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1. Introduccion

Las micosis en Medicina Veterinaria se estudian cada vez mas,
debido al incremento de las infecciones por hongos en los
animales domésticos, lo cual esta relacionado en gran medida por
los cambios climéaticos, que modifican el medio ambiente, donde
se encuentran la mayoria de los hongos.

Las micosis en los animales en produccion, los dedicados al
trabajo o al deporte pueden suponer importantes pérdidas eco-
nomicas, y con relacion a la salud, algunas micosis tienen impacto
en la salud humanay animal, por su caracter zoonético.

El diagndstico adecuado de las micosis en los animales
permite aplicar el tratamiento oportuno y certero, ademas de
implementar medidas de prevencion que disminuyan la presencia
de nuevos casos.

Los métodos utilizados para la identificacion del hongo in-
volucrado en un proceso infeccioso tendran estrecha relaciéon con
el tipo de micosis que se presente en el animal. Un diagndéstico
correcto requiere que la muestra clinica sea representativa de la
lesion, ademds de ser colectada y transportada en condiciones

adecuadas para su procesamiento en el laboratorio.

1.1 Coleccion de muestras para el diagndstico
de micosis

El diagndstico de una micosis requiere, en primera instancia, de
la historia clinica y de una muestra clinica representativa de la
lesion. Es importante que en el momento de obtener una muestra
se sigan los protocolos de asepsia y desinfeccidn pertinentes, para
evitar la contaminacion por otros microorganismos, en particular
bacterias. Ademas es preciso contar con los recipientes adecuados
de coleccion, de acuerdo con el tipo de muestra y remitirlas tan

pronto como sea posible al laboratorio para su procesamiento.

2. Micosis en Medicina Veterinaria

De acuerdo con la zona anatdmica lesionada por el hongo, las
micosis en Medicina Veterinaria se clasifican en:

b Micosis cutaneas. Son aquellas que causan lesion en
cualquier tejido queratinizado en el animal; por ejemplo,
piel, unas, pezunas, pelo, cuernos, cascos, etc. Por ejemplo:
a) dermatomicosis producidas por dermatofitos vy

Malassezia spp., y b) quitidriomicosis por Batrachochytrium

dendrobatidis (Bd).
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b Micosis subcutdneas. Se clasifican asi porque el
hongo tiene como principal via de entrada al huésped
la piel, pero puede causar dano en organos y tejidos.
Por ejemplo, esporotricosis.

b Micosis sistémicas. En este tipo de micosis el hongo
puede tener cualquier via de entrada al huésped
distinta a la piel, como respiratoria, ocular, genital y oral.
Ejemplos de estas micosis son aspergilosis, criptococosis,
candidosis, blastomicosis, histoplasmosis, coccidioidiomi-
cosis, mucormicosis, feohifomicosis, hialohifomicosis.

b Micosis oportunistas. En los animales, al igual que en
los humanos, estas micosis pueden estar ocasionadas
por hongos saprofitos o que no son potencialmente
patégenos, pero condiciones de inmunosupresion en el
animal favorecen el proceso infeccioso. En general, este
tipo de micosis estdn ocasionadas por hongos filamen-
tosos como Alternaria spp., Penicillium spp., Mucor sp. o
Fusarium spp., entre otros.

b Otras afecciones por hongos en animales incluyen: aborto,

mastitis y otitis micotica.

Los procedimientos de diagnoéstico que se pueden realizar en el
laboratorio son: a) micoldgico; b) histopatoldgico; ¢) seroldgico, y
d) molecular.

3. Diagndstico micoldgico

Este diagndstico se basa en la observacion directa, el aislamiento y
la identificacion del hongo involucrado.

3.1 Examen directo

Los métodos para realizar el examen microscopico directo de la
muestra clinica son sencillos, rapidos, econémicos, y permiten
observar de manera inmediata las estructuras micoticas. Este
examen se puede realizar en la mayoria de las muestras clinicas,
tales como escamas, pelos, exudados, esputo, liquido abomasal,
lavados uterinos y bronquiales, entre otros.

