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20.1. Introduccien Las tecnicas de biolog,a molecular basadas

en detecci€n de ecidos nucleicos, a diferenciaade |

. . inmunol€gicas, esten escasamente implantadas en
_Las denominadas tecnicas moleculares de |45 |aporatorios de microbiolog,a en general, or |

diagn€stico se esten incorporando al espectro de g,e se dispone de pocos protocolos estandarizados

herramientas propias de la microbiolog,a cl.niad, e - con e aval de un uso amplio y contrastado. No

primer lugar como una opci€n que salva las dificul- opsiante, algunas tecnicas van consolidendose para

tades de detecci€n de microorganismos no cul- g apjicaci€n en el diagn€stico de rutina y, otras,

tivables o de dif.cil/lento desarrollo %in Vitroero para estudios mes especializados propios de labora-
ademes, con la ventaja frente a las tecnicas basada iqrigs de referencia.

en el cultivo, de la mayor rapidez de obtenci€n de

resultados. Ademes, una clara ventaja de los metodos de
. L . detecci€n de scidos nucleicos frente al cultivolaes
Puede considerarse que el trabajo diagn€stico yosipilidad de detecci€n de pat€genos en muestras
con microorganismos est definido en dos smbitos g pacientes que esten recibiendo terapia antiffngi
diferentes que manejan conceptos y herramientas.y ya que la viabilidad del hongo no es impres-
distintos: el celular y el molecular. La microscop, cindible para el diagn€stico aunque, obviamente,
el cultivo son las herramientas fundamentales en el puede haber disminuido la carga ffngica en la

nivel celular. Ambas continfan siendo los pilares y,estra por efecto del tratamiento recibido
fundamentales del diagn€stico microbiol€gico y son '

casi las fnicas estandarizadas en Micolog,a. ‘lras e Los contenidos de este cap,tulo se han elabo-
extenso desarrollo de la bioqu,mica y el nacimiento a4o para dar respuesta a cuestiones importantes,
de la Inmunolog,a en el pasado siglo XX, aparece 1a g1gunas de las cuales no esten definitivamente
posibilidad de utilizar el smbito molecular como un yegyeltas, por ejemplo: ¢que muestras son las que
nuevo dominio para el dise,0 de herramientas y ofrecen un mejor rendimiento para la detecci€n del
estrategias de diagn€stico. La inmunolog,a se con- ApN ffngico?, ¢qus secuencia debe elegirse para su
virti€ en una inagotable fuente de recursos para la ysq en el diagn€stico rutinario?, ¢.cusl es el metod
elaboraci€n de nuevas tecnicas diagn€sticas, gntimo para extraer el ADN? y ¢que metodos de
muchas de las cuales esten estandarizadas y sOmympjificacién y detecci€n son ios mejores? En los
m-todos de referencia para diagn€stico. Despu-s del sigjientes apartados se intenta contestar estas,dud
manejo de anticuerpos y otras grandes moleculas ofreciendo un texto que pueda servir como punto de
implicadas en inmunolog,a, el abordaje del estudio yartida a aquellos microbi€logos que empiezan a

ge los 'g_IdOS I’;UC|€|‘ICOS ha Sf'do el segundo *mbito jnteresarse por las herramientas de diagn€stice mol
e estudio molecular que ofrece interesantes pers-gcyjar no inmunol€gicas.

pectivas para el desarrollo de metodos de diagn€sti
co. Como sucedi€ en su d,a con las tecnicas
inmunol€gicas, existen muchas expectativas con
respecto a estos metodos. Hasta el momento s€lo
algunos protocolos de trabajo esten estandarizados
pero hay un gran nfmero de propuestas pendientes 20.2. Manejo de muestras
de la adecuada consolidaci€n que se espera aporten :
soluciones a problemas de creciente interes, cdmo e ) para la d_eteccpn P'e
diagn€stico precoz de la infecci€n ffngica invasora Icidos nucleicos f'ngicos
(IF1) en individuos inmunodeprimidos.

El diagn€stico molecular se basa principal-
mente en dos grandes pilares: la hibridaci€n de los Como en otros procedimientos de diagn€stico
scidos nucleicos y los mstodos de amplificaci€n de microbiol€gico, es necesario obtener las muestras
los mismos. Estos metodos permiten aumentar la de forma apropiada, siguiendo las normas generales
sensibilidad y la rapidez de la detecci€n ffngica y de asepsia y transporte repido al laboratorio.
adle_m-sl, identificar al pat€geno sin necesidad de
cultivarlo.
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Cuando se plantea aplicar tecnicas de ampli- to ya que el scido nucleico libre se degrada repida
ficaci€n de ecidos nucleicos es especialmente mente y la concentraci€n de estas molsculas es
importante ser muy cuidadoso con la asepsia. La siempre mes baja que en sangre total.
mayor"a de estos metodos tienen una alta sensibili-
dad y son capaces de detectar cantidades muy Sangre.En ella se pueden encontrar estruc-
peque#as de ADN flngico, por lo que una dosis “turas celulares flngicas completas en las que el
contaminante, aunque sea muy baja, puede ofrecefONgo se conserva con su genoma intacto. La pres-
un resultado positivo claro. Este aspecto es de encia de los envoltorios celulares propios de los
importancia extrema cuando se llevan a cabo meto- hongos gener€, al comienzo, muchos problemas

