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Resumen

Las dermatofitosis es una infeccion del tejido queratinizado causada por un grupo de hongos
queratinofilicos llamados dermatofitos. Inicialmente este grupo contaba solo con 3 especies
Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, en la actualidad se ha propuesto una nueva
clasificacion taxondémica quedando conformado por 7 géneros: Artrhoderma, Trichophyton,
Microsporum, Nannizzia, Lophophyton, Paraphyton y Epidermophyton. El objetivo de este
trabajo fue desarrollar una prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa multiplex (PCRm)
para realizar el diagndstico de las principales especies de dermatofitos que afectan a los
équidos en un menor tiempo al requerido por la prueba convencional, el cual es lento y
requiere aproximadamente de 15 a 20 dias. Para la estandarizacion de la prueba se emplearon
4 cepas aisladas de casos clinicos (Nannizzia gypsea, Microsporum canis, Trichophyton
verrucosum y Trichophyton mentagrophytes) y una cepa de referencia de Trichophyton
equinum obtenida de la coleccion fungal del CBS- Knaw Fungal Biodiversity Center and
Institute of the Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences con numero de
identificacion CBS 292.81. Los oligonucleodtidos utilizados en este experimento fueron
diseniados especificamente para cada especie a partir de la region ITS 1 e ITS 2 y del gen
TEF-1a. De un estudio previo se utilizaron un total de 120 muestras de pelo y escamas, de
las cuales 26 eran positivas por aislamiento (21.6%) a seis especies diferentes: Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton equinum, Trichophyton verrucosum, Microsporum canis,
Nannizzia gypsea y Nannizzia nana (antes Microsporum nanum). Para el desafio y el analisis
estadistico se tomaron los 22 ejemplares positivos en el aislamiento y 28 fueron elegidos al

azar.

La primera parte consta del analisis general de los datos donde se compara mediante cuadros
de contingencia la sensibilidad y la especificidad del aislamiento, KOH y PCR. Los
resultados muestran que la prueba molecular tuvo una especificidad de un 82.1% y una
sensibilidad del 68.2% en comparacion con la prueba de oro. Se compard la eficiencia de la
prueba molecular cada una de especie y se observo que la PCR para los géneros de N. gypsea
y M. canis presentaron una sensibilidad del 81.8 % y 99.99% y una especificidad del 97.4%
y 81.3% respectivamente. Mientras que para las especies pertenecientes al género

Trichophyton los tres tuvieron una especificidad del 99.99%, aunque para 7. verrucosum
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todavia se requiere realizar un mayor nimero de desafios pues solo se contaba con un
aislamiento positivo, por lo que no se considera un resultado confiable, en cuanto a 7.
equinum la sensibilidad que presento fue de un 50% y T. mentagrophytes una sensibilidad
del 42.9%, por lo que se concluye que el principal problema estuvo en el método de

extraccion de ADN a partir de muestras de tejido queratinizado.

Palabras clave: Dermatofitos, Nannizzia gypsea, Microsporum canis, Trichophyton

verrucosum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton equinum, PCR multiplex.
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Abstract

Dermatophytosis is a skin disease caused by keratinofilic fungi known as dermatophytes; this
group have 3 species: Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton, recently there has
been a proposal from a group of mycologist to dividing the dermatophytes in 7 genus:
Artrhoderma, Trichophyton, Microsporum, Nannizzia, Lophophyton, Paraphyton and
Epidermophyton, by means of DNA and RNA studies.

Dermatophytic skin infection remains one of the most common diseases in world. The
diagnosis of these diseases is based on the demonstration of fungal structures in direct
microscopy, the clinical culturing of specimens, and the identification of the causative
species. This combination is referred to as the diagnostic gold standard. However, these
standard methods have a number of disadvantages. Direct microscopy lacks specificity as it
generally does not allow distinction of different fungal species. Culturing and subsequent
species identification are slow, usually require around 15 to 21 days. The sensitivity of both
methods in routine clinical laboratory practice is low, especially for hair and scale infections.
The aim of this study was to develop and standardize a multiplex polymerase chain
reaction to diagnose most common dermatophytes involved in equine dermatophytosis
(Nannizzia gypsea, Microsporum canis, Trichophyton verrucosum, Trichophyton
mentagrophytes and Trichophyton equinum).

The primers were designed specifically for each species using the sequence of region
ITS 1 and ITS 2 y the gene TEF-1a, reported in the GenBank NCBI.

In a previous work we collected 120 samples of hair and scales and 26 samples had a positive
culture that depicted the 21.6% of all samples. The species isolated were: Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton equinum, Trichophyton verrucosum, Microsporum canis,
Nannizzia gypsea and Nannizzia nana (before known as Microsporum nanum). This study
required a reference strain of 7. equinum obtained from CBS- Knaw Fungal Biodiversity
Center, and Institute of the Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences with an
identification number CBS 292.81.

A total of 50 samples were used for the challenge test, 22 have been positive by conventional
diagnostic and the remaining samples were selected randomly. So did the information of the

statistics part was divided in two parts, the first one consist of the assessment between the
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PCR, KOH and isolated test, all of them were compared by crosstabs to evaluate the
sensibility and specificity between the culture, KOH an PCR. The results demonstrated in
general that the PCR test had a specificity 82.2% and a sensibility 62%, compareted to the
isolated test. Then we compared the PCR test for each species; Nannizzia gypsea and
Microsporum canis have a sensibility of 81.8 % y 99.99% and a specificity of 97.4% and
81.3% respectively, while in the genus Trichophyton, T. verrucosum, T. mentagrophytes and
T. equinum have a specificity of 99.99% although 7. verrucosum needs more positive
samples to confirm the trustworthiness of the result. 7. mentagrophytes and T. equinum had
a sensibility of 42.9% and 50% respectively, so we conclude that the problem was in the
DNA tissue extraction method, because in the development process we had good

amplification.

Keywords: Dermatophytes, Nannizzia gypsea, Microsporum canis, Trichophyton

verrucosum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton equinum, multiplex PCR
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1. Introduccidén

1.1 Historia de los dermatofitos

Los dermatofitos son un grupo de hongos especializados, que a través de largos procesos
evolutivos se han adaptado para invadir y colonizar el tejido queratinizado de los animales.
Aunque estos hongos ya existian desde tiempos prehistdricos, se cree que tienen su aparicion
en la era Paleozoica y que han afectado a los animales y al hombre por millones de afios.!?
El primer registro de una infeccion causada por estos microorganismos fue realizado por
Aulo Cornelio Celso, quien la detall6 como una infeccion supurativa en el cuero cabelludo

que lleg6 a ser conocida como querion de Celso. Esto fue documentado en la época de

Hipocrates en los afios 460-377 a.c.!

En los siglos XVII y XVIII algunos ilustres pintores como Bartolomé Esteban Murillo y
Santa Isabel de Hungria plasmaron obras en donde se representaban personas con probables
infecciones micoticas, también existen resefias de estas micosis en algunos escritos de Fray

Bernandino de Sahagin.?

En el siglo XIX el médico polaco Roberto Remark observé por primera vez la presencia de
estructuras micoticas en las escaras de un paciente; sin embargo, sus trabajos fueron
divulgados hasta 1839."? En 1841 los hallazgos de Remark fueron confirmados por el médico
hungaro David Gruby, quien ademas cultivo, observo y nombré al género Microsporum en

1843, este médico también caracterizé diversos dermatofitos.' 2

En 1845 Hendrik Malmsten, un investigador sueco, describié por primera vez al género
Trichophyton. Finalmente, el género Epidermophyton fue descrito por un médico francés

llamado Raymond Sabouraud en 1910.!

Sabouraud fue un eminente mic6logo y fue el primero en realizar un estudio sistematico de
las dermatofitosis y propuso que habia mas de una especie involucrada en estas infecciones
Sabouraud publico diversos trabajos en los cuales clasifico a los dermatofitos en cuatro
géneros: Trichophyton, Epidermophyton, Achorion y Microsporum'. En 1927 Ajello y

Nannizzi descubrieron el estado teleomorfo de Microsporum gypseum.'



Langeron y Milochevitch en 1930 reordenaron nuevamente el grupo de los dermatofitos y
junto con otros cientificos eliminaron al género Achorion de este grupo. En sus trabajos
reconocieron que la adicion de vitaminas y el uso de medios hechos a base de alimentos, era
importante para favorecer el crecimiento y la capacidad de esporulacion de los dermatofitos.>
En 1934, un mico6logo norteamericano llamado Chester W. Emmons establecio las normas
de la nomenclatura taxondmica de estos hongos queratinofilicos y agrup6 a estos tres géneros
dentro del grupo de los dermatofitos, denominacion con la cual se continia nombrando a

estos microorganismos.>

De acuerdo a Pascoe el primer reporte de dermatofitosis en caballos fue realizado por Seedon

en 1943 durante la segunda guerra mundial.*

1.2 Dermatofitos

Las dermatofitosis son ocasionadas por un grupo de hongos filamentosos queratinofilicos
llamados dermatofitos, integrado anteriormente por los géneros Trichophyton, Microsporum,
y Epidermophyton.>> En estudios moleculares recientes, realizados por Sybren de Hoog y
colaboradores, se ha propuesto una nueva clasificacion para este grupo, que incluyen a siete
géneros que son Artrhoderma, Trichophyton, Microsporum, Nannizzia, Lophophyton,
Paraphyton y Epidermophyton. Con esta nueva propuesta de clasificacion taxondémica, tanto
el género Arthroderma y Nannizzia dejaron de ser nombres utilizados para denominar a las
fases perfectas de Trichophyton, Microsporum y Chrysosporium. ®Actualmente tanto la fase
anamorfa como la teleomorfa reciben el mismo nombre, siguiendo la norma propuesta por la
Internacional Code of Nomenclature for Algae, Fungi and Plants (ICN), durante su reunion

en 2011 en Melburne, Australia, en la cual se plantea: "un solo hongo, un solo nombre".”*

Los géneros Microsporum, Nannizzia, Paraphyton, Lophophyton y Trichophyton son
patdgenas para los animales y el hombre, mientras que el género Epidermophyton afecta

principalmente a los humanos.®



En 1960, Georg L. K. clasifico a los dermatofitos con base al sustrato, nicho ecologico y su

especificidad de hospedador de la siguiente forma:

Antropofilicos. Afectan al humano y es rara su transmision a los animales.
Zoofilicos. Afectan a animales, pero pueden ser transmitidos al hombre.
Geofilicos. Se encuentran en el suelo y se asocian a la descomposicion de material

organico que contenga queratina y pueden llegar a afectar a los animales y al hombre.’

La clasificacion taxondmica de los dermatofitos es:
Dominio: Eukarya

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Clase: Euascomycetes

Orden: Onygenales

Familia: Arthrodermataceae

Género: Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton. '°

Los dermatofitos tienen hifas septadas, a las que en conjunto se les llama micelio. Su
reproduccion es a través de los conidios que se localizan en el micelio aéreo, existen dos
tipos: los macroconidios y los microconidios; estas estructuras son empleadas para su

identificacion.!"!?

1.2.1 Género Trichophyton

Los hongos de este género se encuentran como saprobios, en humanos y animales.
Anteriormente estaban reconocidas 22 especies clasificadas de acuerdo a su morfologia.’
Actualmente y utilizando los estudios moleculares, se propone una reclasificacion de las
especies quedando unicamente 16 especies de las cuales 4 son aisladas frecuentemente en
animales estas son Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton equinum, Trichophyton

verrucosum y Trichophyton erinacei.’

El crecimiento de las colonias de Trichophyton va de 7 a 14 dias. La descripcién

macroscopica se hace en Sabouraud dextrosa agar, la textura de la colonia es algodonosa, la
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superficie es de color blanco, beige o amarillento al reverso el color va de color crema,

marrén, rojo o violeta al reverso, esta coloracion va a depender de la especie.®!*!3

Con la técnica de microcultivo, su morfologia microscopica muestra hifas delgadas hialinas,
con microconidios y macroconidios talicas presentes al final de la hifa o a los lados. Los
macroconidios son escasos o ausentes, presentan una pared delgada con multiples septos y
tienen una forma cilindrica o de cigarro, mientras que los microconidios son abundantes y

tienen una forma similar a una pera o redondas.®!>!3

Algunas especies de este género requieren que el medio de cultivo esté adicionado con

vitaminas como vitamina B3, tiamina e inositol para su desarrollo.

Trichophyton equinum: es el principal causante de dermatofitosis en los equinos, aunque
ocasionalmente infecta a los humanos y mustélidos.!®!” Existen dos variedades:
Trichophyton equinum var. equinum y Trichophyton equinum var. autotrophicum. La primera
es de distribucion mundial, mientras que la otra s6lo ha sido reportada en Australia, Nueva
Zelanda y existe un reporte en Egipto.!®!” Crece a temperaturas de 30 a 37 °C y requiere que
el medio de cultivo sea adicionado con 4cido nicotinico (vitamina B3).!*!” Bajo estas
condiciones su crecimiento es moderadamente rapido. Macroscopicamente la colonia
presenta una textura esponjosa y un color que va de blanco a crema con forme envejece la
colonia, cuando la colonia es joven tiene una superficie plana y conforme pasa el tiempo, se
observa de manera irregular y plegada en la superficie. Al reverso de la colonia muestra un
color amarillo que dependiendo de la edad va cambiando gradualmente a un color rojo a
marrén. 415 Microscopicamente se observan microconidios de forma piriforme a lo largo de
la hifa, rara vez se encuentran en forma de racimos. Es infrecuente encontrar macroconidios,
las cuales tienen una forma fusiforme o de “maza”, similares a los de T. mentagrophytes.'”"

(Figura 1y 2)

Morfologicamente ambas variedades son similares, la Unica diferencia que existe entre ellas
es el requerimiento de &cido nicotinico en el medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud

(ADS). En la prueba de perforacion de pelo in vitro ambas tienen un resultado negativo.'’



Figura 1. Microconidios de Trichophyton Figura 2. Cultivos de Trichophyton equinum mostrando
equinum de un microcultivo de 15 dias, ambas variedades, arriba esta el Trichophyton equinum
var. autotrophicum se observa su crecimiento con y sin la
presencia del acido nicotinico en el medio y abajo T.
equinum var. equinum se observa que solo hay
crecimiento en el medio que tiene acido nicotinico.

teflido con lactofenol azul de algodon.

