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RESUMEN

Se hace una breve revision de las técnicas usadas en
biologia molecular para el estudio de los hongos en
micologia médica.

Las técnicas genéticas utilizadas en la identificacion de
especies y géneros de hongos, incluyen el Polimorfismo
en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP,
Restriction Fragment Length Polymorphism) del
ADNmt, la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR,
Polymerase Chain Reaction), el andlisis del
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion de regiones amplificadas por PCR (PCR-
RFLP), el andlisis del polimorfismo en la conformacién
de las cadenas sencillas de ADN amplificado por PCR
(PCR-SSCP), o el analisis de polimorfismo del ADN
amplificado con cebadores arbitrarios (RAPD, Random
Amplified Polymorphic DNA). En combinacién con otros
métodos como la electroforesis en geles de agarosa y
la transferencia a membranas de ADN (Southern Blot) o
la de ARN (Northern Blot).
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ABSTRACT

We present a brief review of the molecular techniques
used in medical mycology. The genetic techniques used
for the identification of genera and species of fungi in-
elude: the (RFLP) Restriction Fragment Length
Polymorphism of the DNAmt, the (PCR), Polymerase
Chain Reaction), The PCR-RFLP, PCR-SSCP, the
(RAPD) Random Amplified Polymorphic DNA. Also in
combination with other methods such as electrophoresis
in agarose gel and the Southern and Northern Blot
Techniques.
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INTRODUCCION

Por muchas décadas la Micologia Médica fue area de
limitada investigacién, debido en parte a que sélo
ocasionalmente hongos patdégenos producen
enfermedades serias y de amplia distribucion en
comparacion por ejemplo con bacterias, parasitos o virus.
Asi como, el gran polimorfismo entre especies flngicas y
ademas que el manejo de patdge-
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nos humanos en cultivos era frecuentemente peligroso y
se carecia de las condiciones 6ptimas de aislamiento. Es
asi, que los avances tecnologicos en micologia médica se
han relacionado con la ultramicroscopia, asi como con
instrumentos que permitan precisar las caracteristicas
inmunolégicas y bioquimicas de los hongos.*®

En la actualidad muchos de los inconvenientes antes
mencionados ya han sido superados, quedando en claro
que las infecciones sistémicas fungales son comunes y
no raras, y que su estudio es una necesidad imperiosa .**

El rdpido incremento de las técnicas moleculares ha
tenido influencia en el estudio de problemas de micologia
médica. Los analisis genéticos han sido de gran
provecho, y su aplicacion en microorganismos patdégenos
permite nue-



vas ideas sobre el conocimiento biolégico de los
mismos. Sin embargo, la importancia de la aplicacién de
estas técnicas ha trascendido a otros campos del
conocimiento de la Micologia Médica.

Como la mayoria de los hongos patégenos son
Deuteromycetes y presentan caracteristicas
ambientales cambiantes, el uso de técnicas moleculares
permite estudiar caracteristicas estables y no
modificables por el ambiente, como ADN del gen y el
ARN molecular. La mejor caracteristica para discriminar
individuos, cepas, especies, géneros y familias debera
ser en el futuro cercano, la secuencia de nucleétidos de
moléculas de ADN que llevan la informacién genética, e
indican la distancia genética entre las mismas. Sin
embargo, aunque estas técnicas se han desarrollado en
un tiempo relativamente corto y en ocasiones son
fundamentales en el diagnoéstico, es dudoso que puedan
suplir por completo los métodos morfoldgicos tradiciona-
Ies. 4,8,13

Las técnicas genéticas utilizadas en la identificacion
de especies y géneros de Hongos, incluyen el
Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion  (RFLP, Restriction Fragment Length
Polymorphism) del ADNmt, la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction), el
analisis del polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccién de regiones amplificadas por
PCR (PCR-RFLP), el analisis del polimorfismo en la
conformacion de las cadenas sencillas de ADN
amplificado por PCR (PCR-SSCP), o el andlisis de
polimorfismo del ADN amplificado con cebadores
arbitrarios (RAPD, Random Amplified Polymorphic
DNA). En combinacién con otros métodos como la
electroforesis en geles de agarosa y la transferencia a
membranas de ADN (Southern Blot) o la de ARN
(Northern Blot), se ha llegado a desarrollar herramientas
de gran utilidad tanto para estudios genéticos,
filogenéticos, epidemioldgicos y diagndsticos de los
hongos patégenos involucrados en las infecciones
micaéticas.

