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20.1. Introduccion

Las denominadas técnicas moleculares de
diagndstico se estan incorporando al espectro de
herramientas propias de la microbiologia clinica, en
primer lugar como una opcién que salva las dificul-
tades de deteccién de microorganismos no cul-
tivables o de dificil/lento desarrollo “in vitro”, pero
ademads, con la ventaja frente a las técnicas basadas
en el cultivo, de la mayor rapidez de obtencién de
resultados.

Puede considerarse que el trabajo diagndstico
con microorganismos estd definido en dos dmbitos
diferentes que manejan conceptos y herramientas
distintos: el celular y el molecular. La microscopia y
el cultivo son las herramientas fundamentales en el
nivel celular. Ambas contintan siendo los pilares
fundamentales del diagndstico microbioldgico y son
casi las tnicas estandarizadas en Micologia. Tras el
extenso desarrollo de la bioquimica y el nacimiento
de la Inmunologia en el pasado siglo XX, aparece la
posibilidad de utilizar el &mbito molecular como un
nuevo dominio para el disefio de herramientas y
estrategias de diagnéstico. La inmunologia se con-
virtié en una inagotable fuente de recursos para la
elaboracién de nuevas técnicas diagndsticas,
muchas de las cuales estdn estandarizadas y son
métodos de referencia para diagndstico. Después del
manejo de anticuerpos y otras grandes moléculas
implicadas en inmunologia, el abordaje del estudio
de los 4cidos nucleicos ha sido el segundo dmbito
de estudio molecular que ofrece interesantes pers-
pectivas para el desarrollo de métodos de diagndsti-
co. Como sucedi6 en su dia con las técnicas
inmunoldgicas, existen muchas expectativas con
respecto a estos métodos. Hasta el momento sélo
algunos protocolos de trabajo estdn estandarizados
pero hay un gran nimero de propuestas pendientes
de la adecuada consolidacién que se espera aporten
soluciones a problemas de creciente interés, como el
diagndstico precoz de la infeccidn fingica invasora
(IFI) en individuos inmunodeprimidos.

El diagnéstico molecular se basa principal-
mente en dos grandes pilares: la hibridacién de los
4cidos nucleicos y los métodos de amplificacion de
los mismos. Estos métodos permiten aumentar la
sensibilidad y la rapidez de la deteccion fuingica vy,
ademads, identificar al patégeno sin necesidad de
cultivarlo.
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Las técnicas de biologia molecular basadas
en deteccion de acidos nucleicos, a diferencia de las
inmunoldgicas, estan escasamente implantadas en
los laboratorios de microbiologia en general, por lo
que se dispone de pocos protocolos estandarizados
con el aval de un uso amplio y contrastado. No
obstante, algunas técnicas van consoliddndose para
su aplicacién en el diagndstico de rutina y, otras,
para estudios mds especializados propios de labora-
torios de referencia.

Ademads, una clara ventaja de los métodos de
deteccion de dcidos nucleicos frente al cultivo, es la
posibilidad de deteccion de patégenos en muestras
de pacientes que estdn recibiendo terapia antifiingi-
ca ya que la viabilidad del hongo no es impres-
cindible para el diagndstico aunque, obviamente,
puede haber disminuido la carga fingica en la
muestra por efecto del tratamiento recibido.

Los contenidos de este capitulo se han elabo-
rado para dar respuesta a cuestiones importantes,
algunas de las cuales no estdn definitivamente
resueltas, por ejemplo: ;qué muestras son las que
ofrecen un mejor rendimiento para la deteccién del
ADN fingico?, ;qué secuencia debe elegirse para su
uso en el diagnéstico rutinario?, jcudl es el método
optimo para extraer el ADN? y ;qué métodos de
amplificacién y deteccién son los mejores? En los
siguientes apartados se intenta contestar estas dudas,
ofreciendo un texto que pueda servir como punto de
partida a aquellos microbiélogos que empiezan a
interesarse por las herramientas de diagndstico mol-
ecular no inmunoldgicas.

20.2. Manejo de muestras
para la deteccion de
acidos nucleicos fungicos

Como en otros procedimientos de diagndstico
microbiolégico, es necesario obtener las muestras
de forma apropiada, siguiendo las normas generales
de asepsia y transporte rapido al laboratorio.
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Cuando se plantea aplicar técnicas de ampli-
ficacion de dcidos nucleicos es especialmente
importante ser muy cuidadoso con la asepsia. La
mayoria de estos métodos tienen una alta sensibili-
dad y son capaces de detectar cantidades muy
pequeiias de ADN fingico, por lo que una dosis
contaminante, aunque sea muy baja, puede ofrecer
un resultado positivo claro. Este aspecto es de
importancia extrema cuando se llevan a cabo méto-
dos basados en la amplificacién de secuencias uni-
versales para hongos.

De forma general, se recomienda no manipu-
lar las muestras en el mismo laboratorio en el que se
trabaja con cultivos flingicos. Ademads, si es posible,
el termociclador (aparato que realiza la amplifi-
cacion) debe estar situado en una habitacion o
cubiculo independiente del resto del laboratorio y sin
sistema de ventilacidn que genere corrientes de aire.

Para el diagndstico de las infecciones fingi-
cas, se puede utilizar practicamente cualquier tipo
de muestra clinica, desde liquidos orgdnicos a tejidos.
Las muestras que han sido mds ensayadas, hasta el
momento, son la sangre y el suero; aunque se dispone
de interesantes resultados con casi cualquier fluido
primariamente estéril, como liquido cefalorraquideo,
humor acuoso y vitreo, liquidos de derrames, lavado
broncoalveolar y diversos tejidos [1-6].

Las posibilidades de los métodos son en prin-
cipio muy amplias pero sin duda, el diagndstico pre-
coz de IFI es el objetivo de mayor interés y en el
que se han puesto mds expectativas en la aplicacién
de estas técnicas. En estos casos la muestra mas
estudiada ha sido la sangre total y los patdégenos de
mayor interés Candida y Aspergillus [7,8].