Las sustancias o colorantes utilizados para realizar el examen

directo son:
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a) Hidréxido de potasio (KOH) al 20 0 40%. Es la sustancia acla-
rante mas utilizada; para una preparaciéon semipermanente
se le puede adicionar glicerina o dimetilsulféxido (DMSO) al
40% (Figura 1).

Otras sustancias Utiles en la observacion directa de las
muestras clinicas pueden ser: solucion de yodo al 2%, azul

lactofenol, azul de metileno y tinciéon de Gram.

b) Tinciéon con azul lactofenol. Se utiliza para la observacién

microscopica de hifas y otros elementos fungicos a partir
de muestras clinicas y/o cultivos de hongos filamentosos
(Figura 2).

¢) Tincidén negativa con tinta china. Se utiliza de rutina para
demostrar la presencia de la capsula de Cryptococcus spp. a
partir de muestras clinicas o cultivos (Figura 3).

d) Tincién de Gram. Se utiliza para demostrar la presencia de

levaduras como Malassezia spp. y Candida spp. a partir de Figura 1. Preparacion con Hidréxido de Potasio al 20%. A) Muestra

muestras clinicas o cultivos (Figura 4). de piel con presencia de gran cantidad de hifas caracteristicas de
dermatofitos. B) Muestra de pelo cubierto con conidios, por la
disposicion a lo largo del pelo, se le conoce como “sdbana de esporas”.
40x. Segundo-Zaragoza, C.
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Figura 2. Tincion con azul lactofenol. Se observan microconidios
piriformes a lo largo de las hifas, asi como macroconidios de
I. mentagrophytes, 40x. Sequndo-Zaragoza, C. ;)

Figura 3. Tincién negativa con tinta china. La capsula de C. neoformans,
se observa alrededor de la levadura un halo sin color, 40x.
Segundo-Zaragoza, C. &

Figura 4. Tincion de Gram. Blastoconidios de Malassezia pachydermatis
tenidas en color morado, se observa la forma caracteristica de “cacahuate”
de esta levadura. 100x. Segundo-Zaragoza, C. D

3.2 Cultivo

El aislamiento de hongos a partir de muestras clinicas de animales
se realiza en agar dextrosa Sabouraud (ADS) adicionado con:

a) Cloramfenicol (otros: gentamicina, penicilina, estreptomicina),
util para el aislamiento de una gran cantidad de hongos leva-

duriformes y filamentosos.
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b) Ciclohexamida y cloranfenicol (otros: gentamicina, penicilina, — d)  Ciclohexamida, cloramfenicol (otros: gentamicina, penicilina,
estreptomicina), Utiles principalmente para el aislamiento de estreptomicina), y acido nicotinico, Utiles en el aislamiento
hongos dermatofitos presentes en muestras de tejido quera- de Trichophyton equinum.
tinizado (Figura 5).

e) Cloramfenicol (otros: gentamicina, penicilina, estreptomicina),

ciclohexamida, tiamina e inositol, Utiles en el aislamiento de

Trichophyton verrucosum.

f)  Otros medios como:
I Agar Niger para la identificacion de las diferentes especies
del género Cryptococcus (Figura 6).
I Agar dextrosa papa, para el aislamiento y esporulacion de
hongos filamentosos.
I Agar harina de arroz, para el aislamiento y esporulaciéon de

hongos dermatofitos.

Figura 5. Cultivo en agar dextrosa Sabouraud adicionado con I Caldo o agar infusién cerebro corazén, util para el
ciclohexamida y cloranfenicol. En el medio de cultivo, se aprecia una
colonia de color blanco, algodonosa caracteristica de . mentagrophytes
después de 21 dias de incubacion a 30 °C. Sequndo-Zaragoza, C. I DTM (dermatophyte test medium), Util en el aislamiento e

aislamiento de la fase levaduriforme de S. shenckii.
identificacion de los dermatofitos (Figura 7).