Trichophyton mentagrophytes: es un dermatofito aislado comunmente en roedores y conejos,
también causa infecciones en perros, gatos, caballos y humanos. Su distribucion es

cosmopolita.!>1517

Su crecimiento es rapido, en el medio ADS las colonias son generalmente planas de color
blanco a crema, con una superficie granular y con un aspecto terso. Al reverso de la colonia

se observa una pigmentacion color marrén a un marrén rojizo.'”

En su morfologia microscopica se observan hifas en espiral, los microconidios son
abundantes y presentan una forma piriforme, se encuentran en forma de racimos a lo largo
de la hifa.!>!” Los macroconidios son multiseptados, en forma de mazo, con una pared

delgada y lisa.!” (Figura 3 y 4)

No requiere de ningun nutriente adicional en el medio y la prueba de perforacion de pelo in

vitro da un resultado positivo.'*!”



Figura 3. Microconidios y macronidio de Figura 4. Cultivo  de  Trichophyton
Trichophy[on mentagrophytes de un mentagrophytes en SDA. Cultivo de 5 dias
microcultivo de 15 dias. tefiido con LAA.

Trichophyton verrucosum: la colonia es de crecimiento lento y requiere la adicion de tiamina
(Vitamina B1) e inositol en el medio para poder desarrollarse, este es ligeramente mas rapido
a una temperatura de 37°C que a 29°C, su textura es irregular y rugosa, algunas veces
ligeramente aterciopelada, presenta un color blanco también amarillo o amarillo verdoso en

la superficie, al reverso de la caja no presenta ninguna coloracién. %!

Los microconidios pueden estar ausentes, las macroconidias en forma de “cola de rata” se
presentan muy rara vez, las clamidoconidias en forma de cadena son la estructura mas

abundante.'?
1.2.2 Género Microsporum

Este género contaba con 17 especies de las cuales 7 eran aisladas de animales. Actualmente
se plantea una reclasificacion en nuevos géneros para varias especies que forman parte de
este género, por lo que Microsporum tiene tres especies y solo Microsporum canis afecta a

los animales.®%°

Las colonias crecidas en ADS presentan una textura algodonosa, una coloracion blanquecina

a amarillenta y al reverso suelen tener un color pardo o amarillento.®

La morfologia microscopica muestra hifas delgadas y hialinas, los macroconidios estan

presentes como forma conidial predominante, son de pared gruesa y rugosa, multicelulares y


http://www.monografias.com/trabajos5/colarq/colarq.shtml

fusiformes, formandose al final o a los lados las hifas, mientras que los microconidios son

escasos y de forma cilindrica.?’

Las especies de Microsporum infectan habitualmente la piel y el pelo, rara vez otro tipo de

tejido queratinizado.?!

Microsporum canis es un dermatofito de distribucion cosmopolita, se aisla frecuentemente
de gatos y perros, aunque también es causante de tifia en los humanos debido a la cercania
que tienen con los animales de compaiia, aunque en los gatos no existan signos clinicos de

la infeccion.?!

Su crecimiento es rapido, la colonia es plana y su textura es esponjosa o lanosa; tiene un
pigmento de color blanco a amarillo, al reverso de la colonia se aprecia una coloraciéon que
va de un amarillo limén a un amarillo anaranjado, algunas veces esta pigmentacion es
palida.?!??

Los macroconidios son en forma de huso, tienen una pared gruesa, con frecuencia presentan
un botén terminal, contienen de 5 a 15 septos que miden 35-110 x 12-25 um."* No requiere
de nutrientes especiales para su crecimiento y en la prueba de perforacion de pelo in vitro es

positiva.!* (Figura 5 y 6)

Figura 5. Macroconidias de Microsporum
canis de un microcultivo de 10 dias, Figura 6. Cultivo de Microsporum canis

teflido con LAA. (40x) sembrado en SDA. Cultivo de 14 dias



Microsporum canis var. equinum: es uno de los hongos causantes de las dermatofitosis en

equinos, aunque también llega a afectar al hombre.?

Presenta un crecimiento promedio de 5 dias, la colonia es aplanada y plegada, presenta una
textura similar a la “gamuza”, la coloracion va de un tono beige palido a un tono salmén
palido.'*

En su morfologia microscopica los macroconidios son pequefios en comparacion a los que
produce M. canis, tienen forma de huso y son de pared gruesa y aspera con pocos septos

miden de 18-60 x 5-15 um. '3 En la prueba de perforacion de pelo in vitro es negativo.?’

1.2.3 Género Nannizzia

Con la nueva clasificacion propuesta en 2016, en este género se incluyen algunas especies
que antes pertenecian al género Microsporum, cuenta con 9 especies de las cuales 2 son
aisladas de animales: Nannizzia nana (antes Microsporum nanum) y Nannizzia gypsea (antes

Microsporum gypseum).%13-23

Nannizzia gypsea es un dermatofito geofilico de distribucion cosmopolita, que afecta una
amplia variedad de animales y ocasionalmente al hombre .>?* Tiene un crecimiento rapido,
la colonia es plana, con una textura similar al “ante”; presenta un pigmento color beige y al

reverso de la caja se puede apreciar una coloraciéon que va de beige a marrén, !>

En la observacion microscopica se aprecian macroconidios como forma conidial
predominante, estos son de pared rugosa, multicelular y fusiforme, presentan de 3 a 6 septos
y se forman en la parte lateral de las hifas. Los microconidios son de pared delgada y lisa, su
forma es ovoide.'® No requiere de nutrientes especiales para su crecimiento y en la prueba de

cuerpo perforante es positivo.?



Figura 7. Macroconidios de Nannizzia gypsea de Figura 8. Cultivo de Nannizzia gypsea
un microcultivo de 10 dias, tefiido con LAA (40x). sembrado en SDA. Cultivo de 10 dias.

Nannizzia nana forma colonias planas, de color crema, con una textura similar a la “gamuza”
o polvo. Las colonias jovenes tienen un pigmento anaranjado pardo que se vuelve mas oscuro
con los dias. Producen numerosos y pequefios macroconidios ovoides a piriformes con uno
a tres (principalmente dos) septos, la pared es relativamente delgada, finamente equinulada
(rugosa) y bases truncadas y anchas. Los macroconidios nacen en los conidi6foros que no se
tifien facilmente. Los microconidios son en forma de lagrima y estan presentes de forma

escasa.”
1.2.4 Género Paraphyton y Lophophyton.

Paraphyton cookei (Microsporum cookei) la colonia es granular, presenta un color marrén
intenso o claro, las hifas son hialinas, de pared lisa, ocasionalmente pueden llegar a
observarse formas en espiral. Los macroconidios y los microconidios son talicas. Los
macroconidios son multiseptados, son de pared rugosa y delgada con forma de baston o

semejantes a un cigarro; los microconidios son pequefios de pared lisa.5**

En la prueba de perforacion de pelo in vitro da un resultado positivo, para realizar la

identificacion molecular se recomienda el uso de la region ITS.
Se ha reportado que causa infecciones en roedores, perros y raramente humanos.

Lophophyton gallinae (Microsporum gallinae) la colonia tiene una textura granular o

aterciopelada presenta un color marroén a rojizo, los macroconidios estan sueltos o agrupados,

N9N



largos, la pared es delgada y rugosa, multiseptado, los microconidios estan presentes y tienen

una forma ovoidal o piriforme.5°

En la prueba de perforacion de pelo in vitro es positiva y tiene presenta una invasion ectotrix,

para realizar su identificacion molecular se recomienda el uso de la region ITS.

Afecta principalmente a aves de corral y otras gallinaceas silvestres, raramente causa

infeccion en el humano u otros mamiferos.

Ninguna especie de Paraphyton y Lophophyton ha sido reportada como agente causante de

la dermatofitosis equina.
1.3 Dermatofitosis equina

Los trastornos dermatologicos representan una fuente de sufrimiento para el individuo debido
a que ocasionan molestias y aumentan la susceptibilidad para otras enfermedades; ademas,
comprometen el bienestar y el porte fisico del animal, por lo que este tipo de problemas

pueden interferir con su capacidad funcional. 2627282

En la practica médica veterinaria después de los caninos y felinos, los équidos son los
animales domésticos que reciben usualmente atencion a causa de algun padecimiento en el
tegumento. En general, la naturaleza y la frecuencia de las dermatosis equinas es similar en

el mundo.?”*°

Las dermatofitosis son frecuentes en los equinos junto con otros desordenes como la
foliculitis bacteriana, hipersensibilidad a las mordeduras de insectos, dermatofilosis,
reacciones alérgicas, granulomas eosinofilicos, atopia, vasculitis, sarna corioptica y sarcoide

equino.?%?’

La dermatitis mic6tica o dermatomicosis es una de los principales problemas en la piel de los

animales domésticos causada por hongos levaduriformes y filamentosos.>!

La infeccion se produce por el contacto de un individuo portador hacia uno susceptible, del
suelo a estos o a partir de fomites contaminados. Por lo tanto, la transmisién puede ser por

contacto directo e indirecto.>*



La infeccion comienza con el deposito de artroconidias en el tejido queratinizado al cual se
adhieren gracias a las glicoproteinas de mananos, una vez implantadas, germinan y secretan
diversos metabolitos tales como las queratinasas, caseinasas y elastasas, ademas de algunos
moduladores del sistema inmune que favorecen el desarrollo y la penetracion de las hifas
dentro del estrato cérneo, las cuales crecen y se ramifican radialmente en multiples
direcciones. Las hifas invaden los foliculos pilosos durante este evento, el hongo produce

enzimas hidroliticas que le permiten la penetracion en la cuticula del pelo.>>%3! (Figura 9)

Estos eventos dan como resultado una respuesta fisiolégica que se manifiesta con una
hipertrofia del estrato corneo, con una acelerada queratinizaciéon y exfoliacion; como

consecuencia se generan areas pseudoalopécicas, eritematosas y con descamacion.?’>3!

Figura 9. Patogenia de los dermatofitos. 1) Microconidios e hifas de dermatofito 2) Depdsito de
artroconidios en el estrato corneo 3) invasion del tejido queratinizado 4) migracion hacia el pelo y dafio
5) Apariencia de las lesiones en el individuo.

La dermatofitosis afecta a équidos sin distincion de edad, raza o género.?” Esta infeccion no
pone en riesgo la vida del individuo; sin embargo, ademas de afectar el aspecto fisico del

animal, se trata de una enfermedad zoondtica lo que resulta ser un problema de la salud



publica.?? Igual que los perros y gatos, los équido son considerados como animales de
compaiiia, ademas de poseer otros fines zootécnicos como deportivos, traccion y transporte,
produccion de carne, reproduccion y entretenimiento.*® Por lo tanto, las alteraciones en su

apariencia fisica deriva en diversos problemas.

Las lesiones causadas por los dermatofitos son superficiales, en los équidos suelen aparecer
primero en la zona axilar y pueden extenderse hacia el tronco, cuello, cabeza y extremidades.
La infeccion se manifiesta con pseudoalopecia seguida del desarrollo de costras gruesas,
descamacion, las lesiones presentan una forma anular, estds pueden llegar a unirse
provocando que la apariencia de una lesion de forma irregular. Las enzimas secretadas por

el hongo causan irritacion y prurito.*

Figura 10 Lesiones en un equino (A59) de
forma  anular, con descamacién y
pseudoalopecia causadas por Trichophyton
equinum y Nannizzia gypsea.

Figura 11. Equino (A59) después de
recibir tratamiento, ya no se observan
lesiones y crecid nuevamente el pelo.



Las especies de dermatofitos cominmente aisladas en los équidos son: Trichophyton
equinum var. autotrophicum, Trichophyton equinum var. equinum, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton verrucosum, Microsporum canis, Nannizzia gypsea (antes

Microsporum gypseum) Microsporum canis var. equinum.*333-3*

1.4 Diagnostico

Las dermatofitosis tienden a presentar cuadros clinicos variables, por lo que se llegan a
confundir con otras enfermedades; sin embargo, la historia clinica es una herramienta

importante ya que ayuda a orientar el diagnostico.'*

Los diagnésticos diferenciales en los équidos son dermatofilosis, foliculitis bacteriana,

ectoparasitos, reaccion alérgica a la mordedura de insectos y sarcoidosis.*3*!*

Uno de los métodos que ayudan a orientar el diagnostico, es el empleo de la lampara de
Wood, la cual emite una luz ultravioleta. Al exponer el tejido invadido por conidios, a esta
luz se produce una fluorescencia de color amarillo verdosa. Sin embargo, debe de
considerarse que este fenomeno solo se presenta con Microsporum canis y sus variedades; y
que las principales especies aisladas en equinos son Trichophyton equinum y T. verrucosum.
No obstante, también se ha llegado a aislar a M. canis var, equinum de algunos casos. El uso
de la lampara de Wood rara vez es de utilidad en la clinica equina, ya que para su uso es
necesario estar en un lugar totalmente obscuro, lo cual es un inconveniente debido a la talla

de esta especie y su comportamiento.!!>33

Para tener un diagnostico preciso se debe realizar el aislamiento del miceto que se encuentra
afectando al animal; esto se logra mediante el cultivo y la caracterizacion microscopica. Sin
embargo, el principal inconveniente de este procedimiento es el tiempo que tardan en crecer
los dermatofitos. Ademads, se debe de tomar en cuenta la presencia de hongos ambientales en
la muestra, que también se van a desarrollar en el medio de cultivo a una mayor velocidad
que los dermatofitos, por lo que resulta un verdadero reto obtener colonias puras de

dermatofitos y realizar la identificacién.'

Para realizar el cultivo micoldgico es necesario obtener una muestra del tejido queratinizado

infectado, por lo que esta se debe tomar de la lesion y su periferia, mediante un raspado o un



depilado de la zona para tomar los conidios del dermatofito. Es necesario realizar una breve
limpieza del area afectada para poder disminuir la carga de los contaminantes

ambientales.!'>

1.5 Tratamiento

En la actualidad existe una amplia variedad de antifingicos para el tratamiento de las
dermatofitosis. La terapia puede ser topica, sistémica o una combinacion de ambas,

dependiendo de la localizacion, extension y severidad de las lesiones.!!*

Algunos de los tratamientos implementados para las lesiones localizadas son la aplicacion de
yodo povidona al 5%, hipoclorito de sodio 5%, tolnaftato, naftenato de cobre, Captan 50%,
azufre, pomadas preparadas con lanolina y acido salicilico al 10%, entre otros. Estos
intervienen en la oxidacion o desnaturalizacion de las proteinas por lo que se ven alteradas
las funciones del hongo; sin embargo, algunos de estos tratamientos no suelen ser efectivos

y resultan ser bastante agresivos para la piel del animal.!'%

Otro tipo de tratamientos que existe para las dermatofitosis de los équidos incluyen los

siguientes medicamentos.