20.2.1. Peculiaridades en el manejo de
determinadas muestras

Suero. Aunque la sangre en principio es
mejor muestra que el suero o plasma, los primeros
protocolos aplicados para la extraccién de ADN de
estas muestras ofrecfan un bajo rendimiento, en gran
medida debido a la dificultad para romper las célu-
las flngicas y extraer con éxito suficiente cantidad
de molécula diana, ademds la presencia de hemoglo-
bina puede inhibir la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Asi pues, se considerd que la uti-
lizacién de suero como sustrato, ofreceria mejor
rendimiento ya que en el mismo se podrian detectar
fragmentos libres de moléculas de dcidos nucleicos.
Algunos estudios han ofrecido resultados positivos
en este sentido [9,10] pero actualmente, los proble-
mas planteados con la sangre total se van solucio-
nando y es minoritario el empleo de suero como
sustrato de estudio para deteccidon de dcidos nucle-
icos. De hecho este método tiene un bajo rendimien-

to ya que el dcido nucleico libre se degrada rapida-
mente y la concentracién de estas moléculas es
siempre mds baja que en sangre total.

Sangre. En ella se pueden encontrar estruc-
turas celulares fungicas completas en las que el
hongo se conserva con su genoma intacto. La pres-
encia de los envoltorios celulares propios de los
hongos generd, al comienzo, muchos problemas
para conseguir la extraccion del ADN, pero estas
limitaciones se han ido resolviendo y, actualmente,
el problema que genera la sangre total depende
sobre todo de los componentes que interfieren con
la PCR. Por tanto, es conveniente tratar la sangre
(lisando los hematies) antes de procesarla para
extraccion de dcidos nucleicos.

Otros fluidos estériles. Los fluidos primaria-
mente estériles como liquido cefalorraquideo, liqui-
do sinovial, liquido pleural, liquido ascitico, humor
acuoso, humor vitreo y otros, no suelen precisar
tratamiento antes de la extraccion de dcidos nucle-
icos. En caso de que sean liquidos hemorragicos hay
que hacer una lisis previa de hematies. Las células
de la serie blanca, muy abundantes en liquidos puru-
lentos, pueden contener elementos flingicos en su
interior y son muy Uutiles por conservar la molécula
diana. Estas células se lisardn durante el proceso de
extraccion del ADN.

Muestras oculares. Las muestras de endof-
talmitis y queratitis deben ser tomadas en condicio-
nes estériles y preferiblemente por el oftalmélogo.
En endoftalmitis, el medio extracelular debe ester-
ilizarse con solucién iodada de povidona 5% antes
de la extraccion de la muestra. Siempre es preferible
dejar el fluido extraido (vitreo o acuoso) en la
jeringuilla, transportarla al laboratorio a 4°C y
procesarla inmediatamente en un ambiente estéril.
En las queratitis se realiza un raspado con espdtula
de Kimura, después de instilar anestésico topico, y
las células se depositan en agua destilada estéril que
se trabajard como muestra [3].

Muestras tisulares. Las biopsias tienen una
buena rentabilidad, aunque para conseguirlas deben
realizarse técnicas invasoras no indicadas en todos
los enfermos. Es importante manejarlas como mues-
tras de diagnéstico molecular desde el momento en
que se extraen del paciente, ya que el tratamiento
habitual de las mismas con fijadores como el for-
mol, las invalida como material de trabajo para las
principales técnicas de diagndstico molecular.

Lavado broncoalveolar. Las muestras res-
piratorias tienen una especificidad menor, debido
a los falsos positivos que genera la presencia de
Aspergillus, y otras especies fungicas, que colonizan
el tracto respiratorio. En el caso de utilizar lavados
broncoalveolares, muestras presuntamente estériles,
la sensibilidad, la especificidad y los valores predic-
tivos positivo y negativo son superiores a los de
otras muestras, segtin han demostrado algunos estu-
dios [11,12].
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20.3. Técnicas de extraccion

La preparacion de la muestra puede tener un
impacto muy significativo en la sensibilidad y
reproducibilidad del método diagndstico. En general,
el método de preparacion de la muestra debe liberar
el ADN intracelular, rompiendo la pared de la célu-
la fingica, la membrana celular y la membrana
nuclear. Ademas, debe concentrar las moléculas
blanco del ADN que puedan estar presentes en
pequeiias cantidades y debe eliminar los restos de
proteinas, contaminantes, posibles inhibidores y
otros materiales extrafios, sin que se degrade el
acido nucleico [13].

Existe una gran diversidad de protocolos
individualizados y técnicas caseras de extraccion.
Las divergencias entre ellos se centran fundamental-
mente en el método de ruptura de envoltorios.
Todos los hongos no presentan las mismas necesi-
dades en este sentido, de forma que algunos se lisan
de manera sencilla con un choque osmético y deter-
gentes, mientras que otros precisan de la combi-
nacién de varias estrategias para poder exponer el
genoma. En general, los mecanismos de ruptura y
lisis de pared y membranas pueden ser de tres tipos:
mecdnico, osmoético y enzimdtico o bioquimico,
pudiéndose combinar entre ellos.

A pesar de tanta variedad, existen protocolos
ya estandarizados de uso muy frecuente para un
amplio nimero de especies fungicas. Entre los pro-
tocolos de extraccion comercializados, Microbial
DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratorios, CA,
EE.UU.) y QIAmp DNA Mini Kit (QIAGEN, CA,
EE.UU.) son fiables pero su precio es elevado; entre
los protocolos de extraccion caseros, el publicado
por White y col. es uno de los que presenta mayores
garantias [14].

En caso de no disponer de un protocolo
estandarizado, algunos detalles practicos pueden
ayudar a elegir entre los disponibles. Un aspecto
importante es el tipo de muestra (con o sin
inhibidores) y la cantidad de que se dispone de la
misma. En general los métodos de biologia molecu-
lar no precisan de grandes cantidades de muestra, de
hecho es otra de las ventajas de estas técnicas, pero
en ocasiones hay que tenerlo en cuenta (muestras
oculares) para elegir métodos con alto rendimiento
[3]. Por otra parte, es muy importante valorar la
presencia de la diana que se va a tratar de detectar.
Algunos métodos de extraccién suponen una gran
pérdida del ADN, o una dilucién sustancial de este,
durante el procesado de la muestra. Cuando la técni-
ca elegida incluye la amplificacién de la diana, el
problema es menor que si se han elegido técnicas de
hibridacién u otras que no multiplican la secuencia
a detectar. Las dianas que estdn presentes en un alto
numero de copias a lo largo del genoma del hongo
originan menos problemas en este sentido. Si
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ademds se utilizan técnicas de amplificacién de las
mismas, el efecto de pérdida de ADN asociado a la
extraccion es menor. Por dltimo, y muy importante,
es imprescindible tener en cuenta las peculiaridades
del hongo a detectar, especialmente la posible pre-
sencia de envoltorios u otras estructuras celulares
que limiten la efectividad de la extraccién (como la
presencia de una gruesa cdpsula). Muchos de los
primeros fracasos en la aplicacién de estos métodos
en micologia, se debieron a la dificultad que presen-
tan la mayoria de los hongos para la ruptura de sus
envoltorios. Algunos protocolos de extraccion pre-
cisan combinar mas de un método de lisis celular,
para garantizar esta ruptura. Ademds, con una deter-
minada muestra es posible que un protocolo permita
extraer ADN de una levadura como Candida pero
no de otra como Cryptococcus. El protocolo a
seguir se puede perfilar muy bien cuando existe una
clara sospecha diagndstica, pero cuando se quiere
extraer ADN de cualquier hongo que pueda estar
parasitando un determinado tejido el problema es
mds complejo.

