

principales sustratos, así como aquellos sustratos que no fueron asimilados por C. auris que 

permitieron identificar un perfil bioquímico para este patógeno. 

 

 
Se identificó una asimilación diferencial de carbohidratos para los aislamientos MYC 43-21, 

MYC 101-21, 67-21 y 97-22, los cuales asimilaron D- xilosa, mientras que, los aislamientos 

MYC 82-21 y 57-22 no la asimilaron (Tabla 4). Dichos aislamientos que asimilaron la D- 

xilosa, desarrollaron pseudohifas y los aislamientos que no asimilaron dicho azúcar presentaron 

la morfología de células individuales. 
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Tabla 4. Perfil bioquímico de los aislamientos de C. auris 
 

 
Sustrato 

MYC 

43-21 

MYC 

101-21 

MYC 

67-21 

MYC 

97-22 

MYC 

82-21 

MYC 

57-22 

Glucosa + + + + + + 

Sacarosa + + + + + + 

Trealosa + + + + + + 

Rafinosa + + + + + + 

L-Ramnosa - - - - - - 

Xilosa + + + + - - 

Melocitosa + + + + + + 

Gluconato + + + + + + 

N-Acetil Glucosamina + + + + + + 

Lactosa - - - - - - 

Galactosa - - - - - - 

 

 
4.5. Determinación del perfil susceptibilidad de C. auris mediante microdilución 

 

C. auris es generalmente resistente al fluconazol (CMI > 32 mg/L). La determinación de la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) de los aislamientos clínicos de C. auris permitió 

identificar dos perfiles de susceptibilidad al fluconazol. 

 
 

De los cuatro aislamientos de C. auris, aislamiento MYC 97-22 fue el único que mostró un 

perfil de resistencia a fluconazol (64 μg/ml), el resto (MYC 43-21, MYC 67-21, MYC-101-21, 

MYC 82-21 y MYC 57-22) mostraron un perfil de susceptibilidad fluconazol con CMI < 32 

μg/ml: (4 μg/ml, 2 μg/ml, 2 μg/ml, 2 μg/ml y 4 μg/ml mg/L respectivamente) (tabla 5). Mientras 

que los cuatro aislamientos presentaron un perfil de susceptibilidad para la anfotericina B y 

para caspofungina, en la que se obtuvieron valores de CMI por debajo de los valores de corte 

propuestos por el CDC. 
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Por otra parte, todos los aislamientos (MYC 82-21 y MYC 57-22) mostraron un perfil de 

susceptibilidad a los tres tipos de antifúngicos probados: fluconazol, anfotericina B y 

caspofungina (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Concentración mínima inhibitoria de los seis aislamientos de C. auris 
 

 
Aislamientos 

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) (μg/ml) 

fluconazol anfotericina B caspofungina 

MYC 43-21 4 1 0.5 

MYC 67-21 2 0.5 0.5 

MYC 101-21 2 0.125 0.25 

MYC 97-22 64 0.5 1 

MYC 82-21 2 0.25 0.5 

MYC 57-22 4 0.25 1 

Puntos de corte: fluconazol (≥ 32 μg/ml resistente); anfotericina B (≥ 2 μg/ml resistente) y caspofungina (≥ 2 

μg/ml resistente). Todo valor de CMI por debajo del valor de corte se considera sensible (Centers for Disease 

Control and prevention, 2020). 

 

4.6. Confirmación de Candida spp mediante PCR-Secuenciación de la región de ITS 

 
La detección de la levadura involucrada por métodos moleculares, así como la de Candida auris 

en los 20 aislamientos de Tabasco, se realizó mediante la PCR universal, en la que se amplificó 

la región ITS1 e IT2 del gen 26S del ARNr. La PCR universal permitió inicialmente la 

identificación presuntiva de seis aislamientos de C. auris (MYC 43-21, MYC 67-21, MYC 101- 

21, MYC 97-22, MYC 57-22 y MYC 82-21), en el que se detectó un amplicón de 

aproximadamente 380 pb. 

 

 
La PCR universal permitió detectar otras especies de Candida involucradas en el universo de 

muestras; entre ellas,     una aislamiento de C. intermedia (MYC 1-22; amplicón de 

aproximadamente 360 pb), dos aislamientos de C. duobushaemulonii (MYC 23-22 y MYC 68- 
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Figura 11. Amplificación de la región ITS del universo de muestras 

Visualización de los productos de amplificación de la PCR Universal del universo de muestras de Tabasco. 

Electroforesis en gel de agarosa al 2 %. Carril 1: Control positivo C. auris (MYC 30-20); carril 2 Control de 

reactivos; aislamientos de C. auris, carril 3 (MYC 43-21); carril 4 (MYC 67-21); carril 5 (MYC 101-21); carril 

6 (MYC 97-22); carril 7 (MYC 57-22); carril 8 (MYC 82-21); C. intermedia   Carril 9 (MYC 1-22); C. 

duobushaemulonii, carril 10 (MYC 23-22) y carril 11 (MYC 68-21); C. parapsilosis carril12 (MYC 80-21); 

carril 13 (MYC 122-21); carril 14 (MYC 21-22); carril 15 (MYC 22-22); carril 16 (MYC 65-22); carril 17 (MYC 

66-22); carril 18 (MYC 67-22); carril 19 (MYC 96-22); carril 20 (MYC 109-22); C. glabrata, carril 21 (MYC 

1-22) y carril 22 (MYC45-22). En los extremos del gel Marcador de peso molecular de ADN 1 Kb Plus (MPM). 

21; amplicon de aproximadamente 360 pb), nueve aislamientos de C. parapsilosis (MYC 80- 

21, MYC 122-21, MYC 21-22, MYC 22-22, MYC 65-22, MYC 66-22, MYC 67-22 , MYC 96- 

22 y MYC 109-22; amplicón de aproximadamente 500 pb y por último, dos aislamientos de C. 

glabrata (MYC 81-22 y MYC 45-22; amplicon 880 pb (figura 11) 

 

 

 

 
Posteriormente, se confirmó la presencia de C. auris mediante una PCR específica, en el que 

los seis aislamientos amplificaron un fragmento de aproximadamente 280 pb (MYC 43-21, 

MYC 67-21, MYC 101-21, MYC 97-22, MYC 57-22 y MYC 82-21), correspondiente a una 

región conservada de lTS2 de C. auris (figura 12). El resto de los aislamientos no amplificaron 

para esta reacción, inclusive aquellos que en la PCR universal el amplicón obtenido fue similar 

al obtenido para C. auris (MYC 1-22, MYC 23-22 y MYC 68-21) (figura 12). 