¢)  Cloramfenicol (otros: gentamicina, penicilina, estreptomicina) I CHROMagar Candida, util en la identificacion de algunas
+1% de aceite, Util en el aislamiento de Malassezia spp. especies del género Candida (Figura 8).
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Figura 6. Cultivo en Medio Niger. Desarrollo a 37 °C por 72 h
de levaduras de Cryptococcus neoformans, las colonias se observan
mucoides y de color café. Segqundo-Zaragoza, C. D

Figura 7. Medio dermatophyte test medium (DTM). Desarrollo de
I.mentagrophytes en 21 dias a 30 °C, las colonias crecen de color blanco
y aspecto pulvurulento. El medio de DTM vira de color amarillo a rojo.
Segundo-Zaragoza, C. &

Figura 8. Medio CHROMagar Candida. Desarrollo de colonias a 37 °C por
24 h de especies del género Candida. Donde: 1-4 Candida kefyr, colonias
en color rosa claro; 5-7 C. albicans colonias en color verde y 8 C. tropicalis,
colonias en color azul. Segundo-Zaragoza, C.

3.3 Identificaciéon de hongos filamentosos

La identificacion de los hongos filamentosos se basa principal-

mente en sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

a) Entre las caracteristicas macroscépicas de las colonias
deben considerarse laforma, tamano, color, textura, superficie,
aspecto, consistencia, produccion de pigmento y tiempo de

crecimiento (Figura 9).
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Figura 9. Cultivo en SDA. Desarrollo de A. fumigatus a 37 °C por 48 h,
las colonias se observan pulvurulentas, de color verde opaco al centroy
en las orillas de color blanco, con superficie plana y crecimiento radial.
Segundo-Zaragoza, C. &

b) Conrespecto a las caracteristicas microscopicas, es necesario
observar las estructuras de reproduccion asexual tipicas del
género y especie del hongo en cuestion. Para la observacion
de estas estructuras es necesario realizar una tincion con
azul lactofenol (Figura 10). En caso, de que no se encuentren
estructuras que permitan la identificacion o solo se observen
hifas, se recomienda realizar la técnica de microcultivo de
Ridell con la cual se favorece la disposicién de las hifas y
de las estructuras asexuales.

Figura 10. Tincién azul de lactofenol. Se observan hifas y cabezas
conidiales de A. fumigatus, estas estructuras conformadas por una
vescicula ovalada, donde se depositan las fidlides o esterigmas
uniseriadas 'y de las cuales emergen los conidios. 40x.
Segundo-Zaragoza, C.

3.4 Identificaciéon de hongos levaduriformes

La identificacion tradicional de las levaduras se basa en una
combinacion de criterios morfoldgicos y bioguimicos Utiles para
establecer el géneroy la diferenciacién de especies.

En ADS las colonias de levaduras suelen ser circulares,
ligeramente abombadas o planas, de consistencia cremosa, lisas o

rugosas con olor dulce.
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Una colonia de aspecto y consistencia mucoide sugiere la
formacion de capsulas y puede ser el paso inicial para la identi-
ficacion de Cryptococcus. El género Candida presenta colonias

cremosas 'y de color blanco (Figura 11).

Figura 11. Cultivo de C. albicans en SDA. Desarrollo de 24 h a 37 °C de
colonias de esta levadura son de color blanco, con aspecto cremoso, y
superficie plana. Segundo-Zaragoza, C.

Figura 12. Estructurales asexuales en levaduras. A) fase de
levadura denominada blastoconidio; B) formacion de pseudohifa;
C) formaciéon de tubo germinal, y D) formacién de clamidoconidios.

» o Segundo-Zaragoza, C.
La formacién de estructurales asexuales como blastoconidios,

pseudohifas, tubos germinales y clamidoconidios, constituyen
caracteristicas morfolégicas de importancia para la identificacion

de algunas especies de levaduras (Figura 12).
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Las pruebas de asimilacidon (auxonograma-degradacion
aerébica) y fermentacion (zimograma-degradacion anaerdbica)
de carbohidratos son Utiles para la identificacion de levaduras
(Figura 13). En el auxonograma, la asimilacion del azlcar se
detecta por el crecimiento visible y cambio del indicador de
color en el medio de cultivo, mientras que en el zimograma, su
producto se detecta a través de la produccion de gas (COz).