Los azoles inhiben la actividad de la enzima 14-a-desmetilasa bloqueando la desmetilacion
de lanosterol a ergosterol, componente principal de la membrana celular de los hongos. Como
consecuencia de ello, se altera la permeabilidad celular y se acumulan compuestos no

desmetilados que inhiben el crecimiento fungico.’’

Dentro de este grupo los mas utilizados en los equinos son: miconazol, ketoconazol,
itraconazol, fluconazol y el enilconazol. Este tltimo es mas utilizado en la industria agricola,
también en tratamientos topicos y para la desinfeccion de objetos inanimados.>> La mayoria
de estos medicamentos tienen diversas presentaciones y comunmente son cremas o lociones

por lo que su aplicacion debe ser cada doce horas por 6 semanas.®’

En las alilamidas su mecanismo de accidn consiste en la inhibicion de la actividad de la
enzima escualeno-epoxidasa, impidiendo la sintesis del lanosterol. Por tanto, la via

enzimatica es bloqueada en un paso anterior al inhibido por los azoles. Dando como



resultado, la acumulacion del escualeno en la célula fungica provocando la muerte del
hongo.?® Los principales representantes de esta clase de antifiingicos comtnmente utilizados
son la terbinafina y la naftatina.!! La presentacion de estos medicamentos es en ungiientos y
aerosoles a una concentracion del 1% y su aplicacion debe ser al igual que los azoles cada

doce horas por 6 semanas. !

Otro medicamento utilizado es la natamicina; su aplicacion es local y se utiliza en una
solucion al 0.01% cada 4 dias por 4 a 6 semanas. Después del tratamiento no se debe exponer

al animal a la luz del sol.’’

El uso de antimicoticos sistémicos solo se recomienda en caso de micosis persistentes, debido
a que estos farmacos tienen un gran numero de efectos secundarios en el paciente, por lo cual
no es recomendable su uso frecuente. El medicamento de eleccion para tratar las
dermatofitosis es la griseofulvina. Su accion consiste en interrumpir la metafase de la division
celular, los efectos que se pueden presentar son nauseas, diarrea, dolor de cabeza,
fotosensibilidad, hepatotoxicidad y rara vez dafio neurolégico. Otro medicamento utilizado
es el itraconazol; los efectos en los humanos y también reportados en los caninos y felinos
son hipertension, hipocalcemia, edema, dolor de cabeza y hepatotoxicidad. Los efectos

secundarios no han sido estudiados en los equinos.*>*

1.6 Prevencion

No hay medidas de prevencion especificas para las dermatofitosis en medicina veterinaria.
Las medidas inespecificas de prevencion que se utilizan son la descontaminacion del entorno,
ya que los artroconidios pueden mantenerse viables en el ambiente durante varios meses.>>
El uso de hipoclorito de sodio al 0.5% y monoperoxisulfato de potasio al 0.5% usado 2 veces
por semana ha sido eficaz en la desinfeccion de caballerizas, paredes, baldes u otros
utensilios; mientras que el uso de enilconazol aplicado con intervalos de 10 dias se ha
utilizado para desinfectar los utensilios utilizados en el aseo corporal de los individuos.!*’
Ademas de la adecuada eliminacion del material que se utiliza como cama (aserrin, arena,
etc.), asi como evitar el intercambio de utensilios de higiene corporal entre los caballos, los

cuales deben ser descontaminados después de su uso.*® Las mantas deben ser lavadas,

desinfectadas y secadas. Finalmente, los animales sospechosos deben ser aislados para evitar



el contacto con individuos sanos; se debe hacer la confirmacion de la infeccion mediante una

prueba de laboratorio, de resultar positivo se implementara el tratamiento adecuado.'!**

La vacunaciéon ha demostrado que proporciona un grado razonable de proteccion. Se
considera que la proteccion es adecuada siempre y cuando la vacuna sea especifica para el
miceto que causa la infeccion. Actualmente solo se cuenta con una vacuna para 7richophyton
verrucosum la cual es utilizada principalmente en el ganado vacuno, también se ha aplicado
en los equinos con una buena respuesta de parte de estos; sin embargo, solo se encuentran

comercialmente disponibles en algunos paises de Europa y en Cuba.**404!

También existen investigaciones sobre la utilizacién de una vacuna para Microsporum canis
para su uso en perros y gatos sin embargo hasta el momento no ha resultado efectiva, por lo

que sigue en fase experimental.*?

1.7 Antecedentes del diagnostico molecular de las dermatofitosis

Otro método de deteccion e identificacion de dermatofitos es a través de procedimientos
moleculares principalmente la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Este
procedimiento ha sido aplicado para el diagnostico de dermatofitosis en medicina humana y

se tienen pocos estudios sobre su utilidad dentro de la medicina veterinaria.

La aplicacion de la biologia molecular en la micologia médica principalmente los
dermatofitos han tenido un avance lento a diferencia de otros grupos de la
microbiologia.*****> Sin embargo, se estdn observando cambios considerables en el estudio
de los dermatofitos. El uso de herramientas moleculares para el diagndstico de las
dermatofitosis es escaso, sin embargo el desarrollo de diversas pruebas ha sido de gran
utilidad debido a que para realizar el diagnodstico convencional es necesario contar con
personal entrenado para realizar una adecuada identificacion, ademas que el crecimiento de
los dermatofitos es lento en el medio de cultivo, lo cual hace que los resultados se entreguen
en un lapso de 15 dias, por lo que el implemento de un diagnoéstico molecular disminuye el

tiempo de entrega de los resultados 364

En medicina humana la utilizaciéon de métodos moleculares para el diagnostico de estas

enfermedades es poco utilizada debido a que la mayoria de las infecciones superficiales



causadas por hongos son diagnosticadas solo observando los signos clinicos, sin realizar los

estudios pertinentes para su diagnostico definitivo.*’

La principal técnica utilizada en biologia molecular es el uso de la Reaccion en Cadena de la

polimerasa PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction)

El fundamento de dicha técnica se basa en sintetizar varias veces un fragmento especifico de
ADN utilizando una enzima polimerasa que trabaja a temperaturas elevadas, y que proviene

de la bacteria Thermus aquaticus, de ahi su nombre comercial: taq polimerasa.

Una reaccion de PCR simula lo que sucede en una célula cuando sintetiza el ADN. En un
tubo se mezclan los reactivos necesarios para llevar a cabo este proceso, como un ADN
polimerasa, un ADN del organismo que se va a utilizar como molde, oligonucleo6tidos que
marcan el inicio de la sintesis de una nueva cadena de ADN (conocidos también como
primers, iniciadores, cebadores, etc.), dinucledtidos (ANTPs), y las condiciones adecuadas
para que la enzima trabaje (pH neutro, cloruro de magnesio y cloruro de potasio). La PCR es
una herramienta muy utilizada en la biologia molecular ya que sus aplicaciones son variadas
(genética de poblaciones, evolucion molecular, gendmica, medicina forense, diagndstico,

etc.). 4849

La reaccion PCR se lleva a cabo mediante ciclos y cada uno consta de tres fases, la primera
llamada desnaturalizacion se realiza a una temperatura aproximada de 95°C, durante la cual
la doble cadena del ADN se abren quedando en forma de cadenas sencillas; después sigue el
alineamiento que se lleva a cabo a una temperatura con un intervalo entre 40° y 60°C, en esta
fase se forman y se rompen constantemente los puentes de hidrogeno entre los
oligonucleétidos y el ADN, y aquellas uniones mas estables duraran mayor tiempo, dejando
a los oligonucledtidos “alineados” en su region blanco por lo que se forma una pequefia
region de doble cadena. La polimerasa se une a este fragmento de ADN de doble cadena y
cuando las condiciones sean las adecuadas comenzara a agregar bases en sentido 5’ a 3’, los
puentes de hidrogeno que se forman con las bases adicionadas estabilizan la union de la ADN
polimerasa, permitiendo una polimerizacion eficiente de bases. Este proceso se llevara a cabo
en el paso de la extension en la que la temperatura sube a 72°C, la cual es la temperatura en

la cual el ADN polimerasa alcanza su maxima actividad, y realiza la sintesis de los



fragmentos de ADN a partir de los oligonucleotidos que ya se habian alineado. Generalmente

estos ciclos se repiten de 30 a 35 veces por PCR.*® (Figura 12)

Figura 12. Descripcion de una reaccion de PCR, tomada de
http://biology4alevel.blogspot.mx/2016/07/157-pcr-and-gel-electrophoresis.html

Han surgido numerosas modificaciones con el proposito de mejorar el rendimiento o la
especificidad de la PCR, ademés de adaptarse a muestras particulares, como ARN
monocatenario. Algunas de las variantes de la PCR que se utilizan con mayor frecuencia es
la PCR en tiempo real (QRT-PCR), PCR multiplex (mPCR) y RT-PCR (amplificacion de
ADN a partir de ARN). ¥

La qPCR es capaz de monitorear el progreso de la reaccion de PCR a medida que esta ocurre.
Los datos son colectados a lo largo del proceso y no al final como en una PCR normal. La
metodologia de la qRT-PCR se basa en la deteccién de una sefial fluorescente producida
proporcionalmente durante la amplificacion del ADN blanco. Antes se revisaba la cantidad
de amplificaciones producidas después de un namero fijo de ciclos, las pruebas de qRT-PCR
determinan el punto en el tiempo durante el proceso de ciclado cuando se detecta por primera
vez la amplificacion de un producto de PCR. Se trata de una herramienta bastante util, sin

embargo, alin se trata de un método costoso.*#4



La RT-PCR o PCR con transcriptasa inversa indica que se trata de una amplificacion de ARN
a través de la previa sintesis de su ADN complementario (cADN), cual se amplificara por

una PCR, por lo que no se obtienen amplificados del ARN sino de ADN.*

La denominada PCR multiplex, se trata de una reaccidn que consigue amplificar
simultaneamente, es decir en una unica reaccion, diferentes secuencias blanco. Se han
desarrollado diversos protocolos prometedores mediante la utilizacion de qRT-PCR de forma
que se puede evaluar la cinética de reaccidn, con esta variedad de la prueba. Sin embargo, se
trata de una prueba que requiere mucho trabajo ya que lo que se espera es obtener un producto
de amplificacién en el cual no se vean afectados la sensibilidad, especificidad y el

rendimiento de los reactivos utilizados.*

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos campos de la biologia.
Ademéds, se utilizan para localizar y aislar genes de interés. Los diferentes tipos de
marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos. Por lo que son

utilizados conjuntamente con la PCR para poder realizar determinados estudios.*®

Los polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPDs) son marcadores que amplifican
aleatoriamente segmentos de ADN y se basan en la probabilidad estadistica de que se
presenten sitios complementarios al oligonucledtido de 10 pares de bases a lo largo del
genoma. El polimorfismo se debe a cambios en la secuencia de los nucledtidos en los sitios
de acoplamiento del oligonucleo6tido ya sea por insercion o eliminacion de los fragmentos en

determinados sitos del genoma.*3#

Los microsatélites son secuencias de ADN formadas por 1 a 4 pares de bases, Estos se
localizan tanto en regiones codificantes como no codificantes del ADN. Los microsatélites
de ADN nuclear se han utilizados principalmente en estudios de variacion genética intra e
interespecifica. Una de las ventajas que tienen es que son especificos para ciertos grupos de

especies lo que permite hacer comparaciones entre especies y géneros de un mismo

grupo 48,49

El analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs), es un

método que muestra diferencias especificas en moléculas de ADN que fueron reconocidas



por enzimas de restriccion especificas llamadas endonucleasas. Cada endonucleasa reconoce
y corta una secuencia especifica de bases nitrogenadas en el ADN, siempre y cuando éstas
no estén metiladas. Los RFLPs se producen por nuevos arreglos del ADN (pérdidas,
inserciones o sustituciones de nucle6tidos), lo que origina una ganancia o pérdida de sitios
de restriccion. Esto es detectado a través de diferencias en el peso molecular de los
fragmentos homologos de restriccion del ADN gendmico, observados mediante
electroforesis, para poder observar dicho acontecimiento es necesario realizar una digestion

al producto de PCR que se obtuvo previamente.*34

Estudios recientes realizados en micologia han utilizado diversas técnicas de PCR para poder

discriminar entre las especies de dermatofitos.’ !5

En algunos trabajos utilizaron el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP por sus siglas en inglés) para amplificar
el gen Topoisomerasa I, técnica utilizada por Kanabe y colaboradores, consta de una PCR
punto final con un set de oligonucledtidos denominados dPsD1, después se llevo a cabo una
PCR anidada la cual utilizo los oligonucleotidos dPsD2, PsT y PsME los cuales amplificaban
al gen de la topoisomerasa II. Los amplificados obtenidos de los oligonucledtidos PsT y
PsME los cuales fueron capaces de hacer una identificacion precisa hasta el nivel de especie,
el amplificado del oligonucle6tido dPsD2 present6 un tamafio de 2380bp dicho producto fue
purificado y se realiz6 la digestion con 4 enzimas de restriccion (Hinc 11, Hinf 1, AfI 11

or PfIM 1).

En este estudio se utilizaron dos técnicas moleculares que fueron: PCR anidada y PCR-RFLP.
El objetivo fue utilizar el gen ADN topoisomerasa II como un método mas especifico y
sensible para diferenciar al género y especie de un dermatofito de una forma simple y rapida;
sin embargo, se concluyd que ambas técnicas son igual de efectivas para realizar la

caracterizacion de los dermatofitos hasta el nivel de especie.”!

Otro método descrito por Shehata y colaboradores menciona el uso de microsatélites, el cual
consiste en contar el nimero de veces que se repite una secuencia simple, en el caso de los
dermatofitos la secuencia que se utiliza es GACA4, ademas también se compar6 con una PCR

la cual utiliza los oligonucledtidos ITS1 e ITS4; después de la amplificacion se hizo una



digestion con la enzima Mval. De acuerdo a los resultados obtenidos de este método es mas

confiable pues se llega a caracterizar las diferentes especies del género Trichophyton.>?

En los articulos referidos primero realizaron la caracterizacion del dermatofito a través de
métodos convencionales, para después confrontar dicho procedimiento con el método
molecular. Ademés de comparar algunas técnicas moleculares, hasta el momento los
resultados han sido favorables hacia los métodos moleculares, dichos estudios han sido
realizados para las especies de dermatofitos que afectan al hombre. También existen otros
métodos reportados como el uso de PCR en tiempo real y el uso del MALDI-TOF para su

caracterizacion molecular.