51 
 

 

Figura 12. PCR específico de C. auris 

Visualización de los productos de amplificación de la PCR específica para C. auris. Electroforesis en gel de 

agarosa al 2%. Carril 1: Control positivo C. auris (MYC 30-20); carril 2 Control de reactivos; C. auris; #2 Control 

de reactivos; Aislamientos de C. auris, carril 3 (MYC 43-21); carril 4 (MYC 67-21); carril 5 (MYC 101-21); 

carril 6 (MYC 97-22); carril 7 (MYC 57-22); carril 8 (MYC 82-21); C. intermedia, Carril 9 (MYC 1-22); C. 

duobushaemulonii carril 10 (MYC 23-22) y carril 11 (MYC 68-21). En los extremos del gel MPM: Marcador de 

peso molecular de ADN 1 Kb Plus. 

 

 

Posteriormente, se confirmó la identidad de C. auris y las otras especies de Candida detectadas 

en el universo de muestras, mediante la secuenciación de los amplicones obtenidos de la PCR 

universal y la PCR específica. La identidad de las secuencias, correspondientes a la región de 

ITS de los 20 aislamientos mostraron entre el 99 y 100 % similitud con secuencias depositadas 

en GenBank. 

 
 

Los seis aislamientos (MYC 43-21, MYC 67-21, MYC 101-21, MYC 97-22, MYC 57-22 y 

 

MYC 82-21) mostraron entre 99 y 100 % de similitud con C. auris. Confirmando la identidad 

correcta del aislamiento MYC 57-22 previamente identificado como C. haemulonii. El 

aislamiento (MYC 1-22) arrojó el 100 % de similitud con C. intermedia, descartando la previa 

identificación como C. duobushaemulonii. Los aislamientos (MYC 23-22 y MYC 68-21) 

mostraron el 100% de similitud con C. duobushaemulonii y los aislamientos (MYC 45-22 y 

MYC 81-21), ambos mostraron el 100 % de similitud con C. glabrata. Para el aislamiento MYC 

81-21 se confirma la correcta identidad, debido a que estaba previamente identificada como C. 

parapsilosis 
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Sin embargo, para los nueve aislamientos de C. parapsilosis, se pudo identificar dos 

poblaciones, cuatro aislamientos (MYC 80-21, MYC 122-21, MYC 21-22 y MYC 22-22), 

mostraron el 100 % de similitud con C. parapsilosis los aislamientos (MYC 65-22, MYC 66- 

22, MYC 67-22, MYC 96- 22 y MYC 109-22) arrojaron el 100 % de similitud con C. 

orthopsilosis. Todas las secuencias se depositaron en la base de datos del GenBank, los números 

de acceso se enlistan en la (tabla 6). 

 
 

Tabla 6. Secuencias de la región de ITS de los 20 aislamientos depositadas en el GenBank 
 

Clave de la 

muestra 

Identificación previa Porcentaje de 

similitud % 
Identidad N ° acceso 

MYC 43-21 C. auris 100 C. auris MZ648436 

MYC 67-21 C. auris 100 C. auris MZ648437 

MYC 82-21 C. auris 100 C. auris OPO94118 

MYC 101-21 C. auris 100 C. auris OPO94119 

MYC 57-22 C. haemulonii 100 C. auris OPO94117 

MYC 97- 22 C. auris 99 C. auris OP895145 

MYC 68-21 C. duobushaemulonii 100 C. duobushaemulonii MZ648438 

MYC 23-22 C. duobushaemulonii 100 C. duobushaemulonii OPO94120 

MYC 45-22 C. glabrata 100 C. glabrata OP895147 

MYC 81-21 C. parapsilosis 100 C. glabrata OP895149 

MYC 1-22 C. duobushaemulonii 100 C. intermedia OP895146 

MYC 122-21 C. parapsilosis 100 C. parapsilosis OP895157 

MYC 21-22 C. parapsilosis 100 C. parapsilosis OP895150 

MYC 22-22 C. parapsilosis 100 C. parapsilosis OP895151 

MYC 80-21 C. parapsilosis 100 C. parapsilosis OP895148 

MYC 65-22 C. parapsilosis 100 C. orthopsilosis OP895152 

MYC 66-22 C. parapsilosis 100 C. orthopsilosis OP895153 

MYC 67-22 C. parapsilosis 100 C. orthopsilosis OP895154 

MYC 96-22 C. parapsilosis 100 C. orthopsilosis OP895155 

MYC 109-22 C. parapsilosis 100 C. orthopsilosis OP895156 



53 
 

4.7. Confirmación de C. auris mediante PCR-Secuenciación de la región de dominios 

D1/D2 del gen 26S del ADNr 

Se confirmó una la identidad de los seis aislamientos de C. auris, mediante la amplificación y 

secuenciación de la región de dominios D1/D2 del gen 26S. 

Las seis secuencias correspondientes a la región de dominios D1/D2 a través de un alineamiento 

local múltiple con la herramienta nBLAST mostraron una similitud del 100 % con C. auris. 

Estas secuencias se depositaron en la base de datos del GenBank con los siguientes números de 

acceso: MYC 101-21 (OP859125), MYC 43-21 (OP859126), MYC 97-22 (OP859127), MYC 

67-21 (OP859128), MYC 82-21 (OP859129) y MYC 57-22 (OP859130). 

 
 

4.8. Análisis filogenético de la región de ITS del universo de muestras 

 
Con la finalidad de determinar la relación filogenética entre las especies detectadas de Candida 

en el universo de muestras de Villahermosa, Tabasco, se construyó el árbol filogenético de la 

región ITS, en el que se incluyeron las 20 secuencias obtenidas, además de secuencias extraídas 

del banco de genes para cada especie identificada. 

El árbol filogenético agrupó las 20 secuencias pertenecientes en cinco ramas principales; en la 

rama inferior se agruparon las secuencias de C. parapsilosis, y esta rama a su vez, se subdividió 

en una rama interna en la que se agrupo. C. orthopsilosis (figura 13). 

 

 
Por su parte, los aislamientos de C. intermedia, C. duobushaemulonii y C. glabrata se 

agruparon, en una rama independiente, por lo que en estas tres especies no se observó 

variabilidad intra-génica (figura 13). 
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Figura 13. Análisis filogenético del universo de muestras 

El árbol filogenético de la región de ITS de especies de Candida se construyó con un total de 29 secuencias (270 

nt) de la región (ITS), incluyendo las secuencias de los seis aislamientos clínicos, empleando el método de Máxima 

Verosimilitud, con el modelo Kimura 2 Parámetros y 1000 réplicasdentro el programa Mega v 7.0. Los clados de 

C. auris se representan cada uno con una barra lateral de color. Los aislamientos clínicos pertenecientes al clado I 

se indican con círculo morado y los aislamientos pertenecientes al clado IV con rectángulo azul. 
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Por último, el árbol filogenético mostró que las secuencias de C. auris se agrupó en una rama 

principal y esta a su vez, se subdividió en cinco ramas correspondientes a los clados 

representativos reportados en la literatura clado I (Sur de Asia), clado II (Este de Asia), clado 

III (Sudáfrica), clado IV (Sudamericano) y clado V (Irán). 