Por lo tanto, la eficacia diagndstica de los
distintos métodos moleculares dependerd en gran
medida de la técnica de extraccidn utilizada. En tér-
minos generales, los métodos de extraccion deben
seguir protocolos universales y, si es posible, deben
estar comercializados. Ademas, se debe intentar
mejorar su capacidad de concentracion y purifi-
cacion de los dcidos nucleicos mediante procesos de
automatizacion o mediante tratamientos especificos
(sonicacion, congelacion, etc.).

Asi pues, cuando no existe un protocolo
estandarizado es necesario valorar una serie de
requisitos:

e Tipo de muestra: con o sin posibles inhibidores
de la polimerasa.

o Cantidad de muestra: en general se precisan
cantidades bajas.

e Diana a detectar: De bajo o alto nimero de
copias en el genoma.

e Envoltorios celulares: Presencia de cdpsula u
otros.

Habitualmente, la ruptura de los envoltorios
celulares fungicos se realiza mediante diferentes
métodos:

e Mecdnicos: sonicacion, congelacion, agitacion
con perlas de vidrio o “tips”.

e Quimicos: detergentes o agentes quimicos (urea,
SDS).

e Enzimdticos: proteinasa K, novozima, zimolasa.

Ademds de la ruptura de la pared y otras
estructuras, todos los protocolos deben incluir
agentes que precipiten y “limpien” de restos celu-
lares la muestra. Para ello lo mas frecuente, es
aplicar la denominada “extraccion fendlica” que,
después del sistema que corresponda de ruptura de
envoltorios, permite obtener una muestra de dcido
nucleico limpia y en cantidad suficiente.
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Un consejo...

» Para garantizar un buen resultado en la técnica de
amplificacion de ADN de la muestra, es
importante que esta sea lo mas limpia posible, de
modo que, en la medida que se pueda, se debe
eliminar todo material acompafiante que no esté
relacionado con el genoma flngico que se quiere
detectar. Si la muestra presenta muchos restos
celulares (aparece una interfase sucia durante
la fenolizacién), se debe repetir la extraccion fend-
lica. Esto produce una pérdida de ADN en cada
procesado, pero es preferible menos cantidad de
ADN y que este esté limpio a mayor concentracién
de ADN pero con inhibidores en la muestra.

En la Tabla 20.1 se exponen los resultados de
un estudio recientemente publicado [15] que analiza
algunos de los métodos utilizados en la extraccion
de ADN a partir de Candida (proteinasa K-fenol-
cloroformo —PKFC-; Lisis por calor y tiocianato de
guanidinio —-LCTG-; QIAmp DNA; HighPure PCR
template y DNAzol). Estos resultados muestran una
amplia variacién en los limites de deteccidn, el
tiempo de procesamiento y el coste, en funcién del
protocolo de extraccion utilizado.

20.4. Seleccion de la molécula diana

Las moléculas utilizadas como blanco de
deteccion en las pruebas desarrolladas para el diag-
néstico de las micosis incluyen tanto genes mito-
condriales como nucleares, de una o multiples
copias (Tablas 20.2, 20.3, 20.4 y 20.5) [13]. En gen-
eral, los métodos diagndstico moleculares que uti-
lizan genes multicopia ofrecen mejores resultados
que aquellos que emplean genes con una sola copia.
La diana multicopia mas utilizada son los genes

ribosémicos. De un modo prictico, pueden conside-
rarse las dianas ribosémicas y las no ribosémicas
como dos categorias diferenciadas para valorar los
distintos métodos de deteccidén de hongos.

20.4.1 Dianas no ribosdmicas

Entre las dianas no ribosémicas se incluyen
las secuencias que codifican a) proteinas de tipo
funcional, como el citocromo P450 de Candida [16],
implicadas en funciones vitales para el género o la
especie o en funciones caracteristicas del grupo y
b) proteinas de tipo estructural (gen de la actina o pro-
teinas del ribosoma) [17]. También se han utilizado
como dianas secuencias que amplifican telomeros
de genes mitocondriales [18] y secuencias no especi-
ficas y arbitrarias que se utilizan para hibridacién y
amplificacion al azar por PCR (AP-PCR) [19].

20.4.2 Dianas ribosémicas

La regiéon gendmica mds frecuentemente uti-
lizada para detectar ADN fungico e identificar
especies, es la que incluye el complejo ribosomal
(genes 18S, 5.8S y 28S). Estos genes contienen
secuencias conservadas comunes a todos los hongos
y también, dominios variables y regiones espaciado-
ras internas (ITS), altamente variables. Las secuen-
cias conservadas se pueden utilizar para detectar la
infeccién flingica, mientras que las variables se
pueden emplear para la identificacién de las
especies implicadas. Esta regién ademds, se encuen-
tra en el genoma en un alto nimero de copias. En
levaduras concretamente, se estiman unas 150
repeticiones en tandem de los genes ribosémicos
[20] lo que garantiza la sensibilidad del método de
deteccion. De hecho, se han obtenido magnificos
resultados en este sentido con dichas secuencias
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Tabla 20.1. Comparacion entre distintos métodos de extraccion de ADN en sangre inoculada con Candida.

Método Rango de Pureza Limite de deteccion Tiempo Costo/muestra
ADN* (UFC/mly** (h)=** €)
PKFC 1,13 (1,12-1,6) 1.000 2,75 0,6
LCTG 1,75 (1,3-1,8) 10 2,50 0,5
QIAmp DNA 1,66 (1,02-1,7) 10 0,5 3,8
HighPure PCR 1,02 (1,0-1,12) 100 0,75 56
DNAzol 1,02 (0,96-1,1) 10.000 1 1,7

* La pureza media del ADN se determiné mediante espectrofotometria.
** El limite de deteccién fue el nimero minimo de UFCs, con el que se detecté una sefial positiva de PCR en 5 repeticiones.

