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Pruebas moleculares en el diagnéstico micoldgico
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El desarrollo de pruebas moleculares de diagnéstico
micolégico no ha dejado de aumentar en los ultimos anos
debido al incremento en la prevalencia de las infecciones
fungicas y a la lentitud en alcanzar un diagnéstico
mediante las técnicas microbioldgicas clasicas. Estas
pruebas moleculares estan disenadas para resolver los
siguientes aspectos del diagndstico micologico: a)
identificacion de especie mediante secuenciacion de
dianas taxonémicamente relevantes; b) diagnéstico clinico
precoz de las infecciones fungicas; ¢) deteccion de los
mecanismos de resistencia a los antiflingicos, y d)
tipificacion subespecifica de cepas clinicas. Actualmente,
estas metodologias siguen circunscritas a centros de
referencia tecnologicamente avanzados. No obstante,
parece probable que, en breve, algunas de estas técnicas
estaran disponibles en los laboratorios asistenciales.
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Molecular techniques in mycology

An increasing number of molecular techniques for the
diagnosis of fungal infections have been developed in the
last few years, due to the growing prevalence of mycoses
and the length of time required for diagnosis when classical
microbiological methods are used. These methods are
designed to resolve the following aspects of mycological
diagnosis: a) Identification of fungi to species level by
means of sequencing relevant taxonomic targets; b) early
clinical diagnosis of invasive fungal infections; ¢) detection
of molecular mechanisms of resistance to antifungal agents;
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and d) molecular typing of fungi. Currently, these methods
are restricted to highly developed laboratories. However,
some of these techniques will probably be available in daily
clinical practice in the near future.

Key words: Molecular techniques. Fungal infections.
Diagnosis.

Introduccion

El desarrollo de pruebas moleculares para el diagnésti-
co micolégico mantiene una progresién ascendente. Hay
diversas razones, pero las méas destacadas son el aumen-
to en la prevalencia de las infecciones fingicas y la lenti-
tud en alcanzar un diagnéstico mediante las técnicas mi-
crobioldgicas cléasicas. Este aumento de prevalencia esta
relacionado con la existencia de una mayor poblacién de
pacientes con factores predisponentes. Por un lado, estos
factores estan derivados del aumento de la incidencia de
las neoplasias sé6lidas, las enfermedades hematolégicas o
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica y, por otro,
del desarrollo cientifico y tecnolégico de la medicina que
ofrece alternativas a pacientes con edades avanzadas y
con procesos que antes carecian de tratamiento. Entre
ellos cabe destacar las nuevas modalidades de trasplan-
te de progenitores hematopoyéticos y trasplante de 6rga-
no sé6lido, los nuevos quimioterapicos y el aumento de la
utilizacién de corticoides a altas dosis. Por ultimo, hay
otros factores de riesgo que contribuyen a este aumento
de incidencia de la infeccién fingica invasiva como es el
ingreso en unidades de cuidados intensivos y algunas in-
tervenciones quirurgicas.

Ademas, las infecciones fingicas invasivas se acompa-
nan de elevadas morbilidad y mortalidad relacionada con
el diagnéstico y tratamiento tardio'. Esta elevada mor-
talidad ha hecho que se replanteen los procedimientos
diagnoésticos y terapéuticos. En muchos aspectos, el diag-
nostico de estas infecciones sigue basado en los métodos
microbiolégicos tradicionales y en las pruebas de imagen.
No obstante, como ya se ha mencionado, se estdan de-
sarrollando técnicas diagnésticas moleculares para la de-
teccion de patdégenos fungicos. Estas técnicas estan diri-
gidas principalmente a los siguientes aspectos del diag-
nodstico micolégico: a) identificacion de especie mediante
secuenciacién de dianas taxonémicamente relevantes; b)
diagnéstico clinico precoz de las infecciones fingicas; c)
deteccion de los mecanismos de resistencia a los antifin-
gicos, y d) tipificacién subespecifica de cepas clinicas. En
los préximos apartados se desarrollaran estas 4 aplica-
ciones del diagndstico molecular destacando su utiliza-
cién préactica.
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Identificacion de especie mediante
la secuenciacion de dianas taxonomicamente
relevantes