Pocos han sido los estudios realizados sobre la dermatofitosis en animales, ya que se trata de
una enfermedad a la cual se ha restado importancia. Los principales estudios se han enfocado

a animales de compaiiia, principalmente perros y gatos.

Cafarchia y colaboradores implementaron una prueba molecular para el diagnostico de
dermatofitosis en caninos y felinos, la cual utiliza una PCR punto final y una PCR anidada,
la caracterizacion de los aislados se realizé mediante el método convencional y el molecular.
Para la PCR punto final utilizaron las regiones ITS1 5.8S e ITS2 del ADN ribosomal, asi
como el gen Chs-1, estas regiones fueron amplificadas de manera individual usando
oligonucledtidos especificos; después, para realizar la PCR anidada, se utilizaron inicamente
las regiones ITS1 e ITS2. Las especies que ocuparon en este estudio fueron Microsporum
canis 'y Trichophyton interdigitale (zoondtico), aunque también usaron cepas de
Microsporum gypseum, Trichophyton terrestre y Chrysosporium spp. para comprobar la
sensibilidad y especificidad de su prueba, la cual resultd positiva en un 98%. Esta
investigacion ha sido la Uinica realizada para estas especies,”> mientras que en medicina
equina existen dos trabajos han sido realizados y reportados en equinos. Uno de ellos fue
realizado por Chung y colaboradores en el afio 2010, en el cual lograron estandarizar una
prueba de PCR que demostraban la presencia de hongos dermatofitos, utilizado como blanco
la secuencia del gen de la proteina CHS1 (Chitin synthase 1). En esta prueba una vez
demostrada la presencia de un dermatofito, el género se determinaba por el uso de un PCR
fingerprinting en el cual se cuantifico el nimero de secuencias de microsatélites GACA4
repetidas dentro de la clonacion, con esto los autores pudieron demostrar solo la presencia de



Trichophyton mentagrophytes en muestras de pelo y escamas de equino.>* Esta misma
secuencia de microsatélite fue empleada para la identificacion de las especies de dermatofitos
que afectan al humano; sin embargo, no fue posible diferenciar a los géneros Trichophyton y
Microsporum, y menos discriminar entre las especies de Trichophyton.>* El trabajo realizado
por El-Yazeed y colaboradores en el 2013 también utilizaron la secuencia del gene CHSI,
utilizaron oligonucledtidos especificos de este gen descrito para los dermatofitos. En este
ensayo no lograron determinar ni el género ni la especie, dado que la secuencia empleada
estd altamente conservada entre los géneros pertenecientes a este grupo de hongos.** Por lo
descrito anteriormente, todavia no se confirma la utilidad de las pruebas moleculares en la
clinica equina y solo han quedado como evidencias experimentales; los resultados de estos
dos trabajos muestran que los métodos moleculares todavia no son tan confiables como los
métodos convencionales, para la identificacion de género y especie. Sin embargo, desde el
punto de vista diagndstico, son igual de utiles que los métodos convencionales ya que
demuestran la presencia o ausencia del microorganismo, asimismo las técnicas moleculares
son mas precisas pues detectan un mayor nimero de casos positivos, ademas de que se tiene
el resultado en menor tiempo, lo que permite establecer rapidamente el tratamiento. La tnica

limitante de este método diagnostico es el costo.>?



2. Justificacién

La dermatofitosis es una enfermedad que afecta a todo tipo de animales, ademds impactan el
bienestar y el aspecto fisico del individuo, ademas es una fuente de sufrimiento debido a que
ocasionan molestias como la irritabilidad, prurito y favorece la susceptibilidad a desarrollar
otras enfermedades. Los agentes causales son hongos queratinofilicos de los géneros

Trichophyton, Microsporum y Nannizzia, los cuales afectan principalmente a los équidos.

Ademas como se mencion6 anteriormente se trata de una parte de la micologia veterinaria
que ha sido poco estudiada debido a que los problemas causados por los dermatofitos no
ponen el riesgo la vida de los individuos por lo que existen pocos trabajos realizados para la
identificacion de dichos hongos que afectan a los animales, en equinos se cuentan con 2
trabajos en los que se desarrolld una PCR punto final ambos mencionan que no habia logrado
tener un resultado preciso en poco tiempo por lo que en esta investigacion se pretende
estandarizar una prueba de PCR multiplex para el diagndstico preciso y en poco tiempo de
las dermatofitosis equina, ya que se diseiaran oligonucledtidos especificos para cada una de
las 5 especies que afectan principalmente a los équidos, ademés esto también ayudara a
realizar y conocer el estado epidemioldgico de esta afeccion en el pais, pues no se cuenta con

un estudio similar.



3. Hipotesis

Se desarrollard una prueba de PCR multiplex a partir de ADN de pelo y escamas de équidos
con dermatofitosis, la cual serd util para establecer el diagndstico de aproximadamente el

80% de los casos en un menor tiempo, ademas de identificar al agente causal.



4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Desarrollar una prueba de diagnodstico basada en la PCR multiplex con la cual se podran
detectar las principales especies de dermatofitos asociadas a équidos en menor tiempo y se

apoyaran las investigaciones en epidemiologia de los dermatofitos en equinos.
4.1 Objetivos especificos

» Disefiar oligonucleétidos para las especies de Trichophyton, Microsporum y
Nannizzia que afectan a los équidos.

» Estandarizar el proceso de extraccion de ADN a partir de muestras de pelo y escamas
de équidos.

» Estandarizar una prueba de PCR multiplex para la deteccion de las diferentes especies
de Trichophyton, Microsporum y Nannizzia.

» Evaluar la prueba desarrollada con muestras de pelo y escamas de équidos para

conocer su eficiencia.



5. Materiales y métodos
5.1 Muestras y aislados clinicos

Los aislamientos y las muestras de tejido queratinizado utilizadas para la realizacion de este
trabajo fueron tomadas de un estudio previo en el cual se recolectaron 120 muestras de
individuos sospechosos de dermatofitosis, a los cuales se les realizd una prueba de KOH al
20%, un cultivo en ADS adicionado con cloranfenicol, ciclohexamida y 4cido nicotinico
(vitamina B3), las muestras fueron obtenidas de diversas partes de la Ciudad de México y el
Estado de México, como Xochimilco, Milpa Alta, Alvaro Obregdn, Atizapan de Zaragoza,
adquiriendo una mayor cantidad de muestras provenientes del suroriente de la Ciudad,
principalmente de las alcaldias de Tlalpan (Campo Militar 1-C Heroico Colegio Militar
SEDENA) e Iztapalapa (Agrupamiento a Caballo de la SSP). Las muestras se recibieron y
se procesaron (KOH 20% y cultivo).

5.2 Cultivo monosporico para la extraccion de ADN

Cada aislamiento con el que se trabajo se obtuvo a partir de un cultivo monosporico, para lo
cual al tubo de conservacion se les agregd6 1mL de agua destilada estéril con 1% de tween
80, para obtener solo las conidias del microorganismo, después se coloco en un tubo de 1.5
mL y se hicieron diluciones 1:10, 1:100, 1:1000 las cuales se cultivaron por duplicado en
agar dextrosa papa (ADP) a las cuales se les agrego 200 pL de la dilucion correspondiente y
se disperso por toda la placa con la ayuda de una varilla de vidrio, se incubaron a 29 °C
durante 7 dias, cuando se observaba ¢l crecimiento de una sola colonia, esta fue colocada en

una placa nueva para que a partir de esta se realizara el inoculo para la extraccion de ADN.

El cultivo monosporico se inoculd en un matraz con 50 ml de caldo dextrosa Sabouraud, los
aislamientos fueron Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton verrucosum, Microsporum

canis, Nannizzia gypsea.

La cepa de Trichophyton equinum fue adquirida de la coleccion CBS- Knaw Fungal
Biodiversity Center and Institute of the Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences

con numero de identificacion CBS 292.81.



Los cultivos fueron incubados en agitacion orbital por 120 horas manteniéndolos en agitacion
a 150 revoluciones por minuto con una temperatura de 29°C; posteriormente se filtro el
cultivo para obtener la biomasa utilizando un embudo y papel filtro estéril; ya separada la
masa fungica se realizaron dos lavados con 10 mL agua destilada estéril para eliminar los
restos de sales que contiene el medio y finalmente se seco totalmente entre hojas de papel
filtro estéril. Cuando la extraccion no era realizada en ese momento se guardaba la biomasa
a -20°C hasta el momento de su uso, tratando de no superar los 15 dias de almacenaje para

evitar afectar el material genético.

5.3 Extraccion de ADN
5.3.1 A partir de cultivo

La extraccion de ADN se realizo siguiendo el protocolo descrito por el Dr. Leonel Mendoza

en el 2002 con algunas modificaciones.

En un mortero estéril se depositd el micelio seco, se macerd con ayuda del nitrégeno liquido
hasta obtener un polvo fino, el cual fue transferido a tubos de 1.5 mL colocando previamente
600 pL del amortiguador de lisis y se mezcld. Después se afiadieron 10 pLL de proteinasa K
(Vivantis®) a una concentracion de 200 mg/mL y nuevamente se mezcld. En seguida se
incubaron los tubos en bafio Maria a 56°C durante 60 minutos. Transcurrido este lapso se
afiadié 60uL. de CTAB y se volvid a incubar a 56°C durante 10 minutos mas; después se
agregaron 500 pL de fenol: Cloroformo: Alcohol-isoamilico en proporciones
respectivamente de 25:24:1 (Sigma-Aldrich®), se agitd firmemente hasta observar que la
muestra se tornd en un aspecto lechoso y se centrifugd en la microcentrifuga (marca:
Eppendorf®, modelo: 5417R) a 14,000 revoluciones por minuto (rpm) por 15 minutos. Se
recuper6 un total de 300 pL de la fase acuosa, que fue transferida a un tubo de 1.5 mL nuevo
y se repitio nuevamente el pasé de la extraccion fenolica. A continuacion, se le anadieron 0.1
volumen de solucion de acetato de sodio (J.T. Baker®) 3M, més 2 volimenes de etanol
absoluto grado biologia molecular (IBI Scientific®), el tubo se invirtid suavemente hasta
visualizar las hebras de ADN (si esto no ocurria se dejaba la muestra incubando a -20°C
durante 24 hrs) y se centrifugo6 a 14,000 rpm durante 15 minutos para observar un precipitado

en el fondo de tubo. Luego se decantd el etanol y se resuspendi6 la muestra con 400uL de



soluciéon TE y 2 uLL. de RNAsa, se puso a incubar en baflo Maria a 37°C durante una hora,
transcurrido ese tiempo se afiadié 1mL de etanol al 70%, se invirtio el tubo suavemente varias
veces y se centrifugd a 14,000 rpm durante 2 minutos. Nuevamente se decanto el etanol y se
dejo secar el ADN a temperatura ambiente. Finalmente, el sedimento fue resuspendido en

30uL de agua inyectable; se conservé a 4°C y luego se guardaron a -20°C.%¢

La pureza e integridad del ADN obtenido se evaludé mediante electroforesis (40 amperes/50

min) en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (5Smg/mL).>
5.3.2 A partir de pelo y escamas

En este estudio se utilizd el método de extraccion de ADN a partir de tejido queratinizado
descrito por Refai M, Abo El- Yazid y El-Hariri, la muestra fue colocada en un tubo de 1.5
mL, se le adiciono 100 pL de buffer de lisis el cual contiene 100 mM Tris-HCI (pH 9.5), 1
M KCI, 10 mM EDTA, se incub6 a 100°C por 30 minutos. Después se le agregaron 50ng de
proteinasa K y se vuelve a incubar a 55°C por 16 horas enseguida se incub6 a 100°C por 30
minutos. Posteriormente se le agregd 100 pL de la mezcla de fenol: Cloroformo: Alcohol
isoamilico (25:24:1) y se centrifugd a 13,000 rpm por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
removido y se le adicion6 la misma cantidad de isopropanol, el ADN se incubd a 80°C por 1
hora. Para purificar el ADN obtenido se hicieron dos lavados con 500 pl de etanol al 70% y
se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el sobrenadante se removio y se
dejo secar el ADN a una temperatura de 37°C durante 20 minutos, luego se resuspendid en

agua destilada y se conservé a -20°C hasta su uso.”!

También se probd un protocolo para extraer ADN de tejido queratinizado de reptil con
algunas modificaciones. Primero se fragmenta la muestra de pelo y escamas y se transfirio a
un tubo de 1.5 ml y se le afiadié 500uL de la solucion de lisis (25mM de TrisMa pHS, 10
mM de EDTA pHS y 2% de Sarkosyl) y 20uL de proteinasa K a una concentracién de
200mg/mL y se metio a incubar a bafio Maria a una temperatura de 56°C durante 18 horas.
Transcurrido este lapso se afiadio 500 pL de fenol: Cloroformo: Alcohol-isoamilico a una
proporcion de 25:24:1 (Sigma-Aldrich®), se agito hasta que se torn6 en un aspecto lechoso
y se centrifugd en una microcentrifuga (marca: Eppendorf®, modelo: 5417R) a 14,000 rpm

durante 20 minutos a 4°C. En seguida se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo y se le



colocaron 1/10 voliimenes de acetato de sodio 3M pH 6, 2.5 uL de solucion de acrilamida™
y 2 volimenes de etanol absoluto, se dejo incubar en el congelador por 20 minutos. Después
se centrifugd a 14,000 rpm durante 20 minutos a 4°C, se decant6 el etanol y se dejo secar el

ADN, Finalmente se resuspendié en 30pL de agua inyectable.’
Cuantificacion

El ADN obtenido fue cuantificado con el biofotometro (marca: Eppendorf®, modelo: D-
5000-3000), utilizando una dilucién del ADN 1:100 en agua grado inyectable, las lecturas se
llevaron a cabo a una absorbancia de 260/280 nm,; si la relacion es menor a 1.8 indica que el

ADN extraido atin contiene proteinas.>

5.5 Disefio de oligonucledtidos especificos para las diferentes especies de Trichophyton,
Microsporum y Nannizzia que afectan a los équidos

Las secuencias de ADN y el ARN han sido utilizadas en la microbiologia clinica para la
clasificacion e identificacion de bacterias y hongos por varios afios. EI ADN ribosomal
(rDNA) cuenta con una serie de genes que se encuentran en todos los microorganismos y se
sabe que acumula mutaciones constantes a un ritmo lento conforme pasa el tiempo. La
heterogeneidad de la secuencia de nucledtidos dentro de esta region puede ser usada para la
clasificacion filogenética de estos microorganismos. Los interespacios cuentan con
secuencias altamente conservadas de genes del rDNA, estas regiones de secuencias variables
son denominadas regiones del transcripto interno (spacer regions ITS)>’

Las secuencias homologas dentro de los genes del rDNA de los hongos (18S, 5.8S, y 28S)
y sus diferencias dentro de las regiones ITS (ITS1 e ITS2) son las bases genéticas para la
organizacion de los hongos en grupos taxondmicos, por lo tanto, al saber un poco de los
aspectos biologicos de estas regiones se considera su uso enfocado en diferenciar entre

géneros y especies micoticas. >

Las secuencias reportadas dentro de la literatura para realizar una certera identificacion
molecular para el género Trichophyton es la region ITS y la region del EF-1a (Factor de
elongacion la) mientras que para los géneros Microsporum y Nannizzia solo se utiliza la

regién ITS.!7-20.23



Por otra parte, un oligonucledtido o iniciador va a delimitar la zona de ADN que se desea
amplificar, al ser reconocidos por la enzima ADN polimerasa III permite iniciar la reaccion.
Son secuencias cortas de aproximadamente 18 a 22 nucleodtidos. Se disefian para ser

exactamente complementarios al molde de ADN.®

Conforme a lo descrito anteriormente se disefaron los oligonucledtidos especificos a partir
de las regiones ITS1 e ITS2 entre estas regiones estd la region 5.8S, para el género
Trichophyton también se recomienda el uso del gen TEF-la. De acuerdo a Bolivar y
colaboradores el juego ideal de oligonucledtidos que se empelan en un PCR-multiplex es de
3, ya que esto garantiza confiabilidad técnica, sin embargo, restringe la amplitud del

diagnoéstico.b!

