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1. Introduccion

El diagndstico tradicional de las principales micosis de importancia
en medicina veterinaria incluye: observacion directa a partir de la/s
muestra/s clinicas, el aislamiento e identificacion del agente mi-
cotico con base en sus caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas
—mMacroscopicas y microscopicas—'.

Las pruebas seroldgicas son otra alternativa de diagnostico,
que permiten la deteccién de antigenos especificos del hongo,
sobre todo cuando se presentan micosis sistémicas, donde se
requiere emplear anticuerpos monoclonales contra diversos gé-
neros micoticos, por ejemplo: Candida spp., Cryptocococus spp.
y Aspergillus spp. Los ensayos seroldgicos permiten diferenciar a
los animales enfermos de entre los que estan sanos ' De igual
manera se utilizan técnicas histopatoldgicas y moleculares para la
deteccion e identificacion de hongos; en particular, aquellos que
son de lento crecimiento, de dificil aislamiento o que hasta el mo-
mento no se han encontrado sus condiciones de cultivo, como es
el caso de Rhinosporidium seeberi ** o Pithyum insidiosum *.

Las técnicas moleculares se basan en la deteccién de los
acidos nucleicos (ADN o ARN), de genes especificos y proteinas
del hongo involucrado. Se caracterizan por ser rapidas y aunque
no sustituyen a los métodos de diagnostico tradicional, permiten
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identificar el agente infeccioso directamente en las muestras cli-
nicas de animales, como sucede en diversas especies del género
Candida, de Aspergillus fumigatus y Cryptococcus neoformans. Asi-
mismo, es posible determinar las relaciones filogenéticas y la di-
ferenciacion de especies entre un mismo género, por ejemplo,
el complejo de Trichophyton spp., aislado a partir de lesiones en
piel de animales >¢”.

La identificacion de especies dentro de un mismo género mi-
cotico, emplea el ADN que codifica para los ARN ribosomales 18S,
5.8Sy 28S. También se emplean secuencias conservadas comunes
a todos los hongos, detectando dominios o regiones espaciadoras
internas que son secuencias variables, sobre las que se disenan ini-
ciadores o sondas de hibridacién. Por ejemplo, en la identificacion
de levaduras, las secuencias mas empleadas son de los dominios
designados D1/D2 del extremo 5' del gen 28S y las regiones espa-
ciadoras transcritas internas (Internal Transcribed Spacer) 1y 2 del
ADN, por sus siglas en inglés se designan como [TS #9710,

En los hongos filamentosos, las ITS no han permitido la iden-
tificacion y clasificacion de todas las especies, por lo que es reco-
mendable el uso de genes especificos. Por ejemplo, para el género
Aspergillus se utiliza el gen que codifica para la beta tubulina y el
gen de elongacion alfa para el género Fusarium ''. En los casos de
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la clasificacion taxondmica, relacion filogenética e identificacion
del género y de la especie del hongo, se hace necesaria la secuen-
ciacion del producto amplificado, ain cuando se empleen inicia-
dores especificos. Una vez que se obtiene la informacion se analiza
y compara mediante andlisis bioinformaticos, en los biobancos
donde se tienen las secuencias de genes publicadas '*'. Por ejem-
plo, las regiones genéticas RPB1, RPB2, tub2&/BenA y calmodulina
parcial (CaM) son utiles para identificar a nivel de especie ciertos
linajes de hongos como Aspergillus spp .

Otra utilidad de las técnicas moleculares, es la detecciéon de
genes cuyas mutaciones estan asociadas a los mecanismos de re-
sistencia de farmacos antifungicos; por ejemplo, se han demos-
trado mutaciones en los genes ERG11 de levadurasy el gen CYP51
que codifica la enzima 14 alfa lanosterol en hongos filamentosos
relacionados con la resistencia hacia los azoles 7'>¢,

En la figura 1 se presentan las técnicas moleculares mas em-

pleadas para la deteccion de los acidos nucleicos y de las proteinas Figura 1. Pruebas moleculares frecuentemente empleadas para el diag-
de los hongos de importancia en medicina veterinaria. nostico de micosis en medicina veterinaria.
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2. Técnicas moleculares empleadas
en el diagnéstico micolégico

