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RESUMEN

Las dermatomicosis constituyen un grupo de
patologias muy frecuente en la practica clinica
podoldgica, y su prevalencia se ha incremen-
tando en las dltimas décadas.

La confirmacion diagnéstica de la infeccion
micética es fundamental por la atipica expresi-
vidad clinica que se da en algunos casos, y las
patologias con manifestaciones clinicas simila-
res como por ejemplo la psoriasis.

El diagnéstico habitual de las dermatomi-
cosis en la actualidad esta basado en la detec-
cion de estructuras tipicas de hongos por ob-
servacion directa al microscopio, seguida por
el cultivo in vitro y la identificacién morfolégica
de los hongos. Estos métodos requieren de dos
a tres semanas para la deteccién, y personal
especializado para su identificacion. Por ello,
es necesario afrontar métodos de diagnéstico
precisos y rapidos que permitan la aplicacion
de tratamientos adecuados con prontitud para
mejorar la atencion a los usuarios de nuestras
clinicas.

En nuestro laboratorio hemos puesto a pun-
to una metodologia, basada en la deteccion de
material genético, mas rapida y especifica que
el método tradicional. Consiste en una extrac-
cion de ADN seguida de dos amplificaciones
mediante PCR, de dos secuencias especificas
de hongos.

Para realizar el estudio comparativo se uti-
lizaron 54 muestras, que fueron analizadas me-
diante los dos métodos. Los resultados fueron
concordantes en el 89% (48/54) de los casos,
aunque el método tradicional detecté derma-
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tofitos en 14 muestras (25,9%), mientras que el
método molecular lo hizo en 15 (27.7%).

Ademas del ligero aumento de sensibilidad
de la nueva técnica, la ventaja fundamental que
presenta es la significativa reduccién del tiem-
po de espera desde dos o tres semanas hasta
24 horas.
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HBSTRACT

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 practising. The
importance of that mycosis has increased in the
latest years.

As other pathologies (for instance, psoria-
sis) may resemble onychomycosis and as on-
ycomycosis requires long-term of antifungal
treatment, the correct identification of causal
fungi is mandatory. The current diagnosis is
based on detection of fungal elements by di-
rect microscopy followed by in vitro culture and
morphological identification of the fungus. The-
se methods are time-consuming (2 to 3 weeks)
and have got a low specificity.

A PCR-based methodology increases spe-
cificity, simplicity, speed, and it even could re-
duce cost. The new method consists in a rapid
DNA extraction, followed by a multiplex PCR.

Revista Espafiola

2011; XXII (4) : 146 - 149

de Podologia

M® José Iglesias Sanchez



Designed primers amplified two fragments at
chitin syntase I gene and at the ribosomal in-
ternal transcribed spacer 2, in the fungal ge-
nome. (The rDNA spacer regions provide easily
accessible, polymorphic genetic loci for strains

In conclusion, this PCR test improves the
classical method of diagnosis of onychomycosis
increasing the sensitivity, and identification of
the causal mold, even the time consumed is sig-
nificantly shorten.

identification).

A total of 54 nail samples were cultured, mi-

croscopicaly analysed and tested by PCR. Ove-

KEY WORDS

rall 14/54 (25.9%) of the samples were positive
by traditional method and 15/54 (27,7%) were

dermatophyte positive by PCR.

IKTRODUCCION

Los dermatofitos comprenden un grupo de hon-
gos relacionados que pertenecen a tres géneros: Epi-
dermophyton, Microsporum y Trichophyton, cada uno de
los cuales incluye varias especies. Estos hongos son
queratinofilicos e infectan tejidos superficiales que-
ratinizados (piel, pelo y ufias) de humanos y animales
causando micosis cutédneas llamadas también derma-
tomicosis.

La prevalencia de las dermatomicosis en paises
europeos varfa entre un 3y un 22%, pero ademads, 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/o an-
tineoplésicos'.

El diagndstico habitual de las dermatomicosis
estéd basado en la deteccion de estructuras tipicas de
hongos por observacién directa al microscopio, se-
guida por el cultivo in vitro y la identificacién morfo-
16gica de los hongos? **+°¢.

Concretamente, en el caso de las onicomicosis
es necesario hacer un diagndstico diferencial debido
a que existen una serie de patologias que presentan
una sintomatologfa muy similar, como las onicodis-
trofias originadas por la psoriasis’.

