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RESUMEN
El objetivo de este estudio es valorar la utilidad de la Polymerase Chain Reaction (PCR) como técnica
alternativa al método clasico de diagnostico de dermatofitos.

Para ello se ha utilizado un método de extraccion rapido, en dos pasos, y una PCR multiplex para la
deteccion de dermatofitos en general, y en especial de Trichophyton rubrum a partir de ADN extraido de
controles y de ufias enfermas.

Como controles de ADN se emplearon: ADN humano y ADN de una serie de hongos dermatofiticos y
no—dermatofiticos.

Se llevo a cabo un estudio descriptivo prospectivo de casos y controles en nuestra poblacion de Lugo
de un total de 28 muestras de ufias que fueron evaluadas de forma separada por dos PCR y en formato
multiplex.

La comparacion entre el método tradicional de diagnostico en uflas (microscopia y cultivo) con el de
PCR utilizando ADN extraido directamente de las uflas, muestra una excelente concordancia entre la
microscopia y la PCR. Ademas, con el estudio mediante PCR el nimero de muestras identificadas con
dermatofitos aumentd de un 20% a mas de un 40% principalmente debido a la identificacion de T.rubrum
por PCR en muestras positivas por microscopia pero negativas en cultivo.

En conclusion, este test de diagndstico rapido supone un notable incremento de la sensibilidad en la
caracterizacion de las onicomicosis.
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ABSTRACT
The aim of this study is to assess the usefulness of the Polymerase Chain Reaction (PCR) as an alternative
technique to the classic method of diagnosis of dermatophytes.

To that end, a fast extraction method has been used, in two steps, and also a multiplex PCR in order to
detect dermatophytes and, more in particular, Trichophyton rubrum from DNA extracted out of sick nails
and previous tests.

As DNA controls we have used human DNA and DNA from a series of dermatophytes and non—
dermatophytic fungi.

A prospective descriptive study was carried out of cases and controls from our population in Lugo,
where a total of 28 nail samples were analyzed separately, both by two PCR and a multiplex format.

The comparison between the traditional method of diagnosis in nails (microscopy and culture) and the
PCR using DNA directly extracted from the nails shows an excellent concordance between the microscopy
and the PCR.

In addition, with the study by PCR the number of samples identified with dermatophytes increased
from a 20 percent to more than a 40 percent mainly due to the identification of T.rubrum by PCR in positive
samples by microscopy but negative in culture.

In conclusion, this rapid diagnostic test represents a significant increase in sensitivity in the
characterization of the onychomycosis.

Keywords: dermatofitos, PCR, onychomycosis, Trichophyton rubrum.
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1. INTRODUCCION

Los dermatofitos patdogenos humanos son
hongos queratinofilicos que infectan la piel,
las ufias y el pelo. Existen tres géneros de es-
tos organismos (Irichophyton, Microsporum
v Epidermophyton) con dianas de infeccion
diferenciales. Las infecciones en ufias son
causadas principalmente 7. rubrum seguido
de T. mentagrophytes mientras que en pelo y
piel pueden ser causadas por otros dermatofitos
incluyendo Microsporum sp.'>319-2527

La prevalencia de onicomicosis en paises
europeos varia de un 3 a un 25%°,'°. En un
estudio en Summerbell et al*®. donde se exa-
minaron mas de 2000 ufias afectadas, se aisla-
ron los siguientes agentes: 7. rubrum (>70%),
T. mentagrophytes (20%), Candida albicans
(5,5%) y Scopulariopsis brevicaulis y otros
no—dermatofitos (1.6%).

Mientras que la identificacion de dermatofi-
tos antropofilicos puede ser considerada como
representativa de un patdégeno verdadero?*,
Candida y otros hongos no dermatofiticos pue-
den ser considerados contaminantes, agentes
colonizadores o una infeccion secundaria debi-
da a factores sistémicos locales’.

