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La micologia molecular
en la practica médica del siglo XXI.
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Este trabajo estd basado en la conferencia: jQué relacion tiene la micologia molecular con el manejo clinico del paciente? dictada por
la autora en el marco del XI Congreso Venezolano de Bioanalistas Especialistas, realizado en Caracas entre el 10y el 12 de mayo de 2004.

Resumen

Los métodos moleculares de diagnéstico se han empleado para la deteccidn temprana de gran cantidad de infec-
ciones virales, bacterianas, parasitarias y ahora también, en las fingicas. Debido a su alta especificidad y sensibilidad,
estos procedimientos se insertaran poco a poco en la rutina de los laboratorios clinicos para complementar la infor-
macion proveniente de métodos mas convencionales y sobre todo, para ayudar en el diagndstico de casos dudosos.
El disefio de sondas moleculares especificas, unidas a la técnica de la reaccidon en cadena de polimerasa (PCR) tiene la
especificidad y sensibilidad necesarias para identificar especies fiUngicas en un minimo de tiempo.Candida albicans y
otras especies del género, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides
brasiliensis,son algunos de los muchos hongos estudiados bajo este punto de vista molecular en busqueda de méto-
dos mas sensibles y especificos para la deteccidn temprana de las micosis que ellos causan.

Palabras clave: diagndstico molecular, micosis, Candida albicans, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis.

The molecular mycology in medical practice of century XXI.

Abstract

Molecular diagnostic methods are currently being used for the early detection of many viral, bacterial, parasitic
and fungal infections. Due to their high specificity and sensitivity, these methods will be inserted in the routine of the
clinical laboratories to complement information provided by more conventional methods and above all, to help in
the diagnosis of dubious cases. The design of specific probes, coupled to the Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique provides the required specificity and sensitivity to identify fungal species in a short time. Candida albicans
and other species within the genus, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis, are some of the fungal species studied from a molecular point of view in search for more
sensitive and specific methods for the early detection of the mycoses they produce.

Key words: molecular diagnostics, mycosis, Candida albicans, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis.

Introduccidon

A medida que la investigacién biomédica progresa,
especialmente en el campo molecular, la brecha existen-
te entre el investigador cientifico y el clinico parece
agrandarse al punto de creerse que éste puede ejercer
sin las informaciones provenientes de la investigacién o
que el cientifico no necesita de esa informacién
existencial provista por el médico'.

Las preguntas de un médico tratante se resumen prin-
cipalmente en las siguientes: ;Qué hongo esta infectan-
do a mi paciente? ;Como le fue trasmitido? ;Cudl serd el
tratamiento mas efectivo? ;Cudn rédpido puedo obtener
respuesta para un tratamiento oportuno y temprano? Las
respuestas a estas preguntas requieren de apoyo de in-
vestigacion en diagndstico e identificacion fungica,
epidemiologfa, procesos de patogenicidad, respuesta del
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huésped, descubrimiento y desarrollo de nuevos
antibidticos, entre otros. De manera que hay que cerrar la
distancia entre investigadores y clinicos para que cada uno
de estos sectores se nutra del otro y formen una unidad
que ird sin duda en beneficio del paciente.

La incidencia de infecciones fungicas invasoras ha ido
en aumento en las Ultimas décadas y es una de las mayo-
res causas de morbilidad y mortalidad en pacientes
inmunocomprometidos, tales como receptores de
transplantes, pacientes bajo tratamiento quimioterapéutico
o con SIDA? Los métodos clasicos de identificacion como
los cultivos micoldgicos, suelen ser lentos en su respuesta
ya que requieren semanas para su crecimiento o pueden
dar falsos positivos o negativos, dependiendo de diversos
factores relacionados con el patégeno o el huésped (como
en las reacciones inmunoldégicas). Todo ello incide en la efi-
cacia de cualquier tratamiento antifungico, para el cual se
requiere de una rapida e inequivoca identificacién que per-
mita seleccionar el antibidtico adecuado para cada caso.
De alli que se continlan explorando otras posibilidades
diagnosticas capaces de solventar las limitaciones existen-
tes en las técnicas en uso.