2.1 Extraccion de 4cidos nucleicos (ADN y ARN)

Las técnicas de deteccion de acidos nucleicos requieren de ma-
terial genético integro y puro, de ahi la importancia del método
de extraccion a utilizar. El ADN, puede obtenerse ya sea de un cul-
tivo puro o directamente de la muestra clinica. De los métodos
de extraccion utilizados para la obtencion de ADN de hongos fi-
lamentosos y levaduriformes, se encuentran diversos protocolos
basados en la disrupcion mecanica utilizando temperaturas de
37°Cpor 72 horas y la maceracion de la muestra. Otros protocolos
utilizan perlas de vidrio o nitrégeno liquido provocando lisis celu-
lar y la posterior molienda en un mortero . Las soluciones de lisis
utilizan: a) detergentes como el bromuro de cetil trimetilamonio
(CTAB), duodecil sulfato de sodio (SDS), tritén y tween; b) enzimas
como lisozima, proteinasa K o tripsina; ¢) soluciones saturadas de
sales como el acetato de amonio, acetato de sodio y cloruro de
sodio. Ademas, hay soluciones de lisis comerciales que se basan en
el empleo de tiocianato de guanidina. Cuando se lisa la pared de

los hongos, la purificacion del ADN se realiza con solventes orga-

am Sl

nicos como el cloroformo, alcohol isoamilico y el fenol, ayudando
a separar las proteinas y los lipidos presentes en la muestra. Pos-
teriormente, se utiliza isopropanol o etanol al 70% para retirar el
excedente de sales y finalmente el ADN se precipita con etanol ab-
soluto” . Otra alternativa para obtener el ADN es mediante el uso
de columnas comerciales, para lo cual, es necesario la lisis celular,
posteriormente se purifica el ADN mediante su union a la mem-
brana de silice presente en la columna o mediante intercambio
ionico, el ADN fijado, se libera por medio de una solucién amorti-
guadora y se recupera por centrifugacion. El objetivo de los proto-
colos de extraccion y purificacion de ADN es la obtencién de ADN
de buena calidad y con la menor cantidad de contaminantes, para
que no interfieran con la amplificacion del material genético 7373,

2.2. Técnicas de deteccion de dcidos nucleicos (ADN, ARN)

2.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, Polymerase Chain Reaction)

La PCR es una reaccién quimica que permite el estudio detallado de
lamolécula del ADN al generar millones de copias, siendo la técnica
mas empleada en los laboratorios por su rapidez y especificidad.
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De las aportaciones de la PCR destaca su empleo para iden-
tificar relaciones genéticas entre aislados de la misma especie,
determinando la diferencia entre géneros que bioquimicamente
se comportan de forma similar y que no es posible diferenciarlos
mediante las pruebas tradicionales. Para ello, se realiza una se-
cuenciacion y se analiza, comparandola con las bases de datos do-
cumentadas y reportadas, con ello establecer la relacion genética
entre otros microorganismos fungicos 784,

La PCR punto final se ha empleado en muestras clinicas,
para detectar hongos levaduriformes y filamentosos por ejemplo,
Candida spp. (a partir de pliegues en piel, vulvovaginitis en hem-
bras, en proventriculo en aves), C. neoformans (en perros y gatos),
Mucor spp., Rhizopus spp., Absidia spp., y Aspergillus fumigatus. De
forma especifica se ha empleado esta técnica amplificando el gen
Ag2/PARA en Coccidioides (en perros jovenes) y gp43 en el caso de
Paracoccidioides brasiliensis ’. En la identificacion de especies del
género Candida se han utilizado iniciadores especificos para de-
terminar hasta 4 especies distintas, logrando detecciones desde 1
picogramo de ADN gendmico "% %,

La técnica consiste en una primera etapa de desnaturaliza-
cion del ADN molde, lo cual se logra a 94°C por 1 minuto. La si-