dos basados en la amplificaci€n de secuencias uni-para conseguir la extracci€n del ADN, pero estas
versales para hongos. limitaciones se han ido resolviendo y, actualmente,

el problema que genera la sangre total depende

De forma general, se recomienda no manipu- sobre todo de los componentes que interfieren con
lar las muestras en el mismo laboratorio en elsgue |2 PCR. Por tanto, es conveniente tratar la sangre
trabaja con cultivos fingicos. Ademes, si es posibl ~ (lisando los hemat"es) antes de procesarla para
el termociclador (aparato que realiza la amplifi- €Xxtracci€n de cidos nucleicos.
caci€n) debe estar situado en una habitaci€n o
cub"culo independiente del resto del laboratosay
sistema de ventilaci€n que genere corrientes de air

Otros fluidos estlriles. Los fluidos primaria-
mente esteriles como I'quido cefalorraqu”deo, +'qui
do sinovial, I"quido pleural, I"quido asc"tico, fmm
acuoso, humor v"treo y otros, no suelen precisar
cas, se puede utilizar precticamente cualquier tipo atamiento antes de la extracci€n de ecidos nucle-8

de muestra cl"nica, desde I"quidos orgenicos dagji  1c0S- En caso de que sean I"quidos hemorregicos ha§
Las muestras que han sido mes ensayadas, hasta ¢flu€ hacer una lisis previa de hemat’es. Las celulag
momento, son la sangre y el suero; aunque se @éispon Iole la serie blanca, muy abulndantes en'I quidos purug
de interesantes resultados con casi cualquierofiuid '€Ntos, pueden corllpener elementos fingicos en sug
primariamente esteril, como I"quido cefalorraqudeo Nt€rior y son muy ltiles por conservar la mol-cula
humor acuoso y v'treo, I"quidos de derrames, lavadodiana. Estas celulas se lisaren durante el proctso
broncoalveolar'y diversos tejidos [1-6]. extracci€n del ADN.

Para el diagn€stico de las infecciones fIngi-

Muestras oculares.Las muestras de endof-
talmitis y queratitis deben ser tomadas en condicio
nes esteriles y preferiblemente por el oftalm€logo.
En endoftalmitis, el medio extracelular debe ester-
ilizarse con soluci€n iodada de povidona 5% antesZ
e la extracci€n de la muestra. Siempre es préderib <
ejar el fluido extra"do (v'treo o acuoso) en la
jeringuilla, transportarla al laboratorio a 4éC y 2
procesarla inmediatamente en un ambiente esteril.e
En las queratitis se realiza un raspado con espetul §
L . de Kimura, despues de instilar anestesico t€pico, y ©
20.2.1. Peculiaridades en el manejo de las celulas se deppositan en agua destilada eqp'zse'l Y

determinadas muestras se trabajare como muestra [3].

Las posibilidades de los metodos son en prin-
cipio muy amplias pero sin duda, el diagn€stice pre
coz de IFI es el objetivo de mayor interes y en el
qgue se han puesto mes expectativas en la aplicaci€n
de estas tecnicas. En estos casos la muestra me
estudiada ha sido la sangre total y los pat€geaos d 4
mayor interesCandiday Aspergillug[7,8].

S| - ©,60]001)\ 8p BURDLIBWEO.

Muestras tisulares.Las biopsias tienen una
buena rentabilidad, aunque para conseguirlas deben
realizarse tecnicas invasoras no indicadas en todos

. ; los enfermos. Es importante manejarlas como mues-
protocolos aplicados para la extracci€n de ADN de 35 de diagn€stico molecular desde el momento en

estas muestras ofrec’an un bajo rendimiento, &n gra q,e se extraen del paciente, ya que el tratamiento
medida debido a la dificultad para romper las celu- papityal de las mismas con fijadores como el for-
las fingicas y extraer con «xito suficiente cantida 6| “|as invalida como material de trabajo para las
de mol-cula diana, adem-s la presencia de hemoglo- yincinales tecnicas de diagn€stico molecular.

bina puede inhibir la reacci€n en cadena de la
polimerasa (PCR). As" pues, se consider€ que-la uti Lavado broncoalveolar Las muestras res-
lizaci€n de suero como sustrato, ofrecer"a mejor piratorias tienen una especificidad menor, debido
rendimiento ya que en el mismo se podr'an detectarg los falsos positivos que genera la presencia de
fragmentos libres de moleculas de ecidos nucleicos. Aspergillus y otras especies f!ngicas, que colonizan
Algunos estudios han ofrecido resultados positivos el tracto respiratorio. En el caso de utilizar os

en este sentido [9,10] pero actualmente, los proble broncoalveolares, muestras presuntamente esteriles,
mas planteados con la sangre total se van solucio-la sensibilidad, la especificidad y los valoresipre
nando y es minoritario el empleo de suero como tjvos positivo y negativo son superiores a los de

sustrato de estudio para detecci€n de scidos nucle-otras muestras, seg!n han demostrado algunos estu-
icos. De hecho este metodo tiene un bajo rendimien- dios [11,12].

