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Resumen

Optimizacion de las condiciones
RAPD-PCR en Candida spp. y
Cryptococcus spp.

Maria Esther Sansinforiano, Araceli Rabasco, Margarita Martinez-Trancon,
Juan Carlos Par g o, Miguel Hermoso de Mendoza 'y José Angel Padilla

Departamento de Genética y Departamento de Patologia Infecciosa, Facultad de Veterinaria, Universidad de
Extremadura, Caceres, Espafia

En este trabajo se han determinado las condiciones 6ptimas de la reaccion
RAPD a fin de obtener marcadores genéticos moleculares que permitan identifi-
car rapida y correctamente Cryptococcus spp. y Candida spp. Se ha modificado
la composicion de la mezcla de reaccion (cantidad de ADN molde y ADN polime-
rasa, concentracion de Cl-=Mg, dNTPs y cebador), y las condiciones de amplifica-
cion (tiempo de desnaturalizacion, temperatura y tiempo de hibridacion, tiempo
de extension y numero de ciclos), obteniéndose unos patrones de amplificacion

claros y reproducibles.
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Optimization of the conditionsfor RAPD-PCR of
Candida spp. and Cryptococcus spp.

Summary

In this study, we determined the optimal RAPD amplification conditions to obtain

genetic molecular markers for the rapid and accurate identification of
Cryptococcus spp. and Candida spp. The following parameters are modified:
template DNA, DNA polymerase, Cl2Mg and primer concentration; denaturation,
annealing and extension time, temperature of annealing and thermal cycles.
After the optimization, reliable and reproducible RAPD patterns are obtained.
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La criptococosis es una enfermedad infecciosa que
afecta a animales domésticos, silvestres y al hombre, pro-
vocando cuadros neumonicos y/o meningoencefaliticos, a
menudo mortales. Este trabajo forma parte de un estudio
encaminado a la obtencion de marcadores moleculares
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) para la
identificacion de Cryptococcus neoformans y otras leva-
duras patdgenas encapsuladas con fines de diagnéstico cli-
nico y estudios epidemiol égicos.

La amplificacion al azar del ADN polimoérfico
[1,2] se ha utilizado para desarrollar marcadores genéticos
en distintas especies [3-5] y para discriminar entre varie-
dades y aislamientos de levaduras patdgenas [6,7].
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Mediante esta técnica se han podido diferenciar los distin-
tos serotipos de C. neoformans var. neoformans y de
C. neoformans var. gattii [8,9], asi como entre Candida
spp. [10,11]. La técnica RAPD se ha utilizado con éxito
en estudios epidemiol égicos de criptococosis que han
revelado su distribucion geogréfica y las relaciones entre
aislamientos clinicosy ambientales[12,13].

El nimero de fragmentos RAPD, la intensidad de
amplificacion y la reproducibilidad de los resultados
dependen tanto de las condiciones de amplificacion como
de los componentes de la mezcla de reaccién. De estas
limitaciones se deduce la necesidad de someter esta técni-
caaun proceso de puesta a punto, en el que se definan las
condiciones bajo las cuales los patrones obtenidos sean
fiablesy reproducibles.

La optimizacién de la técnica se ha realizado apli-
cando la metodologia RAPD a mezclas (pools) de ADN,
constituidas por representantes de cada categoria taxono-
mica, de manera que se pueden poner de manifiesto las
diferencias que existen entre las mezclas, a mismo tiempo
que se enmascara la variabilidad comin alas mismas[14]

En este trabajo se han determinado las condiciones
Optimas de las reacciones RAPD en Cryptococcus spp. y
Candida spp. para obtener marcadores genéticos molecu-
lares que permitan identificar rapida y correctamente a
estos agentes patdgenos.
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MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado siete especies del género Candida
y diez especies del género Cryptococcus, procedentes de
la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia,
Espafia) y del Prince Leopold Institute of Tropical
Medicine (Antwerp, Bélgica) (Tabla 1). La extraccion del
ADN se realizé siguiendo la metodologia descrita por
Sansinforiano et al. [15] hasta obtener una concentracion
de 20 ng/pl. Posteriormente se elaboraron dos mezclas
(pools) de ADN, afadiendo igual cantidad de cada uno de
los ADNSs de las especies representativas de cada género.

Tabla 1. Cepas tipo utilizadas (CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo, Valencia, Espafia; ATCC y RV: Prince Leopold Institute of Tropical
Medicine, Antwerp, Bélgica).