El diagnostico actual estd basado en la de-
teccion de elementos fungicos por microscopia
directa de especimenes clinicos seguida de
cultivo in vitro e identificacion morfoldgica del
hongo?'. El examen por microscopia de piel y
ufias suele ser suficiente para el diagnodstico de
una infeccion fungica* pero no nos da identi-
ficacion de género o especie de ahi que no se
pueda diferenciar de manera segura entre los
dermatofitos y otros hongos>. La posterior
identificacion de especies se realiza mediante
un cultivo e identificacion morfologica de las
colonias de hongos?. El cultivo, sin embargo,
es negativo en un 40% de los casos positivos
por microscopia y ademas consume demasiado
tiempo debido al lento crecimiento y esporu-
lacion y necesidad de mas examenes fisiologi-
cos. El tiempo necesario para una identifica-
cion de especies puede variar desde 10-15 dias
hasta 3—4 semanas®.

Un método rapido y simple de diagnostico
constituiria, sin dudas, una mejora muy im-
portante. La introduccion de una metodologia
basada en PCR podria aumentar especificidad,
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simplicidad, velocidad y potencialmente redu-
cir costes*. Para estudios de identificacion de
especie y tipado se ha usado PCR, y las prin-
cipales dianas han sido los genes o fragmentos
de ADN de la region ribosomal, de la ADN
topoisomerasa Il y el gen de la quitin sinteta-
Sa11,12'

El método alternativo de deteccion de der-
matofitos utilizado se basa en una PCR multi-
plex especialmente desarrollada para la detec-
cion de onicomicosis. Mediante una extraccion
de ADN en dos pasos seguida de una PCR
multiplex y una electroforesis, el método per-
mite un diagnoéstico de infeccion causada por
cualquier dermatofito y en el caso de 7 rubrum
incluso la identificacion de especie y género®!3.
La extraccion de ADN de solo 15 minutos y di-
rectamente de la muestra del paciente permite
la aplicacion de este método como método de
diagnoéstico de rutina®.

2. MATERIAL Y METODO

e Cepas y aislados clinicos: Se han utili-
zado como controles los originales de la
Collection of Pathogenic Fungi (United
Kingdom). Los aislados clinicos fueron
obtenidos en el laboratorio. Todos fueron
identificados por observacion macro y mi-
cromorfologica.

*  Muestras de ufias: Veintiocho muestras
de ufas recibidas para examen de rutina
en el laboratorio fueron incluidas en el
estudio. El tnico criterio de inclusion fue
la presencia de suficiente cantidad de ma-
terial para investigacion por microscopia
directa, cultivo y analisis por PCR.

*  Obtencién de ADN de los cultivos de
dermatofitos: Las cepas y los aislados
clinicos fueron cultivados en 2mL de me-
dio liquido Sabouraud con ciclohexamida
y cloramfenicol e incubados con agitacion
hasta 8 dias a 27 °C. Después del cultivo,
el pellet se resuspendi6 en 500uL de tam-
pon de lisis (400mM Tris—HCI1 [pH=8],
60mM EDTA [pH=8], 150mM NaCl, 1%
de SDS) y se dejo a temperatura ambiente
por 10 min. A continuacion se le afiadio
150uL de acetato potasico (pH=4,8) se
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vortexed y se centrifugd (1min a 12000

x g). El sobrenadante fue trasferido a un

nuevo tubo y le fue afiadido un volumen

igual de isopropanol. El pellet (ADN) fue
lavado con alcohol al 70%, una vez seco,
se resuspendio en S0ul. de tampoén TE

(10mM Tris, ImM EDTA). Fueron usados

2uL para la mezcla de PCR de 20 a 50uL

(Reactivos obtenidos de Merck).

Obtencion de ADN de las ufias: En este

caso el ADN se obtuvo incubando las

muestras de uiias en 100uL de tampon de
extraccion (60mM NaHCO3, 250mM KC1

y 50mM Tris pH=9,5) por 10 min a 95°C

y posterior adicion de 100pL de tampon

anti—inhibicion (suero bovino al 2%). Des-

pués de vortexear la solucion queda lista
para PCR'®,

PCR pan—dermatofitos: La composicion

de la PCR fué las siguiente:

*  Set de primers para la quitin sintasa 1:
D1 (5 GAA GAA GAT TGT CGT TTG
CAT CGT CTC3")yD2 (5" CTC GAG
GTC AAAAGCACG CCAGA3)).