Poco a poco los métodos moleculares de identifica-
ciéon fungica y diagnostico micoldgico formardn parte
de la rutina de laboratorio clinico, para complementar
los métodos microbiolégicos e inmunoldgicos actual-
mente en practica.La reaccion en cadena de polimerasa
(PCR o Polymerase Chain Reaction),en combinacién con
las sondas moleculares adecudas, tiene la especificidad
y sensibilidad necesarias para identificar especies
fungicas en un minimo de tiempo?. Ella también es rele-
vante en estudios epidemioldgicos moleculares,
patogénesis molecular, inmunologia y seguimiento de
tratamientos antifUngicos en pacientes afectados’.

El desarrollo de la tecnologia PCR se basa en tres pasos
fundamentales:

1. la seleccion de una regién blanco especifica

de DNA/RNA para identificar el hongo;

2. la extraccién completa del DNA/RNA

de la muestra clinica o ambiental;

3. un método para identificar la presencia

de la regién blanco en la muestra®,

Seleccion del blanco de DNA

Esto puede hacerse por seleccién de secuencias espe-
cificas tomadas de los bancos de datos gendémicos, a par-
tir de los cuales se disefian sondas (primers) especificas, o
por clonacion y secuenciaciéon de regiones arbitrarias del
genoma fungico. La zona mas utilizada para el disefo de
sondas especificas de diagnéstico es la referente a los
genes ribosomales ya que estos se encuentran en todos
los organismos y en numero elevado de copias, lo que
ayuda a una mejor deteccién del hongo y una mayor sen-

sibilidad de la reaccion de PCR. EI DNA ribosomal (rDNA)
consta de tres genes:la subunidad larga 255, la subunidad
pequefa 18Sy el gen 5.8S,los cuales estan separados por
las regiones espaciadoras (internal transcribed spacer o
ITS), todos conformados en una unidad que se repite
muchas veces. En general, estas subunidades tienen se-
cuencias conservadas que permiten el disefio de sondas
universales, mientras que la regién ITS es de gran variabi-
lidad,lo que permite el disefio de sondas especificas para
especies.

Tomando en cuenta que el rDNA se encuentra en todos
los organismos, algunos autores consideran que hay un alto
riesgo de contaminacion de muestras, por lo que prefieren
usar otros genes mas especificos,con la misma metodologia
PCR3 (Fig. 1).
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Fig. 1. Prueba de sensibilidad en PCR con primers
MG2(2)F/MG2(2)R usados con DNA de P. brasiliensis, a
partir de fragmentos generados por RAPD30. Las am-
pliaciones fueron detectados en electroforesis con
geles de agarosa al 2%y tefidos con bromuro de etidio.
Carril 1:Escalera de esténdares de peso molecular 100
pb (Gibco Life Technologies); carril 2, 5ng de DNA
gendémico de P brasiliensis; carril 3, 1Tng; carril 4,500 pg;
carril 5,100 pg; carril 6, 50 pg; carril 7,10 pg; carril 8, 1
pg. El carril 9 es el control negativo (muestra sin DNA).
(Nifno-Vega et al, resultados inéditos).
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Sondas universales y especificas
ara la identificacion de numerosos
ongos patégenos

Sandhu et al.* desarrollaron 21 sondas especificas
cuyo blanco era la subunidad grande de rRNA de 5 es-
pecies del género Aspergillus, 8 especies de Candida,
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,
Pseudallescheria boydii y Sporothrix schenckii. Para ello,
secuenciaron una seccion del gen 28S de unos 100 hon-
gos, secuencias que fueron utilizadas para el desarrollo
de las sondas universales (a partir de las secuencias co-
munes) y sondas especificas (a partir de las secuencias
especificas de cada especie). Cada sonda fue especifica
en reconocer su correspondiente organismo y no ocu-
rrieron falsos positivos. Ademas, las pruebas fueron
exitosas en muestras clinicas cuyos agentes patégenos
se identificaron previamente por métodos tradicionales.