~ Suero. Aunque la sangre en principio es
mejor muestra que el suero o plasma, los primeros
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. . adem,s se utilizan t€cnicas de amplificacien de las
20.3. Tecnicas de extracci€n mismas, el efecto de p€rdida de ADN asociado a la
extraccien es menor. Por ltimo, y muy importante,
es imprescindible tener en cuenta las peculiarglade
_ del hongo a detectar, especialmente la pogitde
La preparacien de la muestra puede tener un sencia de envoltoriosu otras estructuras celulares
impacto muy significativo en la sensibilidad y que limiten la efectividad de la extraccien (conzo |
reproducibilidad del m€todo diagnestico. En general presencia de una gruesa c,psula). Muchos de los
el m€todo de preparacien de la muestra debe liberar primeros fracasos en la aplicacien de estos m€todos
el ADN intracelular, rompiendo la pared de la c€lu- en micolog"a, se debieron a la dificultad que prese
la fengica, la membrana celular y la membrana tan la mayor'a de los hongos para la ruptura de sus
nuclear. Adem,s, debe concentrar las mol€culas envoltorios. Algunos protocolos de extraccien pre-
blancodel ADN que puedan estar presentes en cisan combinar m,s de un m€todo de lisis celular,
pequelas cantidades y debe eliminar los restos depara garantizar esta ruptura. Adem,s, con una deter
prote"nas, contaminantes, posibles inhibidores y minada muestra es posible que un protocolo permita
otros materiales extralos, sin que se degrade el extraer ADN de una levadura contandidapero
,cido nucleico [13]. no de otra comdryptococcus El protocolo a
. . . seguir se puede perfilar muy bien cuando existe una
_Existe una gran diversidad de protocolos cjara sospecha diagnestica, pero cuando se quiere
individualizados y t€cnicasaserasde extraccien extraer ADN de cualquier hongo que pueda estar

Las divergencias entre ellos se centran fundamental parasitando un determinado tejido el problema es
mente en el m€todo de ruptura de envoltorios. 5 complejo.

Todos los hongos no presentan las mismas necesi-

dades en este sentido, de forma que algunos ge lisa Por lo tanto, la eficacia diagnestica de los
de manera sencilla con un choque osmetico y deter- distintos m€todos moleculares depender, en gran
gentes, mientras que otros precisan de la combi-medida de la t€cnica de extraccien utilizada. Bn t€
nacien de varias estrategias para poder exponer elminos generales, los m€todos de extraccien deben
genoma. En general, los mecanismos de ruptura yseguir protocolos universales y, si es posiblegdeb
lisis de pared y membranas pueden ser de tres tiposestar comercializados. Adem,s, se debe intentar
mec,nico, osmetico y enzim,tico o bioqu"mico, mejorar su capacidad de concentracien y purifi-
pudi€ndose combinar entre ellos. cacien de los ,cidos nucleicos mediante procesos de
automatizacien o mediante tratamientos espec"ficos
(sonicacien, congelacien, etc.).

A pesar de tanta variedad, existen protocolos
ya estandarizados de uso muy frecuente para un
amplio nemero de especies fengicas. Entre los pro- As" pues, cuando no existe un protocolo
tocolos de extraccien comercializados, Microbial estandarizado es necesario valorar una serie de
DNA lIsolation Kit (Mo Bio Laboratorios, CA,  requisitos:

EE.UU.) y QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, CA, . . . N
EE.UU.) son fiables pero su precio es elevadogentr ggploadp%m?:g;g:on 0 sin posibles inhibidores

los protocolos de extraccien caseros, el publicado . :
; y - Cantidad de muestran general se precisan
por White y col. es uno de los que presenta mayores cantidades bajas.

garantas [14]. Diana a detectarDe bajo o alto nemero de

En caso de no disponer de un protocolo ~ C€Opias en el genoma. .
estandarizado, algunos detalles pr,cticos pueden * Envoltorios celularesPresencia de c,psula u
ayudar a elegir entre los disponibles. Un aspecto  Olr0s.

importante es etipo de muestra(con o sin : :
inhibidores) y lacantidad de que se dispone de la ul Hab}t}lalmente, la rulptura dg_ Iosi er&\_/foltorl(t)s
misma. En general los m€todos de biolog"a molecu-fne€$oggis. ngicos se realiza mediante diterentes

lar no precisan de grandes cantidades de muestra, d
hecho es otra de las ventajas de estas t€cniaas, pe . Mec!nicos: sonicacien, congelacien, agitacien

en ocasiones hay que tenerlo en cuenta (muestras con perlas de vidrio o 2tips°.