***Tiempo medio de extraccion de ADN en seis muestras distintas.
Pfizor
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Tabla 20.2. Genes empleados para la deteccion de fungemia por Candida y/o evidencia histopatolégica de
candidiasis.
Gen Método °C de N° de Deteccion Muestra N° positivos / N° pacientes (%)
hibridacion* ciclos* .
Pacientes
e . Controles
candidiasis invasiva
Actina PCRe 55! 30 Hibridacion sonda Suero 11/14 (78’6) 0/29 (0)
radioactiva
Sintetasa PCRe 54 30 Southern blotting Sangre 15/16 (93'4) 0/34 (0)
quitina
P450 PCRa 55/45 35/35 Bromuro Etidio Suero 16/18 (88’9) 0/6 (0)
ITS PCRe 55 40 Enzimoinmunoanalisis ~ Suero 28/28 (100) 3/31 (9'7)
18S ARNr PCRe 62 85] Southern blotting Sangre 8/8 (100) 3/100 (3)
P450 PCRe 59 40 Restriccion con Sangre 13/14 (9279) 18/58 (31)
endonucleasas
PCRe: PCR estandar; PCRa: PCR anidada.
*: Valores de temperatura de hibridacién y nimero de ciclos de la primera y segunda PCR.

Tabla 20.3. Deteccidn de acidos nucleicos en pacientes con histologia y/o aspergilosis invasora probada.

Gen Método °C de N° de Deteccion Muestra N° positivos / N° pacientes (%)
hibridacion* ciclos*

Pacientes
. Controles** %
aspergilosis probada
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Proteasa PCRe 63 42 BrEt/S.B. BAL 4/4 (100) 6/46 (13)
alcalina

26S ITS PCRe 56 32 BrEt/S.B. Respiratorias 3/3 (100) 4/17 (23,5)
18S ADNr PCRe 62 40 BrEt/S.B. BAL 4/4 (100) 0/14 (0)
Mitocondrial PCRc 60 40 BrEt/Hib. BAL 3/3 (100) 12/49 (24,5)
18S ADNr PCRa 50/65 30/30 BrEt/S.B. Suero 14/20 (70) 0/20 (0)
Micocondrial PCRc 55 45 ELISA BAL 2/6 (33.3) 0/19 (0)
Mitocondrial PCRe 58 40 ELISA BAL 3/3 (100) 0/57 (0)
18S ADNr PCRa 50/65 30/30 BrEt Suero 4/4 (100) ND

18S ADNr PCRe 62 35 ELISA Sangre 717 (100) 0/10 (0)
18S ADNr PCRa 57/60 40/30 BrEt Suero 4/4 (100) ND

18S ADNr PCRa 65/65 23/35 BrEt Sangre 6/6 (100) 1/188 (0,53)
18S ADNr PCRa 65/65 23/35 BrEt BAL 6/6 (100) 4/188 (2,1)
ARNr grande PCRa 58/58 31/31 BrEt Suero 6/6 (100) 4/19 (21,1)
28S ADNr PCR 60 45 Fluorescencia Suero 6/6 (100) 0/39 (0)
ARNt PCR 60 40 FRET Sangre 6/7 (86) 4/50 (8)

PCRe: PCR estandar; PCRa: PCR anidada; PCRc: PCR competitiva; BAL: Lavado broncoalveolar; BrEt: tincion con bromuro de etidio;
S.B: Southern blotting; ELISA: Enzimo Inmunoanélisis; ND: no determinado.

*: Valores de temperatura de hibridacién y nimero de ciclos de la primera y segunda PCR.

**: Incluye personas sanas y/o pacientes colonizados y/o pacientes con otras infecciones.

ribosémicas [3,21,22]. La organizaciéon de Gen de la subunidad 18S. Los primeros
este complejo en los hongos, representada en la estudios que utilizaron el complejo ribosomal como
Figura 20.1, permite disefiar sondas y cebadores que diana, se concentraron en el gen 18S del ADN. La
hibriden y detecten tanto secuencias muy conser- comparacion de las secuencias nucleotidicas dentro
vadas e inespecificas, como variables y muy especi- de esta region ha sido un método muy dtil para taxo-
ficas, dependiendo del objetivo del método. nomia de base filogenética. Sin embargo, su uso en
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Tabla 20.4. Marcadores moleculares utilizados en la deteccion de criptococosis y otras micosis endémicas.
Organismo Método Deteccion Blanco Tamafo amplicon °C de Ne ciclos
amplificacion (pb) hibridacion*
Blastomyces dermatitidis PCRe Sonda 28S ADNr 315 50 50
PCRe BrEt-FCES ITS 55 30
Coccidioides immitis PCRe Sonda 28S ADNr 200 50 50
Cryptococcus neoformans  PCRa BrEt ADNr 183 66 31
PCRe Sonda 28S ADNr 197 50 50
PCRe SSPC 18S ARNr 343 55 31
PCRe S.B. 18S ADNr 345 62 50
PCRa S.B. Gen URA5 345y 236 63 36
PCRa BrEt ITS 415 55/55 20/30
PCRe BrEt-FCES ITS 315 65 30
Histoplasma capsulatum PCRe Sonda 28S ADNr 299 50 50
PCRe BrEt-FCES ITS 55 30
Penicillium marneffei PCRe BrEt-FCES ITS 280-283 55 30
Paracoccidioides spp. PCRe Sonda 28S ARNr 220 55 38
PCRe: PCR estandar; PCRa: PCR anidada; BrEt: tincion con bromuro de etidio; S.B: Southern blotting; FCES: Sistema electroforesis capilar fluores-
cente; SSCP: Polimorfismo conformacion cadena sencilla.
*: Valores de temperatura de hibridacién y nimero de ciclos de la primera y segunda PCR.

Tabla 20.5. Valores minimos de deteccion de los métodos de deteccion en el

diagnéstico de candidiasis invasoras.

