Y

\
s
<
4
(1
]
2
o
<
=
()
©)
S
]
2]
=)
(=]
\
S
Z
Q
ol
==

.

2
\
o
=
=
o
:
&
w
a
4
4}

Dra. M? José Iglesias Sédnchez*, Ana M? Pérez Pico, José Romén Mufioz del

Rey, Dra. Raquel Mayordomo Acevedo'.

1. Titulacién de Podologfa, Centro Universitario de Plasencia, Universidad de

Extremadura.

RESUMEN

La prevalencia de las micosis en general, se
ha visto incrementada en las dltimas décadas
al mismo tiempo que aumentaba el nimero de
personas con inmunodeficiencias, trasplanta-
dos, tratados con corticoides o antineoplasicos.
La gravedad de las infecciones fiingicas invasi-
vas ha supuesto un reto para los profesionales
de la salud a la hora de mejorar el diagnéstico
para abordar los tratamientos con mayor pron-
titud y eficacia.

El avance de la biologia molecular en los il-
timos anos ha aportado nuevas soluciones para
este reto.

En el presente trabajo revisamos estas nue-
vas técnicas comparandolas con los métodos
tradicionales, que siguen siendo la referencia
necesaria en cuanto a sensibilidad y especifi-
cidad.

Estas nuevas técnicas empleadas ahora
para el diagndstico de infecciones graves, iran
incorporandose a la practica de la dermatolo-
gia y la podologia, ya que, aunque las derma-
tomicosis son enfermedades que no requieren
un diagnéstico urgente, estan demandando
una “actualizacion”, debido a que constituyen
un grupo de patologias muy frecuentes en la
practica clinica (dermatolégica y podoldgica).

El laboratorio de diagnéstico clinico esta en
un proceso de cambio fundamental, con el de-
sarrollo de técnicas que proveen una confirma-
cion mas exacta de la presencia de infeccion.

Analizaremos, en primer lugar, las técnicas
moleculares aplicadas al diagnéstico de der-
matofitos y posteriormente aportamos datos so-
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bre métodos colorimétricos que nos permiten
distinguir entre distintas subespecies de Can-
didas. A pesar de no ser técnicas ampliamente
utilizadas suponen en general una mejora en la
especificidad, eficacia y tiempo de diagnéstico
que es importante tener en cuenta a la hora de
elegir un tratamiento largo y costoso en la ma-
yoria de los casos.

PALABRAS CLAUE

Dermatomicosis, Diagnéstico, Nuevas técni-
cas, PCR, métodos colorimétricos.

RBSTRACT

Mycosis prevalence has been increasing
in the last decades, because the number of
patients with immunodeficiencies, or with
treatments like corticosteroids or cytotoxic
drugs has been growing too.

Diagnostic can be critically important in the
management of fungal infections in high-risk
patients. The conventional culture methods are
time-consuming showing a low specificity.

Molecular Biology Methods have seen signi-
ficant advances in the last years and have been
applied to Medical practice in others patholo-
gies.

This work describes the new techniques in
Mycosis detection, comparing it with the tradi-
tional culture methods.

Human pathogenic dermatophytes are
moulds that infect human skin, nails and hair.
Onychomycosis, or fungal infection of nails, is a
very common pathology in clinic practicing, and
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the importance of that mycosis has increased in
the latest years.

These changes provide a challenge to the
clinical dermatology, because laboratory diag-
nosis is in a process of major change, with the
rapid development of new techniques that rely
on the application of new scientific skills that
provide more accurate and faster confirmation

chniques applied to the diagnosis of dermato-
phytes and then provide data on colorimetric
methods that allow us to distinguish between
different subspecies from candida.

KEY WORDS

of the presence of infection.

In this review we analyze first molecular te-

ITRODUCCION

Las dermatomicosis son infecciones superficiales
causadas por hongos, que comprenden un grupo de
microorganismos relacionados que pertenecen a di-
ferentes géneros: Epidermophyton, Microsporum y Tricho-
phyton, entre los hongos dermatofitos y levaduras del
género Candida. Cada uno de los generos menciona-
dos incluye a su vez varias especies. Los hongos der-
matofitos son organismos queratinofilicos e infectan
tejidos superficiales queratinizados (piel, pelo y ufias)
de humanos y animales causando micosis cutdneas
llamadas también dermatomicosis'. Las candidas, sin
embargo son organismos comensales que resultan
infecciosos en determinados casos como por ejemplo
en individuos con diabetes mellitus que presentan le-
siones mucocutaneas localizadas.