oculares) para elegir m€todos con alto rendimiento . Qu"micosdetergentes o agentes qu"micos (urea,
[3]. Por otra parte, es muy importante valorar la SDS).

presencia de la dianajue se va a tratar de detectar. . Enzim!ticos:proteinasa K, novozima, zimolasa.
Algunos m€todos de extraccien suponen una gran
p€rdida del ADN, o una dilucien sustancial de este, Adem,s de la ruptura de la pared y otras

durante el procesado de la muestra. Cuando la t€cni estructuras, todos los protocolos deben incluir
ca elegida incluye la amplificacien de la diana, el agentes que precipiten y 2limpien® de restos celu-
problema es menor que si se han elegido t€cnicas ddares la muestra. Para ello lo m,s frecuente, es
hibridacien u otras que no multiplican la secuencia aplicar la denominada 2extraccien fenelica® que,

a detectar. Las dianas que est,n presentes ertain al despu€s del sistema que corresponda de ruptura de
nemero de copias a lo largo del genoma del hongo envoltorios, permite obtener una muestra de ,cido
originan menos problemas en este sentido. Sinucleico limpia y en cantidad suficiente.

Asociaci#n Espa$ola de Micolog“a
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Un consejo...

Para garantizar un buen resultado en la tZcnica de
amplificaci—n de ADN de la muestra, es
importante que esta sea lo m¥s limpia posible, de
modo que, en la medida que se pueda, se debe
eliminar todo material acompa—ante que no estZ
relacionado con el genoma feengico que se quiere
detectar. Si la muestra presenta muchos restos
celulares (aparece una interfase sucia durante
la fenolizaci—n), se debe repetir la extracci—n fen—
lica. Esto produce una pZrdida de ADN en cada
procesado, pero es preferible menos cantidad de
ADN y que este estZ limpio a mayor concentraci—n
de ADN pero con inhibidores en la muestra.

En laTabla 20.1se exponen los resultados de
un estudio recientemente publicado [15] que analiza
algunos de los m,todos utilizados en la extraccien
de ADN a partir deCandida(proteinasa K-fenol-
cloroformo £PKFC-; Lisis por calor y tiocianato de
guanidinio +LCTG-; QIAmp DNA; HighPure PCR
template y DNAzol). Estos resultados muestran una
amplia variacien en los lemites de deteccien, el
tiempo de procesamiento y el coste, en funcien del
protocolo de extraccien utilizado.

20.4. Seleccien de la mollcula diana

Las mol,culas utilizadas como blanco de
deteccien en las pruebas desarrolladas para e} diag
nestico de las micosis incluyen tanto genes mito-
condriales como nucleares, de una o m!ltiples
copias(Tablas 20.2, 20.3, 20.4 y 20[Ag]. En gen-
eral, los m,todos diagnestico moleculares que uti-
lizan genes multicopia ofrecen mejores resultados

a molecular

ribosemicos. De un modo pré€ctico, pueden conside-
rarse las dianas ribosemicas y las no ribosemicas
como dos categoreas diferenciadas para valorar los
distintos m,todos de deteccien de hongos.

20.4.1 Dianas no ribosemicas

Entre las dianas no ribosemicas se incluyen
las secuencias que codifican a) proteenas de tipo
funcional, como el citocromo P450 @andida[16],
implicadas en funciones vitales para el g,nero o la
especie o0 en funciones caracteresticas del grupo y
b) proteenas de tipo estructural (gen de la actip@o
teenas del ribosoma) [17]. Tambi,n se han utilizado
como dianas secuencias que amplifican telsmeros
de genes mitocondriales [18] y secuencias no especs
ficas y arbitrarias que se utilizan para hibridacy
amplificacien al azar por PCR (AP-PCR) [19].

20.4.2 Dianas ribosemicas

La regisn genemica m€s frecuentemente uti-
lizada para detectar ADN flngico e identificar
especies, es la que incluye el complejo ribosomalg
(genes 18S, 5.8S y 28S). Estos genes contieneg
secuencias conservadas comunes a todos los hongds
y tambi,n, dominios variables y regiones espaciado- g
ras internas (ITS), altamente variables. Las secueng
cias conservadas se pueden utilizar para detectar [2
infeccien flngica, mientras que las variables se
pueden emplear para la identificacien de las &
especies implicadas. Esta regien ademg€s, se encuent
tra en el genoma en un alto n!mero de copias. Ené
levaduras concretamente, se estiman unas 150
repeticiones en tandem de los genes ribosemicos
[20] lo que garantiza la sensibilidad del m,todo de

T\ 9p euBdLIBWEROIA]| BISINSY /0020

-TT19-1!

que aquellos que emplean genes con una sola copiadeteccien. De hecho, se han obtenido magnsficos