A partir del gen 18S rRNA, Einsele et al> desarrollaron
otras sondas que fueron probadas en su especificidad y sen-
sibilidad contra 134 especies fungicas y 85 no fungicas. El
ensayo se aplicd a 601 muestras de sangre de un grupo
control (A; n=35), pacientes con neutropenia febril, sin co-
lonizacién fungica (B; n=86) o con colonizacién fungica (C;
n=36)y pacientes con infeccion fungica invasora documen-
tada (D;n=21).El ensayo detectd e identificé la mayorfa de
las especies relevantes de Candiday Aspergillus a un limite
de 1 unidad formadora de colonia por ml de sangre.La am-
plificacién fue 100% sensible para todos los hongos proba-
dos, con la excepcién de H. capsulatum que fue la Unica
especie no-Aspergillus que hibridé con la sonda de este
hongo. Ninguno de los pacientes del grupo Ay solo 3 de
los grupos By C fueron positivos, mientras que la especifi-
cidad entre los pacientes del grupo D fue de 98%.

Particularmente interesante fue el hecho de que con es-
tas sondas,los autores pudieron seguir el curso del tratamien-
to antifungico en estos pacientes.En los casos de aspergilosis
invasora, de 88 muestras positivas al inicio del tratamiento,
solo quedaron 22 a las tres semanas, figuras que se repitie-
ron de manera similar en los casos de candidiasis invasora.

Candida spp

Candida albicans es el patdbgeno més comun entre las
especies de Candida. Sin embargo, en los Ultimos afios
se ha observado un desplazamiento en el espectro de
especies de este género hacia Candida no-albicans en
aislamientos clinicos®, particularmente candidemias cau-
sadas por Candida parapsilosis y Candida glabrata’,
Candida tropicalis, Candida krusei, Candida guillermondii
o Candida lusitaniae®. Candida dubliniensis se ha encon-
trado asociada a infecciones por HIV y SIDA®, aunque
actualmente también se ha encontrado en pacientes
HIV-negativos, lo cual refuerza la necesidad de encon-

trar métodos rédpidos y especificos de identificacion, en
vista de las dificultades existentes en la correcta identi-
ficacion de estas especies por métodos convencionales
de cultivo o inmunolégicos.

Varios procedimientos se han propuesto para la identifi-
cacién de especies de Candida a partir de amplificaciones
por PCR. Ademas de los genes ribosomales descritos en la
seccién anterior®, otros han sido publicados basados en se-
cuencias ITS'®'" con resultados satisfactorios en cuanto a es-
pecificidad y sensibilidad. En combinacion con PCR, Trost et
al.® usaron la técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) a partir de la cual el DNA es fragmentado en
sitios diferentes segun la enzima de restriccion que se use.
Una vez lograda la fragmentacion, los segmentos son sepa-
rados por electroforesis y las bandas producidas originan
perfiles particulares para determinadas especies o aislamien-
tos. De esta manera, los autores identificaron 16 especies de
levaduras de importancia clinica, entre ellas C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei y C. glabrata, especies de dificil identifi-
cacion por métodos tradicionales.En un trabajo subsiguien-
te, los mismos autores' lograron la diferenciacién de C
dubliniensis y C.albicans.

Histoplasma capsulatum

La histoplasmosis es una micosis sistémica causada por
H.capsulatum var. capsulatum, que representa un proble-
ma mundial de salud. A pesar de que la mayorfa de los
casos son moderados, alrededor de 5% de los pacientes
desarrollan compromisos pulmonares o extrapulmonares
que requieren tratamiento rapido una vez identificado el
agente causal. El diagnostico se basa en evaluacién clini-
ca, cultivo del organismo y pruebas inmunoldgicas de la-
boratorio como la fijacion de complemento y pruebas de
precipitina que detecta anticuerpos contra el principal
marcador serodiagndstico, el antigeno M.

Estos métodos tienen limitaciones asociadas a falsos po-
sitivos originados en las reacciones cruzadas de epitopes
comunes a otros hongos patdgenos.El gen que codifica para
el antigeno M se ha secuenciado y presenta una gran
homologia con genes de catalasas fungicas. Guedes et al.”®
tomaron las regiones del gen del antigeno M con poca o
ninguna homologfa para disefar cuatro secuencias
oligonucleotidicas que permitieran la identificacion y dife-
renciacion de H.capsulatum var.capsulatum.