 

 
Se observó que las secuencias correspondientes a los seis aislamientos clínicos de C. auris se 

agruparon en dos clados: los aislamientos MYC 43-21, MYC 101-21, MYC 67-21 y MYC 97- 

22 se agruparon dentro del clado I (Sur de Asia), mientras que los aislamientos MYC 82-21 y 

MYC 57-22 se agruparon dentro del clado IV (Sudamericano). 

 

 
En general, el árbol filogenético de la región de ITS mostró que C. auris y C. duobushaemulonii, 

se encuentran filogenéticamente más cercanas y están muy relacionadas entre sí, en 

comparación con las otras especies. 

 

 
4.9. Análisis filogenético de la región de ITS de los aislamientos de C. auris 

 
El análisis filogenético de la región de ITS del gen 18S del ADNr permitió identificar el clado 

al que pertenecen los seis aislamientos de C. auris reflejando que en el estado de Tabasco 

circulas dos clados de esta especie. (figura 14) 
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Figura 14. Análisis filogenético de C. auris (ITS) 

El árbol filogenético de C. auris, se construyó con una región parcial de 270 nt de la región del espaciador transcrito 

interno (ITS) de 15 secuencias con el método estadístico de Máxima Verosimilitud y el modelo evolutivo Kimura 

2 parámetros con1000 réplicas dentro el programa Mega v 7. El árbol incluye secuencias los seis aislamientos 

clínicos y secuencias representativas de los cuatro clados de C. auris. Los aislamientos se ubicaron dentro del clado 

I (elipse roja) y el clado IV (rombo verde). 

 

 

 

4.10. Análisis filogenético de la región de D1/D2 

 

El árbol filogenético de la región D1/D2 del gen 26S del ADNr confirmó que los seis 

aislamientos clínicos de C. auris recuperados en Villahermosa Tabasco, se agruparon en dos 

clados distintos. Los aislamientos MYC 43-21, MYC 101-21, MYC 67-21, MYC 97-22 se 

ubicaron dentro del clado I (Sur de Asia) y los aislados MYC 82-21 y MYC 57-22 dentro del 

clado IV (Sudamericano) (figura 15). 
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57 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 15. Análisis filogenético de C. auris (D1/D2) 

El árbol filogenético de C. auris, se construyó con una región parcial de 440 nt de la región de dominios D1/D2 

del gen 26S del ADNr, con 16 secuencias empleando el método estadístico de Máxima Verosimilitud y el modelo 

evolutivo de Kimura 2 parámetros con 1000 réplicas, dentro el programa Mega v 7. El árbol incluye secuencias 

representativas de los cuatro clados de C. auris, los cuales están representados por barras de colores del lado 

derecho del árbol. Los aislamientos clínicos agrupados dentro del clado I se indican con un cuadrado verde y los 

aislamientos clínicos del clado IV con triángulo azul. 

 

 

4.11. Detección de mutaciones puntuales que confieren resistencia a fluconazol 

 

Se corroboró el perfil de resistencia para fluconazol observado por pruebas fenotípicas, 

mediante la detección de las mutaciones Y132F y K143R en el gen ERG11 para el aislamiento 

MYC 97-22 perteneciente al clado I. De igual manera se corroboró el perfil de susceptibilidad 

a fluconazol para el resto de los aislamientos clínicos. 
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Para ello, se amplificó y secuenció un fragmento de 1500 pb correspondiente al gen ERG11 de 

1575 pb (figura 16). 

Figura 16. Amplificación del gen ERG11 

Visualización de los productos de amplificación del gen ERG11 de C. auris. a) Mapa del gen ERG11. b) 

Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1: Control positivo C. auris (MYC 30-20); carril 2 Control de 

reactivos; C. auris; #2 Control de reactivos; Aislamientos de C. auris, carril 3 (MYC 43-21); carril 4 (MYC 67- 

21); carril 5 (MYC 101-21); carril 6 (MYC 97-22); carril 7 (MYC 57-22); carril 8 (MYC 82-21). En los extremos 

del gel MPM: Marcador de peso molecular de ADN 1 Kb Plus. 

 

 

 
El análisis de la secuencia del gen ERG11 de los cinco aislamientos (MYC 43-21 MYC 67-21, 

MYC-101-21, MYC 82-21 y MYC 57-22) de C. auris, mostró que todos ellos presentaron un 

genotipo silvestre; es decir, no presentaron las mutaciones Y132F y K143R asociadas con la 

resistencia al fluconazol, lo cual corroboró el genotipo sensible para este fármaco (figura 17). 
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Figura 17. Identificación de mutaciones relacionadas con resistencia en el gen ERG11 de los aislamientos de 

C. auris 

Imagen que muestra el alineamiento múltiple de la secuencia completa del gen ERG11 correspondiente a los seis 

aislamientos de Tabasco. a) Alineamiento en secuencia nucleotídica. b) Alineamiento en secuencia aminoacídica. 

El alineamiento incluyó tres secuencias de referencia: genotipo silvestre (MK059959); genotipo resistente a 

fluconazol (MK059960 y MK059961). En el recuadro en negro se resalta la región de la mutación. Los seis 

aislamientos presentaron el genotipo silvestre. 

 

 

Contrario a lo esperado, en el aislamiento MYC 97-22 de C. auris, cuyo fenotipo fue resistente 

a fluconazol, no se encontró en el gen ERG11 las mutaciones relacionadas con resistencia al 

fármaco, por lo que genotípicamente es sensible a dicho fármaco. 

 
 

Adicionalmente, en los aislamientos pertenecientes al clado IV (MYC 82-21 y MYC 57-22) se 

identificaron tres mutaciones a lo largo de la secuencia del gen ERG11: K177R, N335S y 

E343D, las cuales no están relacionadas con la resistencia al fluconazol; sin embargo, están 

presentes en todas las secuencias correspondientes al clado IV, por lo que actúan como 

marcadores moleculares de este clado (tabla 7). 

 
 

Agregando a lo anterior, para cada clado se encontraron mutaciones sinónimas; para los 

aislamientos MYC 43-21 MYC 67-21, MYC-101-21 y 97-22 del clado I se encontraron tres 
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mutaciones: N187N, D288D y G476G (tabla 6); mientras que para los aislamientos MYC-82- 

21 y MYC-57-22 del clado IV se identificaron 16 mutaciones sinónimas: A107A, E153E, 

F155F, P160P, V166V, Q192Q, T267T, V 304V, G346G, K382K, P386P, G399G, S405S, 

G476G y L479L. Las secuencias correspondientes al gen ERG11 fueron depositadas en el banco 

de genes GenBank del NCBI, los números de acceso se indicaron en la tabla (tabla 7). 