La diana multicopia m€s utilizada son los genes

resultados en este sentido con dichas secuencias

Tabla 20.1. Comparacien entre distintos m!todos de extraccien de ADN en sangre inoculada con Candida .
MZtodo Rango de Pureza L'mite de detecci—n Tiempo Costo/muestra
ADN* (UFC/mly** (hyx* ()

PKFC 1,13 (1,12-1,6) 1.000 2,75 0,6
LCTG 1,75 (1,3-1,8) 10 2,50 0,5
QIAmp DNA 1,66 (1,02-1,7) 10 0,5 3,8
HighPure PCR 1,02 (1,0-1,12) 100 0,75 55
DNAzol 1,02 (0,96-1,1) 10.000 1 1,7

* La pureza media del ADN se determin— mediante espectrofotometr'a.

** E| I'mite de detecci—n fue el ncemero m’'nimo de UFCs, con el que se dete— una se—al positiva de PCR en 5 repeticiones.

***Tiempo medio de extracci—n de ADN en seis muestras distintas.
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Tabla 20.2. Genes empleados para la deteccien de fu  ngemia por Candida y/o evidencia histopatolsgica de
candidiasis.
Gen MZtodo iC de N¥% de Detecci—n Muestra NYa positivos / N¥s pacier(®&s
hibridaci—n* ciclos* .
Pacientes
e . Controles
candidiasis invasiva
Actina PCRe 55 30 Hibridaci—n sonda Suero 11/14 (78!6) 0/29 (0)
radioactiva
Sintetasa PCRe 54 30 Southern blotting Sangre 15/16 (93!4) 0/34 (0)
quitina
P450 PCRa 55/45 35/35 Bromuro Etidio Suero 16/18 (88!9) 0/6 (0)
ITS PCRe 55 40 Enzimoinmunoantlisis ~ Suero 28/28 (100) 3/31 (9!7)
18S ARNr PCRe 62 85! Southern blotting Sangre 8/8 (100) 3/100 (3)
P450 PCRe 59 40 Restricci—n con Sangre 13/14 (92!19) 18/58 (31)
endonucleasas
PCRe: PCR estfndar; PCRa: PCR anidada.
*: Valores de temperatura de hibridaci—n y ncemero de ciclos de lprimera y segunda PCR.
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Tabla 20.3. Deteccien de !cidos nucleicos en pacien tes con histologea y/o aspergilosis invasora probad a.
Gen MZtodo iC de NY2 de Detecci—n Muestra NYs positivos / N% pacier(&s
hibridaci—n* ciclos* Pacientes
aspergilosis probada Controles* %
Proteasa PCRe 63 42 BrEt/S.B. BAL 4/4 (100) 6/46 (13)
alcalina
26S ITS PCRe 56 32 BrEt/S.B. Respiratorias 3/3 (100) 4/17 (23,5)
18S ADNr PCRe 62 40 BrEt/S.B. BAL 4/4 (100) 0/14 (0)
Mitocondrial PCRc 60 40 BrEt/Hib. BAL 3/3 (100) 12/49 (24,5)
18S ADNr PCRa 50/65 30/30 BrEt/S.B. Suero 14/20 (70) 0/20 (0)
Micocondrial PCRc 55| 45 ELISA BAL 2/6 (33.3) 0/19 (0)
Mitocondrial PCRe 58 40 ELISA BAL 3/3 (100) 0/57 (0)
18S ADNr PCRa 50/65 30/30 Bret Suero 4/4 (100) ND
18S ADNr PCRe 62 85} ELISA Sangre 717 (100) 0/10 (0)
18S ADNr PCRa 57/60 40/30 Bret Suero 4/4 (100) ND
18S ADNr PCRa 65/65 23/35 Bret Sangre 6/6 (100) 1/188 (0,53)
18S ADNr PCRa 65/65 23/35 Bret BAL 6/6 (100) 4/188 (2,1)
ARNr grande PCRa 58/58 31/31 Bret Suero 6/6 (100) 4/19 (21,1)
28S ADNr PCR 60 45 Fluorescencia Suero 6/6 (100) 0/39 (0)
ARNt PCR 60 40 FRET Sangre 6/7 (86) 4/50 (8)
PCRe: PCR estfndar; PCRa: PCR anidada; PCRc: PCR competitiva; BAL: Lavado broncoalveolar; BrEt: tinci—n con bromuro de etidio;
S.B: Southern blotting; ELISA: Enzimo Inmunoantlisis; ND: no determinado.
*: Valores de temperatura de hibridaci—n y ncemero de ciclos de lprimera y segunda PCR.
**: Incluye personas sanas y/o pacientes colonizados y/o pacientes con otras infecciones.