ADN blanco Método Deteccion Limite de deteccion

Actina PCRe Sonda radioactiva 0 cel/0’1 mi

HSP PCRe BrEt 100 UFC/ml

ADN mitocondrial PCRe S.B. 3 cel/0’1 ml

ADNr PCRe REA 15 cel/0™1 ml

Sintetasa quitina PCRe S.B. 10 UFC/0’1 ml

P450 PCRa BrEt 1 pg de ADN

P450 PCRe S.B. 10-20 cel/0’1 ml

5S ADNr + NTS PCRe BrEt 15 UFC/ml

58S ADNr + ITS PCRe EIA 2 cel/0’2 ml

18S ADNr PCRe S.B. 10-15 UFC/0’1 ml

18S ADNr PCRe BrEt-S.B. 10-100 cel/ml

18S ADNr ISH — 2-3 cel/0’5 ml

18S ADNr PCRe S.B. 1 UFC/ml

18S ADNr PCRe ELISA 5 UFC/ml
Abreviaturas: NTS: espaciadores no transcritos; HSP: Proteina choque térmico; PCRe: PCR estandar; PCRa: PCR
anidada; ISH: Hibridacion “in situ”; BrEt: tincion con bromuro de etidio; S.B: Southern blotting; REA: analisis de
restriccion por endonucleasa.

identificacion tiene limitaciones. Por una parte, la
gran homologifa de secuencia dentro de los hongos
no permite en muchos casos diferenciar especies y
por otra, la gran longitud del gen exige comparar
largas secuencias nucleotidicas. No obstante,
pueden encontrarse diversas técnicas moleculares de

diagndstico que analizan esta regién mediante
amplificacién por PCR y/o hibridacién. De hecho
existen sondas especificas y cebadores para detectar
Candida [23], Aspergillus [24,25,27], Trichophyton,
Microsporum, Saccharomyces, Cryptococcus,
Malassezia, Histoplasma 'y Penicillium [7,26].
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Figura 20.1. Estructura del ADN ribosémico, con los fragmentos ITS (Internal Transcriber Spacers). La amplificacién de estas zonas de ADNr
utilizando los iniciadores ITS-1 e ITS-4 y posterior secuenciacion de los fragmentos amplificados, permite diferenciar entre la mayoria de las
especies fungicas. La técnica de PCR en tiempo real permite automatizar el proceso y cuantificar la deteccién.

Gen de la subunidad 28S. Ha sido utilizado
principalmente para estudios filogenéticos. Presenta
regiones variables pero su tamafio es superior al del
gen 18S. Resulta una region vélida para diferen-
ciacién en niveles taxondmicos altos (por encima de
especie). Existen trabajos que utilizan esta region
para detectar infeccion fungica por amplificacion
mediante PCR, pero centrandose en las regiones
variables [2].

Region de los espaciadores. Esta region
incluye los espaciadores intergénicos ITS1 e ITS2 y
el gen de la subunidad 5.8S. Actualmente, este es el
fragmento mads utilizado como diana para la detec-
cion e identificacion de hongos. El fragmento com-
pleto tiene una longitud aproximada de 600 pares de
bases (su tamaflo varia seguin la especie). El gen
5.8S no es valido para filogenia ni identificacion,
pero es una excelente diana para unién de cebadores
universales puesto que la secuencia estd muy
conservada y es de pequefio tamafio. Las regiones
espaciadoras tienen secuencias con variabilidad
interespecie (con algunas excepciones). En conjunto
ofrecen una magnifica diana puesto que las regiones
conservadas facilitan el disefio de cebadores que se
unen en todos los hongos; ademas, el fragmento que
flanquean posee secuencias variables para las dife-
rentes especies de un género. Por otra parte, el
pequefio tamafio del segmento facilita el estudio y
comparacion de la secuencia. La mayoria de las
técnicas moleculares se centran en el estudio de esta
region [3,28,29].

El hallazgo de zonas variables, como los
fragmentos ITS 1 y 2 del ADN ribosémico (ADNr)
o las zonas D1/D2 del 28S de ADNIr, estdn despla-
zando las pruebas basadas en la deteccion del 18S.
Para seleccionar la diana mds adecuada en cada
caso primero hay que preguntarse ;qué se busca?
Obviamente, se busca ADN fiingico pero es impor-
tante definir una de las dos estrategias posibles:
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1. Inespecifica (métodos no orientados): Detecta
cualquier hongo que se encuentre en la muestra.

2. Especifica (métodos orientados): Detecta hongos
de una especie determinada, por ejemplo
Candida albicans, o de un género concreto
(Candida, Aspergillus, etc.).

Para cada uno de los planteamientos se
combinard una diana determinada y un método de
deteccién. Se pueden detectar dianas diferentes
aunque se trabaje en la misma region del genoma
(ADN ribosémico) y, dependiendo de la
metodologia utilizada, desarrollar una estrategia de
tipo especifico o inespecifico.

20.5. Métodos de amplificacion
y deteccion

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR
— Polymerase Chain Reaction) ha sobrepasado a
otras técnicas de diagndstico basadas en los dcidos
nucleicos, como el Southern Blot, debido a su
simplicidad, sensibilidad, rapidez y especificidad.
La PCR permite la amplificacion de la region del
genoma seleccionada para andlisis, en un tiempo
minimo (aproximadamente 3" h). No obstante, los
métodos de hibridacién siguen teniendo cierto lugar
en diagndstico, por lo que se comentan brevemente.
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Figura 20.2. Representacion del proceso de amplificacién de fragmentos de &acido nucleico medinte la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Lo tres pasos que se repiten representan un ciclo completo, con las fases de desnaturalizacién (separacion de cadenas),
unién de los cebadores a cada hebra y sintesis de la copia del fragmento diana. El proceso se repite tantos ciclos como se programe, obtenién-

dose un elevado nimero de copias idénticas de la diana.

20.5.1. Técnicas de hibridacion

Emplean sondas de ADN para detectar la
presencia de un organismo determinado. La sonda
es una cadena tnica de ADN que se ha sintetizado
para que sea complementaria a la secuencia que se
quiere detectar y que va marcada para poder identi-
ficarla después de la hibridacion. Las técnicas mas
extendidas dentro de este grupo son las que detectan
ADN ribosémico de Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Penicillium marneffei y Cryptococcus neoformans.
Algunas de estas técnicas se han llegado a comer-
cializar empleando quimioluminiscencia como
sistema de revelado (AccuProbe: Gen-Probe,
San Diego, EE.UU.). Se parte de una pequefia
porcién de la colonia a identificar, se extrae el RNA
y luego se permite que hibride con sondas marcadas
con ésteres de acridina, captdndose la luz emitida
por medio de un luminémetro [7].