 

Tabla 7. Mutaciones encontradas en las secuencias del gen ERG11 de los seis aislamientos 

 

Aislamiento Clado Mutación en el gen Erg11 Relacionada con 
No. acceso 

GenBank 

MYC 43-21 I N187N, D288D y G476G Mutación sinónima OQ506138 

MYC 67-21 I N187N, D288D y G476G Mutación sinónima OQ506139 

MYC 101-21 I N187N, D288D y G476G Mutación sinónima OQ506140 

MYC 97-22 I N187N, D288D y G476G Mutación sinónima OQ506141 

MYC 82-21 IV K177R, N335S yE343D 

 

 

 
A107A, E153E, F155F, 

P160P, V166V, Q192Q, 

T267T, V304V, G346G, 

K382K, P386P, G399G, 
S405S, G476G y L479L. 

 Marcador molecular 

de clado IV 

 

 

 Mutación sinónima 

OQ506143 

MYC 57-22 IV K177R, N335S y E343D 

 

 

 
A107A, E153E, F155F, 

P160P, V166V, Q192Q, 

T267T, V304V, G346G, 

K382K, P386P, G399G, 
S405S, G476G y L479L. 

 Marcador molecular 

de clado IV. 

 

 

 Mutación sinónima 

OQ506142 
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4.11.1. Detección de mutación puntual que confiere resistencia a equinocandinas 

 

La identificación del genotipo resistente a las equinocandinas en los aislamientos clínicos de C. 

auris, se realizó mediante la amplificación y secuenciación de una región parcial del gen FKS1, 

que abarcó la región Hot Spot 1 (HS1) donde se encuentra la S639F, relacionada con la 

resistencia a equinocandinas. 

Los seis aislamientos clínicos (MYC 43-21 MYC 67-21, MYC-101-21, MYC 82-21 y MYC 

57-22 ) permitieron amplificar un amplicón de aproximadamente 610 pb, correspondiente a una 

región parcial del gen FKS1 HS1 (figura 18). 
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Figura 18. Amplificación de una región parcial del gen FKS1 

Visualización de los productos de la amplificación parcia del gen FKS1 HS1 de C. auris. a) Mapa completo del gen 

FKS1. b) Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1: Control positivo C. auris (MYC 30-20); carril 2 Control 

de reactivos; C. auris; #2 Control de reactivos; Aislamientos de C. auris, carril 3 (MYC 43-21); carril 4 (MYC 67- 

21); carril 5 (MYC 101-21); carril 6 (MYC 97-22); carril 7 (MYC 57-22); carril 8 (MYC 82-21). En los extremos 

del gel MPM: Marcador de peso molecular de ADN 1 Kb Plus. 

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8 MPM 
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Al analizar la secuencia parcial del gen FKS1 HS1 de los seis aislamientos no se encontró la 

mutación S639F asociada con resistencia a equinocandinas, por lo que, todos los aislamientos 

de C. auris de Tabasco mostraron un genotipo silvestre para equinocandinas (figura 19), lo cual 

es concordante con el fenotipo silvestre encontrado. 

 
Figura 19. Marcadores moleculares en aislamientos del clado IV 

Imagen que muestra el alineamiento múltiple de una región parcial del gen FKS 1 HS1, correspondiente a los seis 

aislamientos de Tabasco. a) Alineamiento en secuencia nucleotídica. b) Alineamiento en secuencia aminoacídica. 

El alineamiento incluyó dos secuencias de referencia: genotipo silvestre (MK059967); genotipo resistente a 

equinocandinas (MK059974). En el recuadro en negro se resalta la mutación en secuencia nucleotídica (G1791T) 

para aislamientos del clado IV. 

 

 

Por otra parte, en los aislamientos del clado IV (MYC 82-21 y MYC 57-22) se identificó la 

mutación sinónima V597V dentro del gen FKS1 (figura 20). 
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Figura 20. Identificación de mutaciones en el gen FKS1 de los aislamientos de C. auris 

Imagen que muestra el alineamiento múltiple de una región parcial del gen FKS 1 HS1, correspondiente a los seis 

aislamientos de Tabasco. a) Alineamiento en secuencia nucleotídica. b) Alineamiento en secuencia aminoacídica. 

El alineamiento incluyó dos secuencias de referencia: genotipo silvestre (MK059967); genotipo resistente a 

equinocandinas (MK059974). En el recuadro en negro se resalta la región de la mutación. Los seis aislamientos 

presentaron el genotipo silvestre. 

 

Por último, las secuencias aquí obtenidas para los seis aislamientos clínicos de C. auris, 

correspondientes a una región parcial del gen FKS1 HS1, fueron depositadas en el GenBank 

bajo los siguientes números de acceso: MYC 43-21: OQ927386, MYC 67-21: OQ927387, 

MYC 101-21: OQ927388, MYC 97-22: OQ927389, MYC 57-22: OQ927390 y MYC 82-21: 

OQ927391. 

 
 

4.12 Determinación de la clonalidad de los aislamientos de C. auris 

 

Con la finalidad de determinar si los seis aislamiento clínicos de C. auris fueron clonales y 

poder saber si derivaron de una misma cepa, se realizó la electroforesis en gel de campo pulsado 

(PFGE, por sus siglas en inglés).Sin embargo, no se pudo determinar la huella genética de los 

seis aislamientos de C. auris, debido a que el ADN genómico no fue escindido por la enzima 

de restricción seleccionada (Not I), acorde con lo publicado con Oh et al., (2011). Dado el 

resultado anterior, se descartó este método para la determinar la clonalidad de los aislamientos. 
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4.13. Secuenciación completa del genoma de aislados de C.auris 

 

La colaboración con la Unidad Genómica, subdivisión de Enfermedades Micóticas de los 

Centros para el Control y la prevención de Enfermedades (CDC), permitió contar con la 

secuenciación de genoma completo de los dos primeros aislamientos de C. auris de Tabasco. 

Para los aislamientos MYC 43-21 (B23017) y MYC 67-21 (B23024), el ensamble de las 

lecturas de secuenciación por mapeo con la secuencia de referencia de C. auris B11205 

(GCA_016772135.1), permitió obtener una cobertura del genoma de C. auris mayor al 90 % 

(90.52 % y 90.51%, respectivamente), cuyo contenido de GC fue mayor del 45% y la 

profundidad de secuenciación, es decir, el promedio del número de vece que se secuenció cada 

aislamiento fue de 302.9 (302x) y 631(631x) veces, respectivamente (anexo B). Las métricas 

de calidad indicaron que la secuenciación y el ensamble de ambos aislamientos fue adecuado. 