* La mezcla de PCR consistié en 10uL
de PCR Ready Mix, 0,2pL. de cada
primer a 100uM y 4uL de ADN para
un volumen final de 20pL. La PCR
fue llevada a cabo en un termociclador
Applied Biosystems

* Las condiciones de PCR empleadas
fueron: Desnaturalizacion inicial: 10°
a 95°C45 ciclos de desnaturalizacion:
30" a 94°C; hibridacién: 30" a 60°C
y extension: 30" a 72°C. El tamafio del
amplificado fue de aproximadamente
366 bp en un gel de agarosa al 1%.

PCR especifica para 7. rubrum: Basan-

dose en el alineamiento de secuencias del

NCBI, fueron disefiados un primer uni-

versal (U — 5" TCT TTG AAC GCA CAT

TGC GCC 37) y uno T. rubrum especifico

(TrR, 5" CGG TCC TGA GGG CGC TGA

A 37). Cada reaccion consistio en 10uL de

PCR Ready Mix, 0,2ul. de cada primer a

100uM y 4ulL de ADN para un volumen
final de 20uL y llevada a cabo en un ter-
mociclador Applied Biosystems.

* Las condiciones de PCR empleadas
fueron: Desnaturalizacion inicial: 5 a
94°C
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» 45 ciclos de desnaturalizacion: 30" a
94°C; hibridacion: 30" a 60°C y exten-
sion: 30" a 72°C.

*  PCR multiplex: Fue realizada con los dos
juegos de primers antes descritos en las si-
guientes condiciones'®: Desnaturalizacion
inicial: 5" a 94°C, 45 ciclos de desnatura-
lizacion: 30" a 94°C: hibridacion: 30" a
60°C y extension: 30" a 72°C. La especifi-
cidad de la PCR multiplex fue comprobada
con ADN de todas las cepas y con ADN
humano. Para estandarizar el procedimien-
to se usaron diferentes concentraciones de
ADN vy condiciones de PCR. Posterior-
mente fue llevada a cabo con las muestras
de unas recibidas para analisis de rutina's.

3. RESULTADOS

Evaluacion de las PCRs pan—dermatofito y de
T. rubrum usando ADN extraido de cultivos
fiingicos:

El ADN extraido de las cepas de dermatofi-
tos de referencia, los aislados dermatofiticos
clinicos y los aislados fungicos no—dermato-
fiticos (Tablal), fué empleado para probar los
primers de la PCR pan—dermatofito y los de T
rubrum tanto en PCRs independientes como en
formato multiplex. Un amplificado de 203 bp
correspondiente a 7. rubrum fue observado en
todas las muestras de ADN de 7. rubrum tanto
en PCR separada como en la multiplex, y un
amplificado de 366 bp fue obtenido en todas
las muestras de ADN de dermatofitos tanto
en PCR separada como en la multiplex. No
se detectaron amplificados en ninguno de los
casos analizados para las muestras de hongos
no dermatofiticos o para las muestras de ADN
humano. (100% de sensibilidad y especificidad
para los tres sistemas de PCR)™.

Evaluacion clinica de las PCRs pan—derma-
tofito y de T. rubrum usando ADN extraido
directamente de las ufias:

Por diagndstico convencional de las 28 mues-
tras de ufias, 4 resultaron positivas para 7. ru-
brumy 1 para T rubrum 'y T. mentagrophytes, 1
para Trichophyton tonsurans, 3 para Alternaria
sp., 1 para Acremonium sp., 1 para Aspergillus
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sp., 1 para Candida sp., 2 para S. brevicaulis y
una para una levadura no identificada. Catorce
muestras dieron negativo al microscopio y en
cultivo y 6 fueron positivas al microscopio para
hifas y conidios pero negativas para cultivo, es-
tas muestras fueron consideradas positivas para
hongos (pero no se pudo establecer identifica-
cion de género o especie). Las muestras posi-
tivas en cultivo para hongos no dermatofiticos
fueron consideradas dermatofito—negativas por
metodologia convencional en comparacion con
los resultados de PCR. EI ADN de estas 28
muestras fue extraido usando el método de ex-
traccion en 2 pasos. Fueron realizados los tres
juegos de PCR con cada una de las 28 mues-
tras. Todos los resultados de la PCR multiplex
coincidieron con los de las PCR por separado,
indicando esto que no hay perdida de sensibili-
dad en el formato multiplex.