La disponibilidad de la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) y de la secuenciaciéon de sus productos en
muchos laboratorios ha permitido su aplicacién para la
identificacién y la clasificacién de los microorganismos.
La identificacion clasica de las levaduras y de los hongos
filamentosos sigue una metodologia distinta. La identifi-
cacion de las levaduras se basa en la morfologia y en
pruebas bioquimicas similares a las empleadas en bacte-
riologia. Por el contrario, las pruebas bioquimicas no jue-
gan practicamente ningun papel en la identificaciéon de
los hongos filamentosos, y ésta se basa en la observacién
de sus caracteristicas macroscopicas y microscépicas, lo
que requiere la existencia de personal muy especializado,
que no es frecuente en el ambito hospitalario.

La aparicién de nuevas moléculas antifingicas con dife-
rentes espectros de actividad y la descripcion de cepas y de
especies fungicas resistentes a estos farmacos demandan
que las cepas clinicas se identifiquen a nivel de especie. No
todas las infecciones fangicas deben tratarse igual, ya que
hay especies que son insensibles a algunas de las actuales
alternativas terapéuticas. Por ejemplo, los Basidiomycota
son insensibles a las candinas y los mucorales son insensi-
bles al voriconazol y a las candinas®. Los métodos molecu-
lares posibilitan la identificacién de los hongos a nivel de
especie sin la necesidad de un entrenamiento exhaustivo y
especifico en taxonomia clasica, especialidad bastante ale-
jada de la practica médica. Sin embargo, estos métodos
moleculares presentan limitaciones y todavia queda tiem-
po hasta que puedan utilizarse de forma rutinaria en los
laboratorios de microbiologia hospitalarios.

La primera de las limitaciones es la falta de una dnica
diana que permita la identificacién de todos los hongos
causantes de micosis en humanos. La regién que se em-
plea con mayor frecuencia como diana para detectar
ADN fingico e identificar especies es la que codifica el
complejo de los ARN ribosomales (genes 18S, 5,85 y
288S). Estos genes contienen secuencias conservadas co-
munes a todos los hongos, dominios variables y regiones
espaciadoras internas, altamente variables. Las zonas
variables se pueden emplear para la clasificacién de las
especies, ya que permiten disefar sondas y cebadores
que hibriden y detecten tanto secuencias muy conserva-
das e inespecificas como variables y muy especificas, de-
pendiendo del objetivo del método de detecciéon®?. Sin em-
bargo, se ha demostrado que, para algunos géneros, esta
diana no permite identificar todas las especies que lo
componen, por lo que se buscan otras dianas con mayor
poder de resoluciéon. Este hallazgo complica ain més el
acercamiento de estos métodos a la practica clinica dia-
ria, aunque las nuevas tecnologias pueden conseguir que
la identificacién molecular pase a ser una metodologia
sistematica.

Identificacion de levaduras

Como ya se ha comentado mas arriba, la identificacién
de levaduras se realiza mediante la observacién morfolo-
gica y diversas pruebas bioquimicas. Varias companias de
diagnéstico han comercializado kits de identificaciéon, que
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muestran una gran fiabilidad para clasificar las principa-
les especies causantes de infeccién en humanos. Sin em-
bargo, han ido apareciendo nuevas especies o se han rea-
lizado reclasificaciones taxonémicas que no se pueden re-
solver mediante la aplicacién de las técnicas fenotipicas
clasicas. Por ejemplo, en los tltimos afios han sido reco-
nocidos como patégenos humanos Candida dubliniensis®®,
C. orthopsilosis y C. metapsilosis®, C. nivariensis y C. bra-
cariensis'>*? que son indistinguibles fenotipicamente de
C. albicans, C. parapsilosis y C. glabrata, respectivamen-
te. Asimismo, el género Trichosporon ha sufrido varias re-
clasificaciones tras la secuenciacién del intergenic spacer
1 (IGS1)3. Estos y otros hallazgos han propiciado el de-
sarrollo de la identificacién molecular mediante secuen-
ciacién, aunque todavia no ha alcanzado los laboratorios
asistenciales. Las dianas mas frecuentemente empleadas
para identificar las levaduras han sido la region D1/D2
del 28S ADNr y los internal transcribed spacer (ITS) 1y 2
del ADNr. La aplicacién de este sistema de identificacion
ha causado la desaparicion de 7. beigelii, el cual se ha des-
ligado en al menos 18 especies nuevas. En la figura 1 se
puede ver un ejemplo de identificacién de especies de le-
vaduras tras la secuenciacién del fragmento ITS 1y 2. Co-
mo se puede observar, la identificacion es indiscutible in-
cluso para especies fenotipicamente idénticas. Sin embar-
g0, hay varias especies que no se clasifican correctamente
con este sistema, lo que obligaria a secuenciar una segun-
da diana, complicando su utilizacién sistemaética.