 
 

Por otra parte, el equipo del CDC llevó a el análisis de llamado de variantes a lo largo de todo 

el genoma de C. auris de ambos aislamientos mediante el flujo de trabajo bioinformático 

MycoSNP , el cual permitió recuperar todas las posiciones variables en formato FASTA de los 

archivos VCF utilizando un script de Python “vcfSnpsToFasta.py” 

(https://github.com/broadinstitute/broad-fungalgroup/tree/master/scripts/SNPs) (Datos no 

proporcionados). Mientras que, para el análisis filogenético ellos determinaron las distancias 

por pares para generar el árbol de unión de vecinos (NJ) mediante el programa MEGA-X. Para 

la visualización del árbol, utilizaron la aplicación de JavaScript basada en el programa en línea 

Microreact. La diferencia en la mediana de SNP la calcularon utilizando scripts R internos y 

una matriz de distancias por pares calculada por MEGA-X (figura 21). 

 
 

El análisis filogenómico (WGS) permitió corroborar que ambos aislamientos, MYC 43-21 

(B23017) y MYC 67-21 (B23024) pertenecieron al clado I (Sur de Asia). Además, el análisis 
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filogenético corroboró los hallazgos previamente encontrados por PCR-Secuenciación, en los 

genes ERG11 y FKS1, no encontraron mutaciones hecho que confirma que ambos aislamientos 

fueron susceptibles a fluconazol y equinocandinas. 

 

Finalmente, el análisis de variantes, el cual se centró en asociaciones entre los polimorfismos 

de un solo nucleótido (SNPs) entre las dos secuencias de mismo clado, incluyendo secuencias 

correspondientes a aislamientos clínicos del clado I y la secuencia de referencia del clado I, 

permitió definir que los dos primeros aislamientos de Tabasco están estrechamente relacionados 

con una distancia media de 31 SNP (figura 21). Estos 31 SNPs, se ubicaron en todo el genoma, 

se encontró el mayor número de cambios de un solo nucleótido en el cromosoma 4 (Tabla 8). 

 
 

Por otra parte, el equipo de trabajo no pudo realizar el análisis para determinar la distancia 

promedio entre los aislamientos de este clado debido a que sólo se contemplaron dos 

aislamientos, debido a que se limitó en número de aislamientos a secuenciar. El análisis también 

incluyó aislamientos mexicanos pertenecientes al clado IV, en los cuales se observa mayor 

variabilidad genética entre ellos, con un a distancia media de 69 SNPs. Sin embargo, estos 

aislamientos no forman parte de los objetivos de este trabajo de tesis debido a que pertenecen 

a otra región geográfica. 

 
 

“La información incluida en este informe debe utilizarse con fines epidemiológicos únicamente 

para apoyar los esfuerzos de prevención de infecciones y control de la salud pública. Este 

informe no debe utilizarse para guiar las decisiones de tratamiento ni debe incluirse en el 

registro del paciente”. 
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Figura 21. Árbol filogenético de C. auris por secuenciación completa del genoma 

Árbol filogenético de C. auris por secuenciación completa del genoma construido con el método NJ, el cual se 

construyó con el programa MEGA X. En las ramas se indican los SNP, los colores, corresponden a los países de 

origen de los especímenes (México: amarillo; Estados Unidos: azul). Los colores de los bloques de metadatos en 

la leyenda representan los clados de C. auris (I -IV). Fuente (Mycotic Diseases Branch Laboratory, CDC) 
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Tabla 8. Posición de SNPs en el genoma de los aislamientos de Tabasco 
 

SNP N° acceso Cromosoma 
Referencia/ 

Mutación 
Posición MYC 43-21 MYC 67-21 

1 CP060345.1  

 
7 

A/T 156353 SI NO 

2 CP060345.1 C/A 176765 SI NO 

3 CP060345.1 G/A 756528 SI NO 

4 CP060344.1  

 

 
6 

G/A 27058 SI SI 

5 CP060344.1 T/C 29287 SI SI 

6 CP060344.1 A/C 41214 SI SI 

7 CP060344.1 A/C 411960 SI SI 

8 CP060344.1 T/G 444925 SI NO 

9 CP060344.1 G/C 475549 SI SI 

10 CP060344.1 T/A 916853 SI SI 

11 CP060343.1  

 

 
5 

T/A 45684 NO SI 

12 CP060343.1 T/A 429626 NO SI 

13 CP060343.1 G/A 195533 SI SI 

14 CP060343.1 T/C 533489 SI SI 

15 CP060343.1 A/G 659804 SI SI 

17 CP060343.1 A/G 673781 SI SI 

18 CP060343.1 T/C 812246 SI SI 

19 CP060342.1  

 

 

 

 
4 

G/A 81786 SI SI 

20 CP060342.1 A/G 108510 SI SI 

21 CP060342.1 A/T 245497 SI SI 

22 CP060342.1 A/G 260281 SI SI 

23 CP060342.1 C/T 429626 NO SI 

24 CP060342.1 T/G 664509 SI SI 

25 CP060342.1 C/T 820707 SI SI 

26 CP060342.1 C/A 103683 NO SI 

27 CP060342.1 T/A 1021684 SI NO 

28 CP060342.1 G/A 1113608 SI SI 

29 CP060342.1 A/T 1280723 SI SI 

30 CP060341.1  

 
3 

T/G 148406 SI NO 

31 CP060341.1 A/G 182115 SI SI 

32 CP060341.1 G/A 215757 SI SI 

33 CP060341.1 T/C 629487 NO SI 

34 CP060341.1 C/T 1311625 SI SI 

33 CP060340.1  
2 

T/A 88479 NO SI 

35 CP060340.1 A/G 394606 SI SI 

36 CP060340.1 T/C 1058081 SI SI 
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CAPÍTULO 5. DISCUSIÓN 

 
El primer aislamiento de Candida auris en México fue identificado en el estado de Nuevo León 

en mayo de 2020, el cual perteneció al clado IV (Sudamericano) y fue recuperado de una 

paciente que presentaba una endometriosis severa. Este fue el primer asilamiento de C. auris 

multirresistente, mostrando disminución de la susceptibilidad al fluconazol y a anfotericina B, 

antifúngicos empleados en el tratamiento de las fungemias en la mayoría de los hospitales de 

México (Ayala-Gaytán et al., 2021). 