La prevalencia de las dermatomicosis en paises
europeos varfa entre un 3y un 22%, pero ademaés, se
ha producido un incremento reciente a nivel global
que se atribuye al incremento de los estados inmu-
nodeprimidos tales como el SIDA, diabetes mellitus,
transplante de érganos y el uso de corticoides y anti-
neoplésicos?.

La necesidad de un diagndstico répido en las in-
fecciones flingicas invasivas ha forzado la aparicién
de técnicas de diagndstico alternativas al cultivo, de-
bido a la gravedad de estas patologias y la urgencia
de implantar un tratamiento adecuado.

El desarrollo de la biologfa molecular y la accesi-
bilidad de las bases de datos de secuencias génicas,
han permitido, en general, la mejora en la sensibili-
dad y especificidad de muchos métodos de diagndsti-
co en clinica, aunque en el campo de las micosis, esta
aplicacién es sélo incipiente® ¢,

El diagndstico y tratamiento de las infecciones
por hongos constituyen un problema de importancia
creciente debido a la frecuencia y gravedad de las in-
fecciones flngicas diseminadas en pacientes inmu-
nocomprometidos.

Los signos y sintomas no son especificos, es di-
ficil distinguir entre colonizacién y enfermedad in-
vasiva (o diseminada), y los cultivos de sangre son a
menudo negativos. Esta situaciéon conduce a la apli-
cacion de una terapia empirica con un alto riesgo para
el paciente.

Los métodos de cultivo de hongos tradicionales
son particularmente lentos y presentan una baja sen-
sibilidad. Por ello, se estdn desarrollando métodos
basados en la deteccién de antigenos y anticuerpos,
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compuestos metabdlicos y secuencias génicas espe-
cificas para mejorar el diagndéstico y tratamiento®”#.

Los principales hongos patégenos causantes de
estas infecciones sistémicas o diseminadas son: Histo-
plasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides
Brasiliensis, Coccidioides immitis. Ademés existen hongos
oportunistas que en determinadas situaciones pue-
den originar Candidosis, Aspergilosis y Criptococosis®.

Las pruebas seroldgicas para hongos son senci-
llas y répidas, aunque su principal inconveniente son
los falsos negativos en caso de inmunodepresién por
falta de anticuerpos, y falsos positivos por reactividad
cruzada en caso de deteccidn de antigenos.

Clasificamos las técnicas diagndsticas en varios
apartados:

a) Deteccién de Antigeno

b) Deteccién de Anticuerpos

¢) Deteccién de metabolitos y componentes es-

tructurales no antigénicos

Existen métodos comercialmente disponibles que
detectan Antigenos, como polisacéridos capsulares o
componentes de la pared celular y que son ttiles en
aspergillosis, criptococcosis, histoplasmosis, blasto-
micosis, paracoccidioidomicosis y penicilliosis mar-
neffei.

En aspergilosis, la deteccién del antigeno galacto-
manano en sangre es rutinaria en algunos centros eu-
ropeos con metodologia EIA (Enzima Inmunoensayo)
que presenta mayor sensibilidad que la aglutinacién.

Los tests seroldgicos para detectar anticuerpos
de histoplasmosis, candidiasis y coccidiomicosis'
también son Gtiles aunque su sensibilidad puede dis-
minuir en caso de inmunosupresién'!, siendo nula la
respuesta humoral en criptococosis'?,

En los dltimos afios se han obtenidos altos indi-
ces de sensibilidad y especificidad utilizando estos
métodos para detectar anticuerpos contra Candida®®".

La deteccién de metabolitos y componentes es-
tructurales no antigénicos como el D-arabinol y la
manosa, parecen prometedores aunque alin no estan
comercializados.