Hibridacion.- Las moléculas de ADN o ARN sintético
son muy empleadas como "sondas" en Ingenieria
genética, para detectar, via hibridacion del &cido
nucleico, las secuencias especificas de ADN o ARN. El
procedimiento general es marcar el &cido nucleico
sonda, generalmente con fosfato radioactivo y dejar que
la sonda de cadena sencilla hibride con &c. nucleico
monocatenario derivado del ADN clonado. Por
apareamiento especifico de bases complementarias,
dos polinucleotidos de cadena sencilla solamente se
hibridaran si son totalmente complementarias.*****

Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP).- Esta técnica permite diferenciar
distintos microorganismos mediante el analisis de
patrones de bandas, derivados de la ruptura de sus
respectivos ADNs. Estos patrones, conocidos como
perfiles de restriccion del ADN,

se originan gracias a la actividad de las enzimas
endonucleasas de restriccion. Cuanto menor sea el
tamafio de la secuencia nucleotidica, mayor sera el
niamero de fragmentos que se generen. Las
endonucleasas de restriccidn se denominan con tres o
cuatro letras que proceden del nombre de la bacteria en
la que se han aislado (por ejemplo, la enzima Eco
procede de Escherichia coli) y ademas se le afiade un
namero romano (Eco RI, Eco RIl, Eco 47111), debido a
que se pueden encontrar varias enzimas de restriccion
diferentes, que reconocen distintas secuencias
nucleotidicas, en la misma bacteria. Los fragmentos se
pueden separar mediante electroforesis en gel de
agarosa, obteniéndose perfiles de  restriccion
caracteristicos. Los perfiles dependeran de la enzima de
restriccion empleada asi como del ADN utilizado (ADNn
o ADNmt), aunque el mas empleado es el ADN mt. La
comparacion entre los perfiles permitira diferenciar
varias especies entre si o incluso poblaciones dentro de
una misma especie. 3

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El
gran éxito obtenido a mediados de los 80 por Kary
Mullis consistié en lograr in vitro un gran nimero de
copias de fragmentos especificos de ADN, basandose
en un principio muy sencillo: la utilizacién de
mecanismos similares a los empleados or la propia
célula en la replicacion del ADN durante la ivision
celular. La reaccién en cadena de la polimerasa onsiste
en la repeticion ciclica de tres etapas:

1) Desnaturalizacién del ADN bicatenario presente en
la muestra para separar las dos cadenas, mediante
la aplicacién de temperaturas superiores a 90°C.

2) Unidn especifica de los cebadores (oligonucleétidos
sintéticos) a las cadenas sencillas mediante
complementariedad de bases. La temperatura a la
que se realiza esta union (Ta, Annealing
temperature) es muy importante para controlar la
especificidad de la reaccion. La Ta depende de la
composicion de bases y del tamafio de los
cebadores que se unen cada uno a una cadena
diferente delimitando la secuencia de nucledtidos
gue se pretende amplificar. La seleccion de dichos
cebadores constituye uno de los puntos mas criticos
del ensayo de PCR, y

3) Extension de la cadena de ADN a copiar a partir de
los cebadores, utilizando los nucleétidos presentes
en la solucion. Dicha extensién la lleva a cabo la
enzima ADN polimerasa, que inicia su actividad tras
reconocer la unién de los cebadores a las cadenas
de la muestra. La polimerasa empleada
inicialmente, procedente de Escherichia coli, se
desnaturalizaba cuando se sometia a temperaturas
superiores a 90°C durante la primera etapa de cada
ciclo y por lo tanto, habla que reponerla al inicio de
cada fase de extensién. En la actualidad, sin
embargo, se utilizan enzimas termoestables como la
Taq polimerasa, procedente del microorganismo
termofilo Thermus aquaticus. La cantidad de copias
de la secuen-
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cia de ADN delimitado por los cebadores se
incrementa exponencialmente, debido a que las
nuevas copias también sirven como patrones en los
subsiguientes ciclos.