 
 

Dese el primer caso, dio origen al primer brote de C. auris en México, en el cual confirmaron 

18 casos, sin embargo, el brote se expandió recuperando al menos 50 casos. Este brote se 

caracterizó porque fue causado por una levadura del clado IV (Sudamericano), resistente al 

fluconazol y anfotericina B, sin embargo, ningún asilamiento mostró resistencia a las 

equinocandinas. Interesantemente la mayoría de los pacientes cursaba con la COVID-19 y se 

encontraban en la Unidad de cuidados intensivos; en este brote se registró un porcentaje alto de 

mortalidad del 80% (Villanueva-Lozano et al., 2021). 

 
 

En el presente trabajo se estudiaron 20 aislamientos de Candida spp causantes de fungemias y 

sospechosos de C. auris, pertenecientes a la colección del InDRE, los cuales fueron recibidos 

por el instituto en el periodo de junio de 2021 a julio de 2022, provenientes de tres distintos 

hospitales de la ciudad de Villahermosa, Tabasco, con el fin de confirmar o descartar la 

presencia de C. auris. 

 
 

Contrario a lo reportado por Villanueva-Lozano y cols., en este trabajo se identificaron 

únicamente seis aislamientos de C. auris como agente causal de fungemia, mientras que, en el 

resto de los aislamientos del universo de muestra, se encontraron al menos cinco especies de 
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Candida spp involucradas en el desarrollo de fungemias. El principal agente causal fue debido 

a C. parapsilosis (9/20 casos, 45 %), seguido de C. auris (6/20 casos, 30 %), C. glabrata (2/20 

casos, 10 %), C. duobushaemulonii (2/20 casos, 10 %) y un aislamiento de C. intermedia (1/20, 

5 %). 

 
 

Turner y Butler, (2014) reportaron que las especies del género Candida son la cuarta causa de 

infecciones invasivas, las cuales afectan principalmente a pacientes inmunocomprometidos. 

Interesantemente, la mayoría de los aislamientos del universo de muestras de este estudio, se 

encontraban dentro de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) de tres hospitales: Hospital 

Regional Dr. Juan Graham Casasús, Hospital Dr. Gustavo A. Rovirosa Pérez y el Hospital 

regional de Alta Especialidad de la Mujer. 

 
 

El análisis filogenético de la región de ITS permitió observar la variabilidad genética entre las 

especies encontradas de Candida. C. parapsilosis mostró cierta variabilidad intra-genética 

cuando se visualizó el árbol filogenético de la región de ITS. Este análisis filogenético permitió 

identificar a dos subpoblaciones: C. orthopsilosis y C. parapsilosis (5/9; 25%, y 4/9; 20 %, 

respectivamente). Cabe resaltar que 6/9 aislamientos se recuperaron de neonatos de la cuales, 

se reportaron 3/6 muertes, de los cuales se les aisló C. orthopsilosis. La candidemia por especies 

del complejo C. parapsilosis predominan en neonatos y lactantes, sobre todo en los recién 

nacidos prematuros de bajo peso que se encuentran ingresados en las UCI (Pemán y Quindós, 

2016). 

Por otra parte, la identificación microbiológica y molecular permitió diferenciar correctamente 

entre especies genéticamente cercanas con C. auris, como C. duobushaemulonii y C. intermedia 

(2/20; 10 % y 1/20; 5 %, respectivamente). Las infecciones por estas especies son poco 

frecuentes, generalmente están asociadas a candidiasis vulvovaginal e infecciones crónicas de 
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heridas en extremidades inferiores y raramente con infecciones invasivas (Ramos et al., 2018). 

 

 

Prosiguiendo en nuestro análisis, en el universo de muestras también se identificó a C. glabrata 

(2 /20; 10 %), especie genéticamente distintas a C. auris, se aislaron de pacientes adultos que 

cursaban con la COVID-19, C. glabrata es causante de candidiasis invasivas en pacientes de 

edad avanzada, resultado que es concordante con lo reportado por (Permán y Quindós, 2016). 

 
 

Por otra parte, para los seis aislamientos de C. auris es importante destacar los datos 

epidemiológicos, de ellos dependerá si éstos estuvieron relacionados con un brote de C. auris 

en la entidad. Los seis aislamientos provinieron de dos hospitales distintos: cinco aislamientos 

provinieron del “Hospital Regional Dr. Juan Graham Casasús” y un aislamiento del “Hospital 

Dr. Gustavo A. Rovirosa Pérez”. Todos los pacientes a los que se les aisló C. auris, que se 

encontraban cursando con la COVID-19, a excepción de una paciente que sufrió quemaduras 

de tercer grado (MYC 57-22), dichos pacientes se encontraban en la UCI. 

 
 

Se aisló a C. auris a partir de hemocultivo, urocultivo y lavado bronquio alveolar, el 67 % de 

las muestras se aislaron de pacientes del género femenino, la media de edad osciló entre los 49 

años. Nuevamente, contrario a lo observado en el brote de Monterrey por Villanueva y Cols. el 

porcentaje de mortalidad por C. auris fue muy bajo (1/6), también en contraste a lo reportado 

por (Spivak y Hanson, 2018). No obstante, este dato es congruente con los resultados de 

susceptibilidad a los antifúngicos aquí encontrados, donde la mayoría de los aislamientos de C. 

auris de Tabasco fueron susceptibles a los tres tipos de antifúngicos. 

 
 

De Alameida y cols y cols, reportaron que aislamientos clínicos de C. auris, clado I recuperados 

en Brasil mostraron susceptibilidad a los tres tipos de antifúngicos, contrario a las cepas del 



71 
 

clado I que circulan en el continente asiático, nuestros hallazgos concuerdan con lo reportado 

por estos autores (Almeida et al., 2021). 

 
 

Referente a la caracterización microbiológica de los seis aislamientos de C. auris, en Agar 

Dextrosa Sabouraud, permitió confirmar la morfología característica de C. auris: colonias 

blancas, colonias redondas blancas de aspecto cremoso en medio Sabouraud, características que 

concuerdan con lo reportado en la literatura (Prakash et al., 2016; Usca et al., 2021). 

 
 

En este trabajo observamos dos fenotipos coloniales diferentes en CHROMagar Candida, cinco 

aislamientos desarrollaron un crecimiento de color rosa claro con tonalidades violáceas, y un 

aislamiento desarrolló un crecimiento de color rosa intenso, esto puede deberse a que C. auris 

es una levadura que sufre transiciones morfológicas entre fenotipos de colonia que va desde un 

color rosa claro, y púrpura oscura cuando se cultiva en CHROMagar (Usca et al., 2021; Bentz 

et al., 2019). 

Los resultados obtenidos indican que el medio CHROMagar no permite la correcta 

identificación de C. auris cuando se quiere diferenciar de especies filogenéticamente cercanas, 

como especie del complejo C. haemulonii, del complejo C. parapsilosis y C. glabrata, también 

desarrollan colonias de color rosa claro (Tamura et al., 2022). 