ribosemicas [3,21,22]. La organizacien de Gen de la subunidad 18SLos primeros
este complejo en los hongos, representada en laestudios que utilizaron el complejo ribosomal como
Figura 20.1 permite dise'ar sondas y cebadores que diana, se concentraron en el gen 18S del ADN. La
hibriden y detecten tanto secuencias muy conser-comparacien de las secuencias nucleot"dicas dentro
vadas e inespec"ficas, como variables y muy espec"de esta regien ha sido un m#todo muy $til para-taxo
ficas, dependiendo del objetivo del m#todo. nom“a de base filogen#tica. Sin embargo, su uso en
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Tabla 20.4. Marcadores moleculares utilizados enla  deteccien de criptococosis y otras micosis end€mic as.
Organismo MZtodo Detecci—n Blanco Tama—o0 amplic—n iC de NY:los
amplificaci—n (pb) hibridaci—n*
Blastomyces dermatitidis PCRe Sonda 28S ADNr Sl 50 50
PCRe Bret-FCES ITS 55} 30
Coccidioides immitis PCRe Sonda 28S ADNr 200 50 50
Cryptococcus neoformans  PCRa Bret ADNr 183 66 31
PCRe Sonda 28S ADNr 197 50 50
PCRe SSPC 18S ARNr 343 55} 31
PCRe S.B. 18S ADNr 345 62 50
PCRa S.B. Gen URA5S 345y 236 63 36
PCRa BrEt ITS 415 55/55 20/30
PCRe Bret-FCES ITS 315 55) 30
Histoplasma capsulatum PCRe Sonda 28S ADNr 299 50 50
PCRe BrEt-FCES ITS 65 30
Penicillium marneffei PCRe Bret-FCES ITS 280-283 55| 30
Paracoccidioides spp. PCRe Sonda 28S ARNr 220 55 38
PCRe: PCR estfndar; PCRa: PCR anidada; BrEt: tinci—n con bromuro de etlio; S.B: Southern blotting; FCES: Sistema electroforesis capilar fluores-
cente; SSCP: Polimorfismo conformaci—n cadena sencilla.
*: Valores de temperatura de hibridaci—n y noemero de ciclos de lprimera y segunda PCR.
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Tabla 20.5. Valores menimos de deteccisn de los m€t  odos de deteccien en el

diagnestico de candidiasis invasoras.

ADN blanco MZtodo Detecci—n L'mite de detecci—n

Actina PCRe Sonda radioactiva 0 cel/0!1 ml

HSP PCRe BrEt 100 UFC/ml

ADN mitocondrial PCRe S.B. 3 cel/0!1 ml

ADNr PCRe REA 15 cel/0!1 ml

Sintetasa quitina PCRe S.B. 10 UFC/0!1 ml

P450 PCRa Bret 1 pg de ADN

P450 PCRe S.B. 10-20 cel/0!'1 ml

5S ADNr + NTS PCRe BrEt 15 UFC/ml

58S ADNr + ITS PCRe EIA 2 cel/0!12 ml

18S ADNr PCRe S.B. 10-15 UFC/0!1 ml

18S ADNr PCRe BrEt-S.B. 10-100 cel/ml

18S ADNr ISH N 2-3 cel/0!5 ml

18S ADNr PCRe S.B. 1 UFC/ml

18S ADNr PCRe ELISA 5 UFC/ml
Abreviaturas: NTS: espaciadores no transcritos; HSP: Prote’na choque tZrmico; PCRe: PCR esttndar; PCRa: PCR
anidada; ISH: Hibridaci—n Oin situO; BrEt: tinci—n con bromuro deietié.B: Southern blotting; REA: antlisis de
restricci—n por endonucleasa.

identificacien tiene limitaciones. Por una parta, | diagnestico que analizan esta regien mediante
gran homolog€a de secuencia dentro de los hongosmplificacien por PCR y/o hibridacien. De hecho

no permite en muchos casos diferenciar especies yexisten sondas espec€ficas y cebadores para detecta
por otra, la gran longitud del gen exige comparar Candida[23], Aspergillus[24,25,27],Trichophyton,
largas secuencias nucleot€dicas. No obstante Microsporum, Saccharomyces, Cryptococcus,
pueden encontrarse diversas t'cnicas moleculares deMalassezia, HistoplasmaPenicillium[7,26].
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ITS1 ITSII

Fragmento 18S ADNr 5.8S Fragmento 28S ADNr

K= - | o -

l Secuenciar

Figura 20.1 . Estructura del ADN ribos—mico, con los fragmentos ITS (Internal Transcber Spacers). La amplificaci—n de estas zonas de ADNr
utilizando los iniciadores ITS-1 e ITS-4 y posterior secuenciaci—h de los fragmentos amplificados, permite diferenciar entre la mayor'a de las
especies faengicas. La tZcnica de PCR en tiempo real pemite automatizar el proceso y cuantificar la detecci—n.