Produccidn de ureasa. Estd enzima es una caracteristica
utilizada principalmente para la identificacién de C. neoformans. La
prueba se realiza, utilizando caldo urea que contiene rojo de fenol,
el cual sirve como un indicador de la reaccion alcalina que resulta
cuando la urea es desdoblada por accion de la enzima ureasa y se
produce amonio (Figura 14).

Produccion de pelicula en caldo Sabouraud. Esta prueba
se utiliza para diferenciar especies de Candida, ya que hay algunas
que en caldo Sabouraud producen una pelicula muy caracteristica;
ademas, también llegan a producir gas. El uso primario de esta
prueba es para diferenciar C. krusei y C. tropicalis de otras especies
comunes de Candida (Figura 15).

Sensibilidad a la ciclohexamida. Esta prueba se utiliza en
la identificacion de algunas especies del género Candida sensi-

bles a este quimioterapéutico, como: C. parapsilosis, C. tropicalis y

C. krusei; en contraste, C. albicans y C. guilliermondii no son
sensibles a la ciclohexamida.

Figura 13. Prueba de asimilacién y fermentacion de carbohidratos. Se
utilizé un cultivo de C. tropicalis, en las pruebas de asimilacion (A), los
tubos en color amarillo son positivas a la utilizacion del carbohidrato. En
la fermentacion (B) positiva, los tubos se observan de color amarillo con
burbujas de aire por la producciéon de gas. Sequndo-Zaragoza, C.
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Candida, Cromogen Albicans, Candida ID, Albicans ID2, CandiSelect,
Fluoroplate Candida, Agar SDCA-MUAG y BactiCard Candida.

El diagndstico micoldgico tradicional requiere varios dias y
en algunos casos semanas, de ahi la necesidad de utilizar otras
herramientas diagndsticas que permitan la identificacion precisa y
en poco tiempo del hongo involucrado, también Utiles en hongos
de lento crecimiento o de aquellos que adn no son cultivables.

Figura 14. Prueba de produccion de ureasa. Para la prueba se utilizd
C. neoformans, una reaccion positiva se observa por el cambio de color
del medio de amarillo a rosa fuerte. Sequndo-Zaragoza, C. D

Desarrollo a 37 °C y otras temperaturas. Las levaduras se
desarrollan bien a 20 y 28 °C, y cuando provienen de mamiferos
requieren de 35 a 37 °C.

Adicionalmente, la identificacion de levaduras puede

realizarse utilizando sistemas comerciales, algunos ejemplos son

Auxacolor, Uni-Yeast-Tek, APl 20C AUX, Galeria ID32C y Sistema Figura 15. Formacion de pelicula en caldo Sabouraud. Se utilizd un
cultivo de C. krusei, especie que produce una pelicula en el medio
caracteristica de esta especie y que es Util en la diferenciacion de otras

compuestos cromogénicos y fluorogénicos como el CHROMagar  especies del género Candida. Sequndo-Zaragoza, C. &

*
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4. Diagnéstico inmunolégico o o .
para desarrollar técnicas que permitan diferenciar animales

El diagnostico inmunoldgico es una herramienta Util en casos de enfermos de animales sanos.
micosis sistémicas o invasivas. La deteccion de una respuesta hu-

moral efectiva hacia las infecciones fungicas ha permitido el desa-  p)  Anticuerpos antifiingicos en el suero. Aunque pareciera sen-

rrollo de diversos métodos inmunolégicos para el diagnostico y la cillo detectar anticuerpos en los animales, se pueden pre-
aplicacién en el desarrollo de vacunas. sentar los siguientes inconvenientes:
Las pruebas inmunodiagndsticas permiten la determina- I Loshongosson microorganismos ubicuosen lanaturaleza;

cion de: . . . . .
es posible que los animales tengan ciertos niveles de anti-
a) Antigenos fungicos especificos circulantes en el animal. Para , . , , , o
N . cuerpos, situacion que puede impedir la diferenciacion en-
lo cual se han desarrollado pruebas utilizando anticuerpos _ _
_ S , o tre animales sanos de animales enfermos, a menos que los

monoclonales hacia candidiasis, criptococosis y aspergilosis, . . -
, . L niveles de anticuerpos sean significativamente elevados.