Aunque en un futuro puedan llegar a estar dispo-
nibles técnicas similares para la deteccién de hongos
dermatofitos, en la actualidad sdélo se aplican a mico-
sis sistémicas.

Sin embargo, las técnicas basadas en la deteccién
del ADN, ya se utilizan ampliamente en el diagndstico
de infecciones sistémicas, pero también empiezan a
aplicarse en dermatomicosis, debido a su mayor sen-
cillez y coste.
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EN DERMATOMICOSIS

’

LAS TECHICAS BASADAS EN LA DETECCION
DEADN

Estas técnicas tienen en comun la deteccién de
secuencias diana de nucledtidos especificas de hon-
g0s, y que no estan presentes en las células animales.

Existe una gran cantidad de posibles secuencias
diana dentro del genoma, y una gran variedad de téc-
nicas que permiten detectarlas.

Las secuencias diana en micosis incluyen tanto
genes nucleares como mitocondriales, de una o mdl-
tiples copias. En general, la diana multicopia mas uti-
lizada son los genes ribosémicos (18S, 5.85 y 28S).
Estos genes contienen secuencias conservadas co-
munes a todos los hongos y también, dominios varia-
bles y regiones espaciadoras internas (ITS), altamente
variables. Las secuencias conservadas se pueden uti-
lizar para detectar la infeccién flingica, mientras que
las variables se pueden emplear para la identificacién
de las especies implicadas®®'°.

En cuanto a las técnicas utilizadas, existe también
una gran variedad. A continuacién describimos las
més utilizadas.

- Las técnicas de hibridacién emplean sondas de
ADN para detectar la presencia de un organis-
mo determinado. La sonda es una cadena sim-
ple de ADN sintetizada para que sea comple-
mentaria a la secuencia que se quiere detectar
y que va marcada para poder identificarla des-
pués de la hibridacién.

- La PCR, o reaccién en cadena de la polimerasa
se ha impuesto a otras técnicas de diagndstico
basadas en los dcidos nucleicos, debido a su
simplicidad, sensibilidad, rapidez y especifici-
dad. La reaccién consiste en una amplificacién
de un fragmento de genoma, mediante una pa-
reja de oligonucleétidos especificos de la se-
cuencia diana® 114,

- PCR anidada. Se incorpora una segunda pareja
de cebadores para una segunda amplificacién
en la que se utiliza como diana el producto am-
plificado en la primera PCR, lo cual aumenta
mucho su sensibilidad®!°.

- PCR mdiltiple. Varias parejas de cebadores se
utilizan en una misma PCR. Este método ha
sido ensayado en identificacién de hongos fila-
mentosos y diferentes especies de Candida'’.

- RAPD-PCR: Produce una amplificacién al azar
de fragmentos de ADN utilizando oligonucleé-
tidos inespecificos®'¢.

- PCR-RFLP: (Restriction Fragment Length Po-
lymorphism) digestién con enzimas de res-
tricciéon del producto de una amplificaciéon por
PCR.

- Real-time PCR o PCR a tiempo real: Con esta
técnica, la recoleccidon y el anélisis de datos se
producen al mismo tiempo que la reaccién de
amplificacion de diana, de manera que es posi-
ble recoger y analizar los datos al mismo tiem-
po’.

- EIA: esta técnica, utiliza la PCR para obtener
una gran cantidad de fragmento diana vy, pos-
teriormente, lo hibrida con una sonda comple-
mentaria y la detecta mediante inmunoanéli-
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sis que proporciona una lectura colorimétrica o
fluorescente automatizada.

- PCR y secuenciacién del ADN. Este método
aporta la méxima informacién, puesto que se
obtiene la secuencia de nucleétidos detallada,
de manera que puede compararse con la se-
cuencia de la cepa de referencia que se encuen-
tra disponible en los bancos de datos como el
Gen Bank (http: /www.ncbi.nlm.nih.gov/ gen-
bank/index.html) o el EMBL (http: /www.ebi.
ac.uk/)®"".