Identificacion de hongos filamentosos

La identificacién morfolégica de los hongos filamentos
tiene limitaciones muy significativas. En primer lugar, la
observacion de estructuras caracteristicas sélo se consigue
si el hongo es cultivado en determinadas condiciones y, a
veces, es necesario conseguir que el microorganismo se re-
produzca sexualmente. Al ser un proceso lento que necesi-
ta de expertos entrenados en esta disciplina, es una espe-
cialidad al alcance de unos pocos centros de referencia y
con escasa utilidad clinica'*. Al igual que se ha descrito pa-
ra las levaduras, la disponibilidad de las técnicas molecu-
lares ha propiciado reclasificaciones taxonémicas'®'’, ade-
mas de revelar que especies fenotipicamente idénticas son
molecularmente diferentes®”!82!, Sin embargo, para los
hongos filamentosos, la secuenciacién de los ITS resuelve
menos especies que en el caso de las levaduras. Por ejem-
plo, para Aspergillus y Scedosporium hay que secuenciar
el gen de la beta-tubulina'®?°2! y para Fusarium el gen que
codifica para el factor de elongacién alfa’. En la figura 2 se
puede consultar la resolucién de diferentes especies pato-
genas humanas tras la secuenciacion de los ITS.

En resumen, y por el momento, la identificacién mo-
lecular sigue circunscrita a los laboratorios de referencia.
No obstante, hoy sabemos que hay determinadas especies
fingicas que son mas resistentes que otras a determina-
dos antifingicos, y que sélo se pueden distinguir median-
te identificacién molecular. En estos casos, el laboratorio
asistencial debe saber que es mas rapido realizar un es-
tudio de sensibilidad que una identificacién molecular.
Por ejemplo, es mas sencillo realizar el estudio de sensi-
bilidad de una presunta cepa clinica de Trichosporon que
realizar la identificacién por secuenciacién de IGS1, que
es la unica forma de distinguir las especies que son re-
sistentes a anfotericina B de las que son sensibles??.
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Figura 1. Identificacién de levaduras mediante la secuenciacién del ITS (internal transcribed spacer). El arbol se ha producido mediante Neighbour joining con
un booststrap de 2000.

Enferm Infece Microbiol Clin 2008;26 Supl 13:47-53 49




Rodriguez-Tudela JL et al. Pruebas moleculares en el diagndstico micoldgico

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 0
: : : : S : : : : ' Aspergillus nidulans
100 Aspergillus nidulans
Aspergillus nidulans
Asperqgillus fumigatus
100 Aspergillus fumigatus
100 Asperqgillus fumigatus
Aspergillus terreus
Aspergillus terreus
100 Aspergillus terreus
Asperqgillus flavus
Asperqgillus flavus
100 Asperqgillus flavus
Aspergillus niger
4‘ 100 Aspergillus niger
100 Aspergillus niger
Scedosporium  prolificans
100 Scedosporium  prolificans
Scedosporium  prolificans
Scedosporium  aurantiacum
100 100 Scedosporium  aurantiacum
Scedosporium  aurantiacum
——100 Scedosporium  apiospermum
Scedosporium  apiospermum
L los 100 Scedosporium  apiospermum
Fusarium solani
Fusarium solani
100 ] .
Fusarium solani
Fusarium proliferatum
100 Fusarium proliferatum
100 Fusarium proliferatum
Fusarium oxysporum
954 Fusarium oxysporum
% Fusarium oxysporum
r100 Fusarium verticillioides
L100 Fusarium verticillioides
Fusarium verticillioides
Fusarium verticillioides
Fusarium verticillioides
Fusarium verticillioides
Mycocladus corymbiferus
‘ Mycocladus corymbiferus
| Mycocladus corymbiferus
Mucor circinelloides
100 ‘ Mucor circinelloides
\ 100 Mucor circinelloides
Rhizopus microsporus
100 ‘ Rhizopus microsporus
100 Rhizopus microsporus
100 Rhizopus oryzae
‘ 100 Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae

Figura 2. Identificacion de hongos filamentosos mediante la secuenciacion del ITS (internal transcribed spacer). El drbol se ha producido mediante Neighbour

Jjoining con un booststrap de 2000.
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Para finalizar, debe enfatizarse que la identificacién
molecular se convertird en la técnica de referencia en un
futuro préximo. La difusién y estandarizaciéon que se es-
ta realizando hoy en dia, indican que se seguird por ese
camino. Los nuevos métodos que incorporan sistemas de
hibridacién para cientos o miles de secuencias, como los
microarrays, pueden simplificar, acelerar y automatizar
todo este proceso, acercando la identificacién molecular a
la préctica clinica diaria?2.

Diagnostico clinico precoz de las infecciones
flingicas

Una de las causas principales de la elevada mortalidad
de las infecciones fingicas invasivas es el retraso en el
diagnostico de la infeccién. Por ello, se han desarrollado
técnicas de diagndstico precoz que se basan en la detec-
cién de componentes fingicos'* como, por ejemplo, el an-
tigeno de Cryptococcus, el galactomanano de Aspergillus,
el manano de Candida o el beta-glucano, que es un com-
ponente presente en numerosos hongos patégenos huma-
nos. Si se exceptda el antigeno criptocécico, que tiene
unos valores predictivos muy elevados, las otras técnicas
tienen una utilidad limitada. Debe resaltarse que la de-
teccién de galactomanano ha demostrado una buena uti-
lidad en pacientes hematooncolégicos con riesgo alto de
aspergilosis, tanto en suero como, segin trabajos recien-
tes, en lavado broncoalveolar!t. Ademds de la deteccién
antigénica, se estdn desarrollando técnicas de deteccién
de 4cidos nucleicos, cuya rentabilidad es discreta. No obs-
tante, algunas de éstas empiezan a abrirse camino entre
los métodos de diagnéstico clinico.

La mayor parte de los métodos de deteccion de acidos
nucleicos utilizan la amplificacion del ADN mediante
PCR y se han desarrollado para diagnosticar la aspergi-
losis, la micosis mas frecuente y con mayor mortalidad
en algunos grupos de enfermos inmunodeprimidos!*23,
En términos generales, esta PCR diagnéstica tiene una
rentabilidad dudosa y debe considerarse como una técni-
ca complementaria en fase de desarrollo. Hay que des-
tacar la falta de estandarizacion de esta técnica, ya que
cada laboratorio utiliza aproximaciones diferentes en
cuanto a modo de extraccion del ADN, regién que hay
que amplificar, sondas, cebadores, condiciones de la PCR
y cuantificacion. El inico acuerdo generalizado es que se
debe emplear PCR cuantitativa, ya que, ademas de dis-
tinguir entre colonizaciones e infecciones, posiblemen-
te pueda utilizarse para el seguimiento de la respuesta
al tratamiento. A pesar de estas limitaciones, hay kits co-
merciales, como el denominado SeptiFast (Roche Diag-
nostics), y otros que han visto la luz gracias a la actividad
de pequenias empresas de base tecnolégica. La sensibili-
dad de esta técnica es variable segun el trabajo consulta-
do, pero es elevada en muestras respiratorias y algo méas
baja en sangre y suero debido a los problemas de inhibi-
cién. En general, sus valores predictivos negativos son
muy altos, lo que es de evidente utilidad para muchos en-
fermos?*.