Se identificaron las secuencias de la region ITS en el NCBI Genbank y se alinearon con el
programa Reverse Complement®®. Posteriormente fueron colocadas en un archivo de block
de notas para alinearlas y se reconocieron las regiones candidatas para desarrollar los

oligonucledtidos.

Una vez concluido el disefio se ingresaron en el programa DNAMAN® para conocer la
temperatura de alineacion (Tm), porcentaje de C/G, si formaban o no horquillas, se alifiaban

con su iniciador complementario o con los otros oligonucledtidos disefiados.
Finalmente corrobor6 su homologia por medio de la base de datos BLAST del NCBI.

Los oligonucledtidos que se disefiaron para cada especie fueron:

Microsporum gypseum

MgypITS-373F: ATACTGTTCCGTCTGAGCG
MgypITS-373R: ATCTCTGACGGAAACTGAGC
Tm. 56°C

Trichophyton equinum

TequlTS-442F: GCGAGCCTCTCTTTATAGC
TequlTS-442R: AAACAGATTTTGAGGCCAG
Tm. 55°C



Trichophyton mentagrophytes

TmenITS-331F: GCGAGCCTCTCTTTAGTGGCT
TmenITS-331R: GCACCCCCAAAGACGG

Tm. 60°C

Trichophyton verrucosum

TverITS-426F: CTTCGGGGGCTTTAGCTGG
TverlTS-426R: CTCAGAGAGATTTGGGGGAAGG
Tm.62°C

Para Microsporum canis se disefiaron dos juegos de oligonucledtidos con diferentes
temperaturas de alineacion, para poder moverlo a cualquiera de las dos reacciones multiplex,

los oligonucledtidos son los siguientes:

Microsporum canis

McanITS-297F: TCGCCGGAGGATTACTCT
McanITS-297R: AAGCGGTGGGTGGTTACT

Tm. 58°C

MnisITS-295F: GATTTACTCTGGAAAACACACTCTTGAA
MnisITS-295R: GCGGTGGGTGGTTACTGG

Tm. 62°C

5.6 Estandarizacion de PCR punto final

Para obtener una buena prueba se requiere de un balance adecuado para la amplificacion de

productos y reducir al minimo los productos inespecificos °!

Para correr la reaccion de PCR se utilizaron las alicuotas a una concentracion de 10mM/50ul
de cada oligonucleotido. Una vez cuantificado el ADN, se alicoutd en tubos de 0.6ul a una

concentracion de 50ng/ul de ADN para colocar en cada reaccion 100ng de material genético.

Como controles positivos se utilizd6 ADN de los aislamientos obtenidos de forma
convencional en un trabajo previo, Microsporum canis cepa N2, Trichophyton verrucosum

729, Trichophyton mentagrophytes ¥4, Nannizzia gypsea K8 y la cepa de referencia de



Trichophyton equinum CBS 292.81. Como control negativo se utilizo el aislamiento de

Chrysosporium spp. J29, igualmente aislada de un caballo.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador (marca: Techne®, modelo TC-412)
bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion inicial a 94° C por 4 minutos seguida de
30 ciclos de los cuales cada ciclo consiste en una desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos.
La temperatura de alineacion fue diferente para cada especie; para 7. equinum fue a 55°C, N.
gypsea 56°C, M. canis 58°C, T. mentagrophytes 60°C, T. verrucosum 62°C una extension a

72°C por un minuto y por ultimo una extension final a 72°C por 4 minutos.>*

El producto obtenido se observo en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio
(5mg/ml) en un amortiguador TAE 1X a 93 amperes, durante 50 minutos. Posteriormente se

documenté el producto amplificado.?®
5.7 Prueba de especificidad de los oligonucleétidos

Una vez estandarizadas las pruebas de PCR de manera individual se desafiéo cada par de
oligonucleotidos con ADNs diferentes al blanco, el reto se hizo con el ADN de las especies
obtenidas de los aislamientos, ademés también se utilizO como control negativo a

Chrysosporium spp., para corroborar la especificidad de cada par de oligonucledtidos.

Las pruebas de especificidad se llevaron a cabo tanto de manera normal, como a través de
una PCR in silico, usando el programa “In silico simulation of molecular biology
experiments”,®? por medio del cual se desafio la especificidad con otros hongos

queratinofilicos y no queratinofilicos.

5.8 Prueba de sensibilidad de los oligonucleotidos

Una vez realizadas las pruebas de especificidad de cada oligonucleoétido de forma individual,
se hicieron decuples del ADN, quedando una concentracion de 10 ng/ul, 1 ng/ul, 0.1 ng/ul,
0.01 ng/ul y 0.001 ng/ul.

Después de hacer las diluciones se llevaron a cabo las reacciones para conocer cual es la
concentracion minima de ADN detectable para la prueba y que se revelaba perfectamente en

el gel de agarosa.



5.9 Estandarizacion de la PCR Multiplex a partir de ADN de los aislados y la cepa de referencia

A partir de los resultados de la concentracion minima de ADN necesaria para la amplificacion
se procedio a estandarizar la temperatura de alineacion adecuada para cada uno de los pares

de oligonucleotidos.

Para esta parte se utilizo el Termociclador de gradiente MultiGene, marca Labnet modelo
TC-9600-G/TC-9600-G-230V, para el ADN de 7. equinum, M. canis, N. gypsea las
temperaturas que se manejaron para su alineacion fueron de 55°C, 56.4°C, 58.2°C y 58.6°C.
La temperatura de alineacion calculada para cada especie fue de 55°C, 58°C y 56°C

respectivamente.

Para el ADN de T. verrucosum y T. mentagrophytes las temperaturas que se emplearon
fueron de 59.6°C, 60.4°C, 62.2 y 62.2 °. La temperatura de alineacion calculada para cada

especie fue de 62°C y 60°C respectivamente.

Después de seleccionar la temperatura de alineacion adecuada para el ADN, el siguiente paso
fue desafiar cada par de oligonucledtidos, para ello en un tubo se colocdé un par
oligonucledtidos con su ADN blanco y adiciond un juego de oligonucle6tidos de otra especie,
en otro tubo se colocaron dos muestras de ADN y solo un par de oligonucleétidos, para
observar si existia 0 no una competencia entre el ADN y/o los oligonucleotidos y que esto

interfiriera en las amplificaciones (figura 13-14)



Figural3. Diagrama de las pruebas de desafio para observar la competitividad entre los iniciadores para la
prueba Multiplex I (M-I)

Figural4. Diagrama de las pruebas de desafio para observar la competitividad de los iniciadores para la prueba
Multiplex II (M-1I)



5.10 Confrontacion de la prueba multiplex con ADN extraido de pelo y escamas

Para la prueba M-I se prepar6é una mezcla de reactivos que contenia agua inyectable, buffer
de reaccion 10X, cloruro de magnesio, dNTP’s, oligonucledtidos de N. gypsea y de

T. equinum, ADN de la muestra y taq polimerasa (BioTechMol®)

Para la prueba M-II se prepar6 una mezcla de reactivos la cual contenia agua inyectable, de
buffer de reaccion 10X, cloruro de magnesio, dNTP’s, los oligonucledtidos de

T. mentagrophytes y de T. verrucosum, de ADN de la muestra y taq polimerasa.

Las constantes que se utilizaron para la PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 94° C por 4
minutos seguida de 30 ciclos, cada ciclo consistié en una desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, la temperatura de alineacion de la prueba multiplex I fue de 58.2°C y para la
multiplex II fue de 60.4°C, seguido de una extensioén a 72°C por un minuto y finalmente una

extension final a 72°C por 4 minutos.

Una vez lograda la estandarizacion se realizo el desafié de las pruebas con el ADN obtenido
de las muestras de pelo y escamas previamente cuantificado, proveniente de casos clinicos

sospechosos de tener una dermatofitosis.
5.11 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con el software estadistico XLSTAT-BIOMED
utilizando el programa Microsoft Excel aplicando tablas de contingencia para calcular la
sensibilidad y especificidad de la prueba en estudio; ademas se calculo el valor predictivo

positivo y valor predictivo negativo.



6. Resultados
6.1 Muestras y aislados clinicos

En un estudio previo se recolectaron un total de 120 muestras de pelo y escamas, de estas se
22 fueron positivas al aislamiento y se obtuvieron 26 aislamientos, lo que representa un
18.33% de muestras positivas de las cuales se recuperaron seis especies de dermatofitos que
fueron 4 Trichophyton equinum lo que representa un 15.38%, 1 de Trichophyton verrucosum
representa el 3.8%, 7 de Trichophyton mentagrophytes representa el 26.94%, 2 de
Microsporum canis representa el 7.69%, 11 Nannizzia gypsea que representa 42.30% y 1 de

Nannizzia nana 3.8%.

Se tomaron las 22 muestras positivas en el aislamiento y 28 fueron elegidos al azar de los 98
restantes, teniendo un 44% (22/50) de cultivos positivos. La frecuencia que mostrd cada
especie fue: Trichophyton mentagrophytes 7/50 (1.4%), Trichophyton equinum 4/50 (8%),
Trichophyton verrucosum 2/50 (4%), Microsporum canis 2/50 (4%), Nannizzia gypsea 11/50

(22%) y Nannizzia nana (antes Microsporum nanum) 1/50 (2%).

Los aislamientos fueron conservados en 10 mL agua destilada estéril y en tubos viales de 15x

80mm con agar avena.

La cepa de referencia proveniente de la micoteca de CBS- Knaw Fungal Biodiversity Center

con numero de identificacion CBS 292.81. (figura 15)

Figura 15. Cultivo de T. equinum cepa CBS 292.81 de 12 dias, en medio lactritmel y
microcultivo



6.2 Cultivos monosporicos para la extraccion de ADN

En la figura 16 se muestran las condiciones en las que se realizaron los cultivos monosporicos
para obtener la biomasa suficiente para llevar a cabo la extracciéon de ADN. Los cultivos en

caldo Sabouraud se incubaron en una incubadora de agitacion orbital, a 29°C durante 10 dias.

Figura 16. Cultivo de los aislamientos
N2, K8 y H2 en caldo dextrosa
Sabouraud

6.3 Extraccion de ADN
6.3.1 A partir de cultivo

Extraccion de ADN a partir de cultivo puro se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por
Mendoza (2002) siguiendo la metodologia utilizada en el laboratorio de Micologia de la
Facultad de Medicina (LM-FM) y el que contenia algunas modificaciones que es con que se

contaba en el Laboratorio de Micologia-FMVZ (LM-FMV?Z).

En el gel de la figura 17 se observan varias bandas de un peso molecular mayor a los 1000
bp que corresponden al ADN que se extrajo (flecha verde), en la mayoria de las bandas se
aprecia un ADN limpio y de buena calidad (flecha azul), la muestra del carril 3 presenta un
ligero barrido debido a que contiene residuos de proteinas y carbohidratos (flecha roja). Esta

extraccion de ADN se realiz6 con el protocolo del LM-FMVZ.



T T Figura 17. ADN de aislamientos clinicos extraccion hecha con
el protocolo FMVZ
Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb (Vivantis)
Carril 2: Agua destilada (C-)
Carril 3: V. gypsea
Carril 4: T. mentagrophytes
Carril 5: M. Canis
Carril 6: T. verrucosum
Carril 7: T. equinum/ N. gypsea

En el gel de la figura 18, se logrd la extraccion de una cantidad adecuada de ADN, sin
embargo, se observan residuos organicos de forma abundante excepto en la muestra del carril

13. El ADN tiene un peso molecular mayor a los 2000 pb.
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Figura 18. Extraccion fendlica de ADN
Protocolo Fac. de Medicina. ADN de
aislamientos clinicos

M: Marcador £ Hind III

Carril 1,2,3 y 4: M. canis

Carril 5, 6,7y 8: N. gypsea

Carril 9,10,11 y 12: T. mentagrophytes
Carril 13 y 14: T. verrucosum
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Comparando ambos métodos de extraccion de ADN con el protocolo del LM-FMVZ, se
consiguidé ADN puro e integrd. La principal diferencia entre ambos procedimientos fue el
momento en el que se usa la RNAsa, en el LM-FMVZ se coloca antes de realizar el ultimo

lavado con etanol al 70%, mientras que en el LM-FM este es el ultimo paso que se lleva a

cabo.

El ADN fue cuantificado y alicuotado en tubos a una concentracion de 50ng/50uL para su

uso en la reaccion de PCR.



6.3.2 A partir de pelo y escamas

El protocolo empleado para la extracciéon de ADN a partir de escamas de reptil fue el ocupado

para las muestras de pelo y escamas, pero no mostro el rendimiento deseado.

Se pretendid demostrar que no era necesario el uso de nitrégeno liquido para pulverizar el
tejido, asi que solo se fragmento, después de transcurrir las 24 horas de la extraccion se
prepar6 un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio a 70 amperes por 40 minutos,

para corroborar si se extrajo ADN.

En la figura 19 se observa que a partir de la muestra proveniente de un canino (carril 2) si se
logré extraer una cantidad adecuada de ADN, mientras que en las otras muestras no se logra

apreciar el ADN.