Especie Referencia de origen
Candida albicans CECT 1002
Candida glabrata CECT 1448
Candida guilliermondii CECT 1020
Candida lusitaniae CECT 1420
Candida parapsilosis CECT 1449
Candida rugosa CECT 1937
Candida tropicalis CECT 1400
Cryptococcus albidus CECT 1069
Cryptococcus humicola CECT 1251
Cryptococcus laurentii CECT 1095
Cryptococcus neoformans CECT 1075
C. neoformans CECT 1078
C. neoformans var. gattii serotipo C MATa ATCC 34880
C. neoformans var. gattii serotipo B MATa ATCC 32609
C. neoformans var. neoformans serotipo D MATa ATCC 34873
C. neoformans var. neoformans serotipo D MATa ATCC 34874
C. neoformans var. neoformans serotipo A MATa RV 56164

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un ter-
mociclador UNO-Thermoblock (Biometra, Espafia) en
volUimenes de 100 pl. Cada reaccion se realizd por dupli-
cado y se repitié en experimentos independientes.

Las modificaciones, tanto de la mezcla de reaccion
(Tabla 2) como de las condiciones de amplificacién
(Tabla 3) se realizaron secuencialmente, variando en cada
experimento uno solo de los componentes, y utilizando el
valor ptimo obtenido en posteriores experimentos. Los
productos amplificados se separaron mediante electrofore-
sisen gel de agarosay tras tincion con bromuro de etidio
sevisualizaron bagjo luz UV.

Tabla 2. Modificaciones en la composicién de la mezcla de reaccién.

Componente (Uds) Modificaciones

Clz=Mg (mM) 15 2*x 25 3 3,5*® 4
ADN molde (ng) 50 100 150* 200 250 300
ADN Polimerasa (U) 0,5 1 1,5 2% 2,5 3
Cebador (UM) 1 15* 2 2,5 3
dNTPs pM (c/u) 50 100 150* 200 250 300
Tris-CIH (10mM pH:8.8)

CIK (50mM)

Tritén X-100 (0,1%)

Los valores indicados con asterisco (*) corresponden a los valores 6ptimos obtenidos.
ay b corresponden a los valores de Cl:Mg 6ptimos en Cryptococcus spp. y Candida spp., respectivamen-

te.

Aunque en este trabgjo sdlo seincluyen los resulta-

dos de las diversas modificaciones utilizando un cebador
(5 CAGCCTCGGC 3'), se obtuvieron resultados simila-
res con otros 29 cebadores disefiados para el estudio.

Tabla 3. Modificaciones en las condiciones de amplificacion de la reaccion
RAPD.

Fases

D.? Inicial (94 °C) D.* (94 °C) Hibridaciéon  Extension (72 °C)

Tiempo Tiempo T (°C) Tiempo Tiempo Ciclos

10 1'30" 30 1 1'30" 45
7'30" 115" 35 1 1'15" 40*
5' 1* 40* 1 1% 35
2'30" 45" 45 1 45" 30
0 30" 50 1 30" 25
15" 55 1 15" 20

5" 40 1'30"

40 115"

40 45"

40 30"

a: D=Desnaturalizacién a 94 °C
Los valores indicados con asterisco (*) corresponden a los valores 6ptimos obtenidos.

RESULTADOS

Composicién de la mezcla de reaccion. Las ampli-
ficaciones realizadas con diferentes cantidades de ADN
polimerasa pusieron de manifiesto que valores inferiores a
1,5 U originan una disminucién en cantidad y calidad de
los productos amplificados. El rango completo de produc-
tos amplificados se obtiene con 2 U de enzima. Vaores
superiores a esta cantidad originan una disminucién en la
calidad de los fragmentos amplificados.

Las variaciones en la concentracién de Cl-Mg
maodificaron |os patrones de amplificacion (Figura 1). Para
Cryptococcus spp., concentraciones inferiores a2 mM ori-
ginan un patrén de amplificacién incompleto, mientras
gue concentraciones 3 mM o superiores hacen que dismi-
nuya igualmente el nimero de fragmentos amplificados.
La concentracion éptima se fijo en 2 mM. En Candida
spp. fue necesario aumentar la concentracion de Cl-Mg
hasta valores de 3,5 mM para encontrar el rendimiento
Optimo de lareaccién. A menor concentracion en el medio
disminuyen notablemente |os productos de la reaccién.

Las variaciones en la concentracion de cebador, asi
como en la concentracion de dNTPs demostraron cambios
sblo en la intensidad de los productos obtenidos, aunque
no se apreciaron modificaciones en el patrén de bandas
(Figura 2), en contra de lo descrito por Ellsworth et al.,
[16]. Con respecto al indice cebador/ADN molde, el
patron de amplificacion optimo se obtuvo utilizando
150 pmoles (1,5 uM) de cebador para 150 ng de ADN.