con resultados variables en cuanto a efectividad y sensibili-

. o . I Los diferentes géneros fungicos presentan una gran can-
dad. Este tipo de pruebas son mas utilizadas en medicina hu- g g P g

mana, en particular en pacientes que cursan con una micosis tidad de antigenos comunes, lo que ocasiona reacciones

cruzadas en las pruebas y una disminucién de su especi-
ficidad.

sistémica o invasiva, que se relacionan con un nivel de in-
munosupresion del individuo, que se traduce en una nula o

poca respuesta humoral y por consecuencia una falta de an-
ticuerpos hacia el hongo involucrado. En caso de animales, ~ Una alternativa para reducir estos inconvenientes es establecer un

en estudios experimentales, se ha comprobado que la de-  punto de corte en la prueba o pruebas desarrolladas para detectar

teccion de antigenos fungicos es una herramienta adecuada  los niveles de antigenos circulantes o anticuerpos.
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Entre las pruebas disefiadas para el inmunodiagndstico de

micosis en animales se encuentran:

a) Intradérmicas. Son pruebas cutdneas que, en animales, se
han utilizado principalmente para determinar en perros la
prevalencia de coccidioidomicosis y la deteccion de brotes.

b) ELISA indirecto. Es una técnica desarrollada para la deteccién
de coccidioidomicosis e histoplasmosis en perros y gatos,
dermatofitosis y aspergilosis canina, mastitis aspergilar en
ovinos, aborto aspergilar y por zigomicetos en bovinos.

Figura 16. Prueba de inmunodobledifusién. En el pozo central
) N . se deposito antigeno de A. fumigatus y en los pozos laterales
estandares, tanto en la preparacion de reactivos COmo en  myestras de sueros problema, los cuales fueron positivos a la deteccion

la capacitacion del personal. Es util para el diagndstico de  de anticuerpo, visible por la presencia de las bandas de identidad
(ver flecha). Segundo-Zaragoza, C.

¢) Fijacién de complemento. Es una prueba que conlleva altos
coccidioidomicosis en perros e histoplasmosis en perros
y gatos.

d) Inmunodobledifusion. Es una técnica util para los casos de

aspergilosis en perros e histoplasmosis en gatos y caballos
(Figura 16).
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5. Diagnéstico histopatoldgico

Como se ha mencionado, el hecho de que la mayoria de los hon-
gos tengan como principal habitat natural el ambiente, hace que
SuU presencia No necesariamente indique un proceso infeccioso;
por ello, es recomendable que se utilicen mas de una técnica de
diagndstico con el objetivo de emitir un diagnostico integral y sin
lugar a dudas del agente causal involucrado.

El diagndstico histopatoldgico se realiza a partir de material
de biopsia y/o necropsia fijado con formol al 10%. Entre las tincio-
nes histopatoldgicas de rutina mas utilizadas para la visualizacion
de hongos en érganos o tejidos, se encuentran:

b Tinciéon de hematoxilina eosina (HE). Permite eviden-

ciar el tejido danado por algunos hongos, por ejemplo
A. fumigatus (Figura 17) o dermatofitos (Figura 18).

» Acido peryédico de Schiff (PAS) y Gomori-Grocott. Son
tinciones especiales que ademas de ofrecer una buena
calidad morfoldgica de las estructuras fungales permiten
evaluar la reaccion tisular.

» Musicarmina de Meyer. Es una tincién histopatoldgica
util para la observacion de la capsula de la levadura
Cryptococcus spp.

Figura 17. Corte histopatoldgico de placenta tefida con hematoxilina-
eosina (HE), se observan hifas septadas compatibles con Aspergillus
fumigatus. Foto: Cortesia Irma Eugenia Candanosa Aranda.