Por tdltimo se estdn probando nuevas tecnologfas
como los Microarrays o la Tecnologfa Luminex xMAP
que permiten la obtencién de varias determinaciones
diferentes al mismo tiempo, y garantizan una mejora
para el uso en diagndstico rutinario® '8,

En general, todas estas técnicas presentan una
serie de ventajas frente a los métodos tradicionales:
una alta sensibilidad y especificidad para la deteccién
e identificacion de especies, una mayor objetividad,
mayor sencillez técnica que no exige experiencia en
el manejo de hongos, pero sobre todo proporcionan
resultados en muy poco espacio de tiempo.

Muchos laboratorios han puesto a punto técni-
cas de estos tipos, aunque de momento no son facil-
mente aplicables al uso rutinario en clinica. En estos
momentos se estdn desplazando del &mbito de la in-
vestigacién a los laboratorios clinicos, pero atin no se
dispone de productos comerciales.

Puesto que los laboratorios estan incrementando
la fiabilidad en secuenciacién de ADN para la identifi-
cacién de hongos, deben promoverse la validacién de
aislados de referencia y un control de calidad en las
bases de datos de secuencias'®*?'. En este sentido,
se necesita una actualizacién y crecimiento de estas
bases de datos y estudios para determinar zonas de
homologia de secuencia.

Aunque estos métodos estaran disponibles para
la préctica clinica en un futuro préximo, en la actua-
lidad, se considera que un abordaje que combine los
métodos morfoldgicos y moleculares asegura un ma-
yor éxito en el manejo de pacientes con infecciones
fingicas.

TECNICAS ALTERNATIUAS EN
DERMATOMICOSIS

El aumento reciente en la prevalencia de estas in-
fecciones, y la necesidad de establecer diagndsticos
diferenciales, esté provocando la aplicacién de nue-
vas técnicas, como las descritas en el apartado ante-
rior, al campo de la dermatologfa.

Cerca de la mitad de los casos en que existe la
sospecha clinica de onicomicosis corresponden a
otras patologfas. Con la excepcién de tinea versico-
lor (pitiriasis versicolor), pocas infecciones flngicas
superficiales pueden ser diagnosticadas basandose
exclusivamente en signos y sintomas clinicos.

En onicomicosis, la confirmacién por parte del la-
boratorio es necesaria para el diagndstico diferencial
con otras onicopatfas como psoriasis, liquen plano,
paroniquias crénicas, traumatismos, hemorragias del
lecho ungueal, onicogrifosis, los cambios fisioldgicos
del envejecimiento, la distrofia mediana canalicular,
el sindrome de ufias amarillas, el melanoma malig-
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no subungueal y el carcinoma escamocelular subun-
gueal?'.

El diagndstico habitual de las dermatomicosis
estd basado en la deteccién de estructuras tipicas de
hongos por observacién directa al microscopio de una
preparacion de la muestra con KOH al 10 %, seguida
por el cultivo in vitro y la identificaciéon morfolégica
de los hongos? 23 242,26,

También se utiliza la biopsia con tincién 4cida de
Schiff y menos frecuentemente técnicas de inmuno-
histoquimica, RFLPs y PCR%.

Sin embargo, esta metodologia presenta dos in-
convenientes principales: por un lado, el examen di-
recto al microscopio da resultados falsos negativos
en un 5 a un 15% de los casos?’; y en segundo lugar,
la siembra en placa con medios de cultivo especificos
requiere de 2 a 4 semanas para la identificacién de la
especig?

Dada la mayor prevalencia de dermatofitos como
agentes causales de onicomicosis (90%), algunos mi-
crobiélogos recomiendan la utilizacién de una prueba
més especifica y més rdpida para alcanzar el diagnds-
tico definitivo. El DTM (Dermatophyte Test Media) es
un medio de cultivo que contiene nutrientes promo-
tores del crecimiento de hongos dermatofitos y anti-
bidticos inhibidores del crecimiento de mohos y bac-
terias contaminantes??2,

El examen histopatoldgico puede ser necesario
en aquellos casos en que las preparaciones con KOH
y los cultivos son negativos en repetidas ocasiones
y persiste la sospecha clinica de onicomicosis. Otras
técnicas, utilizadas con menor frecuencia para el diag-
néstico de infecciones micéticas de la lamina ungueal
son la inmunohistoquimica (exposicién de la muestra
frente a anticuerpos especificos contra determinadas
especies de hongos y visualizacién por inmunofluo-
rescencia) y la citometrfa de flujo dual (diferencia-
cién molecular entre los posibles agentes infeccio-
S08) 2%,

Durante las tres Gltimas décadas se ha producido
un gran avance en las técnicas de biologfa molecular,
que han sido aplicadas con gran éxito al diagndstico
de miltiples patologfas, ya sean de origen genético o
infeccioso.