El método fue capaz de identificar correctamente 31
cepas del hongo aisladas de pacientes,animales o sue-
lo,en cantidades tan bajas como 1 pg de DNA; ademas
identificé una cepa de H. capsulatum var. duboisii, que
aunque es morfolégica y epidemioldgicamente distin-
ta a la var. capsulatum, puede ser cruzada sexualmente
con ésta. Sin embargo, las sondas fueron incapaces de
detectar H. capsulatum var. farciminosum, una variedad
que causa lesiones sélo en caballos y mulas.

Dermatologia Venezolana.Vol.42,Ne 1,2004.



° 7

Revision

Cryptococcus neoformans

C.neoformans es un hongo cosmopolita, causante de
la criptococosis en humanos y animales. Su incidencia
en pacientes inmunosuprimidos ha ido en aumento en
la Ultima década.Con base en la composicién antigénica
de su capsula polisacaridica y otras diferencias bioldgi-
cas, C. neoformans ha sido subdividido en dos varieda-
desy cinco serotipos: C. neoformans var. gatii (serotipos
By Q) y C.neoformans var. neoformans (Serotipos A, D,y
AD).El serotipo A esta distribuido alrededor del mundo
y es el predominante en pacientes con SIDA'. El serotipo
B tiene una distribucién mas restringida, encontrando-
se fundamentalmente en paises tropicales o
subtropicales. El andlisis por RAPD permite la distincion
entre serotipos A, B, D, o AD™. Aoki et al. desarrollaron
exitosamente sondas para la rapida identificacién espe-
cifica de serotipos A o B'®.

Una modificacion de la técnica de PCR es el PCR ani-
dado (nested PCR), que consiste en el uso de sondas
externas en una primera ronda de PCR y luego sondas
internas en la segunda. La criptococosis pulmonary la
meningitis criptococal han sido detectadas en estadios
primarios a través de la técnica de PCR anidado'"'®,
Usando sondas deducidas del gen URA5, Tanaka et al."”
lograron detectar 10 pg de DNA de C. neoformans, sin
que hubiese reaccién cruzada con DNA de otros hon-
gos patégenos y bacterias. En muestras clinicas la reac-
cion fue positiva en 4 de los 5 esputos de pacientes
con criptococosis y negativa en todas las muestras de
pacientes con otras etiologfas.

Rappelli et al.’®, en cambio, usaron sondas origina-
das de la regiéon ITS de DNA ribosomal para la detec-
cién de C. neoformans en fluido cefalorraquideo. Se
obtuvieron reacciones positivas en las 21 muestras cli-
nicas de pacientes previamente diagnosticados con
meningitis criptococal y reacciones negativas en los 19
controles. La sensibilidad fue elevada, ya que pudo de-
tectarse DNA correspondiente a 10 células. Al compa-
rar los resultados obtenidos por PCR anidado y aque-
llos provenientes de técnicas convencionales, los auto-
res notaron que a lo largo de terapia antifungica los ti-
tulos de antigenos decrecian lentamente en sueroy en
liquido cefalorraquideo, a pesar de que no se detecta-
ban células en cultivos ni en la reaccion de PCR, lo que
indicaba una persistencia de la respuesta antigénica,
mayor de cinco meses, mas alld de la existencia de cé-
lulas viables (invisibles al microscopio e indetectables
por PCR luego de un mes de terapia). Como quiera que
los médicos tratantes mantuvieron su tratamiento
mientras durd la respuesta antigénica, se concluyé que
el tratamiento podria ser abreviado a favor del pacien-
te, una vez comprobada la negatividad de las pruebas
de PCR.

Coccidioides immitis

y Coccidioides posadasii

La coccidioidomicosis es una micosis sistémica, endémi-
ca exclusivamente en zonas semiaridas del continente ame-
ricano. Su agente etiolégico es C. immitis, que vive bajo la
forma de artroconidias en la tierra, en su forma saprofita. Al
ser inhaladas, las artroconidias se transforman es esférulas
que producen endosporas por invaginacién de su pared
celular. Al romperse, las esférulas liberan alrededor de 800
endosporas.Con base en polimorfismos de nucledtidos sim-
plesy tamafo de microsatélites,|o que antes se conocia como
cepas californianas y cepas no californianas fueron divididas
recientemente en dos especies, C.immitis y C.posadasii'.