La inmensa mayoria de las técnicas de PCR diagnésti-
ca de la aspergilosis tienen como diana alguna zona del
fragmento 18S del ADN ribosémico, cuya especificidad es
discutible, por lo que otros grupos estdan utilizando como

diana los ITS u otras zonas genémicas. También se esta
planteando la posibilidad de que las determinaciones con
la PCR se realicen de forma seriada, como se recomienda
con las determinaciones de galactomanano, aunque toda-
via no hay suficientes datos clinicos que permitan reco-
mendar esta estrategia diagnéstica®.

Respecto a otras enfermedades fiingicas hay menos da-
tos. Se han desarrollado métodos de PCR para Candida,
que se estan empleando en pacientes con riesgo de candi-
demia, como los enfermos criticos. Un trabajo reciente
otorga a una técnica de PCR que detecta varias especies
de Candida unos valores predictivos positivos y negati-
vos por encima del 90%2°. Si estas cifras se confirman con
un mayor nimero de enfermos, podria considerarse un
método util desde el punto de vista asistencial. Otras téc-
nicas, desarrolladas para detectar patégenos emergentes
como mucorales, Trichosporon, Fusarium, etc., no se han
evaluado en profundidad®?’.

Donde las técnicas de deteccion basadas en la PCR han
demostrado una mayor utilidad ha sido en la deteccion de
Pneumocystis jirovecii y de los patégenos causantes de las
micosis endémicas. En el caso de la neumocistosis, se han
utilizado numerosas dianas como los ITS del ADN ribosé-
mico, genes mitocondriales y otros que codifican glucopro-
teinas de superficie. La mayoria de los estudios han obte-
nido altas sensibilidad y especificidad al compararlos con
la detecciéon mediante examen directo en muestras respi-
ratorias. Recientemente, se ha desarrollado una PCR
cuantitativa en tiempo real, con la intencién de diferenciar
entre pacientes colonizados e infectados. Los datos obteni-
dos, aunque preliminares, han indicado una potencial di-
ferenciacién entre ambos tipos de sujetos. Asimismo, en un
estudio prospectivo, esta técnica se ha empleado para el
diagnéstico de la neumonia por P. jirovecii®®?.

En cuanto a las micosis endémicas, histoplasmosis,
blastomicosis, coccidioidomicosis, paracoccidioidomicosis
y penicilliosis, hay pruebas que detectan anticuerpos
frente a todas ellas, pero su utilidad es limitada, espe-
cialmente en pacientes inmunodeprimidos. En el caso de
la histoplasmosis, la deteccién de un antigeno polisaca-
rido en orina y suero tiene gran utilidad diagnéstica, es-
pecialmente en pacientes con sida e infeccién disemina-
da, pero esta prueba sélo esta disponible en los Estados
Unidos. Por ello, se han desarrollado técnicas de PCR
cuantitativa en tiempo real para el diagnéstico de la his-
toplasmosis®’. Una de estas técnicas, desarrollada por el
Servicio de Micologia del Centro Nacional de Microbiolo-
gia del Instituto de Salud Carlos III, ha demostrado una
sensibilidad total del 80% en un estudio realizado con
histoplasmosis probadas. La rentabilidad fue superior
en muestras respiratorias (100% de sensibilidad), mien-
tras que en suero, el ADN sélo se detecté en el 70% de
los casos. La especificidad de la técnica fue total, del
100%*.

Para las otras micosis endémicas hay menos datos. En
el caso de la paracoccidioidomicosis, hay pruebas con al-
ta sensibilidad como la deteccién de anticuerpos y anti-
genos en suero de pacientes infectados, que ademads es
util para el seguimiento de la enfermedad y su respuesta
al tratamiento®’. Recientemente se han publicado datos
acerca de técnicas de PCR que permiten diagnosticar la
infeccion de muestras tomadas en lesiones cutdneas y
mucosas®.
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Deteccion de los mecanismos de resistencia
a los antifungicos

Hasta la simplificacion y difusiéon de las técnicas de
amplificacion de acidos nucleicos, la deteccién de los me-
canismos de resistencia a los antifingicos estaba al al-
cance de muy pocos laboratorios, alejados de la practica
clinica. Recientemente, se han desarrollado varias prue-
bas para detectar los mecanismos de resistencia en cepas
en cultivo e incluso directamente de muestras clinicas.