Figura 19. ADN obtenido de muestras de pelo y escamas
Carrill: Marcador de peso molecular 1Kb (Vivantis)
Carril 2: Muestra de pelo de Canino

Carril 3: Muestra de pelo de equino

Carril 4: Muestra de pelo bovino

6.4 Disefo de oligonucledtidos especificos para las diferentes especies de Trichophyton,
Microsporum y Nannizzia que afectan a los équidos.

Para el disefio de oligonucleotidos se utilizo la region ITS 1 e ITS 2 del ADN ribosomal que
es una region conservada, las secuencias fueron tomadas del NCBI Genbank, se alinearon y

compararon para obtener un iniciador especifico para cada especie.



Una vez terminado el disefio de los oligonucleotidos fueron sintetizados y posteriormente

resuspendidos en 500uL de agua inyectable y almacenado a -70°C.

El tamafio de uno de los productos de PCR fue Microsporum canis 297bp y 295bp, Nannizzia
gypsea 373bp, Trichophyton equinum 442pb, Trichophyton mentagrophytes 331bp y
Trichophyton verrucosum de 426pb.

Los amplificados de 7. mentagrophytes y T. equinum tuvieron unas fallas por lo que a pesar
de realizar numerosos lavados a las muestras de ADN y de extraer ADN nuevamente de
cultivos jovenes no se logrd producir nuevamente una amplificacion de estos fragmentos por
lo que fue necesario disefar otros oligonucledtidos utilizando el gen TEF-1a, el cual es
reportado como un gen importante en la taxonomia y caracterizacion en este género. Los

nuevos oligonucleotidos disenados se muestran a continuacion.

Trichophyton equinum

Tequi Tefl-531F GCCACATACCACTAGCCAG
Tequi Tefl-531R GGAGGGGAAAGGTAAAGAAA
Tm. 58 °C

Trichophyton mentagrophytes

TmenTefl1-338F CTTTTTTTGTTGCTTGGTGGG
TmenTefl1-338R TGGAGGGGAAAGGTAAAGAGAA
Tm. 60°C

6.5 Estandarizacion de la PCR punto final

Para realizar la estandarizacidon de la reaccion se siguieron las condiciones estandar que
menciona la literatura % sin embargo; aunque si se observé el amplificado en el gel, la
cantidad de reactivos utilizados en cada reaccion eran demasiado, por lo que se decidio hacer
una prueba usando de referencia las porciones utilizadas por Montes de Oca’® la
amplificacion de los fragmentos deseados, se hizo una modificacion la cual consistidé en
aumentar la cantidad de taq polimerasa (Vivantis® y Bio TecMol®) de 0.3uL a 0.5uL por

reaccion. (Cuadro 1)



Concentracién inicial ~ Cantidades por tubo

dNTPs 100mM 0.5 ul
Magnesio 25mM 1.5ul
Oligo Forward 10 uM 0.5 ul
Oligo Reverse 10 uM 0.5ul
Enzima 5U/ul 0.5 ul
Buffer 10x S5ul

Agua inyectable - 39.5ul
ADN 0.1 mg/ml 2ul

Cuadro 1. Reactivos empleados para la amplificacion de la region ITS y el gen TEF-1a

Las constantes que se utilizaron para llevar a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa
para los dermatofitos fueron las referidas por Refai y colaboradores, una vez finalizados los
ciclos se corrieron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1.5% y tefiido con bromuro
de etidio.

En la figura 20 se muestran los amplicones de las 5 especies que se trabajaron, en el carril 1
se muestra a M. canis con un peso de casi 300bp, en el carril 2 estd la muestra de Nannizzia
gypsea con un peso aproximado de 373 bp, en el carril 4 esta la muestra 7. mentagrophytes y se hace
evidente que tiene un peso menor al N. gypsea que es de 331 pb, por cual no se pueden llegar a
confundir al momento de correr la prueba con muestras reales.

En el carril 5 esta la muestra de 7. equinum y se muestra que es la banda con mayor peso, este es de
442bp, finalmente en el carril 6 corresponde al amplificado de 7. verrucosum el cual es ligeramente
menos pesado que 7. equinum con 426 bp, estos Gltimos podrian causar confusién al momento de
correr la PCR con ADN proveniente de pelo y escamas, pero cada uno de estos amplificados se

realizan con una Tm diferente.



l Figura 20. Amplificados individuales de cada
especie de dermatofito.
Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 bp
Invitrogen
Carril 2: M. canis (297 bp)
Carril 3: N. gypsea (373 bp)
Carril 4: T. mentagrophytes (331 bp)
Carril 5: T. equinum (442 pb)
Carril 6: T. verrucosum (426 bp)
Carril 7: Control negativo Chrysosporium

6.6 Prueba de especificidad de los oligonucle6tidos

Luego de observar los amplificados de forma individual se llevé a cabo una prueba de

competencia para cada par de oligonucleotidos y sus respectivos ADNs blanco.

El principal ensayo de estas pruebas fue con los oligonucleotidos de 7. mentagrophytes y
T. equinum ya que la homologia que presentaban en la region ITS mostraba una similitud de
un 98% a 100%. En la figura 21 se corrobora la especificidad de los oligonucledtidos de
T. mentagrophytes, ya que solo amplifico con la especie para el que fue disefiado. El peso
molecular del amplificado es menos a 500 pb, y ser supone que es aproximadamente de 300
bp, esto debido a que en este punto del experimento todavia no se contaba con el marcador

de peso molecular de 100bp.



Figura 21. Prueba de especificidad para los iniciadores
TmenITS-331F y TmenITS-331R

Carril 1: Marcador de peso molecular 1 kb Vivantis
Carril 2: Control positivo T. mentagrophytes

Carril 3: Muestra H2 (Trichophyton mentagrophytes)
Carril 4: Muestra M3 (T. equinum/Nannizzia gypsea)
Carril 5: Z29(Trichophyton verrucosum)

Carril 6: K8 (Nannizzia gypsea)

Carril 7: N2 (Microsporum canis)

En la figura 22 se observa que los oligonucledtidos especificos para 7. equinum si presentaron

un amplificado inespecifico de aproximadamente 900 bp cuando se usaba el ADN de la

muestra M3 en la que estaban presentes N. gypsea y T. equinum, con T. mentagrophytes

tampoco se presentd el amplificado inespecifico.

Figura 22. Prueba de especificidad de los
iniciadores TequlTS-442F y TequlTS-442R
Carril 1: MPM 1 kb

Carril 2: N. gypsea (K8)

Carril 3: M3 (N. gypsea/ T. equinum)
Carril 4: T. mentagrophytes (H2)
Carril 5: T. verrucosum (Z29)

Carril 6: M. canis (N2)

Finalmente se hizo una PCR con ADN de Chrysosporium spp. aislado de un caballo para

corroborar que no existiera un amplificado inespecificos con los oligonucledtidos, ademas se

llevaron a cabo diversos ensayos in silico para corroborar la especificidad de cada uno, a



pesar de que en este ensayo la especificidad fue de 100% al realizar ensayos con las muestras

clinicas con algunos oligonucleotidos existieron amplificaciones inespecificas.

6.7 Prueba de sensibilidad de los oligonucledtidos

Una vez finalizadas las pruebas de especificidad para cada oligonucleotido se realizaron
diluciones decuples de cada ADN quedando en cada tubo 10ng/uL, Ing/puL, 0.1ng/uL,
0.0Ing/puL y 0.001ng/uL y se efectuaron las reacciones de PCR, para conocer cudl era la

concentracion minima de ADN detectable para realizar la amplificacion.

En la figura 23 se muestra que para Microsporum canis y Nannizzia gypsea la cantidad
minima de ADN sensible para la PCR fue de 0.001ng/uL (flecha roja). Trichophyton equinum
fue poco sensible a baja concentracion de ADN ya que se observa una banda hasta la cantidad
de Ing/ul (flecha amarilla). Estos resultados son satisfactorios ya que al traspolar estas
cantidades a una muestra real es benéfico pues en una muestra también hay ADN de otros

individuos.
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Figura 23. Productos de PCR de las diferentes
concentraciones de ADN.

Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 bp Invitrogen
Carril 2: Dilucion 1 (Microsporum canis)

Carril 3: Dilucion 2 (Microsporum canis)

Carril 4: Dilucion 3 (Microsporum canis)

Carril 5: Dilucion 4 (Microsporum canis)

Carril 6: Dilucion 1 (Nannizzia gypsea)

Carril 7: Dilucion 2 (Nannizzia gypsea)

Carril 8: Dilucion 3 (Nannizzia gypsea)

Carril 9: Dilucion 4 (Nannizzia gypsea)

Carril 10: Dilucion 1 (T. equinum)

Carril 11: Dilucion 2 (T. equinum)

Carril 12: Dilucion 3 (T. equinum)

Carril 13: Dilucion 4 (T. equinum)
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En la figura 24 se muestra que en el caso de Trichophyton mentagrophytes la concentracion
de ADN a la que es sensible la prueba es similar a la Trichophyton equinum la amplificacion

que se aprecia mejor es hasta la concentracion de 1ng/ul, aunque se visualiza una tenue

~ A4~



banda con la cantidad de 0.01 ng/uL no se toma en cuenta pues al realizar otra reaccion de
PCR puede llegar a observarse o no la amplificacion. Trichophyton verrucosum fue sensible

hasta la concentracion de 0.001ng/uL al igual que M. canis y N. gypsea.
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Figura. 24. Productos de PCR de las diferentes
concentraciones de ADN.

Carril 1: Marcador de peso molecular de 100 bp Invitrogen
Carril 2: Dilucion 1 (T. mentagrophytes)

Carril 3: Dilucion 2 (T. mentagrophytes)

Carril 4: Dilucion 3 (7. mentagrophytes)

Carril 5: Dilucion 4 (T. mentagrophytes)

Carril 6: Dilucion 1 (7. verrucosum)

Carril 7: Dilucion 2 (T. verrucosum)

Carril 8: Dilucion 3 (T. verrucosum)

Carril 9: Dilucion 4 (T. verrucosum)
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6.8 Estandarizacién de la PCR Multiplex con ADN de aislamientos y la cepa de
referencia

Después de terminar las pruebas de sensibilidad se inici6 con la primera fase para la
estandarizacion de la PCR multiplex, por lo que se trabajaron diferentes temperaturas de
alineacion para cada prueba multiplex. En la prueba MI se colocaron a M. canis, T. equinum

v N. gypsea y en la prueba M1l a T. verrucosum y T. mentagrophytes.

La temperatura seleccionada para la prueba MI fue de 58.2°C y para la prueba MII fue de

60.4°C, a estas temperaturas se logro una amplificacion de todas especies, después se

desafiaron todos los oligonucleotidos.

En la figura 25 se muestra el desafio de la prueba M-II que solo cuenta con 2 especies, el
resultado que se obtuvo fue bueno ya que no presentd ningun problema en la amplificacion,
ambos pares de oligonucledtidos fueron especificos para cada una de las especies, sin
embargo, en baja cantidad de los oligonucleotidos de ambas especies si lograron alinearse y

amplificar al otro ADN, tal y como lo indican las flechas, se distingue que los amplificados



inespecificos tienen un peso molecular similar al esperado para cada par de oligonucledtidos.
Estos amplificados dejaron de observarse cuando se aument6 la temperatura de alineacion de
60.4°C a 61°C. Existe una especificidad adecuada entre el oligonucle6tido disefiado y su

ADN blanco.

Figura 25. Desafios entre los oligonucledtidos y el
ADN para la prueba M-I1
Carril 1: Marcador de peso molecular 100 bp
Invitrogen
Carril 2: T. mentagrophytes C+
l Carril 3: H2 primer Vs primer

Carril 4: H2 ADN Vs ADN

#000p Carril 5: MPM 100 bp Invitrogen

300 bp Carril 6: T. verrucosum C+
Carril 7: Z29 primer Vs primer
Carril 8 Z29 ADN Vs ADN
Carril 9: MPM 100 bp Invitrogen

En la figura 26 se muestran los resultados de la prueba M- I, se realizaron 2 pruebas para
cada par de oligonucleodtidos y los ADNSs, al no encontrarse ninguna interferencia por parte
de los oligonucledtidos ni del ADN, se prosigui6 a realizar el, siguiente paso de la prueba la
cual consistié en colocar los 3 pares de oligonucleotidos con una muestra de ADN, el cual
era blanco de uno de los 3 pares de oligonucledtidos, después en otro tubo se colocaron las

3 muestra de ADN con un solo par de oligonucledtidos.

Los resultados fueron satisfactorios excepto en el caso de M. canis, en esta prueba se coloco
al ADN de M. canis con los 3 pares de oligonucleotidos, al correr el gel se demostrdé que
existia competencia entre los oligonucledtidos, por lo que no hubo amplificacion del
fragmento, esta prueba se repitié dos veces mas obteniendo el mismo resultado, observando
detenidamente el gel se pudo ver una tenue amplificacion casi imperceptible, ademas se

observa una banda inespecifica de un peso molecular menor al de M. canis.



450 bp
375 bp
295bp

Para eliminar la banda inespecifica se decide aumentar la concentracion de los

oligonucleétidos de Microsporum canis de 0.5ul a 1ul de cada oligonucleétido.

En la figura 26 se muestra el gel con los resultados de todas las pruebas hechas para las 3
especies. Del carril 2 al 4 se muestras las pruebas para M. canis, en el carril 3 se observan los
tenues amplificados que se mencionaron sefialados con una flecha roja, como se menciono
son casi imperceptibles. Los carriles 6 a 8 muestran las pruebas para N. gypsea los cuales
corresponden al peso molecular que ya se habia descrito antes, dichas pruebas no tuvieron
problema. Finalmente, los carriles 10 a 12 corresponden a 7. equinum nuevamente esta

correcto el peso molecular y no presentaron obstaculos en la amplificacion.
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ADN para la prueba M-I

Carril 1: MPM 100 bp Invitrogen

Carril 2: M. canis C+

Carril 3: N2 primer Vs primer Vs primer
Carril 4: N2 ADN Vs ADN Vs ADN
Carril 5y 9: nada

Carril 6: N. gypsea C+

Carril 7: K8 primer Vs primer Vs primer
Carril 8: K8 ADN Vs ADN Vs ADN
Carril 10: T. equinum C+

Carril 11: 292.81 primer Vs primer Vs primer
Carril 12: 292.81 ADN Vs ADN Vs ADN

La ultima parte de la estandarizacioén de las pruebas M-I y M-II, consistié en colocar en un
solo tubo el mix de ADN y oligonucleotidos, para evidenciar los amplicones de los agentes

involucrados en la PCR multiplex.