Gen de la subunidad 28SHa sido utilizado 1. Inespecefica (m€todos no orientadd3gtecta
principalmente para estudios filogeneticos. Present cualquier hongo que se encuentre en la muestra.

regiones variables pero su tama€o es superiori al de  Especsfica (m€todos orientadoBjetecta hongos
gen 18S. Resulta una regien v lida para diferen- de una especie determinada, por ejemplo

ciacien en niveles taxonsmicos altos (por encima de Candida albicansp de un genero concreto
especie). Existen trabajos que utilizan esta regien (Candida Aspergillus etc.).

para detectar infeccien ffngica por amplificacien

mediante PCR, pero centr,ndose en las regiones Para cada uno de los planteamientos se

variables [2]. combinar, una diana determinada y un metodo de
. . . deteccien. Se pueden detectar dianas diferentes

. Regiln de los espaciadoresEsta regien aunque se trabaje en la misma regien del genoma

incluye los espaciadores intergenicos ITS1 e ITS2y (ADN ribosemico) y, dependiendo de la

el gen de la subunidad 5.8S. Actualmente, esté es emetodologla utilizada, desarrollar una estrategia d
fragmento m,s utilizado como diana para la detec- jno especlfico o inespectfico.

cien e identificacien de hongos. El fragmento com-
pleto tiene una longitud aproximada de 600 pares de
bases (su tama€o varia segfn la especie). El gen
5.8S no es v,lido para filogenia ni identificacien,
pero es una excelente diana para unien de cebadores e ;
universales puesto que la secuencia est, muy 20.5. Metodos de a_mpllflcaC|€n
conservada y es de peque€o tama€o. Las regiones y detecci€n
espaciadoras tienen secuencias con variabilidad
interespecie (con algunas excepciones). En conjunto
ofrecen una magn!fica diana puesto que las regiones
conservadas facilitan el dise€o de cebadores que se La reaccien en cadena de la polimerasa (PCR
unen en todos los hongos; adem,s, el fragmento que+ Polymerase Chain Reaction) ha sobrepasado a
flanquean posee secuencias variables para las dife-otras tecnicas de diagnestico basadas en los ,cidos
rentes especies de un genero. Por otra parte, elnucleicos, como el Southern Blot, debido a su
peque€o tama€o del segmento facilita el estudio y simplicidad, sensibilidad, rapidez y especificidad.
comparacien de la secuencia. La mayor!a de las La PCR permite la amplificacien de la regien del
tecnicas moleculares se centran en el estudio tde es genoma seleccionada para an,lisis, en un tiempo
regien [3,28,29]. m!nimo (aproximadamente’z3h). No obstante, los
metodos de hibridacien siguen teniendo cierto lugar

El hallazgo de zonas variables, como los en diagnestico, por lo que se comentan brevemente.
fragmentos ITS 1y 2 del ADN ribosemico (ADNr)

0 las zonas D1/D2 del 28S de ADNr, est,n despla-
zando las pruebas basadas en la deteccien del 18S.
Para seleccionar la diana m,s adecuada en cada
caso primero hay que preguntarse ¢que se busca?
Obviamente, se busca ADN ffngico pero es impor-
tante definir una de las dos estrategias posibles:

Asociaci!n Espa"ola de Micologea
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Figura 20.2. Representaci—n del proceso de amplificaci—n de fragmentos de i@o nucleico medinte la tZcnica de la Reacci—n en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Lo tres pasos que se repiten representan un ciclo completo, con las fases de desnaturalizaci—n (separaci—n deatlenas),
uni—n de los cebadores a cada hebra y s'ntesis de la copia del fragnento diana. El proceso se repite tantos ciclos como se programe, obteniZn-
dose un elevado ncemero de copias idZnticas de la diana.

20.5.1. Tecnicas de hibridaci€n cacien de €cidos nucleicos. La hibridacitn situ
y revelado mediante la observacien microscepica 3
de fluorescencia, se ha aplicado tambiln para la
identificacien de Candidaspp. y algunos hongos *
filamentosos directamente en muestras cl'nicass
Habitualmente, la diana empleada es el fragmentd;
18S del RNA ribosemico, que tiene una especifici-
flad limitada, con abundantes falsos positivos.
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presencia de un organismo determinado. La sonda
es una cadena #nica de ADN que se ha sintetizado
para que sea complementaria a la secuencia que s
quiere detectar y que va marcada para poder identi-
ficarla despu!s de la hibridacien. Las tlcnicas m€s
extendi%as dentro ge este grlupo son las qule detecta
ADN ribosemico deHistoplasma capsulatum oo e
Blastomyces dermatitidisCoccidioides immitis 20.5.2. T-cnicas de amplificaci€n

Penicillium marneffely Cryptococcus neoformans

Algunas de estas tlcnicas se han llegado a comer-

cializar empleando quimioluminiscencia como Adem€s de la PCR convencional #ltima-
sistema de revelado (AccuProbe: Gen-Probe, mente ya estén apareciendo trabajos para la detec-
San Diego, EE.UU.). Se parte de una peque$acien de ADN f#ngico mediante PCR a tiempo real.
porcien de la colonia a identificar, se extrae &R La PCR consiste b€sicamente en la localizacien de
y luego se permite que hibride con sondas marcadassecuencias espec"ficas por complementariedad de
con !steres de acridina, capt€ndose la luz emitida bases, como en la hibridacien; pero una vez