Varias alteraciones de los genes ERG11 en levaduras y
CYP51 en hongos filamentosos que codifican para la dia-
na de los azoles, la 14-alfa lanosterol demetilasa, se han
relacionado con la resistencia a estos farmacos. Entre és-
tas destacan mutaciones puntuales, sobreexpresion del
gen y amplificacién genética debida a la duplicacién cro-
mos6mica; también se ha descrito conversion genética o
recombinacién mitética. Lo més habitual son las muta-
ciones puntuales en el gen, que pueden detectarse en ce-
pas y muestras clinicas mediante técnicas de PCR34-3,

Otro mecanismo, quiza el que se detecta con mayor fre-
cuencia en cepas clinicas de levaduras, es la reduccion de
las concentraciones intracelulares de los azoles, que sue-
le deberse a un aumento en la expresién de los genes que
codifican para las bombas de expulsiéon. Hay 2 tipos prin-
cipales, transportadores ABC (ATP binding cassette) y los
MF'S (major facilitators superfamily) y pueden detectar-
se mutaciones en los genes que los codifican, que conlle-
van un aumento de expresion de las bombas®’.

La resistencia a caspofungina y otras equinocandinas
suele deberse a mutaciones de los genes de la via de la
sintesis de glucano. Lo mas habitual son mutaciones en
el gen FSKI1. Se han descrito casi una decena de muta-
ciones puntuales que pueden detectarse en cepas clinicas
mediante PCR en tiempo real multiple®.

La difusién de estas técnicas por los laboratorios asis-
tenciales permitiria realizar estudios epidemioldgicos con
poblaciones salvajes para conocer la prevalencia real de
estas mutaciones, superando las limitaciones de los estu-
dios fenotipicos de resistencias y obteniendo informacion
para instaurar el tratamiento antifingico més adecuado.

Tipificacion subespecifica de cepas clinicas

La tipificacién molecular se ha convertido en una he-
rramienta imprescindible para conocer la cadena de in-
feccion y disefiar estrategias eficaces para prevenir y dis-
minuir la incidencia de las enfermedades infecciosas®.
En el campo de la micologia se han empleado diversas
técnicas de tipificacién. Estos métodos se suelen aplicar
para analizar brotes de infeccién intrahospitalaria y en
estudios de genética poblacional‘®*!. Se han empleado,
entre otras, andlisis de isoenzimas, diferentes métodos de
RFLP (restriction fragment length polymorphisms) y téc-
nicas basadas en la PCR, como la de RAPD (random am-
plification of polymorphic DNA), el SSDP (sequence-spe-
cific DNA primers) o el PMM (polymorphic microsatellite
markers). Algunas discriminan sélo entre subespecies,
pero otras son capaces de distinguir entre cepas indivi-
duales®. Recientemente se ha desarrollado un método
basado en la secuenciacién de varia dianas, denominado
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MLST (multilocus sequencing typing). Este enfoque se es-
ta utilizando en la actualidad para analizar poblaciones
de Candida spp.*'.

Para finalizar, debe resaltarse que la tipificacién su-
bespecifica sélo parece tener utilidad clinica real en cier-
tas ocasiones, como en brotes producidos por hongos fila-
mentosos en quiréfanos*?. En otros medios, como las sa-
las con enfermos inmunodeprimidos, las infecciones se
producen por inhalacién de conidias o colonizacién de dis-
positivos intravasculares por diferentes cepas y, ademas,
la infeccién suele ser policlonal, lo que complica la tipifi-
cacion de los casos***4, Por ultimo, en caso de que se pro-
duzca un brote de micosis invasivas en un centro sanita-
rio, debe procederse a tomar muestras ambientales y de-
berian tipificarse tanto las cepas clinicas como las
ambientales empleando, al menos, 2 sistemas de analisis
de los descritos anteriormente y un numero suficiente de
cepas de control sin relacién temporal o geografica.
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