Figura 18. Corte histopatoldogico de un foliculo piloso tefido con
hematoxilina-eosina(HE), que muestra gran cantidad de microconidios
caracteristicos de dermatofitos, 40x. Foto: Cortesia Gilberto Chavez Gris.
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Entre las micosis que pueden evaluarse por histopatologia se b Feohifomicosis es una micosis emergente oportunista

encuentran: en animales, y es causado hasta por 70 especies

) Dermatofitosis, micosis frecuente en perros, gatos, diferentes de hongos que se encuentran en elambiente, se

bovinos y caballos. Microsporum 'y Trichophyton son los observan lesiones macroscopicas ulcerativas o nodulares.

géneros de dermatofitos més aislados. Las lesiones se res- La diferencia con el micetoma es la ausencia de granulos

tringen al estrato cérneo de la epidermis, a los foliculos en las lesiones.

oilosos, piel y ufias b Infecciones por Malassezia, esta levadura, en particular

b Seudomicetoma dermatofitico. Se ha descrito como M. pachydermatis esta involucrada en la mayoria de los

. casos de otitis en perros, en particular de razas cuyo
una micosis en gatos de raza persa, provocada por

_ _ 3 canal auditivo es estrecho, pequefio o con mucho pelo.
Microsporum spp o Trichophyton spp., hay dano en la ) . N . .
. ) ) _ Ademas Malasseziatambién ocasiona problemasen pielde
dermis y tejido subcutdneo, provocando lesiones ) _
. y ) perros con pelo cortoy escaso, observandose lesionesen la
nodulares, en ocasiones con formacion de fistulas que ) . ) .
epidermis, en los foliculos pilosos.

producen exudado en el cual se pueden encontrar o . .
b Aspergilosis, es una micosis frecuente en animales

ranulos blanguecinos. . . .
9 9 domeésticos, provocada por A. fumigatus (el mas reportado),

» Micetoma eumicdtico. Es una afeccion causada por A. flavus, A. niger y A. terreus. En general, las lesiones son

hongos ambientales. La principal zona de lesion es la piel, a nivel respiratorio aunque estos hongos también se han

pero hongos como Pseudoallescheria spp. o Curvularia
spp., pueden ocasionar lesiones subcutaneas, semejan-
tes a las del seudomicetoma dermatofitico, por lo que es
necesario la confirmaciéon del agente causal mediante

cultivo.

visto involucrados en problemas digestivos, placentitis,
mastitis, abortos bovinos y ovinos, entre otros.

Zigomicosis, esta micosis es ocasionada por dos ordenes
micoticos diferentes: a) Los mucorales como Lichtheimia,

Mucor, Rhizopus y Rhizomucory b) Los Entomophthorales
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como Basidiobolus y Conidiobolus. Aunque es una mico-
sis que se puede observar en animales domésticos, los
rumiantes son los mas afectados y esto tiene estrecha
relacion con la ingesta de alimento contaminado con
estos hongos, provocando en el animal problemas
digestivos y abortos.

Candidiasis, es una micosis producida por diversas
especies del género Candida que afecta a la mayoria de
los animales domésticos, provocando lesiones en piel y
en sistema digestivo. En los rumiantes, en particular en
los bovinos, se ha reportado al género Candida, como el
principal causante de mastitis bovina. Los blastoconidios,
pseudohifas e incluso hifas verdaderas pueden ser ob-
servadas en los tejidos dafados con las tinciones de PAS,
Gram y Gomori-Grocott.

Criptococosis, es una micosis causada por diversas
especies del género Cryptococcus que se caracterizan
por ser levaduras capsuladas. Puede ocasionar lesiones
cutdneas o sistémicas en animales, en particular en gatos.
En rumiantes ha sido reportada como causa de mastitis.

En tejidos se puede visualizar con HE, PAS y Grocott, la
tincion de Musicarmina de Mayer puede ser Util para
la observacion de la capsula.

Blastomicosis, es una micosis de climas tropicales
ocasionada por Blastomyces dermatitidis, puede ocasionar
lesiones respiratorias, cutdaneas o diseminadas. Es un
hongo que puede visualizarse bien con HE.
Esporotricosis, es ocasionada por el complejo de
Sporothrix schenkii, que afecta principalmente a los gatos.
Estos hongos levaduriformes pleomorficos pueden ser
observados con PAS y Grocott.

Coccidioidomicosis, es una micosis que ocasiona
lesiones respiratorias y afeccion a los ganglios linfaticos
de los animales. El agente causal es Coccidioides immitis,
y sus esferulas son de gran tamafno y facilmente visibles
con PAS.