En la prueba M-I primero se colocaron dos especies y luego las tres. En el tubo se mezclaron

los reactivos en las mismas cantidades como ya se habia referido. En la figura 27 en el gel se

Figura 26. Desafios entre los oligonucledtidos y el



observa la amplificaciéon de ambas especies (7. equinum y N. gypsea), el fragmento mas
pequetio es el que se observa con mayor intensidad, asi que para igual la intensidad de los
amplificados se jugd con la concentracion de los oligonucledtidos de 7. equinum
denominados TequlTS-442F/R, las concentraciones fueron de 0.5ul a 0.75ul de cada
oligonucledtido, la concentracion en la que se observaron intensidades similares se observan
en el carril 5 en donde 7. equinum tiene una cantidad de 0.75ul y N. gypsea de 0.5ul. en el
carril 4 es demasiado tenue la banda de 7. equinum y en el carril 6 se observa la banda con

mayor intensidad que N. gypsea.

2005 Figura 27. M-I con las diferentes
— concentraciones de oligonucledtidos
3000P sy Carril 1: MPM 100 bp
Carril 2: Control positivo N. gypsea
Carril 3: Control positivo T. equinum
Carril 4: M-1 (0.5/0.5)
Carril 5: M-1 (0.5/0.75)
Carril 6: M-I (0.5/ 1)

Después se agregd en la prueba a M. canis, esta vez fueron colocadas las siguientes
cantidades de oligonucleotidos para cada especie 0.5ul NgypITS-373F/R, 0.75ul de
TequlTS-442F/R y 1ul de McanITS-297F/R.

En la figura 28 se muestra que el resultado no fue satisfactorio ya que 7. equinum no
amplifico, N. gypsea si pero se observa muy tenue. M. canis al ser el fragmento mas pequefio
es el que resalta mejor, en el carril 2 solo estdn 7. equinum y N. gypsea, el carril 3 muestra

los resultados de la multiplex completa.
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450bp
375bp —
295 b Figura 28. Prueba M-I completa
T Carril 1: MPM 100 bp
Carril 2: Multiplex I (N. gypsea/T. equinum)
Carril 3: Multiplex I (M. canis/ N. gypsea/ T. equinum)

A pesar de haber realizado varios intentos en la estandarizacion de la M-I no se lograron
buenos resultados, los oligonucle6tidos TequlTS-442 y McanlITS-297 compitieron entre
ellos y no permitieron la amplificacion de 7. equinum, como se menciond antes se presento
nuevamente el amplificado inespecifico como lo muestra la flecha roja de la figura 27 en el
carril 5, en el resto de los carriles se muestra que el tnico que siempre amplifico fue N. gypsea

por lo que se corrobora la competencia entre los oligonucledtidos de M. canis y T. equinum.

Figura 29. Prueba M-I con diferentes concentraciones de
oligonucledtidos.
450 bp = Carr%l 1: MPM 100 bp Invitrogen
375 bp Carr%l 2: M-I (T. equinum/ N. gypsea)
Carril 3: M-I (T. equinum lul/ N. gypsea 0.5ul/ M. canis 0.5ul)
295 bp == Carril 4: M-I (T. equinum 0.75ul/ N. gypsea 0.75ul/ M. canis 0.5ul)
Carril 5: M-I (T. equinum 1.25ul/ N. gypsea 0.75ul/ M. canis 0.5ul)
Carril 6: M-1 (T. equinum 1.5ul/ N. gypsea 1ul/ M. canis 0.75ul)



En la prueba M-II amplifican perfectamente ambas especies, pero nuevamente el fragmento
mas pequefio es el que se observa con mayor intensidad, asi que se aument6 la cantidad de
los oligonucledtidos TverITS-426F/R para igualar su fluorescencia, se colocd 1ul de cada
oligonucledtido de 7. verrucosum. El resultado mostré ahora mayor intensidad el fragmento
correspondiente a 7. verrucosum, asi que se realizd otra amplificacion colocando ahora
0.75ul de oligonucledtido, con esta cantidad de oligonucledtidos se aprecian adecuadamente

ambos fragmentos.

Debido a los problemas presentados en la prueba M-1 tomo la decision de quitar a M. canis
de la prueba de M-I y afiadirlo a la prueba M-II utilizando el otro par de oligonucledtidos
disefiados. Se realizaron nuevamente las pruebas de sensibilidad y especificidad de los
oligonucledtidos, sin embargo, los resultados fueron los mismos por lo que se tomo la
decision de dejar la prueba M-I con dos agentes 7. equinum y Nannizzia gypsea, la prueba
M-II con dos agentes 7. verrucosum y T. mentagrophytes. Finalmente, Microsporum canis

se amplifica de forma individual

Desafortunadamente en algiin punto de la fase experimental se presentaron problemas con la
amplificacion de Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton equinum, a las muestras de
ADN que ya se tenian se les realizaron diversos lavados, sospechando que este aun contenia
residuos de proteinas y carbohidratos los cuales interferian en la amplificacion del fragmento
deseado, al no obtener resultados favorables se disefiaron nuevos oligonucledtidos utilizando
el gen TEF1-a para ambas especies, en la figura 30 se observan los amplificados de los
nuevos oligonucledtidos, en el carril 2 se muestra un fragmento con un peso molecular de
531bp que corresponden a Trichophyton equinum, en el carril 3 el amplicon tiene un peso de
338 bp aproximadamente el cual corresponde a 7. mentagrophytes. En los carriles 4 y 5 estan
los controles positivo y negativo que se utilizaron. Finalmente 7. equinum volvid a amplificar
con los oligonucleodtidos que ya se tenian y para 7. mentagrophytes se emplearon los nuevos

oligonucledtidos para el desafio de la prueba con muestras reales.



500 bp
400 bp
300 bp

Figura 30. Nuevos oligonucledtidos de 7. equinum y T. mentagrophytes
Carril 2: T. equinum oligonucleétidos TequiTef1-531F/R (531bp)

Carril 3: T. mentagrophytes oligonucledtidos TmenTef1-338F/R (338bp)
Carril 4: Chrysosporium (control negativo)

Carril 5: T. verrucosum (control positivo)

Al termino del proceso de estandarizacion de la PCR multiplex, se decidi6 conservar solo a

la prueba M-I y el resto de los agentes fueron amplificados de forma individual.
6.9 Confrontacion de la prueba multiplex con ADN extraido de pelo y escamas

Para realizar el desafio de la PCR multiplex se tomaron las 22 muestras positivas en el
aislamiento y las 29 restantes fueron elegidas al azar de los 98 sobrantes. A las 50 muestras
se les extrajo ADN, para cada muestra se corrieron 4 pruebas una PCR multiplex y tres PCR
punto final de forma individual (mPCR 7. equinum y N. gypsea, PCR punto final T.

mentagrophytes, T. verrucosum y M. canis).

En el cuadro 2 se muestran cudles fueron las muestras seleccionadas, para la seleccion no se
siguid un criterio especifico de seleccion ya que solo se muestrearon individuos que

presentaran lesiones sugerentes a una dermatofitosis sin distincion de raza, edad o género.



Muestras
F4
F6
Fg
M3
lgz
K38
Asg
B3z
l4
Abg
lg7
6
Mao

Seleccionadas
A7
129
C8
K6
E37
N2
Kaz
Kag
H2
J20
K8
Lay
Cag

16/036
16/034
17fo21
14/026
Corso
Linaje
Karma
Lotus
Bohemia
Cabul
Horizonte
Jaral

Kosako

Tosco
Vulcano
Poblano
Prodigio
Intenso
kadafi
Keiser
Prieto
e T. mentagrophytes
Caro T. equinum
T. verrucosum
Bronco N. gypsea
M. canis
N. nana

Cuadro 2. Muestras seleccionadas para el desafio de la prueba, se encuentran senaladas las muestras
positivas y el dermatofito aislado.

La PCR de M. canis tuvo mayor sensibilidad, detecté un mayor numero de casos positivos

que en la prueba convencional, por lo tanto, esta prueba cuenta con amplia sensibilidad ya

que detectd cantidades minimas de ADN. Las muestras identificadas como N2 y Kosako

fueron las tnicas en las que se obtuvo aislamiento, en la figura 31 se muestran los resultados

de la primera serie de PCR, los pesos moleculares corresponde a las 295bp de M.canis, el

control positivo se muestra en el carril 3, los carriles 12 y 14 sefialados con las flechas verdes

corresponden a los amplificados esperados ya que son las muestras positivas que se tenian.

Los carriles 5,6 y 7 sefialados con las flechas rosas presentan una banda de identificacion del

mismo tamafo que M. canis, asi que se toman como positivos.
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Figura 31. Desafio de la prueba para M.
canis con ADN extraido de pelo y escamas
Carril 1: marcador de peso molecular 100 bp
Carril 2: control negativo
Carril 3: Control positivo M. canis
Carril 4: F9
Carril 5: Cabul
Carril 6: 17/021
Carril 7: Karma
Carril 8: J29
Carril 9: Lotus

T Carril 10: F6

T Carril 11: K19

Carril 12: N2
Carril 13: A59
Carril 14: Kosako

En la figura 32 se muestran las otras muestras positivas a la PCR de M. canis, en el carril 2

esta el control positivo y en los carriles 8, 9, 13 y 14 se ven los amplificados positivos que

corresponden al peso molecular de M. canis.
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Carril 1:
Carril 2:
Carril 3:
Carril 4:
Carril 5:
Carril 6:
Carril 7:
Carril 8:
Carril 9:

Figura 32. Desafio de la prueba para M. canis
con ADN extraido de pelo y escamas

marcador de peso molecular 100 bp
control negativo

Control positivo M. canis

H2

Poblano

E37

L17

A69

Keiser

Carril 10: F4
Carril 11: K8
Carril 12: J20
Carril 13: Linaje
Carril 14: C6



En la figura 33 los carriles 4, 6 y 9 muestran las bandas correspondientes al mismo peso
molecular que M. canis, los amplicones de los carriles 6 y 9 se observan de manera tenue,

como lo muestra la flecha blanca.

Figura 33. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con
bromuro de etidio
Carril 1: marcador de peso molecular 100 bp
Carril 2: control negativo
Carril 3: Control positivo M. canis
Carril 4: K17
Carril 5: M3
Carril 6: A77
Carril 7: Vulcano
Carril 8: M10
Carril 9: Isis
Carril 10: Horizonte
300 bp =P Carril 11: Corso
Carril 12: 147
Carril 13: Prieto
Carril 14: Bronco

La PCR de T. verrucosum tuvo una sensibilidad adecuada, pero no es un resultado relevante

que deba ser tomado en cuenta ya que solo se trabajo un caso positivo.
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Figura 34. Desafio de la prueba para T.
verrucosum con ADN extraido de pelo y
escamas

Carril 1: marcador de peso molecular 100 bp
Carril 2: control negativo

Carril 3: Control positivo T. verrucosum
Carril 4: F9

Carril 5: Cabul

Carril 6: J29

Carril 7: Karma

Carril 8: 17/021

Carril 9: Lotus

Carril 10: F6

Carril 11: K19

Carril 12: N2

Carril 13: Kosako

Carril 14: A59

400 bp
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En momento de hacer las extracciones de ADN a partir de tejido, se utilizaron 3 muestras de
bovino positivas al cultivo con este agente, las 3 presentaron amplificacion al momento de
realizar la PCR de forma experimental. En la figura 35 se muestra el gel de los amplificados
de T. verrucosum en la fase de prueba del protocolo de extraccion, los amplificados son

tenues, pero si se logran apreciar como lo indican las flechas.

Figura 35. PCR para T. verrucosum ADN
extraido a partir de pelo y escamas (pruebas)
Carril 1: MPM 1kb
- Carril 2: Control negativo

- Carril 3: Muestra Z29/13 (bovino)
~ Carril 4: Muestra H 17/021 (equino)

m Carril 5: Muestra 48/83 (bovino)

~ Carril 6: Muestra 2115 /13 (bovino)

400 bp

La PCR de T. mentagrophytes tuvo poca sensibilidad tuvo menos casos positivos en
comparacion con los detectados con la prueba de oro. En la figura 36 se muestran los
amplicones que se obtuvieron en el carril 6, 9 y 14, todos corresponden al peso del control

positivo que es de 331bp.
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Figura 36. Desafio de la prueba para T. mentagrophytes con
ADN extraido de pelo y escamas

Carril 1: marcador de peso molecular 100 bp
Carril 2: control negativo

Carril 3: Control positivo T. mentagrophytes
Carril 4: E37

Carril 5: Poblano

Carril 6: H2

Carril 7: C6

Carril 8: A69

Carril 9: F4

Carril 10: Keiser

Carril 11: K8

Carril 12: J20

Carril 13: Linaje

Carril 14: L17

300 bp




En la prueba M-I se corroboraron la mayoria de los aislamientos positivos que se tuvieron en
el aislamiento, solo en 2 casos no se obtuvo en resultado esperado. En la figura 37 se observa
en el carril 3 y 4 los controles positivos de 7. equinum y N. gypsea la muestra del carril 11
fue un amplificado que no se esperaba y que corresponde con el peso molecular de N. gypsea.
Las muestras del carril 13 y 14 corroboran el aislamiento doble que se tuvo en la prueba
convencional, en las muestras de los carriles 6 y 8 se esperaba el mismo resultado, sin

embargo, solo se logré amplificar a N. gypsea.