guiente etapa de alineacién, en la cual los iniciadores, cebadores o
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primers, que son cadenas cortas y especificas de ADN, se unen a
cada una de las cadenas sencillas de ADN para iniciar la replicacion
por la acciéon de la enzima polimerasa, generando exponencial-
mente copias de la cadena original. Se requerird incluir un con-
trol positivo que consta del ADN del microorganismo conocido
y el control negativo, al cual no se agrega ADN sino agua. En esta
etapa, las condiciones de temperatura y de tiempo dependeran
de la concentracion de los iniciadores, del nimero de bases nitro-
genadas y del porcentaje de guanina y citosina, a una temperatura
de 45 °Ca 65°C por 1 min. Le sigue la etapa de extension que con-
siste en la sintesis de la copia de ADN a partir del extremo 3' del
iniciador, donde la polimerasa agrega dinucleétidos trifosfatados.
Se realiza a una temperatura de 72°C y el tiempo depende de la
longitud del fragmento a amplificar, ya que la polimerasa une en-
tre 500 a 1000 nucledtidos por minuto. Finalmente, se realiza una
extension final a 72 °C durante 5 minutos aproximadamente en un
solo ciclo, para permitir sintetizar todos los fragmentos que no se
sintetizaron en la etapa de extension previa '8 (Fig. 2, etapa 1).

La visualizaciéon de los productos se realiza por electroforesis,
donde los fragmentos son separados mediante una matriz semi-

solida de agarosa. (Fig. 2, etapa 2).
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Figura 2, etapa 1. Técnica de PCR.
Paso 1. Desnaturalizaciéon de la doble cadena de ADN.
Paso 2. Alineacion de los iniciadores, cebadores o primers a las cadenas sencillas de ADN.
Paso 3. Extension de las cadenas de ADN por la tag polimerasa.a
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Figura 2, etapa 2. Visualizacion de los fragmentos de ADN amplificados
en la PCR por electroforesis en un gel de agarosa.:_)
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2.2.2 PCR tiempo real o PCRq cuantitativa

La PCR tiempo real se basa en la deteccién de ADN amplificado de-
terminado por la fluorescencia emitida, para la cuantificacion del
material genético producido a medida que avanzan los ciclos de
amplificacion. Se requiere el uso de sondas que realizan la misma
funcion que los iniciadores o “primers” con la diferencia que tienen
unida una molécula fluorescente que es detectada por el equipo
de PCR de tiempo real &2, La cuantificacion del material genético
emplea dos métodos: a) Cuantificacién absoluta consiste en una
relacion de la sehal obtenida con el nimero de copias amplifica-
das utilizando una curva de calibracion, la cual emplea diluciones
seriadas de concentraciones conocidas de ADN y b) Cuantificacion
relativa, la cual emplea un gen de referencia en concentraciones
conocidas como el de b-actina o gliceraldehido 3 fosfato deshi-
drogenasa para realizar una curva estandar. El nimero de copias
de ADN de interés, se compara con los resultados obtenidos en la
curva estandar y con ello determinar las diferencias en el nivel de
expresion del gen en estudio % (Figura 3).

La PCRq es una herramienta util en el diagndéstico de micosis,
demostrando una sensibilidad del 80% y especificidad del 100 9%
para histoplasmosis, blastomicosis, coccidioimicosis, paracocci-

dioidomicosis y aspergilosis. Ademas, es Util en el seguimiento de
respuesta a la terapia antimicotica. Sin embargo, tiene la desven-
taja de que requiere el disenio y el uso de una sonda distinta por
cada especie micdtica, lo que incrementa significativamente el

costo de la prueba’.

2.2.3 PCR anidada

Esta variante de PCR es muy Util cuando se tiene poca cantidad
de ADN, del cual se busca detectar la secuencia de interés au-
mentando la especificidad de la técnica. A partir de una primera
amplificacion se realiza una segunda reaccion empleando otros
iniciadores que se uniran al ADN en una secuencia interna, am-
plificando un fragmento mas pequefno que el primero. Antes de
la segunda reaccion de PCR, la muestra debe diluirse para reducir
la presencia de inhibidores (Figura 4). La ventaja que tiene esta
técnica es que disminuye la manipulacion del ADN con lo cual se
reduce el riesgo de contaminacion. Esta técnica se ha empleado
para detectar Histoplasma capsulatum empleando las secuen-
cias HC1, 2, 3 y 4 y el ADN ribosomal 18S para la deteccion de

Paracoccidioides brasiliensis 21232441,
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Figura 3. PCR tiempo real (PCRQ).
Amplificacion de una muestra de ADN en un termociclador.
Los fragmentos amplificados son detectados mediante la emision de fluorescencia,
que es captada y cuantificada por el equipo en tiempo real.
Los resultados se observan en graficas de ampliﬁcacién.;)
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Figura 4. PCR anidada. Requiere el empleo de dos secuencias diferentes de iniciadores.
Un par de iniciadores que se unen para amplificar un fragmento de mayor tamafo
y otro juego de iniciadores que se alinean en una secuencia interna,
usando como molde el producto de PCR de la primera reaccién.a
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2.2.4 PCR multiplex