Concluyendo, el 50,0% de las muestras
fueron positivas para dermatofitos por PCR y
solamente el 21,4% lo fueron por diagnostico
convencional (incluyendo las positivas por mi-
croscopia pero negativas en cultivo). De entre
los especimenes que fueron positivos por mi-
croscopia y cultivo el 85,0% fueron confirma-
dos por PCR como positivos para 7. rubrum,
el 12% fué negativo y 1 reportado como po-
sitivo para T. rubrum 'y T. mentagrophytes por
diagnoéstico convencional, fue pan—dermatofito
positivo pero negativo para 7. rubrum. Dos
especimenes negativos por microscopia pero

Tabla 1.- Dermatofitos usados como referencia'’

Epidermophyton floccosum
Microsporum audouinii
Microsporum canis
Microsporum gypseum
Microsporum nanum
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton soudanese
Trichophyton terrestre
Trichophyton verrucosum
Trichophyton violaceum

Otros

Aspergillus sp.
Candida sp.
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positivos en cultivo resultaron negativos por
PCR.

Todos los productos de PCR especificos
para T. rubrum que se obtuvieron de muestras
que no fueron diagnosticadas como 7. rubrum—
positivas por el método tradicional, fueron se-
cuenciadas y comparadas con la secuencia re-
ferencia NCPF113 obteniéndose concordancia
en todos los casos. El amplificado obtenido en
la PCR pan—dermatofitos como 7. rubrumy T.
mentagrophytes positivos, también fue secuen-
ciado y esta secuencia se compard con la de
referencia para T. mentagrophytes (NCPF224)
confirmando el resultado.

Resumiendo, el nimero de muestras positi-
vas fue aumentado en un 28,6% (21,4% versus
50,0% de 28 especimenes fueron positivos por
los métodos convencional y por PCR respec-
tivamente). Ademas, debido a la presencia de
un considerable nimero de muestras positivas
por microscopia y negativas en cultivo, el por-
centaje de identificacion de especies fue casi
duplicado gracias al uso de la PCR .

4. DISCUSION

La deteccion en el dia de infeccion por derma-
tofitos en ufias es evidentemente una gran me-
jora en el diagnostico de la onicomicosis, per-
mitiendo establecer el tratamiento rapidamente
y solo a aquellos que tengan una infeccion por
dermatofitos. A pesar que la distribucion de es-
pecies varia entre las diferentes partes de mun-
do, T" rubrum esta reportado como el principal
agente causal, estando presente en un 63—-89%
de los casos. Al mismo tiempo, los dermatofi-
tos pertenecientes al género menos susceptible
a Terbinafine, Microsporum son undnimemente
reportados como agente causal muy poco fre-
cuente en onicomicosis y la deteccion de su
ADN en una muestra, representara, por conse-
cuencia, la presencia de una dermatofito sus-
ceptible a Terbinafibe, que en la mayoria de los
casos y sin identificacion de especies, brindara
suficiente informacion al clinico.

La evaluacion clinica para la deteccion de
dermatofitos en general y de 7. rubrum en
particular en las muestras de ufias mediante
la técnica de PCR muestra un aumento de la
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sensibilidad comparado con el diagnostico
convencional. En esta comparacion, las mues-
tras positivas por microscopia y negativas por
cultivo, fueron consideradas como dermatofi-
to—positivas por métodos tradicionales aunque
no se puede descartar que esta infeccion pueda
deberse a no—dermatofitos en algiin caso.