Las pruebas de hibridacién in situ se han
empleado para localizar dcidos nucleicos de los
microorganismos en tejidos. Esta técnica ha sido
usada para la identificacién de Candida spp. y
Aspergillus spp. Aunque el proceso es rdpido y
sencillo de realizar, la sensibilidad de la prueba es
frecuentemente mds baja que las pruebas de amplifi-

cacion de acidos nucleicos. La hibridacién in situ
y revelado mediante la observacién microscdpica
de fluorescencia, se ha aplicado también para la
identificacion de Candida spp. y algunos hongos
filamentosos directamente en muestras clinicas.
Habitualmente, la diana empleada es el fragmento
18S del RNA ribosémico, que tiene una especifici-
dad limitada, con abundantes falsos positivos.

20.5.2. Técnicas de amplificacion

Ademads de la PCR convencional tltima-
mente ya estdn apareciendo trabajos para la detec-
cién de ADN fiingico mediante PCR a tiempo real.
La PCR consiste bdsicamente en la localizacién de
secuencias especificas por complementariedad de
bases, como en la hibridacién; pero una vez
halladas, la PCR las copia multiples veces amplifi-
cando su presencia y por tanto su sefial mientras que
la hibridacién simplemente las marca. En la hibri-
dacidn suelen utilizarse compuestos que emiten una
sefial fluorescente para marcar las secuencias diana.
El producto (amplicén) generado en la PCR cldsica
se suele detectar mediante electroforesis en gel de
agarosa, tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 20.3. Obtencion de fragmentos especificos de acido nucleico mediante la técnica de la PCR anidada. Se parte del producto de la
primera PCR (Figura 20.1) y se somete a una nueva amplificacién que puede ser: con cebadores nuevos que hibriden en regiones comprendi-
das en la primera diana (PCR Anidada o Nested PCR); o con un cebador igual a la primera amplificacién junto con uno nuevo que hibrida

dentro de la regién amplificada (PCR Semianidada o Seminested PCR).

20.5.3. Combinaciones de ambas técnicas

Existen otras técnicas en las que basicamente
se utiliza la PCR para obtener una gran cantidad de
fragmento diana y, posteriormente, la hibridacién
como método para detectar la presencia de dicha
secuencia. Estas técnicas pueden combinarse con
métodos moleculares inmunolégicos que general-
mente aportan el sistema de marcado de secuencias
especificas. De esta forma, puede plantearse la
hibridacién con una sonda complementaria del
amplicén y la deteccién mediante inmunoanalisis
(EIA), que proporciona una lectura colorimétrica o
fluorescente automatizada.

20.5.4. Principales técnicas de deteccion e
identificaciéon de ADN fungico
basadas en la PCR

La PCR amplifica una region especifica del
genoma mediante unos cebadores (Figura 20.2).
Diferencidndose entre las que usan cebadores
especificos (busqueda orientada) y aquellas que
usan cebadores universales para detectar cualquier
tipo de ADN ftngico en la muestra. En el primer
caso, un resultado positivo en la PCR ya indica el
género o especie flngica; en el segundo, solo indica
la presencia de un hongo en la muestra pero sin
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conocer su especie. Posteriormente, para identificar
la especie se puede elegir entre una amplia gama de
técnicas moleculares, cada una de ellas con sus
ventajas e inconvenientes.

Identificacion orientada: busqueda especifica

Estas técnicas permiten la identificacion de
hongos en el dmbito del género o de la especie, en
base a la utilizacién de sondas o cebadores disefia-
dos especificamente para detectar una secuencia
conocida de un hongo concreto.

PCR simple. Amplificacién mediante una
pareja de cebadores especificos de género o especie,
dependiendo del objetivo planteado (Figura 20.2).

PCR anidada. Se incorpora una segunda
pareja de cebadores para una segunda amplificacion
en la que se utiliza como diana el producto amplifi-
cado en la primera PCR. Esta técnica tiene también
una modificacién llamada “PCR-semianidada”
(snPCR) en la que la segunda PCR mantiene uno de
los cebadores de la primera y aflade uno nuevo que
acorta la region amplificada y detecta fragmentos
mads especificos, generalmente especie-especificos.
Se ha comprobado una alta efectividad en la detec-
cién de especies patégenas de Candida (C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata y C. parapsilosis)
(Figura 20.3).
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PCR muiltiple. Varias parejas de cebadores
se utilizan en una misma PCR. Este método ha sido
ensayado en identificacion de hongos filamentosos
[30] y diferentes especies de Candida [1,31].

PCR con posterior hibridacion con sondas
especificas. PCR con cebadores universales seguida
de hibridacién con sondas oligonucleotidicas
especificas de especie. Este método ha sido utilizado
en la identificacion de muchas levaduras y hongos
filamentosos patdgenos [32]. Los trabajos desarro-
llados para detectar candidemias o aspergilosis con
PCR-EIA han demostrado una elevada efectividad,
ademds de aumentar el nimero de muestras
analizables y realizar la semi-cuantificacién de las
mismas.

Identificacion no orientada: busqueda
inespecifica

PCR y polimorfismos de tamaiio. Este
método consiste en diferenciar individuos en fun-
cion del tamafio de una diana determinada, tras su
amplificacién por PCR y separacion en gel de
agarosa. Dependiendo de la variabilidad de tamafio
de la region amplificada se podrd aplicar a la identi-
ficacién en diferentes niveles taxondémicos. Hay
trabajos en los que se ha aplicado este método
a la identificacion de levaduras (Candida y
no—Candida), de hongos filamentosos, como
Aspergillus, y de ciertos dermatofitos. Algunos de
estos estudios comparan el tamafio de la region
ITS2 tras su amplificacion por PCR [28,33].

PCR-RFLP. PCR y polimorfismo de tamafio
de fragmentos de restricciéon (RFLP: Restriction
Fragment Length Polymorphism). Este método
amplifica la diana seleccionada y analiza la secuen-
cia del fragmento obtenido a través del resultado
que ofrece la digestién del mismo con diferentes
enzimas de restriccién. Cada enzima de restriccion
tiene una secuencia especifica que es su sefial para
cortar el ADN. El resultado de la digestién de un
fragmento con una determinada enzima, depende
directamente de la secuencia de nucleétidos de ese
fragmento. Cuanto mds se asemejen en secuencia
dos fragmentos, mds similar serd el patrén de
restriccion obtenido. La técnica se ha utilizado en
numerosas experiencias para identificacién de
levaduras mediante digestion de la region del gen
5.8S y sus espaciadores [34].