La PCR multiplex consiste en la amplificacion de varios fragmentos
de distintos microorganismos o genes de interés en una sola
reaccion, utilizandose hasta seis iniciadores diferentes (Figura 5).
Esta técnica ha sido empleada para identificar y diferenciar a
Cryptococcus sppy a 11 especies del género Candida, en particular
a C.albicans y C. glabrata *.

am 5]

2.2.5 Andlisis del polimorfismo de cadenas simples
(PCR-SSCP, Single Strand Conformational Polymorphismos)

Esta variante de la PCR, basada en el polimorfismo de conforma-
cién de cadena individual del ADN, es Util para detectar mutacio-
nes puntuales al comparar el genoma de dos microorganismos.
El método emplea condiciones no desnaturalizantes, donde una
hebra individual de ADN adopta una conformacién especifica de-
bido a su secuencia nucleotidica. Esta configuracion puede detec-
tarse por electroforesis en gel de poliacrilamida.

Figura 5. PCR multiplex. Se observan fragmentos de amplificacion de distinto tamafio que fueron obtenidos mediante PCR
y empleando distintos iniciadores para detectar diferentes hongos en una misma muestra.
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Se han empleado marcadores como calmodulina para identifi-
car Aspergillus y recientemente la secuencia de Mini chromosome
maintenance protein MCM7 para determinar las relaciones filoge-
néticas entre los hongos filamentosos & ',

2.2.6 Polimorfismos en la Amplificaciéon Aleatoria
del ADN (RAPD, Random Amplified polimorphic DNA)

Esta técnica se desarrolld como una opcion para detectar poli-
morfismos de manera simultdnea entre varios microorganismaos.
Se utilizan iniciadores inespecificos que se unen al azar en di-
ferentes regiones del ADN gendmico, por lo que la secuencia

amplificada es desconocida. No se requiere gran cantidad y calidad
del ADN, ni tener conocimientos sobre la secuencia del genoma .
Es una técnica cualitativa que determina distintos fragmentos de
amplificacion de ADN que estén presentes formen o no un pa-
tron de productos de PCR entre distintos individuos relacionados
genéticamente, por lo que permite realizar analisis de diversidad
y mejoramiento genético. Esta técnica se ha utilizado para ob-
servar diferencias entre especies del género Candida, cuyo resul-
tado consiste en un patréon de bandas especificas por especie 142
(Figura 6). Por ejemplo, la amplificacién de regiones que codi-
fican para la enzima aspartilproteasa (SAP) ha logrado diferenciar a
C. albicans de C. dubliniensis ""°.

Figura 6. RADP. Patron de bandas de aislados de

C. glabrata amplificados con el iniciador OPE 16,
fragmentos visualizados en gel de agarosa al 1.5%.
Carril 1 = marcador de 100 pb, carriles 2-16 aislados.
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2.3 Uso de enzimas de restriccion y sondas para
la tipificacién de hongos

2.3.1 Polimorfismo de longitud de fragmentos de restric-
cion (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism)

Esta técnica requiere la amplificacion de los fragmentos de ADN
mediante PCR, los cuales se romperan con enzimas de restriccion,
como las endonucleasas que van cortando secuencias especificas
del ADN. Posteriormente por electroforesis se obtienen por separa-
cion los fragmentos en geles de agarosa formando patrones espe-
cificos de acuerdo con las enzimas de restriccion utilizadas, donde
el grado de similitud de los patrones entre la cepa de referencia
y los microorganismos desconocidos provee una relacion gené-
tica entre las especies comparadas. Esta técnica ha sido empleada
en estudios epidemioldgicos para tipificar aislados de diversos
microorganismos. Por ejemplo, con el gen de la calmodulina uti-
lizando los iniciadores CL1 y CL2A digeridos con la enzima Hhal,
se identificaron en muestras de animales domésticos y silvestres a
S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa y S. luriei especies que con-

forman el complejo Sporothrix 2.