Histoplasmosis, es una micosis sistémica, causada
principalmente por Histoplasma capsulatum un hongo
intracelular facultativo. Puede causar infeccion en el

hombre y en animales, en particular en perros vy
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gatos, siendo los animales jovenes mas susceptibles. Las Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es una
tinciones de PAS y Grocott son Utiles para su visualizacion técnica que permite obtener in vitro un gran ndmero de
en las células fagociticas. copias de fragmentos especificos de ADN, basandose en un
b Pneumocystis carinii, es un hongo que causa lesiones principio muy sencillo: la utilizacion de mecanismos similares
pulmonares en el hombre y animales, en especial en los alos empleados por la propia célula en la replicacion del ADN
jovenes. Las infecciones estan muy relacionadas con durante la division celular. La reaccion en cadena de la
procesos deinmunosupresion en los animales. Este agente polimerasa consiste en la repeticion ciclica de tres etapas:
micotico puede ser visible con PAS y Grocott. a) Desnaturalizacion del ADN bicatenario presente en la

muestra para separar las dos cadenas, mediante la aplicacion

6. Diagnéstico molecular de temperaturas superiores a 90°C; 2) Unién especifica de los

cebadores (oligonucledtidos sintéticos) a las cadenas senci-

Los analisis genéticos han sido de gran utilidad en el estudio de la llas mediante complementariedad de bases y 3) Extension
Micologia Médica, y su aplicacién mediante técnicas moleculares de la cadena de ADN a copiar a partir de los cebadores, utili-
han permitido estudiar las caracteristicas estables y no modifica- zando los nucledtidos presentes en la solucion.
bles por el ambiente en los hongos, a partir de sus acidos nucléicos Analisis del polimorfismo del ADN amplificado con ceba-
(ADNy ARN) y de sus proteinas. Sin embargo, aunque estas técnicas dores arbitrarios (RAPD). La técnica de RAPD denominada
se han desarrollado en un tiempo relativamente corto y en ocasio- también por otros autores AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) o
nes son fundamentales en el diagnoéstico, es dudoso que puedan DAF (DNA Amplification Fingerprinting) se basa en la amplifi-
suplir por completo los métodos morfoldgicos tradicionales. caciéon simultanea de multiples fragmentos de ADN nuclear
Las técnicas moleculares utilizadas en la identificacion de es- mediante PCR. Los fragmentos se analizan mediante electro-
pecies y géneros de hongos, incluyen: foresis. El nUmero y tamano de los fragmentos amplificados a

partir de un determinado ADN mediante RAPD, se mantiene
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constante siempre que se utilicen los mismos iniciadores en
iguales condiciones. De este modo los perfiles obtenidos
mediante RAPD pueden permitir la diferenciacion de los
ADNSs a nivel de especie, o incluso a nivel de individuo.

PCR en tiempo real. Es una técnica que combina la amplifi-
cacion y la deteccion en un mismo paso, al correlacionar el
producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una sefal
de intensidad de fluorescencia. Posee caracteristicas impor-
tantes como alta especificidad, rango amplio de deteccion
(de 1 a 107 equivalentes gendmicos de la secuencia blanco)
y rapidez en la visualizacion del producto, ya que no es ne-
cesario realizar una electroforesis posterior. Los ensayos de
la PCR en tiempo real son entre 10,000 y 100,000 veces mas
sensibles que las pruebas de proteccion por ARNasa, 1,000
veces mas sensibles que la hibridacion por Dot blot y pueden
detectar diferencias de una sola copia del ADN.

Sondas de Hibridacion. Las moléculas de ADN o ARN
sintético son muy empleadas como “sondas” en Ingenieria
genética, para detectar, via hibridacion del dcido nucleico, las
secuencias especificas de ADN o ARN. El procedimiento ge-
neral es marcar el acido nucleico sonda, generalmente con

fosfato radioactivo y dejar que la sonda de cadena sencilla
hibride con el acido nucleico monocatenario derivado del
ADN clonado. Por apareamiento especifico de bases comple-
mentarias, dos polinucleotidos de cadena sencilla solamente
se hibridaran si son totalmente complementarias.

Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP). Esta técnica permite diferenciar distintos
microorganismos mediante el andlisis de patrones de ban-
das, derivados de la ruptura de sus respectivos ADNSs. Estos
patrones, conocidos como perfiles de restriccion del ADN, se
originan por la actividad de las enzimas endonucleasas de
restriccion. Cuanto menor sea el tamafo de la secuencia nu-
cleotidica, mayor serd el nimero de fragmentos que se gene-
ren. Los fragmentos se pueden separar mediante electrofo-
resis en gel de agarosa, obteniéndose perfiles de restriccion
caracteristicos. Los perfiles dependeran de la enzima de res-
triccion empleada asi como del ADN utilizado (ADNnuclear
o ADNmitocondrial), aungue el mas empleado es el ADNm.
La comparacion entre los perfiles permitird diferenciar varias
especies entre si o incluso poblaciones dentro de una misma

especie.
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Analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmen-
tos dé restriccion de regiones amplificadas por PCR (PCR-
RFLP). La técnica de PCR-RFLP consiste en el uso combinado
de la técnica de RFLP y la técnica de PCR. De esta manera,
se amplifican fragmentos de ADN especificos mediante
PCR y posteriormente se tratan con enzimas de restriccion,
que los cortan en fragmentos mas pequenos. Diferencias
en la secuencia nucleotidica entre las especies estudiadas,
daran lugar a fragmentos de diferentes tamahos que se
examinaran mediante electroforesis.

Analisis del polimorfismo en la conformaciéon de las
cadenas sencillas de ADN de regiones amplificadas por
PCR (PCR-SSCP). Esta técnica se basa en la relacion entre la
movilidad electroforética de una hebra de ADN monocate-
nario (ADNmc) y su conformacion, que en definitiva es un
reflejo de su secuencia nucleotidica. En esta técnica el ADN
bicatenario (ADNbc) se desnaturaliza a ADNmc y posterior-
mente se separan dos hebras mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida, bajo condiciones no desnaturalizantes.
Cualquier diferencia en la secuencia del ADN dara lugar a un

cambio de movilidad de las moléculas de ADNmc¢, que se
visualizara al final del proceso.

Microarreglos. Un microarreglo de ADN (también denomi-
nado DNA chip, oligonucleotide DNA chip o gene chip) con-
siste en multiples fragmentos de ADN complementario (cada
uno de los cuales representa un gen diferente) adheridos a
un soporte fisico concreto (vidrio, plastico). Los microarreglos
de ADN incluyen entre 9 000 y 40 000 fragmentos de ADNc
(genes) por cm?. Por tanto, disponen virtualmente de la
expresion de todo el genoma en estudio. Un microarreglo
de ADN sirve para determinar la expresién genética com-
pleta de un tejido en un momento determinado. Esta “foto
genética transversal” de un tejido concreto se denomina
“transcriptoma”. El microarreglo de ADN proporciona
informacion sobre los genes que han variado su expresion
(tanto en el sentido de su sobreexpresién como en el de su
represion) en respuesta a unas condiciones experimentales o
fisiopatoldgicas determinadas.
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Las técnicas moleculares utilizadas para la deteccién de hongos,

son las siguientes:

a) Sondas de ADN que se han desarrollado para Histoplasma
capsulatum, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,
Blastomyces dermatitidis, Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida glabrata,
Pneumocystis jirovecii, Aspergillus/Penicillium spp.

b) La técnica de PCR se ha desarrollado en Candida spp,
Pneumocystis  jirovecii, diferentes especies de Aspergillus,
Trichoderma,  Pseudallescheria/Scedosporium, — Cryptococcus
neoformans y Cryptococcus gattii, Mucor spp, complejo
Sporothrix schenkii.

¢) La de RFLP se ha establecido para el género Fonsecae y
para las especies de Candida: C. tropicalis, C. parapsilopsis,
C. lusitaniae, C. krusei'y C. glabrata.

d) La técnica de RAPD esta descrita para las diferentes espe-
cies de hongos levaduriformes como Candida y Malassezia,
asf como en hongos filamentosos por ejemplo, Aspergillus

fumigatus.
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