La técnica de PCR presenta sin embargo una
limitacion: es necesario conocer parte de la secuencia
que se quiere amplificar, al menos aquellas zonas en
las que se van a unir los cebadores .***

Analisis del polimorfismo en la longitud de los
fragmentos dé restriccion de regiones amplificadas
por PCR (PCRRFLP). La técnica de PCR-RFLP consiste
en el uso combinado de la técnica de RFLP, explicada
anteriormente y la técnica de PCR. De esta manera, se
amplifican fragmentos de ADN especificos mediante PCR
y posteriormente se tratan con enzimas de restriccion,
gue los cortan en trozos mas pequerios. Diferencias en la
secuencia nucleotidica entre las especies estudiadas,
daran lugar a fragmentos de diferentes tamafios que se
examinaran mediante electroforesis. Los perfiles de ADN
obtenidos tras la electroforesis son mas sencillos de
interpretar, puesto que hay un menor nimero de bandas
y una pequefia cantidad de ADN es suficiente para llevar
a cabo el analisis, ya que se obtiene un gran nimero de
copias tras su amplificacion por PCR. Esto reduce
significativamente la cantidad de muestra necesaria.®***

Andlisis del polimorfismo en la conformacién de las
cadenas sencillas de ADN de regiones amplificadas
por PCR (PCR-SSCP). Esta técnica se basa en la
relacion entre la movilidad electroforética de una hebra
de ADN monocatenario (ADNmc) y su conformacion, que
en definitiva es un reflejo de su secuencia nucleotidica.
En esta técnica el ADN bicatenario (ADNbc) se
desnaturaliza a ADNmc y posteriormente se separan dos
hebras mediante electroforesis en gel de poliacrilamida,
bajo condiciones no desnaturalizantes. Cualquier
diferencia en la secuencia del ADN dara lugar a un
cambio de movilidad de las moléculas de ADNmc, que se
visualizara al final del proceso .***

Andlisis del polimorfismo del ADN amplificado con
cebadores arbitrarios (RAPD). La técnica de RAPD
denominada también por otros autores AP-PCR
(Arbitrarily Primed PCR) o DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) se basa en la amplificaciéon simultanea de
multiples fragmentos de ADN nuclear mediante PCR,
utilizando para ello un Unico cebador, normalmente de
915 bases, cuya secuencia se elige al azar. Las
temperaturas de unién (Ta) empleadas (35-39 C) son
mucho mas bajas en comparacion al PCR tradicional, lo
cual favorece la inespecificidad de la reacciéon. Los
fragmentos se analizan mediante electroforesis. El
namero y tamafio de los fragmentos amplificados a partir
de un determinado ADN mediante RAPD, se mantiene
constante siempre que se utilice el mismo cebador y se
haga el estudio en las mismas condiciones. De este
modo los perfiles

DERMATOLOGIA VENEZOLANA, VOL. 39 N° 1, 2001

obtenidos mediante RAPD pueden permitir la diferencia-

cion de los ADNs a nivel de especie, o incluso a nivel de

individuo >

Las aplicaciones directas de las técnicas de biologia
molecular se pueden observar en los siguientes
ejemplos:

a) Sondas de ADN se han desarrollado para
Histoplasma capsulatum, Coccidiodes immitis,
Cryptococcus neoformans, Blastomyces
dermatitidis,’®*? Sacharomyces, Candida albicans,
Candida krusei, Candida lusitaniae, Pneumocystis
carinl,  Aspergillus/Penicillium  spp, Candida
glabrata/Saccharomyces cereviseae

b) La técnica de PCR se ha desarrollado en Candida®™
Pneumocystis carinii, especies de Aspergillus,"*
Trichoderma,® Pseudallescheria/Scedosporium,*®
Cryptococcus neoformans variedad neoformans y
gatti asi como sus cuatro serotipos,”*° Mucor,
Sporothrix, Aspergillus niger y A. flavus.**

c) La de RFLP se a establecido para el género
Fonsecae' y para las especies de Candida (C.
Tropicalis, C. Parapsilopsis, C. Lusitaniae, C. Krusei
y C. Glabrata).

d) La técnica de RAPD esta descrita en el género
Candida y Malassezia en sus diferentes especies’' y
se ha descrito en varios hongos entre ellos
Aspergillus fumigatus.*®**
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