2.3.2 Southern blot

Con esta técnica se puede determinar la presencia de una secuen-
cia especifica de ADN mediante la extraccion directa a partir de
una muestra clinica. Ya que se obtiene el ADN, se realiza una elec-
troforesis en gel de agarosa para separar los fragmentos con base
en su tamano. Posteriormente la secuencia de ADN se desnatu-
raliza y se transfiere a una membrana de nylon que se pone en
contacto con una sonda radioactiva o quimioluminiscente para
complementarse con las bases nitrogenadas del fragmento de
interés. Esta prueba permite encontrar mutaciones en el genoma
de microorganismos indetectables mediante la PCR punto final.
Se ha empleado para la identificacién de Nanninzia gypsea
(Microsporum gypseum), y M. canis en muestras provenientes de
perros y gatos 2% 44,

2.3.3 Hibridacion fluorescente in situ
(FISH, Fluorescent In Situ Hybridization)

Las sondas son fragmentos de ADN o de ARN con longitud va-
riable que son marcados con una molécula radioactiva o fluo-

rescente 3. Estas sondas se unen por complementaridad a las
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secuencias de nucledtidos presentes en el material genético del
hongo. Por principio se requiere que la muestra de tejido o de
células quede fijada en un portaobjetos. El tejido de la muestra
se trata enzimaticamente con proteinasa K para romper las mem-
branas de las células y permitir el ingreso de la sonda. Después
se desnaturaliza el ADN que esta en el tejido a una temperatura
de 95°C y se agrega la sonda marcada con peroxidasa o biotina.
La técnica de hibridacion in situ se emplea en muestras tomadas
de tejidos de perros y gatos, por su mayor especificidad respecto
de las tinciones empleadas en histopatologia. Es Util en el diag-
nostico diferencial de Blastomyces dermatitidis 'y Criptococcus
neoformans. En 2002, esta metodologfa permitio la identificacion
de Coccidioides posadasii % 3°3°.

2.3.4 Microarreglos de ADN

Fs una técnica basada en la union de varios fragmentos de ADN
complementario, donde cada fragmento representa un gen espe-
cifico que permite detectar y cuantificar la expresion simultdnea
de varios genes. Ha sido Util en el diagndéstico de enfermedades de

am Sl

origen infeccioso y para detectar la presencia de genes asociados
a la resistencia de los farmacos. El procedimiento general consiste
en: a) Fijar las secuencias génicas conocidas en posiciones deter-
minadas sobre un portaobjetos (chip), b) Marcar la muestra con
una molécula fluorescente, c) Extraer el ARNm vy sintetizar el ADN
complementario, desnaturalizar el ADN para obtener cadenas sen-
cillas, y d) Colocar la muesta en el microarreglo para la hibridacion
y formacién de cadenas dobles. Se realiza un lavado para retirar las
cadenas sencillas y al final se practica un escaneo mediante laser
para cuantificar la fluorescencia emitida, donde un color rojo in-
dica la expresion del gen, el color verde corresponde a la expresion
del gen control, el verde amarillo indica una expresion disminuida
y el rojo naranja corresponde a una expresion aumentada del gen.
La ventaja principal es que permite el analisis de un gran nimero
de secuencias de ADN vy su desventaja es la baja sensibilidad, de-
bido a que requiere una amplificacion previa del material genético.
Actualmente, existen microarreglos comerciales disponibles
para el diagndstico de micotoxinas producidas por Alternaria y

Penicillium spp 3'.
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2.4 Deteccion de proteinas

2.4.1 Espectrofotometria de masas
(MALDI-TOF, matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight mass spectrometry)

Es una técnica basada en funcién de un espectro de proteinas
Cuyas comparaciones estan establecidas dentro de una base de
datos que permiten identificar aislados fungicos, sin tratamiento
previo de la muestra. Sobre una placa metélica conductora se
mezcla la muestra de interés con una matriz organica, la cual es
tratada con rayos laser. Asi, la matriz transfiere iones a través de
la muestra, generando la separacién de iones de la fase sélida a
la fase gaseosa. El analizador TOF detecta los iones liberados,
dando como resultado un espectro especifico de las proteinas
presentes en la muestra. Entre las ventajas de esta metodologia, se
encuentran su rapidez, bajo costo y especificidad. Los resultados
se obtienen en una hora como maximo y permite identificar hasta
96 muestras en cada ensayo. Se ha empleado para la deteccion
de Paracoccidioides brasiliensis, Candida spp., Aspergillus fumigatus
y Fusarium spp. 323334,