Condiciones de amplificacion. Las condiciones ini-
ciales de amplificacion incluian una desnaturalizacion
previa de 10 min a 94 °C. La eliminacion de esta fase no
origind cambios ni en el patron de productos obtenidos ni
en laintensidad de los mismos.

Se probaron seis temperaturas de hibridacién dife-
rentes (Figura 3) para optimizar las condiciones de union
del cebador. Los productos de amplificacion obtenidos
con temperaturas de hasta 40 °C no varian ni en cantidad
ni en calidad.

Una vez establecida la temperatura éptima de
hibridacion se determind € tiempo minimo necesario para
gue esta fusién se llevara a cabo. En Cryptococcus spp.
todos los tiempos evaluados ofrecieron €l mismo patron
de amplificacion; sin embargo, cuando la hibridacién tuvo
lugar durante més de 60 s aparecieron algunos fragmentos
inespecificos de pequeno tamafo (Figura 4A). En
Candida spp., se necesité un tiempo de hibridacién mini-
mo de 60 s para obtener el patrén completo (Figura 4B).
No obstante, estos pardmetros deben ser cuidadosamente
gjustados s varia el cebador.



MG 15220 0 354 NG 152 25
2]

Figura 1. Efecto de la concentracion de Cl,Mg en la reaccion RAPD de
Cryptococcus spp. (A) y Candida spp. (B). Los numeros indican la concen-
tracion de Cl-2Mg (mM), C indica el control negativo y M el marcador de
Peso Molecular (MXIV Boehringer).

Con respecto al tiempo de desnaturalizacion se
observé una pérdida considerable en el rendimiento de
amplificaciones realizadas con desnaturalizaciones infe-
riores a 60 s. Igualmente, € patréon de bandas varié cuan-
do la desnaturalizacién tuvo lugar durante masde 75 s.

Finalmente se modifico € tiempo de extension de
los fragmentos amplificados. Se observé un aumento cua-
litativo el rendimiento de la reaccion hasta valores de
1min.

DISCUSION

Uno de los factores que han limitado la utilizacion
de la técnica RAPD en estudios de genética molecular es
la reproducibilidad de los productos de la reaccion. Estos
dependen de las condiciones en que se redliza la técnica,
constituyendo una variacién que enmascara | os resultados,
pero que puede evitarse optimizando las condiciones de
amplificacion y cada uno de los componentes que inter-
vienen en lareaccion [17].

Para estandarizar las condiciones RAPD en levadu-
ras patdgenas (Cryptococcus spp. y Candida spp.) se han
modificado varios parametros de la mezcla de reaccion y
de las condiciones de amplificacion hasta conseguir patro-
nes de bandas definidos y reproducibles.

La ADN polimerasa utilizada en este trabajo tiene
una vida media superior a 90 min a 96 °C, lo que garanti-
za su actividad en reacciones de amplificacion con alto
nimero de ciclos termales. Las amplificaciones realizadas
con diferentes cantidades de ADN polimerasa indican un
valor éptimo de 2 U. Concuerdan estos resultados con los
obtenidos por Innisy Gelfand [18], quienes aconsgjan la
utilizacion de 1-2,5 U de ADN polimerasa para reacciones
de 100 pl.

Con respecto a la concentracion de Cl-Mg, los
valores éptimos varian para Cryptococcus spp. y Candida
spp., siendo mayor la concentracion necesaria para
Candida spp. Ellsworth et al. [16] indican que a partir de
un determinado umbral, € resultado es independiente de
la concentracion de iones Mg?. Sin embargo, en nuestro

Optimizacion RAPD en Candida y Cryptococcus
Sansinforiano ME, et al.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de cebador en la reaccion RAPD de
Cryptococcus spp. (A) y Candida spp. (B). Los nimeros indican la cantidad
de cebador (pmoles), C indica el control negativo y M el marcador de Peso
Molecular (MXIV Boehringer).

estudio se pone de manifiesto que concentraciones supe-
rioresa 3,5 mM hacen disminuir la calidad de los produc-
tos obtenidos. Estos valores coinciden con los descritos
por Welsh y McClelland [1], que utilizaron altas concen-
traciones de Cl:Mg para estabilizar la unién cebador-ADN
molde, y con los resultados de Parejo et al. [19] en estu-
dios realizados sobre ADN de vacuno.

La concentracion optima de cebador (1,5 uM) es
ligeramente superior a la concentracion determinada para
PCR por Innisy Gelfand [18] situada entre 0,1y 0,5 uM,
pero debemos tener en cuenta que mientras en la PCR la
hibridacion sélo ocurre en un lugar, en la reaccion RAPD
tiene lugar en varios puntos de la cadena de ADN molde
simultaneamente, con lo cual se necesita mas cantidad de
cebador disponible en la mezcla de reaccion.