Sin embargo, esta metodologfa 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
especie” 103,

El desarrollo de la biologia molecular y la acce-
sibilidad de las bases de datos de secuencias bio-
l6gicas, han permitido, en general, la mejora en la
sensibilidad y especificidad de muchos métodos de
diagndstico en clinica, aunque en el campo de las mi-
cosis, esta aplicacién es sélo incipiente!'! 121314,

En los dltimos meses hemos puesto a punto un
método rdpido de deteccién de onicomicosis a par-
tir de muestras de ufia consistente en la extraccién
de ADN seguido de una PCR, basado en un método
descrito anteriormente'® que nos permite detectar la
presencia de hongos dermatofitos y la identificacion
del agente causal mas frecuente: Trichophyton rubrum.
Esta técnica se probd con 20 cepas de referencia y 89
aislados clinicos de dermatofitos'®. Se comprobé que

Fungal Infection, Onichomycoses, Dermato-

phyte Detection, PCR, Petri Dish Culture.
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no amplificaban ADN de 22 aislados clinicos de hon-
gos no dermatofitos, ni ADN humano.

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 diagnéstica.

/

MATERIALES Y METODOS

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 fingica ungueal
y se ha procedido al cultivo para determinar la pre-
sencia de hongos dermatofitos. El medio inicial fue
AGAR Saburaud + cloranfenicol que es selectivo para
aislar dermatofitos y levaduras.

A continuacién, se realizé el anélisis molecular a
partir de un fragmento de la misma muestra. En pri-
mer lugar se procede a la extraccién del ADN segln
un método descrito anteriormente!” que consiste en
una incubacién de 10 minutos a 95°C de la muestra
de ufia en 100 pl de un tampdn de extraccién (bicar-
bonato sédico 60 mM, KCI 250 mM y Tris 50 mM a pH
9,5) afiadiendo posteriormente un tampdn antiinhibi-
cién seguido de agitacién en vortex.

La PCR (Polimerase Chain Reaction) se realizé
usando un volumen de reaccién de 25 ul con la si-
guiente composicion: 4ul de ADN mas los reactivos
suministrados por Sigma-Aldrich: 2,5 ul de tampén de
reaccion, 2 ul de una mezcla de desoxinucleétidos tri-
fosfato 2,5 mM cada uno, 2,5 pl de cloruro magnésico
25 mM, 0,2 pl de cuatro oligonucleétidos diferentes:
Derml, Derm2, Tr y uni a una concentracién de 100
pg/ul. y 0,3 pl de Taq polymerasa.

Los ciclos de la reaccién fueron los siguientes: un
primer ciclo de 5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos
de 30s a 94°C, 30s a 58°C y 30s a 72°C, seguida de un
Gltimo ciclo de 6 min a 72°C.

En esta primera amplificacion se usaron dos pares
de oligonucledtidos: el primero de ellos, amplifica un
fragmento de la Quitin sintasa 1 especifica de hongos
dermatofitos: panDerm1 (5GAAGAAGATTGTCGTTTGC
ATCGTCTC3) panDerm?2 (5CTCGAGGTCAAAAGCACG
CCAGAG3), que delimitan un fragmento del genoma
de 366 pb.
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Fig 1. Representacion esquemdtica del planteamiento y el resultado de la PCR. EI genoma se representa por

dos lineas paralelus, los flechas representan a los oligonucledtidos ufilizados, y los fragmentos amplificados
corresponden a las lineas gruesas con sus longitudes respectivas. En el rectdngulo se han representado los
diferentes resultados que se pueden encontrar en un gel de agarosa: Las lineas 4y 5 corresponderian a T
rubrum, mientras que los lineas 1, 2'y 3 son los hipotéticos resultados de cualquier especie de dermatofito
que no sea T. rubrum.

El segundo par de oligonucleétidos amplifican
una secuencia especifica de Trichophyton rubrum loca-
lizada en una regién espaciadora intergénica del ADN
ribosomal): universal (uni,5TCTTTGAACGCACATTG
CGCC3) vy Trichophyton rubrum (Tr, 5CGGTCCTGA
GGGCGCTGAA3). La longitud del ADN amplificado es
de 203 pb. (Fig. 1)

Por dltimo, para aumentar la sensibilidad de la
amplificacién en la regién de la quitin-sintasa, dise-
flamos otro par de oligonucleétidos N1y N2 para rea-
lizar una Nested PCR, con los siguientes ciclos: 95°C
durante 3 minutos, 35 ciclos de 94°C 30 s, 58°C 30s y
72°C 30s, seguido de un ciclo de 72°C durante 5 minu-
tos. El tamafio de este fragmento es 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 con ejemplos de resultados obtenidos.

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

RESULTADOS

De un total de 57 muestras, todas fueron someti-
das a cultivo en placa de agar glucosado de Sabouraud
durante 3 semanas o un mes en estufa a 30°C. En los
casos de crecimiento positivo, se realizé un estudio
morfolégico al microscopio para la identificacién de
la especie. Después de 4 semanas, los cultivos que
no mostraron crecimiento se consideraron negativos.