PCR-SSCP. PCR y polimorfismo de confor-
macién de hebra simple (SSCP: Single Strand
Conformational Polymorphism). Ademds de la iden-
tificacion basada en el tamafio del fragmento ampli-
ficado, esta técnica tiene en cuenta la composicién
nucleotidica para identificar especies. Para hebras
del mismo tamafo, la migracion serd diferente
segin su composicion en nucleétidos; posterior-

mente, se analiza la migracion que hacen las hebras
simples de ADN del fragmento amplificado por
PCR. Las diferencias en el desplazamiento en el gel
permiten su identificacion [24]. Esta técnica no
valora el orden en que aparecen los nucledtidos en
el fragmento.

PCR y secuenciacion del ADN. Este método
aporta la maxima informacién puesto que valora el
tamaflo, la composicién nucleotidica y el orden
de las bases en el fragmento de ADN en estudio.
Las secuencias de las zonas ITS y de las D1/D2 se
emplean en la identificacién de la mayoria de
especies fungicas. Las secuencias se introducen en
programas informdticos, que comparan la cepa
problema con las secuencias de cepas control, cono-
cidas por bases de datos de referencia, como el Gen
Bank (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/ genbank/
index.html) o el EMBL (http: //www.ebi.ac.uk/).
Las comparaciones deben realizarse con cepas cuya
identificacion no ofrezca dudas y que provengan de
centros de referencia acreditados.

Este planteamiento ofrece nuevas posibili-
dades a la microbiologia asistencial, pues pueden
identificarse y distinguirse la practica totalidad de
las especies fungicas. De esta forma, si la secuen-
ciacién de los fragmentos antes seflalados no
permite distinguir entre especies, pueden emplearse
otras dianas como factores de elongacion, la beta-
tubulina, etc.

PCR a tiempo real (Real Time PCR).
Con esta técnica, la recoleccién y el analisis de
datos se producen al mismo tiempo que la reaccién
de amplificacién de dianas. Para ello, al mismo tubo
de reaccion se afladen marcadores de ADN o sondas
fluorescentes; de esta forma, durante la amplifi-
cacion se mide la aparicion de ciertos componentes
y asi es posible recoger y analizar los datos al
mismo tiempo (Figura 20.4). Por lo tanto, con esta
técnica no hay transferencia de muestras, no se
afladen nuevos reactivos ni tampoco se utiliza el gel
de agarosa para ver los resultados. Con todo ello se
consigue minimizar el problema de la contami-
nacién denominada “carry over” que proviene
de los mismos amplicones obtenidos en PCRs ante-
riores. La cantidad de ADN diana inicial determina
el incremento de fluorescencia que se va obteniendo
en cada ciclo.

El sistema mds utilizado en los laboratorios
asistenciales es el LightCycler (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). Esta tecnologia combina la
amplificacidn rdpida en capilares mediante aire
caliente, junto a la deteccién simultdnea del
amplicon, mediante un sistema de marcado con
fluorocromos. El sistema de deteccion se basa en la
transferencia por resonancia de energia fluorescente
con dos sondas especificas distintas. La primera
sonda de hibridacion marcada con fluoresceina y
una segunda sonda de hibridacién marcada con el
fluoréforo LightCycler Red 640. Ambas sondas
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Figura 20.4. Representacion del sistema de amplificacién y lectura
de PCR a tiempo real (real time PCR). La union de SYBR® Green |
a la doble cadena de ADN durante su sintesis va acompanada de
la emisién de una sefial que permite detectar en cada momento la
presencia del fragmento diana y extrapolar la cantidad de la misma
en la muestra inicial.

hibridan con el amplicén en posicién cabeza-cola,
es decir que el marcador fluorescente y el fluoréforo
quedan muy préximos. En esa posicion se produce
una transferencia de energia entre ambos, lo que
determina la emisién de fluorescencia que es medi-
da por el sistema, siendo proporcional a la cantidad
de ADN generado durante el proceso de PCR. A dia
de hoy, la fluorescencia con SYBR Green I es el
indicador de eleccion para la PCR a tiempo real,
pero existen variantes dependiendo del marcador y
la técnica utilizada [5,15,35].

Esta tecnologia presenta ventajas evidentes:
la amplificacién y deteccidn se realizan en los mis-
mos tubos cerrados o capilares (lo que minimiza la
contaminacién), es un proceso rdapido (<2 h),
automatizable y, ademads, permite la comparacion de
resultados entre laboratorios.

Hasta la fecha, se han publicado varios estu-
dios sobre la utilidad de la PCR-tr en el diagndstico
directo de las infecciones flingicas. Sobretodo, en la
deteccién de Aspergillus en enfermos de alto riesgo.
Aunque se han empleado diferentes técnicas y
amplificado diversas dianas, el ADN ribosémico y
el ADN mitocondrial han sido los més utilizados,
especialmente secuencias de la zona 18S ¢ 28S del
ADN ribosémico. Para la amplificacion de estas
zonas se han utilizado sondas marcadas del tipo
Tagman, FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) o iniciadores especificos y fluorocromos
del tipo SYBRGreen. Los resultados de estos traba-
jos han sido variables, dependiendo del grupo de
pacientes, de las muestras utilizadas y de las com-
paraciones utilizadas. En términos generales, las
técnicas de PCR-tr detectan con eficacia Aspergillus
Spp. en muestras respiratorias, mostrando una
rentabilidad superior a la de los cultivos tradi-
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cionales. Sin embargo, la rentabilidad desciende en
muestras sanguineas. En algunos centros con gran
cantidad de pacientes oncohematolégicos, la PCR-tr
se utiliza como prueba complementaria de la detec-
cién de galactomanano y de la tomografia axial
computarizada de alta resolucion.

20.6. Métodos de
tipado intraespecie

Las técnicas de tipado de las especies flingi-
cas se desarrollaron a partir de las utilizadas para la
clasificacion de las bacterias. En los dltimos afios,
se estan aplicando varias técnicas que han demostra-
do su capacidad para el tipado aunque la utilidad de
las mismas depende de la especie en cuestion.
Ademas, no todos los métodos tienen las mismas
aplicaciones, ya que algunos ayudan a tipificar
brotes de infeccidn, con cepas relacionadas tempo-
ral y espacialmente, y otros sirven para realizar estu-
dios de genética de poblaciones.