La aplicacién de estas técnicas a las patologfas
causadas por hongos estd atn en una etapa inicial
debido a algunas particularidades en este campo.

Concretamente en el caso de los dermatofitos,
a pesar de estar entre los organismos mads frecuen-
temente observados en biomedicina, atin no se ha
establecido una taxonomfa que permita identificar y
nombrar las aproximadamente 25 especies patdge-
nas implicadas. Algunos biotipos que fueron consi-
derados especies en el pasado, basados en profun-
das diferencias morfoldgicas y patrones de infeccién,
parecen ser la misma especie en modernos andlisis
moleculares.

Una serie de trabajos, que encuentran resultados
contradictorios, ha llevado a replantear la taxonomfia
de los hongos dermatofitos?.

Se ha visto que algunas caracteristicas morfoldgi-
cas asignadas tradicionalmente a varias especies de
Trichofaiyton por los métodos tradicionales se corres-
pondian con sélo dos especies del mismo género por
comparaciéon de secuencias®. Los datos moleculares
sugieren una reinterpretacién de los resultados de
pruebas fenotipicas tradicionales? %!,

Existen muchos trabajos que comparan unas téc-
nicas con otras con diferentes resultados®*3** Por
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eiemplo Gupta y col (36) llegan a la conclusién de que
el estudio de la regién ITS1 por PCR proporciona una
proporcién de deteccion de T. rubrum mayor que por
cultivo.

Existe actualmente un equipo comercial llamado
Onychodiag (BioAdvance), que detecta dermatofitos
en ufias, y que fue evaluado resultando tener una sen-
sibilidad del 83,6% frente al cultivo.

El éxito de las aproximaciones basadas en la se-
cuencia del ADN dependeré de la diana elegida, la fia-
bilidad del resultado, y de la disponibilidad de bases
de datos de secuencias validadas.

La principal aportacién de estas técnicas es la ra-
pidez del diagnéstico y la especificidad en la identifi-
cacién del microorganismo.

TECNICAS EN DERMATOMICOSIS
PARA DETECTAR CANDIDA

Para el cultivo de Candida se han venido utilizan-
do diferentes medios. Entre ellos, el mds empleado
es el agar de peptona-glucosa (dextrosa) o peptona-
maltosa, que al ser descrito en 1896 por Sabouraud
adopté su nombre. Con el fin de evitar el crecimiento
de la flora bacteriana comensal posee un pH inferior
a 6; e incluso pueden incorporarse distintos tipos de
antibidticos (cloranfenicol, penicilina, estreptomicina
y ciprofloxacino). Por otro lado, no permite diferen-
ciar las distintas especies de Candida®’.

Pruebas especificas de identificacion de especies
de Candida:

e Formacion de tubo germinativo en suero, clara

de huevo etc.

e Auxograma o asimilacidn de carbohidratos.

e Zimograma o fermentacién de carbohidratos.

e Microcultivos en agar maiz arroz.

e Produccién de velo en medio Sabouraud liqui-

do.

o Utilizacién del sistema API 20 C Biomeriux.

Existen otros medios de cultivo que permiten di-
ferenciar colorimétricamente a especies concretas de
Candida. Se basan en la reduccién que experimentan
determinados componentes agregados al medio de
cultivo en presencia de estas.

Tal es el caso de medios con sulfito de hidroxi-
bismuto (Medio de Nickerson) o con trifeniltetrazol
que permite identificar diferentes especies de Candi-
da (Medio de Pagano-Levin)®. Este dltimo presenta
el inconveniente de inhibir, a altas concentraciones,
el crecimiento de la C. albicans y la C. glabrata. El fosfo-
molibdeno permite diferenciar la C. albicans, de otras
especies®. Més recientemente, se ha introducido el
medio de CROMagar; este contiene un sustrato cro-
mogénico que permitie diferenciar las colonias de
C.albicans, C. krusei y C. tropicalis®.