Es comun obtener cultivos negativos de pa-
ciente con dermatofitosis debido a dificultades
en el muestreo (material insuficiente o uso de
recortes de uflas en lugar de material subungual)
o asociados a un tratamiento médico previo
etc., en caso de microscopia positiva y posterior
cultivo negativo siempre se debe investigar un
poco mas.

La interpretacion de la presencia de hongos
no—dermatofiticos en muestras de ufias esta su-
jeto a controversia. Dicha presencia puede de-
berse a contaminacion, colonizacion temporal o
infeccion por un traumatismo u otra enferme-
dad, o incluso contaminacion en el laboratorio.
Por lo tanto se requeriria la repeticion de la
deteccion para poder considerarlo patologico
e incluso en estos casos podria representar una
infeccidon secundaria a una condicion patolo-
gica subyacente de la ufia. El hecho de que en
este estudio algin caso resultara positivo para
estos hongos no—dermatofiticos y a su vez po-
sitivas para 7. rubrum por PCR, podria indicar
un rapido crecimiento del hongo colonizante o
una verdadera doble infeccion. El uso del sis-
tema en 2 pasos propuesto para extraer ADN
directamente de las ufias y el sistema de PCR
multiplex para la deteccion de cualquier der-
matofito y/o T rubrum, con un aumento de la
sensibilidad comparado con el método tradi-
cional, permite, por primera vez, la integracion
de un método basado en biologia molecular al
examen rutinario de onicomicosis incluso en
laboratorios de diagndstico que reciben gran
cantidad de muestras.

5. CONCLUSION

La caracterizacion por PCR utiliza métodos de
biologia molecular que nos permite una iden-
tificacion positiva mas fidedigna en términos
de sensibilidad, ademas de un aumento notable
de la sensibilidad respecto a los métodos clasi-
cos para la caracterizacion de dermatofitos. Por
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otro lado, la utilizacion masiva de esta tecno-
logia no supone un aumento de costes respecto
a los métodos clasicos por lo que en funcion
de nuestros resultados sugerimos la utilizacion
universal de las técnicas de biologia molecular
para la caracterizacion de dermatofitos.

En términos generales la sensibilidad diag-
noéstica de la PCR duplica la del diagnostico
convencional, permite el analisis y deteccion
de coinfecciones por diferentes patdgenos y el
coste por determinacion no supera el del diag-
nostico convencional aun suponiendo una clara
ventaja en términos de velocidad diagnostica.

El inconveniente que presenta este tipo
de técnicas es la facilidad de contaminacion
cruzada al amplificarse cantidades infimas de
ADN. Otro de los posibles inconvenientes es la
posibilidad de sobrediagnosticar patologias en
la que el hongo se encuentra en un nivel sub-
clinico.

La deteccion en el mismo dia de una in-
feccion por dermatofitos en ufias es eviden-
temente una gran mejora en el diagnodstico de
la onicomicosis, ademas permite establecer el
tratamiento con mas rapidez y s6lo a aquellos
pacientes que tengan una infeccion por derma-
tofitos.

La evaluaciéon clinica para la deteccion
de dermatofitos en general y de T. rubrum en
particular en las muestras de ufas mediante la
técnica de PCR muestra un aumento de la sen-
sibilidad cuando se compara con el diagndstico
convencional.

El hecho de que en este estudio algin caso
resultara positivo para estos hongos no—derma-
tofiticos y a su vez positivas para T. rubrum por
PCR, podria indicar un rapido crecimiento del
hongo colonizante o una verdadera doble infec-
cion. El uso del sistema en 2 pasos propuesto
para extraer ADN directamente de las ufas y
el sistema de PCR multiplex para la deteccion
de cualquier dermatofito y/o T. rubrum, con un
aumento de la sensibilidad comparado con el
método tradicional, permite, por primera vez,
la integracion de un método basado en biologia
molecular al examen rutinario de onicomicosis
incluso en laboratorios de diagnostico que reci-
ben gran cantidad de muestras. Este estudio da
esperanzas a que un futuro un diagndstico rapi-
do, especifico y de bajo coste esté ampliamente
disponible.
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