En la tabla 20.6 se incluyen las técnicas uti-
lizadas en la tipificacion de las especies flingicas.
Histéricamente, el primer método empleado en
micologia fue el andlisis con enzimas de restriccion
o RFLP de genoma total, pero su escaso poder de
discriminacién hizo que fuera reemplazado por
otros métodos [36]. De esta forma, una de las posi-
bilidades es complementar el andlisis de enzimas de
restriccion con métodos de ADN fingerprinting,
procedimiento que sirve para simplificar el patrén
de bandas a analizar tras la electroforesis. Esta téc-
nica se ha convertido en la técnica de referencia
para tipificar muchas levaduras, como C. albicans.
Para tipar cepas de esta especie se emplean sondas
del tipo 27A y Ca3, con multiples copias, o repeated
DNA sequences (RDS), algunas de las cuales han
sido incluidas en sistemas semi-comerciales.
También se ha utilizado el método de fingerprinting
con pequeiios fragmentos u oligonucledtidos, general-
mente con los llamados mini y microsatélites.

Otra de las técnicas desarrolladas en los ulti-
mos afios es la electroforesis en campo pulsante,
método empleado para separar cromosomas o frag-
mentos grandes de ADN. Es un método tedioso,
caro y, ademds, su capacidad de diferenciacién no
es muy elevada para la mayoria de las especies.

También se han utilizado técnicas que no uti-
lizan el ADN como diana, este es el caso de las
isoenzimas o electroforesis de enzimas multilocus.
Este método detecta sustituciones de aminoécidos y
se ha utilizado para realizar genética de poblaciones.
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Tabla 20.6. Técnicas utilizadas en la tipificacion de
las especies flingicas.

-

. Andlisis con enzimas de restriccion (RFLP, Restriction
Fragments Length Polymorphism)

2. Anélisis de enzimas de restriccion con métodos de
simplificacion de ADN fingerprinting

3. Andlisis de enzimas de restriccion con métodos de
amplificacién con microsatélites

4. Electroforesis en campo pulsante

. Electroforesis de enzimas multiloculares

6. Técnicas de PCR:

® RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
® SSDP (Sequence-Specific DNA Primers)

® PMM (Polymorphic Microsatellite Markers)

® MLST (Multilocus Sequencing Typing)

ol

Como en el caso de la micologia diagndstica,
las técnicas de tipado intraespecie se han ido adap-
tando a los métodos basados en la amplificacion de
fragmentos mediante PCR. Este es el caso del
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA),
del SSDP (Sequence-Specific DNA Primers), del
PMM (Polymorphic Microsatellite Markers) y del
MLST (Multilocus Sequencing Typing) [37]. Hasta
la fecha, los resultados mds abundantes se deben a
la técnica de RAPD, con algunos cebadores como el
R108 y el R151 que sirven para tipar cepas de
Aspergillus; pero existen problemas de inter-
pretacion y de reproducibilidad debido a las condi-
ciones que suelen emplearse para realizar la PCR
(bajas temperaturas de anneling y cebadores
demasiado cortos). Por eso, la mayoria de los exper-
tos recomiendan utilizar dos técnicas de tipificacion
o dos cebadores diferentes a la hora de tipar cepas
relacionadas. Entre otras, se proponen el uso de
secuencias microsatélites como el fago M13 y mini-
satélites como el (GACA): para clasificar varias
especies fingicas; asi como, la PCR-RFLP del gen
URAS, especialmente Ttil en el tipado intraespecie
del complejo Cryptococcus neoformans [38,39].
En cuanto al MLST, se han desarrollado varios
protocolos para C. albicans y parece la técnica de
futuro para realizar genética de poblaciones.

20.7. Utilidad de las técnicas
de biologia molecular en el
diagnodstico microbioldgico directo

Las técnicas moleculares diagndsticas
se incluyen dentro de los métodos alternativos al
cultivo, desarrollados en los ultimos afios, con la
intencién de mejorar la rentabilidad de las pruebas
microbioldgicas. Estas técnicas se aplican, general-
mente, en el diagndstico de infecciones oportunistas
en pacientes inmunodeprimidos, para los que el
diagndstico tradicional es poco sensible y, ademas,
tardfo.

En micologia médica, las técnicas alternati-
vas al cultivo se han desarrollado como métodos de
diagnoéstico precoz de las micosis invasoras en
enfermos inmunodeprimidos. La rentabilidad actual
de estas técnicas no es muy elevada, aunque en
algunas instituciones sanitarias, la deteccion de
componentes flingicos, como el galactomanano y el
beta-glucano, se incluye rutinariamente entre las
pruebas diagndsticas que se realizan en enfermos
oncohematoldgicos con alto riesgo de micosis inva-
soras, particularmente de aspergilosis y de candidiasis.

Hasta ahora, los métodos moleculares basados
en la deteccion de dcidos nucleicos de las especies
fingicas, apenas se han implantado en los laborato-
rios asistenciales. Esto se debe, principalmente,
a que no se han desarrollado métodos comerciales
reproducibles, por lo que s6lo aquellos laboratorios
que cuentan con el personal y los equipos necesarios
han desarrollado y adaptado técnicas caseras, que
precisan de consolidacion y estandarizacion para su
aplicacion en otros centros.

En la literatura cientifica sobre este asunto
pueden encontrarse todo tipo de técnicas de detec-
cion de especies, como ya se ha explicado en los
apartados anteriores. No obstante, la amplificacién
de 4cidos nucleicos mediante la PCR es el método
mas extendido para el diagndstico directo en mues-
tras clinicas [13].

Las contaminaciones y los falsos positivos
son frecuentes, particularmente con especies fungi-
cas que causan infecciones oportunistas y que son
contaminantes habituales de laboratorio, como
Aspergillus, Fusarium o Acremonium. Por ello,
las técnicas de amplificacion cuantitativas, como la
PCR en tiempo real (PCR-tr), estdn desplazando
a los métodos basados en la PCR convencional.
La PCR-tr presenta varias ventajas entre las que
destacan, la posibilidad de introducir puntos de
corte a la hora de interpretar los resultados, aumen-
tando la especificidad de la técnica, asi como la
automatizacién de la amplificacidn, visualizacién e
interpretacion de los resultados.
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20.8. Conclusiones

La aparicién de métodos basados en la PCR,
asi como la difusion de las técnicas de cuantifi-
cacién de dcidos nucleicos, como la PCR en tiempo
real, pueden ayudar a la implantacién del diagnésti-
co molecular en la préictica microbioldgica asisten-
cial. Estas técnicas estdn automatizadas, parcial o
totalmente, y aportan sistemas comerciales de
extraccion, purificacion, amplificacién y deteccidn
de 4cidos nucleicos, por lo que existe la posibilidad
de elaborar protocolos estandarizados, aplicables a
los laboratorios clinicos, con fiabilidad metodolégi-
cay, quizd, rentabilidad diagndstica.
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