C. albicans apenas crece bajo condiciones anae-
rébicas, en cuyo caso las colonias adoptan una forma
estrellada®*'*?. Sin embargo, generalmente la identi-
ficacion de la especie de Candida se realiza en base a
una combinacién de las caracteristicas morfolégicas y
fisiolégicas. Ademds, existen en el mercado sistemas
comercializados que permiten al clinico la identifica-
cién répida de la especie de Candida aislada®™*!.

Los métodos diagndsticos utilizados para la de-
teccion de cédndidas, que emplean medios cromogé-
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EN DERMATOMICOSIS

nicos fundamentalmente han sido utilizados en in-
vestigaciones de tipo comparativo, en las que no se
indicaba el género ni el nimero total de los pacien-
tes, pero se mencionan la cantidad de especimenes y
el lugar de donde habfan sido extraidos. Por ejemplo,
un estudio realizado con 282 especimenes clinicos
que inclufan fluidos orofaringeos; vaginales, muestra
traqueoesofagal (TVPs) y de sangre para comparar CA
(CHROMagar Candida) y m-CA (Método de Filtracién
de Membrana) el cual presentaba una mayor sensibi-
lidad (16.7%)%.

Para Berardinelli y col.* que usaron 122 aisla-
mientos clfnicos y demostraron que el uso de ese me-
dio de cultivo era menos costoso e igual de efectivo
para el diagnostico que los anteriormente utilizados.

En cuanto a los cultivos tomados para el ensayo
de Cooke y col.* provenfan de diferentes laboratorios
clinicos y usaron una modificacién del medio agar
cromogenico para identificar més rdpidamente las es-
pecies de candida. Aplicaron tres pruebas diferentes;
una reformulado denominado Candida Diagnostic
agar (CDA), y las convencionales CHROmagar Can-
dida y Candida ID agar para confirmar el diagnostico
obteniéndose una sensibilidad de 97.6%, 100%, 72.7%
y especificidad de 100%, 96.8%, 98.1% respectivamen-
te.

Stephen® describié un método que utilizaba dos
pruebas de enzimas en un formato (Albistrip) y la mi-
dié con GT (Tubo Germinal), para saber cual de ambas
presentaba mayor sensibilidad en la identificacién de
las muestras clinicas obteniéndose una sensibilidad
de 98% para ambas y una especificidad de 95% y 98%
individual y respectivamente. En otro estudio, Yuces-
oy al concluir enfatizé que el BIGGY agar (sensibilidad
87.0% y especificidad, 75.2%) no fue propuesto para
sustituir el otro medio de diagnostico (CA) (sensibili-
dad 94% y especificidad 100%) y puede ser usado solo
o con otros medios para la identificacién de las mues-
tras en los laboratorios de una clinica microbioldgica.

Pfaller y col.® citan que el medio CHROMagar
Candida juega un papel importante en el laboratorio
de microbiologfa clinica al identificar la entidad mi-
cdtica en cultivos mixtos, ademds de poder ser usado
como medio primario de cultivo y como medio diag-
ndstico.

Heelan y col.*” describe que por muchos afios
ha sido usado la produccién de tubo germinal para
identificar Candida albicans y que existen otros mé-
todos que han sido desarrollados para detectar la
produccién de enzimas ( L - prolino aminopeptidasa
y B- galactosaminidasa) en los cultivos. Compararon
varios métodos de produccién de enzimas tales como
Bacticard Candida (BC), Murex Candida albicans (CA),
Tube germ (GT) obteniendo en sensibilidad, especi-
ficidad y valor predictivo 100%; en cuanto a Albican
sure (AS) fue de sensibilidad 100%; especificidad 97%;
valor predictivo negativo 100%; y el positivo 96%, para
probar los resultados se aplico API y en cada una de
las pruebas se siguieron las instrucciones del fabri-
cante

En cuanto a Jabra-Rizk y col.*’ reformularon el mé-
todo CHROMagar Candida obteniendo buenos resul-
tados (91,3% frente al 90, 8%) en la identificacién de
los aislamientos clinicos individuales y mixtos.