La fase de hibridacion es uno de los puntos més
delicados en la reaccion RAPD. La temperatura recomen-
dada segiin laférmula descrita por Itakura et al. [20] es de
36 °C para €l cebador utilizado. En un intento de conse-
guir la mayor especificidad posible en nuestros productos
sin variar € patron de bandas, se probaron distintas tem-
peraturas de hibridacién. Al incrementar la temperatura de
hibridacion se reducen las uniones inespecificas cebador-
ADN molde y la incorporacion errénea de nuclettidos,
logrando de esta manera un producto especifico. El patron
de bandas se modific6 en todos |os casos analizados a par-
tir de 45 °C. Por ello consideramos 40 °C como tempera-
tura 6ptima de hibridacién para el cebador utilizado, en
consonancia con lo descrito por Pargjo et al. [19].

La ultima fase de cada ciclo de amplificacién es la
extension de las cadenas por la ADN polimerasa que lle-
vamos a cabo a 72 °C, pero debido a pequefio tamafio de
los productos obtenidos intentamos disminuir el tiempo
necesario para esta fase. Se observé un aumento progresi-
vo en e rendimiento de la reaccién al aumentar €l tiempo
de extension hasta valores de 1 min, pero a aumentar este
tiempo no mejoro significativamente el patrén de produc-
tos amplificados. Yu y Pauls [21] describieron un tiempo
de extension de 30 s parafragmentos de 1,5 Kb, pero utili-
zaron cantidades de polimerasa muy superiores a las utili-
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Figura 3. Efecto de la temperatura de hibridacién en la reacciéon RAPD de
Cryptococcus spp. (A) y Candida spp. (B). Los nimeros indican la tempe-
ratura de hibridacion (°C), C indica el control negativo y M el marcador de
Peso Molecular (MXIV Boehringer).
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Figura 5. Comparacion de los patro-
nes de amplificacién obtenidos
antes (calles 1 y 3) y después
(calles 2 y 4) de la optimizacion la
reaccion RAPD de Cryptococcus
spp. (A) y Candida spp. (B).
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Figura 4. Efecto del tiempo de hibridacién en la reaccién RAPD de
Cryptococcus spp. (A) y Candida spp. (B). Los nimeros indican el tiempo
de hibridacién (s), C indica el control negativo y M el marcador de Peso
Molecular (MXIV Boehringer).
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Figura 6. Patrones electroforéticos de las amplificaciones de los ADNs de las 17 levadu-
ras analizadas (M: Marcador de Pesos Moleculares; calle 1: C. albicans; calle 2: C. gla-
brata; calle 3: C. guilliermondii; calle 4: C. lusitaniae: calle 5: C. parapsilosis; calle 6: C.
rugosa; calle 7: C. tropicalis; calle 8: C. albidus; calle 9: C. humicola; calle 10: C. laurentii;
calle 11: C. neoformans; calle 12: C. neoformans; calle 13: C. neoformans var. gattii sero-
tipo C MATa; calle 14: C. neoformans var. gattii serotipo B MATa; calle 15: C. neofor-

mans var. neoformans serotipo D MATa; calle 16: C. neoformans var. neoformans
serotipo D MATa; calle 17: C. neoformans var. neoformans serotipo A MATa).

zadas por nosotros. Parejo et al. [19] consideraron para
ADN de vacuno 90 s como tiempo Optimo de extension,
pero a no observar en nuestros experimentos problemas
de repetibilidad en los fragmentos de mayor tamafio, ele-
gimos 60 s como tiempo éptimo de extension.

El dltimo parédmetro que optimizamos fue el nime-
ro de ciclos a realizar. Fueron necesarios a menos 40
ciclos para que los productos fueran detectables, sin con-
seguir variacion en la intensidad de las bandas obtenidas

al aumentar €l nimero de ciclos por encima de ese valor,
ya que a medida que aumentan los ciclos se genera una
gran competencia entre los reactivos, aumentando la can-
tidad y complejidad de productos inespecificos.

L os resultados conseguidos tras la optimizacion
tanto de los componentes como de las condiciones de
amplificacién nos han permitido observar cambios tanto
en los perfiles de amplificacién como en la intensidad de
las bandas obtenidas (Figura 5) y nos aseguraron la repeti-



bilidad de los resultados, 1o que nos indica la convenien-
cia de optimizar y estandarizar la técnica RAPD antes de
su utilizacién a gran escala, ya que se aprecia una clara
mejoria en € rendimiento de lareaccion y en larepetibili-
dad de los resultados en posteriores experimentos. Las
condiciones dptimas obtenidas en este trabajo se estéan uti-
lizando en la identificacion de fragmentos especificos de
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