 
 

En consecuencia, a esto, se han desarrollado otros medios selectivos como el medio 

CHROMagarTM Candida Plus (CHROMagar, París, Francia) y HiCromeTM Candida, para 

discriminar aún más las colonias de C. auris de otras especies (Ruiz-Gaitán et al., 2023; Borman 

et al., 2021). Sin embargo, este nuevo medio, no está accesible en la mayoría de los laboratorios 

de microbiología, por lo que se sugiere complementar el análisis microbiológico con otras 

pruebas como la espectrometría de masas (MALDI-TOF MS) y técnicas moleculares como la 
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PCR-Secuenciación con espaciador transcrito interno y la región de dominios (ITS1-ITS2 y 

D1/D2, respectivamente) (Prakash et al., 2016). 

 
 

Con base al resultado arrojado por el sistema VITEK 2 en su versión 8.01, los seis aislamientos 

fueron identificados correctamente como C. auris, con un nivel de confianza del 94-97 %, a 

diferencia de versiones anteriores, nuestros resultados concuerdan con lo reportado por 

(Carvajal-Valencia et al., 2020). 

 
 

Una de las aportaciones de este trabajo de investigación es que se observaron dos morfologías 

microscópicas diferentes en el microcultivo: en cuatro aislamientos se observó desarrolló de 

pseudohifas con abundantes blastoconidias laterales (MYC 43-21, MYC 67-21, MYC 101-21 

y MYC 97- 22), correspondientes al clado I; mientras que dos aislamientos desarrollaron células 

individuales con escasos blastoconidios (MYC 82-21 y MYC 57-22), correspondientes al clado 

IV. Este hallazgo sugiere que los genotipos de C. auris clado I y clado IV son microscópica y 

bioquímicamente distintos. En este contexto, los aislamientos del clado I fueron capaz de 

asimilar la D-xilosa a través del sistema VITEK mientras que los aislamientos del clado IV no 

asimilaron este azúcar, contrario a lo reportado por Du y cols, donde menciona que C. auris es 

incapaz de asimilar dicho azúcar (Du et al., 2021). 

 
 

Esta diferencia microbiológica y bioquímica puede ser empleada para tener una idea del 

genotipo involucrado de C. auris. 

 
 

Szekely et al., (2019) mencionan que dichas morfologías están relacionadas con los clados, los 

aislamientos pertenecientes al clado I (Sur de Asia), desarrollan pseudohifas, por otro lado, los 

aislamientos del clado II (Este de Asia), clado III (Sudáfrica) y clado IV (Sudamericano) solo 
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desarrollan células individuales esto concuerda con la morfología encontrada en estos 

aislamientos. 

 
 

Siguiendo con la caracterización microscópica, los seis aislamientos no desarrollaron 

clamidosporas en agar harina de maíz, acorde con lo obtenido por (Larkin et al., 2017). De igual 

forma, no se observó desarrollo de tubo germinativo en ninguno de los aislamientos de C. auris, 

acorde con (Mahmoudi et al., 2019). 

 
 

Por otra parte, el análisis filogenético de secuencias de las regiones de (ITS1- ITS2 y D1/D2 

del gen 26S) confirmó la variabilidad intra-génica entre C. auris. Los seis aislamientos se 

ubicaron en dos clado distintos, clado I (Sur de Asia) y clado IV (Sudamericano). Dicho 

resultado se confirmó mediante la secuenciación de la región de D1/D2, la cual es una región 

más conservada y efectivamente corroboramos la definición de los clados (I y IV). No se 

cumplió la hipótesis planteada en este trabajo, dado que los aislamientos se ubicaron en dos 

clados distintos de Tabasco del clado I (Sur de Asia), sin embargo, en el estado de Tabasco 

están circulando dos clados, de cuales la mayoría presenta un perfil de susceptibilidad. 

Kurtzman et al., (2015), menciona que ambas regiones son consideradas como el estándar para 

la identificación de especies ascomicetas. 

 
 

Considerando que C. auris es una especie (MDR), demostramos que tres aislamientos de C. 

auris, presentaron un perfil de susceptibilidad a las tres clases de antifúngico pertenecientes al 

clado I (Sur de Asia), únicamente el aislamiento MYC 97-22 fue resistencia a fluconazol con 

una CMI de (64 μg/ml). Cabe señalar que los seis aislamientos presentaron un perfil de 

susceptibilidad para anfotericina B y caspofungina, contrario a lo reportado por otros autores, 

donde se menciona que los aislamientos del clado I (Sur de Asia), presentan un perfil de 
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multirresistencia (Chowdhary et al., 2018; Lockhart et al., 2017). 

 

 

Con respecto a los dos aislamientos pertenecientes al clado IV (Sudamericano), estos 

presentaron un perfil de susceptibilidad a los tres clases de antifúngicos probados, resultado que 

no concuerda con lo reportado para los aislamientos de este clado, ya que presentan resistencia 

variable a la anfotericina B y al fluconazol (Jacobs et al., 2022; Escandón et al., 2019). 

 
 

De igual manera, se corroboró el perfil de resistencia para fluconazol observado por pruebas 

fenotípicas, mediante la detección de las mutaciones Y132F y K143R en el gen ERG11. En 

este estudio no se encontraron mutaciones en las secuencias de los seis aislamientos, dichas 

secuencias presentaron el genotipo silvestre, al igual el aislamiento resistente a fluconazol 

(MYC 97-22) perteneciente al clado I (Sur de Asia), con CMI de (64 μg/ml). Muchas cepas que 

muestran una CMI relativamente alta para fluconazol y no portan una mutación en el gen 

ERG11, la resistencia a dicho fármaco puede estar relacionado otro mecanismo, como lo es la 

sobre expresión de bombas de flujo del tipo ABC en la membrana plasmática, lo cual esté 

favoreciendo la expulsión del dicho antifúngico (Al-jindan et al., 2021; Chowdhary et al., 

2018). 

 
 

Por otra parte, la resistencia a los azoles está relacionada con la aneuploidía del cromosoma V 

debido a que dicho cromosoma alberga un copia extra. El cromosoma V alberga genes 

encargados de la biosíntesis del ergosterol (NCP1, ERG9, ERG13 y ZCF22), provocando una 

sobreexpresión de dichos genes, que confieren resistencia a los azoles (Bing et al., 2020). 

 
 

de Almeida et al., (2021) también reportaron aislamientos pertenecientes al clado I, los cuales 

eran sensibles a las tres clases de antifúngicos y no presentaron mutaciones en el gen ERG11, 
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dichos autores, notifican el primeros aislamientos de esta levadura pertenecientes al clado I en 

América latina que presentan un perfil de susceptibilidad. Dicho resultado es muy similar a que 

nosotros estamos retando para Tabasco. 