Letscher-Bru y col.*' tomaron 786 especimenes de
diferentes laboratorios y compararon el Candida ID
sensibilidad de (97.7%); con Candiselect.

Para Merlino y col.*? en su estudio uso CHROMa-
gar Candida basado en la GT como medio primario
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para identificar la entidad micética (63% de sensi-
bilidad). En cuanto a Quindos y col.®® en su estudio
evalué la capacidad de Bichro-latex albicans para
identificar Candida albicans en los aislamientos cli-
nicos (99,74% de sensibilidad y una especificidad del
99,87%. En el estudio de Rousselle y col.* concluyen
que el medio cromogénico Albicans ID y el fluorpla-
te son dos medios que permiten una identificacion
macroscopica entre las especies. La sensibilidad para
ambas pruebas fue del 93.8% y la especificidad 98.6%.

’

PUESTA A PURTO DE UN METODO
HLTERRATIDO

Teniendo en cuenta la posibilidad de utilizar mé-
todos alternativos, nuestro grupo de investigaciéon ha
iniciado el estudio comparativo entre una PCR vy el
método tradicional para la deteccién de hongos der-
matofitos.

El estudio se ha desarrollado en el Servicio de
Diagndstico adscrito a la Clinica Podoldgica Univer-
sitaria de la UEx, con las muestras recibidas en dicha
clinica durante el afio 2009. Se han tomado muestras
consecutivas de fresado y/o trozos de ufia en 57 pa-
cientes con sospecha de infeccién fangica ungueal y
se ha procedido al cultivo para determinar la presen-
cia de hongos dermatofitos.

El medio inicial fue AGAR Saburaud + cloranfe-
nicol que es selectivo para aislar dermatofitos y le-
vaduras.

A continuacién, se realizé el anélisis molecular
a partir de un fragmento de la misma muestra. En
primer lugar se procede a la extraccién del ADN me-
diante segtn instrucciones del fabricante (Instagene
Matrix®)

La PCR multiple, se realiz6 con cuatro oligonu-
cleétidos diferentes: Derm1, Derm?2, Tr y uni. El pri-
mer par amplifica un fragmento de la Quitin sintasa
1 especifica de hongos dermatofitos con un tamafio
de 366 pb, y el segundo amplifica una secuencia es-
pecifica de Trichophyton rubrum localizada en una
regién espaciadora intergénica del ADN ribosomal.
La longitud del ADN amplificado es de 203 pb. (Fig. 1)

Por dltimo, para aumentar la sensibilidad de la
amplificacién, disefiamos otro par de oligonucleédti-
dos, N1y N2, para realizar una PCR anidada, que am-
plifica un fragmento de 269 pb.

Los resultados se visualizaron mediante una elec-
troforesis en gel de agarosa al 1%, y tefiido con bro-
muro de etidio. En la Figura 1 se representa el aspecto
de un gel.

Para estandarizar las reacciones, se probaron di-
ferentes condiciones de concentracién de reactivos, y
diferentes temperaturas de los ciclos (datos no mos-
trados).

El método molecular y el clasico coincidieron en
el 89% de las muestras analizadas, aunque el resulta-
do fue discordante en 6 de 54 (11,1%). (Tabla 1).

Nuestro método puede ofrecer un resultado a las
24 horas (48 horas en el caso de necesidad de confir-
macién) frente a las dos o tres semanas que puede
tardar el cultivo, con lo que ya estamos obteniendo
un avance significativo en la confirmacién de un diag-
ndstico clinico.

Ademads, el estudio comparativo demuestra que
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el método supone un aumento de sensibilidad de
casi un 2% respecto al cultivo en placa (27,7% frente a
25,9%) (ver Tabla 2).

Otra ventaja de este método es que permite la
identificacién de la especie més frecuente en derma-
tomicosis: Trichophyton rubrum, sin necesidad de
una prueba complementaria.

Su aplicacién ha supuesto una notable mejora en
la diagnosis de las onicodistrofias en nuestra clinica
podolégica, especialmente en la reduccién del tiem-
po de confirmacién diagndstica.