El diagndstico se hace por serologia, histopatologia y cultivo,
métodos de baja sensibilidad y largo tiempo de resolucién. De
manera que en tiempos recientes se ha explorado la posibili-
dad de usar los nuevos métodos moleculares de diagndstico
para aplicarlos a la coccidioidomicosis.Peng et al.’ describieron
la presencia de un antigeno rico en prolina como candidato a
ser usado como vacuna contra C.immitis, por cuanto dicho
antigeno se encuentra en alto estado de conservacién en mu-
chas de las cepas estudiadas. A partir de la secuencia de
nucléotidos del gen que codifica esta proteina, Bialek et al?' di-
seflaron dos pares de sondas para usarlas con la técnica de PCR
anidado en la identificacién especifica de 120 cepas clinicas de
C.posadasii.La sensibilidad de la prueba fue de 1 fg,equivalente
a 1-10 copias genémicas.

Otro estudio, llevado a cabo por Johnson et al.2, permitioé la
deteccién de 10 fg de DNA de C.immitis o C. posadasii, con
sondas disefiadas a partir de secuencias ITS de DNA ribosomal
de C immitis. De las muestras negativas contra el antigeno
coccidico, varias resultaron positivas en la reaccion molecular.
Al repetir los ensayos,un mes mas tarde, las pruebas antigénicas
también resultaron positivas con lo cual se pudo establecer la
precocidad de la prueba molecular en predecir la infeccion,
cuando otros métodos no la detectaban.

Paracoccidioides brasiliensis

El diagndstico concluyente de paracoccidioidomicosis ha
residido tradicionalmente en la identificacién del hongo en
pacientes y en diagndsticos seroldgicos que dependen en
la deteccién de anticuerpos.Entre éstos, el antigeno gp43 es
el masimportante y se ha convertido en el antigeno de refe-
rencia en la paracoccidioidomicosis®. Sin embargo, gp43
puede desaparecer de la circulacién durante el tratamien-
to?, 0 puede producir falsos negativos®,y ocasionales reac-
ciones cruzadas?®, probablemente debidas al polimorfismo
presentado por gp43%. Actualmente se estan desarrollando
una serie de métodos moleculares que faciliten el diagnosti-
co dela paracoccidioidomicosis.De manera relevante, se han
escogido las regiones ITS% o gp43% para disefar primers es-
pecificos, con éxito en la identificacion especifica de P
brasiliensis.Usando sondas derivadas de gp43,Gomes et al.*
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demostraron la presencia de P brasiliensis en muestras de
esputo de pacientes con paracoccidioidomicosis.

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un método diag-
nostico molecular, basado en dos fragmentos (0,72 y 0,83 kb)
que generan los DNA de todas las cepas de Pbrasiliensis hasta
ahora estudiadas,cuando son sometidos a la técnica de RAPD
usando como primer OPG18 (Operon)®. A partir de esos dos
fragmentos se han generado sondas,de las cuales se ha esco-
gido un par proveniente del fragmento més grande, que ha
resultado especifico para Pbrasiliensis,capaz de detectar hasta
10 pg de DNA fungico (Nifo-Vega et al, resultados inéditos).
Actualmente se estd probando con esputos y lavados
broncoalveolares de pacientes con paracoccidioidomicosis,a
los efectos de explorar su posible uso clinico en el diagndstico
de esta micosis (Fig. 1).

Comentarios finales

En la actualidad los métodos moleculares de diagndstico
se emplean para la deteccién temprana de gran cantidad
de infecciones virales, bacterianas, parasitarias y ahora tam-
bién, fungicas. Debido a su alta especificidad y sensibilidad,
estos métodos poco a poco se insertardn en la rutina de los
laboratorios clinicos para complementar la informacién pro-
veniente de métodos mas convencionalesy sobre todo, para
ayudar en el diagndstico de casos dudosos.

En estos tiempos de inmunosupresion frecuente en la
poblacion por diversas causas, la emergencia de nuevas mi-
cosisy laagresividad inédita de las viejas son publicadas cons-
tantemente en la literatura cientifica. Esto hace imperativo
para el personal clinico y de laboratorio la disponibilidad de
métodos de diagndstico efectivos y rdpidos, como los de
origen molecular que aqui hemos descrito.
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