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	LUGAR DE LA PRÁCTICA
	Lab E301 Laboratorio de Química, Toxicología y Forense

	TÍTULO DE LA UNIDAD
	DIAGNÓSTICO MOLECULAR PARA BACTERIAS Y HONGOS

	TEMA DE LA PRÁCTICA
	Diagnóstico molecular de micosis de interés clínico
Protocolo de diagnostico

	RESULTADO DE APRENDIZAJE.

	Aplica los principios de las técnicas de la biología molecular mediante el uso apropiado de protocolos probados, con la finalidad de ser útil en el diagnóstico de enfermedades microbianas.

	OBJETIVO GENERAL
	Aplicar una técnica de diagnóstico molecular en enfermedades micóticas

	OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

	Desarrollar la técnica PCR para el diagnóstico molecular

	MARCO TEÓRICO

	

	El género Cándida está constituido por diversas especies potencialmente causantes de candidiasis, una micosis de expresión clínica variable (infección superficial, mucocutánea e invasiva) cuya frecuencia ha aumentado en las tres últimas décadas debido al incremento de los factores de riesgo en los pacientes inmunocomprometidos.
La candidiasis invasiva es la infección nosocomial de origen fúngico más importante por su frecuencia y gravedad, con índices de letalidad ≥ 40%. Los principales factores de oportunismo ligados a esta infección incluyen la diabetes mellitus, la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)-sida, la fiebre asociada a neutropenia, las neoplasias, la instalación prolongada de catéteres venosos o urinarios, las válvulas cardíacas, el uso prolongado de esteroides, de antibióticos de amplio espectro y de inmunosupresores, la cirugía y el trasplante de órganos sólidos.
Entre las más de 150 especies de Candida descritas, solo alrededor de 15 han sido aisladas de pacientes como agentes de infección. Candida albicans permanece como el agente más común de infecciones nosocomiales, seguido de Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata y Candida krusei. La importancia de identificar las especies fúngicas involucradas en la infección radica en que algunas de ellas presentan resistencia innata a algunos antifúngicos.
El diagnóstico de la candidiasis invasiva es difícil debido a que los signos y síntomas son inespecíficos, así como al hecho de que estas levaduras oportunistas son comensales principalmente de las mucosas en el humano

	MATERIALES Y MÉTODOS

	Equipos
	Materiales
	Reactivos

	Termociclador
Vortex
Micropipetas de 2, 20, 100 y 200 µl,
Microcentrífuga
Fotodocumentador
	Guantes desechables de látex, vinil o nitrilo
Tubos para PCR
Puntas para micropipetas
Baño de hielo
Gradilla
	Muestra de ADN que contenga la región(es) que se desea amplificar
Buffer o solución amortiguadora
Cloruro de Magnesio (MgCl2)
Desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs)
Iniciadores
Taq polimerasa
Agua ultrapura

	PROCEDIMIENTO / TÉCNICA:

	
Extraer el ADN con el reactivo DNAzol usando 1ml para cada muestra, el procedimiento según practica previamente aplicada
Preparar el master mix para la PCR.
Utilizar como cebadores para Cándidas spp. F 5’-TCGCATCGATGAAGAACGCAGC-3’ y R: 5’-TCTTTTCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Agua milliQ estéril		14,9ul
Buffer 10x (libre de MgCl2) 	2,5 ul
MgCl2 25 mM 		2 ul
dNTPs 2.5 Mm 		2 ul
Cebador F 10 pmol/uL 	0,5 ul
Cebador R 10 pmol/uL 	0,5 ul
Taq 5U/uL			0,1 ul
ADN				2,5 ul
El programa de 30ciclos del termociclador es el siguiente:
Desnaturalización inicial 94°C x 5 minutos
Desnaturalización 94°C x 30 segundos
Hibridación 60°C x 30 segundos 
Extensión 72°C x 45 segundos
Extensión final 72°C x 5 minutos
Colocar 22,5 µL de la mezcla de reacción en cada tubo.
Agregar 2.5 µL del ADN problema a cada tubo.
Una vez preparadas las mezclas, centrifugar los tubos para eliminar burbujas
Preparar el equipo y colocar los tubos de reacción.
Ejecutar el programa.
Ver y analizar el resultado en un gel de electroforesis.

	RESULTADO (Gráficos, cálculos, etc.)

	[image: ]
Bandas muy tenues por la calidad de la imagen, pero que se consideran positivas 


	OBSERVACIONES

	La detección por PCR se requiere de una prolija estrictez en la preparación de los reactivos con instrumentos bien calibrados para evitar variaciones en cada prueba. Además, las concentraciones deben estar bien precisadas que lograr buenos resultados repetitivos. 

	CONCLUSIONES

	
Entre los principales retos en el diagnóstico de Cándida se encuentran: La oportunidad diagnostica, la Identificación correcta de especies no albicans la identificación de Cándida auris y la detección de resistencias de forma confiable, esto mediante pruebas convencionales o la implementación de pruebas moleculares que en muchos casos han mostrado ser bastante apropiadas para cumplir con los retos del diagnóstico de esta levadura de importancia clínica

	RECOMENDACIONES

	Para realizar el ensayo de la PCR en es muy importante contar con ADN de buena calidad y eliminar la presencia de inhibidores de la PCR que pudieran interferir en ella y producir resultados erróneos.
Es muy importante trabajar con pipetas calibradas.
Preparar alícuotas de los reactivos para no descongelarlos repetidamente. Las alícuotas de sondas e iniciadores pueden estar en el refrigerador por varias semanas.
Preparar una mezcla de reacción para cada punto de la curva de calibración y adicionar el ADN a toda la mezcla, posteriormente dividirla según corresponda.
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