En referencia a la utilizacién de métodos cromo-
génicos para la identificacion de especies de candida,
nuestro grupo de investigacion también ha puesto en
marcha un estudio en el que se recogen muestras de
maés de 100 pacientes encontrandose 5 especies di-
ferentes de candida y siendo C. albicans una de las
menos prevalentes (aproximadamente sélo un 4%
de la muestras dieron positivas para dicha especie).
Las especies que se aislaron con mayor porcentaje
(mas del 40%) fueron C. Parasilopsis y C. glabrata. En
nuestra experiencia cabe destacar el aislamiento de
C krusei en las muestras de ufias procesadas en nues-
tro laboratorio. Esta especie es resistente a los azoles
por lo que es muy impotante discriminar su presen-
cia si se persigue la total curacién del paciente. De lo
contrario, su permanencia en la zona lesionada esté
asegurada a pesar del tratamiento. Es necesrio pro-
poner un tratamiento alternativo frente al aislamiento
de C. krusei .

CONCLUSION

El cultivo sigue siendo el método de referen-
cia para el diagnéstico de micosis porque permite
la identificacion del agente etioldgico y el posterior
estudio de sensibilidad a antifdingicos; pero sus dos
principales inconvenientes son la baja especificidad y
la lentitud del método.

Sin embargo, las modificaciones que se estén ha-
ciendo sobre esta metodologia, como la utilizacién de
medios cromogénicos como el que hemos expuesto
anteriormente para Céndida, favorece su continuidad
como referencia para el diagndstico.

Por otro lado, la biologfa molecular ha supuesto
un gran avance en las técnicas de diagndstico en mu-
chos campos de la medicina. En el caso de las micosis
es necesario avanzar en este campo, para disminuir el
tiempo de espera en la confirmacién del diagndstico y
la instauracién de un tratamiento adecuado.

En la actualidad, muchos hospitales utilizan mé-
todos basados en la biologia molecular como com-
plemento de las técnicas clésicas en el diagndstico de
las micosis invasoras, ya que se considera que asegu-
ra un mayor éxito en el manejo de situaciones graves.

Por otro lado, la difusién de las técnicas de cuan-
tificacion de dcidos nucleicos, como la PCR en tiempo
real, pueden ayudar a la implantacién del diagndstico
molecular en la préctica microbioldégica asistencial.
Estas técnicas estdn automatizadas, parcial o total-
mente, y aportan sistemas comerciales que permiten
la posibilidad de elaborar protocolos estandarizados,
aplicables a los laboratorios clinicos, con fiabilidad
metodoldgica y, quizd, rentabilidad diagndstica.

i 2
el L
5 + +
S6Gp T _
Darmatofieon Especificn T ! + +
11 + +
16 + - -
20 + +
25 + +
29 + +
33 + - -
34 + +
37 + +
m— — 38 + +
— ——— 39 + +
40 + +
42 - + +
Fig 1. Representacidn esquemdtica del planteamiento y el resultado de la PCR. 44 - + +
£l genoma se representa por dos lineas paralelas, las flechas representan a los oligonudledfidos utilizados, y a7 _ . .
los fragmentos amplificados corresponden a las lineas gruesas con sus longitudes respectivas. En el rectingulo
se han representado los diferentes resultados que se pueden encontrar en un gel de agarosa: Las lineas 4y 5 52 + +
corresponderian a T. rubrum, mientras que las lineas 1, 2 y 3 son los hipotéticos resultados de cualquier especie 57 N .

de dermatofito que no sea T. rubrum.

Tabla 1. Resultados positivos del andlisis realizado por los métodos tradicional y molecular, con las
discordancias encontradas entre los dos.
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METODO % POSITIVOS % DISCORDANTES % NEGATIVOS

Cultivo+PCR 31,5% (17/54) 11,1%  (6/54) 68,5%
Cultivo 25,9 % (14/54) 37%  (2/54) 74,1%
PCR 27,8 % (15/54) 74%  (4/54) 72,2 %

Tabla 2. Comparacidn de los resultados del andlisis de muestras de ufia obtenidos por el método convencional y el que se basa en la PCR.
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