En 54 muestras se procedié a extraer el ADN di-
rectamente a partir del fragmento de ufia recogida (en
tres casos, la cantidad de muestra fue insuficiente). A
partir de este ADN, se realizaron dos amplificaciones
consecutivas mediante el método puesto a punto en
nuestro laboratorio, consistente en dos PCRs para la
deteccién de dos secuencias especificas de hongos
dermatofitos, descritas en el apartado de materiales
y métodos.
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Tabla 1. Resultados positivos del andlisis realizado por los métodos tradicional y molecu-
lar, con las discordancias encontradas entre los dos.

Los resultados positivos obtenidos mediante las
dos técnicas se muestran en la Tabla 1.

14 de 54 muestras (25,9%) fueron positivas para el
cultivo y la identificacién morfolégica, mientras que
por el método molecular detectamos 15 (27,8%) po-
sitivas (ver segunda columna en Tabla 1). El total de
muestras positivas por alguno de los dos métodos fue
19 de 54 (35%).

Por tanto, un 65 % de las muestras con sospe-
cha de onicomicosis, presentaron distrofias debidas
a otras patologfas que no son causadas por hongos
dermatofitos (psoriasis, candidiasis...).

El método molecular y el clésico coinciden en el
89% de las muestras analizadas, aunque el resultado
fue discordante en 6 de 54 (11,1%). 4 de ellas son po-
sitivas para la amplificacién de ADN pero no crecieron
en el cultivo, mientras que dos muestras presentaron
crecimiento en el cultivo en placa pero su ADN no se
amplificé mediante la PCR (ver porcentajes en Tabla 2).

315% 11,1%
(17/54) (6/54)

259 % 3,7% .

(14/54) (2/54) 4.1%
27,8 % 7,4% .

(15/54) (4/54) 722%

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

DISCUSION

El cultivo sigue siendo el método de referen-
cia para el diagndstico de micosis®, porque permite
la identificacién del agente etiolégico y el posterior
estudio de sensibilidad a antifiingicos; pero sus dos
principales inconvenientes son la baja especificida-
dad y la lentitud del método.
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La biologfa molecular ha supuesto un gran avance
en las técnicas de diagndstico en muchos 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 instau-
racién de un tratamiento adecuado.

Nuestro método puede ofrecer un resultado a las
24 horas (48 horas en el caso de necesidad de confir-
macion) 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
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).

Los dos métodos son discordantes en 6 de las 54
muestras analizadas (11,1%). Cuatro de estos casos
dan positivo en la PCR, mientras que no encontramos
crecimiento en las placas, por tanto se deben a una
mayor sensibilidad del nuevo método.

Sin embargo, encontramos dos muestras (0,4%)
que no presentan amplificacion del ADN, pero si dan
crecimiento en placa. Estos dos casos requieren la
secuenciacién de este fragmento del genoma, para
comprobar que no se trata de cepas que presenten
mutaciones en las zonas de hibridacién de los oligo-
nucleétidos utilizados.

Aunque existen dos explicaciones mas probables:
la primera es que la muestra ha sido insuficiente, o
que no fue tomada en las condiciones adecuadas; y
la segunda es que puede haberse producido una con-
taminacién durante el manejo del cultivo en el labo-
ratorio.

En cualquier caso queda pendiente el estudio de

la secuencia.

Otra ventaja de este método es que permite la
identificacién de la especie mas frecuente causante
de dermatomicosis: Trichophyton rubrum, sin necesidad
de una prueba complementaria.

La técnica presentd, en un principio, una baja
sensibilidad en la primera PCR.

Para subsanar esta deficiencia afiadimos un paso
mas al método: una “nested PCR”, o “PCR anidada”
que supone una segunda amplificacién del ADN, en
el fragmento de la quitin cintaza I.

Aunque este paso supone adoptar mayores medi-
das de control en el laboratorio para evitar contami-
naciones, ha supuesto un considerable aumento de
sensibilidad.

Por otro lado, creemos que aun podemos mejorar
la técnica, concretamente aumentando la eficacia en
el paso de la extraccién de ADN debido a que parti-
mos de muestras de tamafio reducido que en muchos
casos incorporan muy poca cantidad de material ge-
nético.

CONCLUSION

La aplicacién de esta técnica molecular supone
un gran avance en el abordaje clinico de las onico-
distrofias, ya que permite confirmar o descartar un
diagndstico antes de 24 horas frente a las dos-tres
semanas del método de cultivo en placa y con una
sensibilidad similar (ligeramente superior). Ademas
permite el procesamiento de gran nimero de mues-
tras en poco tiempo y su posible abaratamiento a
medio-largo plazo.
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