Por lo consiguiente se encontraron tres mutaciones en los dos aislamientos del clado IV 

(Sudamericano), K177R/N335S/E343D, dichas mutaciones no están asociadas con la 

resistencia a los asoles, sino que son marcadores moleculares de clados, esto concuerda con lo 

obtenido por (Hou et al., 2019; Healey et al., 2018). 

 
 

De igual forma, analizar las secuencias de la región parcial del gen FKS1 HS1 de los seis 

aislamientos, no se encontró la mutación (S639F) asociada con resistencia a equinocandinas. 

Nuestros resultados concuerdan con lo obtenido por Sharma et al., (2022) por lo tanto, las 

equinocandinas siguen siendo una terapia segura para la candidemia por C. auris. 

 
 

La electroforesis de campos pulsados es una herramienta muy útil en estudios epidemiológicos, 

es una técnica difícil altamente laboriosa de llevar a cabo, porque influyen factores que 

interfieren en el resultado. En este trabajo no logramos reproducir dicha técnica, esto pudo 

deberse a muchos factores uno de ellos es que pudo deberse a que no se alcanzó las 

concentraciones adecuadas de los reactivos, que hayan interferido proteasas, que no se haya 

liberación el ADN, así como también el nivel de experiencia individual tal y como lo menciona 

(Parizad et al., 2016; Khosravi et al., 2014). 

 
 

Por otra parte, el análisis de SNP de los primeros aislamientos de C. auris MYC 43-21 y MYC 

97-22 sugiere que los aislamientos están genéticamente relacionados; sin embargo, no se puede 

aseverar que derivan de un brote, seguramente se trató de una transmisión. Chow et al., (2018), 

mencionan que actualmente no existe puntos de corte de SNP para determinar si una cepa es 
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clonal o no, debido a que es necesario complementar con la búsqueda de mutaciones puntuales 

en distintos genes y aspectos epidemiológicos. Sin embargo, las diferencias de SNP observadas 

pueden usarse como punto de referencia para evaluar la transmisión. 

Actualmente en el estado de Tabasco circulan dos clados de C. auris clado I (Sur de Asia) y 

clado IV (Sudamericano). El clado IV es el que se ha reportado en dos estados del país, 

Monterrey y Tabasco, pero dichos aislamientos difieren en el perfil de resistencia a los 

antifúngicos, debido a que los aislamientos del clado IV de Monterrey son 

multidrogorresistentes presentando resistencia a fluconazol y anfotericina B, mientras que los 

aislamientos de Tabascos son sensibles a las tres clases de antifúngicos (Ayala-Gaytán et al., 

2021; Villanueva-Lozano et al., 2021). 

 
 

La presencia de C. auris del clado IV, en méxico pudo deberse a una introducción del país 

vecino, Estados Unidos de América, debido a que este es el país con más brotes de C. auris en 

América, reportándose más de 1500 casos. Cabe resaltar que en este país circulan los cuatro 

clados representativos de esta especie, siendo los clado I, III y IV los que han causado brote, 

mismos que han presentado un perfil de multirresistencia y un índice de muerte elevada. Por tal 

razón, intuimos que la primera aparición de esta levadura emergente se debió a una introducción 

de dicho país (Rossi et al., 2023; Organización Panamericana de la Salud, 2021). 

 
 

Por otra parte, evidencia científica indica que C. auris clado I emergió en Guatemala durante el 

año 2020 y es muy probable, que la presencia de C. auris clado I en Tabasco se haya debido a 

la introducción de esta cepa, debido la concentración de migrantes centroamericanos en el 

sureste del país (OPS, 2021). 
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Actualmente C. auris en México no ha representado ser un patógeno de alerta, debido a que los 

brotes han sido contenidos y no han surgido más casos relacionado con cepas multirresistentes 

a diferencia de otros países en donde esta levadura es un patógeno de gran importancia, tal es 

el caso de Colombia que se ha registrado casos y brotes por C. auris desde el año 2016. En 

dicho país la notificación de C. auris es obligatoria (Escandón et al., 2023). 
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CAPÍTULO 6. CONCLUSIONES 

 
 Las pruebas microbiológicas (crecimiento en medios diferenciales, la prueba de tubo 

germinativo y producción de clamidosporas) y moleculares (PCR-Secuenciación de la 

regiones de ITS ) empleadas en este trabajo permitieron identificar especies de Candida 

involucradas en el desarrollo de fungemias durante el periodo de estudio en Villahermosa 

Tabasco. 

 De los 20 aislamientos, nueve resultaron ser C. parapsilosis (45 %), seis C. auris (30 %), 

dos C. glabrata (10 %), dos C. duobushaemulonii (10 %) y un aislamiento de C. intermedia 

(5 %). 

 Morfológicamente se observaron dos grupos de C. auris, el primer grupo se caracterizó por 

la presencia de levaduras con pseudohifas y blastoconidios en forma racismos, mientras 

que en el segundo grupo se observaron células individuales algunas con blastoconidios. 

 El análisis filogenético de la región ITS y Dominio D1/D2 del ADNr reveló la presencia 

del clado I (Sur de Asia) y el clado IV (Sudamericano) circulando en el estado de Tabasco. 

 Cinco aislamientos mostraron un perfil de susceptibilidad a fluconazol, anfotericina B y 

caspofungina, solo un aislamiento (MYC 97-22) mostró resistencia al fluconazol (CMI 64 

μg/ml) y resultó ser sensible a la anfotericina B y caspofungina. 

 No se encontraron mutaciones en los genes ERG11 y FKS1 HS1, relacionados con la 

resistencia a fluconazol y equinocandinas. 

 Los aislamientos de C. auris estudiados en este trabajo posiblemente no derivaron de un 

brote, más bien pudo deberse a eventos individuales atemporales. 
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CAPÍTULO 7. PERSPECTIVAS 
 

En el estado de Tabasco circulan dos clados de C. auris, donde la mayoría de los aislamientos 

presentan un perfil de susceptibilidad a las tres clases de fármacos a excepción del aislamiento 

MYC 97-22. Se recomienda que para futuros estudios resultaría de interés cuantificar la 

expresión del gene CDR1 el cual codifica para las bombas de flujo de tipo ABC la cuales están 

relacionadas con la resistencia a fluconazol. 

 
 

Por otra parte, sería conveniente llevar a cabo el análisis de la producción y el desarrollo de la 

biopelícula, así como la expresión de factores de virulencia como contribuyentes en la patogenicidad. 

 

 

Con relación al análisis filogenómico, sería conveniente realizar un análisis más profundo, 

como lo es la secuenciación completa del genoma del resto de aislamientos, para definir el 

origen de las introducciones de C. auris en Tabasco. 
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