2.4.2 Western blot

Esta prueba consiste en la deteccidn de proteinas especificas del
hongo. Se requiere de una extraccion proteica mediante métodos
quimicos o fisicos. Las proteinas obtenidas, se separan mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida, posteriormente se trans-
fieren a una membrana de nitrocelulosa y con el empleo de un
anticuerpo especifico se acopla a una molécula fluorescente, qui-
mioluminiscente o una enzima (por ejemplo, la fosfatasa alcalina).
El tamano y grosor de las bandas de proteinas son directamente
proporcionales a su concentracion. Esta técnica se ha empleado
en el diagndstico de Microsporum canis 3>,

En el cuadro 1 se indican algunas de las técnicas moleculares
utilizadas para la deteccion de las micosis de importancia en me-

dicina veterinaria.
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Cuadro 1. Técnicas moleculares utiles para la deteccion de hongos en medicina veterinaria.

Region Blanco Agente Micotico Referencia de Cita

genes ribosomales 5.8 5,18 S, 28 S levaduras Fuentes-Feria and llInait, 2020.
calmodulina C. neoformans
B-tubulina Aspergillus fumigatus

Mucor spp., Rhizopus spp., Tangarife-Castafno et al., 2015.

PCR

factor de elongacion 1-a

regiones no codificantes ITS1 e ITS 2 Absidia spp.,

Histoplasma Paracoccidioides
Blastomyces

MEP3 (metaloproteasa) Concha-Rubio et al., 2020.

Microsporum canis

[TS1elTS 4 Lavari et al., 2022.
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Region Blanco Agente Micético Referencia de Cita

locus GP43 Paracoccidioides brasiliensis Semighini et al., 2002.
ITS1 Histoplasma capsulatum Maubon et al., 2007.
PCRq
BD1,2,3/4 Blastomyces dermatitidis
Babady et al., 201
HC1,2,3,4 Histoplasma capsulatum
HC1, HC2, HC3 Histoplasma capsulatum Bialek et al., 2002.
PCR anidada
ADN ribosomal 18S Paracoccidioides brasiliensis Braca et al., 2003.
. C. albicans '
PCR multiplex ITS1,ITS 2 Dudiuk et al., 2017.
C. glabrata
PCR-SSCP calmodulina Aspergillus fumigatus Montoya et al., 2020.
. C. albicans .
RAPD aspartilproteasa (SAD) o Bautista et al., 2003.
C. dubliniensis
C. albicans
ITS 1,1TS2 Gherbawy, VK, 2010.
C. glabrata
RFLP
Calmodulina . .
i Aspergillus fumigatus Montoya et al., 2020.
B-tubulina
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Region Blanco Agente Micotico Referencia de Cita

Lischewski et al.,1997.

18S ARN ribosomal Candida spp.
Van G et al,, 2021.
ADN ribosomal 285 Blastomyces dermatitidis Einsele et al.,, 1997.
FISH
Gen URA 5 Cryptoccocus neoformans San Blas G, 2004.
Coccidioides immitis .
ITS B Lindsley et al., 2021.
C. posadasii
ITS Candida spp
Microarreglos ADN Aspergillus spp Lezar and Barros, 2010.
factor de elongacion 1o (EF-1a) Alternaria
Penicillium
ITS ARN ribosomal Paracoccidioides brasiliensis De Almeida et al., 2015.
regiones D1, D2 de ADN ribosoma 28S Candida spp. Lacroix C, et al, 2014.
MALDI-TOF
ITS1, ITS2 . .
Aspergillus fumigatus

ADN ribosomal 5.8S
De Carolis et al., 2012.

B-tubulina
calmodulina

*

Fusarium spp.
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3. Conclusiones

Las técnicas moleculares descritas en la presente obra constitu-
yen una alternativa idénea para la identificacion temprana de los
agentes micoticos causantes de infecciones en los animales, lo
cual dard la pauta para la eleccion del tratamiento adecuado y
en su caso ejecutar las medidas de prevencion correctas. Ademas,
usar las herramientas moleculares corroboran la identificacion tra-
dicional de un hongo y contribuyen al conocimiento de los meca-
nismos de resistencia ante los antifungicos que presentan algunos

géneros y especies micaoticas.
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