8-9//8-TT9-78-8L

por medio de un luminemetro [7]. halladas, la PCR las copia m#ltiples veces amplifi-
S cando su presencia y por tanto su se$al mient&s qu
Las pruebas de hibridaciem situ se han la hibridacien simplemente las marca. En la hibri-

empleado para localizar €cidos nucleicos de los dacien suelen utilizarse compuestos que emiten una
microorganismos en tejidos. Esta tlcnica ha sido sesal fluorescente para marcar las secuencias. diana
usada para la identificacien déandidaspp. y El producto (amplicen) generado en la PCKsica
Aspergillusspp. Aunque el proceso es répido y se suele detectar mediante electroforesis en gel de
sencillo de realizar, la sensibilidad de la prueba  agarosa, te$ido con bromuro de etidio.
frecuentemente m€s baja que las pruebas de amplifi-

Pfirer



©2007 Revista Iberoamericana de Micolog'a - ISBN: 978-84-611-8776-8

Diagn!stico micol!gico mediante tecnicas de biolog# a molecular

Figura 20.3. Obtenci—n de fragmentos espec’ficos de Fcido nucleico mediante la tZnica de la PCR anidada. Se parte del producto de la
primera PCR (Figura 20.1) y se somete a una nueva amplificaci—n que puede ser: con cebadors nuevos que hibriden en regiones comprendi-
das en la primera diana (PCR Anidada o Nested PCR); o con un cebador igual a la primera amplificaci—n junto con unonuevo que hibrida
dentro de la regi—n amplificada (PCR Semianidada oSeminested PCR).

20.5.3. Combinaciones de ambas tecnicas conocer su especie. Posteriormente, para idemtifica
la especie se puede elegir entre una amplia gama de
tecnicas moleculares, cada una de ellas con sus
ventajas e inconvenientes.

Existen otras tecnicas en las que b€sicamente
se utiliza la PCR para obtener una gran cantidad de
fragmento diana y, posteriormente, la hibridacien
como metodo para detectar la presencia de dicha
secuencia. Estas tecnicas pueden combinarse con
metodos moleculares inmunolegicos que general-
mente aportan el sistema de marcado de secuencias Estas tecnicas permiten la identificacien de
espec,ficas. De esta forma, puede plantearse lahongos en el €mbito del genero o de la especie, en
hibridacien con una sonda complementaria del base a la utilizacien de sondas o cebadores dise"a-
amplicen y la deteccien mediante inmunoan€lisis dos espec,ficamente para detectar una secuencia
(EIA), que proporciona una lectura colorimetrica 0 conocida de un hongo concreto.
fluorescente automatizada.

Identificaci!n orientada: b"squeda espec#fica

PCR simple. Amplificacien mediante una
pareja de cebadores espec,ficos de genero o especie
dependiendo del objetivo planteagiagura 20.2)
20.5.4. Principales tecnicas de detecci'n e
identificaciln de ADN f"ngico ~ PCR anidada. Se incorpora una segunda
basadas en la PCR pareja de cebadores para una segunda amplificacien
en la que se utiliza como diana el producto amplifi
cado en la primera PCR. Esta tecnica tiene tambien
- . . una modificacien llamada 2PCR-semianidada®
La PCR amplifica una regien espec,(fica del (snPCR) en la que la segunda PCR mantiene uno de
genoma mediante unos cebadofegura 20.2) los cebadores de la primera y a"ade uno nuevo que
Diferenci€ndose entre las que usan cebadoresacorta la regien amplificada y detecta fragmentos
espec,ficos (b!squeda orientada) y aquellas que m€s espec,ficos, generalmente especie-espec,ficos.
usan cebadores universales para detectar cualquieGe ha comprobado una alta efectividad en la detec-
tipo de ADN flngico en la muestra. En el primer cisn de especies pategenas @andida(C. albicans,
caso, un resultado positivo en la PCR ya indica el C. tropicalis, C. glabratay C. parapsilosi}
genero o especie flngica; en el segundo, solo iadic  (Figura 20.3)
la presencia de un hongo en la muestra pero sin
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Tabla 20.6. Tecnicas utilizadas en la tipificaci!n (o[}
las especies f'ngicas.

. Antlisis con enzimas de restricci—n (RFLP, Restriction
Fragments Length Polymorphism)

. Antlisis de enzimas de restricci—n con mZtodos de
simplificaci—n de ADNfingerprinting

. Antlisis de enzimas de restricci—n con mZtodos de
amplificaci—n con microsatZlites

. Electroforesis en campo pulsante

. Electroforesis de enzimas multiloculares

. TZcnicas de PCR:

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
SSDP (Sequence-Specific DNA Primers)

PMM (Polymorphic Microsatellite Markers)
MLST (Multilocus Sequencing Typing)
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