1 2 3 4.5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 37. Desafio de la prueba para M-I
con ADN extraido de pelo y escamas
Carril 1: MPM 100 bp

Carril 2: control — Chrysosporium
Carril 3: control + N. gypsea
Carril 4: Control + T. equinum
Carril 5: B32

Carril 6: F6

Carril 7: Carolina

Carril 8: M3

Carril 9: Prieto

Carril 10: Caro

Carril 11: Rosillo

Carril 12: Bronco

Carril 13: A59

Carril 14: K38
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En las figuras 38 y 39 se muestran los resultados de la M-I en los carriles 3 y 4 estan los
controles negativos, todos los amplificados corresponde con el peso de N. gypsea que es de
aproximadamente de 375 bp, en la figura 38 en el carril 8 de la muestra J20 no el tuvo
amplificado que se esperaba, fue la inica muestra que no amplificé para las 11 muestras

positivas que se tuvieron de N. gypsea.
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Figura 38. Desafio de la prueba para M-I con
ADN extraido de pelo y escamas
Carril 1: MPM 100 bp

Carril 2: control — Chrysosporium
Carril 3: control + N. gypsea
Carril 4: Control + T. equinum
Carril 5: K19

Carril 6: Intenso

Carril 7: J20

Carril 8: Prodigio

Carril 9: L17

Carril 10: K8

Carril 11: H2

Carril 12: Poblano

Carril 13: C19

Carril 14: Linaje

Figura 39. Desafio de la prueba para M-I
con ADN extraido de pelo y escamas
Carril 1: MPM 100 bp

Carril 2: control — Chrysosporium
Carril 3: control + N. gypsea
Carril 4: Control + T. equinum
Carril5: F9

Carril 6: J29

Carril 7: 14/026

Carril 8: J47

Carril 9: N2

Carril 10: Karma

Carril 11: Keiser

Carril 12: Lotus

Carril 13: E37

Carril 14: Isis

Después de los 4 desafios realizados, se muestra que las PCRs para M. canis y N. gypsea

amplificaron en la mayoria de los positivos al aislamiento por lo que tienen una sensibilidad

y especificidad adecuada. En el caso del género Trichophyton no se lograron los resultados

deseados.



6.10 Andlisis estadistico

Para poder medir la capacidad que tiene una prueba para discriminar entre los individuos
sanos y los enfermos se necesitan valorar las medidas tradicionales que son la sensibilidad y
la especificidad ya que son caracteristicas intrinsecas que al momento de ser medidas deben
presentar resultados idénticos. La estabilidad de ambas medidas permite aplicar la misma
prueba diagnoéstica en diversas regiones y esperar un resultado similar; ademds permite

comparar a dicha prueba con otras.

Para el andlisis estadistico de utilizo el software XLSTAT-Biomed para Excel, con el cual se
realiz6 el andlisis de contingencia para las pruebas de PCR multiplex y PCR punto final
clasificando las muestras en positivas y negativas tanto en el aislamiento como en la
amplificacion del gen para medir la sensibilidad y especificidad de la prueba en estudio y

saber cual fue la eficiencia en comparacion con la prueba de oro.

La informacién obtenida durante la fase experimental se dividié en dos partes para poder
hacer el analisis estadistico. En la primera parte se llevo a cabo el analisis general de los datos
que fueron evaluados mediante los cuadros de contingencia y se calculd la sensibilidad y la

especificidad de la prueba (Tabla 1).

En este se puede observar que la PCR a comparacion del aislamiento tuvo una especificidad
de un 82.1% la cual representa a los casos verdaderamente negativos, del otro lado se tiene a
la sensibilidad que presentd un porcentaje del 68.2% lo cual se considera dentro de un rango
bajo ya que este rublo detecta a los verdaderos positivos, también se hizo una correlacion
entre el KOH y la PCR, esto con la finalidad de observar si existia una relacion entre observar
0 no la presencia de estructuras micoticas en el tejido y la adecuada amplificacion de la
muestra al momento después de realizar la extraccion de ADN y correr la PCR, el resultado
obtenido fue muy similares los obtenidos con KOH vs cultivo, teniendo una sensibilidad baja

y una especificidad alta en comparacion con la prueba convencional



PCR VS Cultivo Cultivo vs KOH PCR vs KOH
Estadistico Valor Valor Valor
Clasificacion correcta 0.760 0.600 0.560
Error de clasificacion 0.240 0.400 0.440
Sensibilidad 0.682 0.667 0.100
Especificad 0.821 0.591 0.867
Tasa de falsos positivos 0.179 0.409 0.133
Tasa de falos negativos 0.318 0.333 0.900
Prevalencia 0.440 0.120 0.400
PPV (valor predictivo positivo) 0.750 0.182 0.333
NPV (valor predictivo negativo) 0.767 0.929 0.591
LR+ (razoén de verosimilitud positiva) 3.818 1.630 0.750
LR- (razén de verosimilitud negativa) 0.387 0.564 1.038
Riesgo relativo 3.214 2.545 0.815
Razén de probabilidad 9.857 2.889 0.722

Tabla 1. Analisis estadistico de la prueba convencional (aislamiento y KOH) y la prueba molecular (PCR)

Después de este el andlisis se ejecutd las comparaciones entre la prueba de PCR especifica
para cada especie estudiada en esta investigacion obteniendo los siguientes resultados (tabla
2). Se puede observar que la prueba de PCR para los géneros de N. gypsea y M. canis
presentaron una sensibilidad del 81.8 % y 99.99% y una especificidad del 97.4% y 81.3%
respectivamente. Mientras que las especies pertenecientes al género Trichophyton los tres
tuvieron una especificidad del 99.99%, aunque para 7. verrucosum todavia se requiere
realizar un mayor nimero de desafios pues solo se contaba con un aislamiento positivo, por

lo que no se considera un resultado confiable, en cuanto a 7. equinum la sensibilidad que

presentd fue de un 50% y 7. mentagrophytes una sensibilidad del 42.9%.



N. gypsea M. canis  T. equinum T. mentagrophytes T. verrucosum

Estadistica Valor Valor Valor Valor Valor
Tasa de clasificacion correcta 0.940 0.820 0.960 0.920 1.000
Tasa de clasificacion erronea 0.060 0.180 0.040 0.080 0.000
Sensibilidad 0.818 1.000 0.500 0.429 1.000
Especificidad 0.974 0.813 1.000 1.000 1.000
Tasa de falsos positivos 0.026 0.188 0.000 0.000 0.000
Tasa de falsos negativos 0.182 0.000 0.500 0.571 0.000
Prevalencia 0.220 0.040 0.080 0.140 0.020
PPV (Valor predictivo positivo) 0.900 0.182 1.000 1.000 1.000
NPV (valor predictivo negativo) 0.950 1.000 0.958 0.915 1.000
LR+ (razén de verosimilitud
positiva) 31.909 5.333
LR- (razon de verosimilitud
negativa) 0.187 0.000 0.500 0.571 0.000
Riesgo relativo 18.000 24.000 11.750
Razoén de probabilidad 171.000

Tabla 2. Analisis estadistico de cada especie trabajada en este estudio



7 Discusién

La obtencion de ADN puro e integro es el paso inicial para realizar cualquier prueba
molecular. Uno de los problemas que se presentan en este proceso es la dificultad para
obtener este material a partir de pelo y escamas, debido a la composicion que presenta este

tipo de tejido y a que cada especie animal cuenta un tipo de pelo caracteristico.®

Dentro de la Medicina forense se reporta que el andlisis del tejido queratinizado es
complicado debido a la composicion del epitelio y del cabello, este ultimo cuenta con una
cantidad adecuada de material genético para realizar un andlisis genético siempre y cuando
se encuentre con el foliculo piloso, si el cabello se encuentra recortado el contenido de
material genético es pobre para realizar el analisis. Para el diagnostico de las dermatofitosis
se comparte el mismo criterio: se requiere de la presencia del tallo piloso en la muestra ya
que alli se encuentran presentes las estructuras del dermatofito, por lo tanto, es mas factible

obtener ADN de esa parte.®

La diferencia entre el pelo humano y el pelo de los animales radica en el grosor, la cantidad
de canal medular, la sustancia cortical y la cuticula. A grandes rasgos, el pelo animal presenta
un mayor grosor, la corteza es delgada en comparacion con el canal medular y la cuticula
tienen una distribucion incompleta y estdn menos imbricadas. Dentro de las especies
animales existen diferencias en cuanto al grosos de las estructuras antes mencionadas; el pelo
de los bovinos y los cerdos presentan un mayor grosor seguido por el pelo los equinos, por

lo que se requiere una adecuada técnica para lograr una extraccion adecuada de ADN.%6:67

En este tipo de muestras la degradacion del material genético es lenta y requiere de varios
afos para destruirse por completo, siempre y cuando la muestra esté conservada
adecuadamente, principalmente en un ambiente seco, ya que se ha demostrado que con la

presencia de humedad la degradacion del material genético es mas rapida.

El material genético que requiere la PCR multiplex desarrollada es solo el del hongo
sospechoso, por lo que no se requiere lisar por completo la muestra de tejido queratinizado
para no obtener ADN del individuo infectado. Asi, se decidi6 dividir la muestra y colocar

una parte en la solucion de lisis. Para extraer una cantidad adecuada de ADN, fue necesario



utilizar ademas proteinasa K, por lo que este paso requiere de un tiempo prolongado para

llevarse a cabo.®

Para la extraccion de ADN a partir de tejido queratinizado se probaron 2 protocolos, uno
descrito por Garg et. al. y el otro por Refai y colaboradores, ambos utilizan la extraccion
fendlica y Proteinasa K. Para favorecer la lisis de la muestra, Refai primero fragmento el
tejido y utilizo diversas temperaturas que van desde los 55 hasta los 100°C en el bafio Maria
por periodos de tiempo relativamente cortos. Mientras que Garg pulverizaba la muestra con
nitrégeno liquido y empleaba el detergente Triton X-100 al 0.01%, sin embargo, con ninguno
de ambos protocolos se logro la cantidad suficiente de ADN para ser observada en un gel, asi

que se realiz6 la extraccion utilizando un kit de la marca Vivantis, con resultados deficientes.

Finalmente se aplicé un protocolo de extraccion utilizado para la extraccion de ADN a partir
de tejido queratinizado de reptiles, el cual empleaba el uso de Sarkocyl que es un detergente
relacionado con el SDS, con mayor actividad en la degradacion del tejido. Se requirié de
incubar la muestra en la solucion de lisis por 16 hrs; cada 2 horas se adicionaban 20 ul de
proteinasa K, ya que ésta va perdiendo su eficiencia, lo que hace a este método costoso.
Después se realizé la extraccion fendlica del material genético obteniendo un resultado

favorable.

Actualmente el diagndstico micoldgico convencional sigue siendo el mas utilizado a pesar
de que el tiempo que se requiere para el aislamiento es uno de los principales problemas a
los que se enfrenta el micélogo clinico, ya que precisa de un periodo de 15 a 21 dias para
tener el resultado; ademds requiere de personal capacitado para poder identificar
adecuadamente a los dermatofitos y asi emitir un resultado preciso.”®> Por el tiempo
prolongado para tener un diagnostico preciso, la mayoria de los médicos veterinarios no
envian las muestras al laboratorio de diagndstico micoldgico y prefieren administrar el

tratamiento.'>*¢

Actualmente y con el advenimiento de la biologia molecular, la micologia clinica dispone de
una extensa gama de técnicas de moleculares, las cuales son utiles para determinar al agente

causal en diversos niveles taxondmicos. Cada prueba tiene diferente sensibilidad o



especificidad, por lo que es importante escoger adecuadamente la técnica que se va a utilizar

en funcion del objetivo del estudio: diagnostico, epidemioldgico o taxondmico.*”-

La taxonomia del grupo de los dermatofitos ha presentado pocas modificaciones en mucho
tiempo, en comparacion con otros hongos. Estos cambios solo han sido basados en las
variaciones gendmicas y han dejado de lado las caracteristicas fenotipicas macroscopicas y

microscopicas, asi como el nicho ecoldgico, el tipo de hospedero y su fisiologia. ':6%6

El uso de la PCR es utilizado ampliamente en el diagnostico micoldgico en medicina humana,
mientras que en medicina veterinaria su aplicacion ha sido mas limitada, particularmente para
el diagnostico de las dermatofitosis, ya que se trata de una enfermedad que no compromete
la vida del individuo y por consiguiente son subestimadas. Las pruebas estandarizadas en el
diagndstico veterinario generalmente incluyen un par de oligonucledtidos universales para
los dermatofitos, utilizando el gen CHS-1, con el cual no se caracterizan a todas las especies
de interés veterinario. la reaccion se hace de forma individual con una PCR punto final de
acuerdo con lo reportado por El-yazeed y Chung. En otro estudio Cafarchia y colaboradores
utilizaron una PCR anidada con el gen CHS-1 y la region ITS, después hicieron una PCR

punto final ocupando la region ITS.

Autores como de Hoog y Gréser describen varios genes que han sido utilizados en diferentes
estudios de analisis filogenético para los dermatofitos, abarcando la region ITS y los genes
de la B-tubulina (BT2), traslacion del factor de elongacion 1o (TEF-1a), la calmodulina, 60S,
LSU, topoisomerasa II (TOP II) y quitina sintetasa 1 (CHS-1).5!!

Las regiones utilizadas para el diagndstico de los dermatofitos son la region ITS y el factor
de traslacion de elongacion la (TEF-1a) para el género Trichophyton, mientras que para
Microsporum y Nannizzia se prefiere solo la region ITS, ya que en estas regiones se

encuentran diferencias significativas para cada especie.

Anteriormente era utilizado el andlisis del gen CHS-1, pero debido a que la secuencia de este
gen es altamente conservada dentro de este grupo, el estudio de las secuencias del gen CHS1
solo reveld que el género Microsporum es distinto de Chrysosporium y Trichophyton y fue

complicado caracterizar a cada una de las especies de este género.”



En varios estudios, cuando se demostraba la presencia de este gen dentro de una muestra
sospechosa, unicamente se confirmaba la presencia de un hongo queratinofilico, sin llegar a
identificar el género y a especie, ya que solo utilizaron un par de oligonucleotidos especificos
para esta region. Dentro de la Medicina Veterinaria se ha empleado este gen para el

diagnoéstico de las dermatofitosis en caninos, felinos y equinos. 33>

Shehata y colaboradores utilizaron la amplificacion de la region ITS y para llegar a la
identificacion de género y especie utilizaron una prueba de PCR fingerprinting y el uso de
RFLP para cuantificar y observar el patron repetitivo de la secuencia del microsatélite
GACA., y solo lograron la identificacion de Trichophyton mentagrophytes>* El uso de este
tipo de pruebas no es confiable, ya que este tipo de microsatélites pueden presentar

variaciones entre los individuos de una misma especie, dependiendo del origen de la muestra.

El-Yazeed et.al. utilizaron oligonucledtidos especificos para la region CHS-1 reportados
anteriormente por Brillowska, con los cuales demostraban la presencia de hongos
queratinofilicos, pero no determinaban el género y especie, pero con ese resultado
justificaban su utilidad diagnostica en la clinica equina, sin embargo; no es eficaz su uso

dentro de la epidemiologia.*®

En otro estudio, Cafarchia y colaboradores aplicaron una PCR punto final utilizando como
blanco los genes ITS y CHS-1; después determinaban el género y la especie mediante una

PCR anidada utilizando solo el fragmento ITS.>?

Después de analizar minuciosamente las distintas pruebas que han sido utilizadas para el
diagnostico molecular de las dermatofitosis tanto en humanos como en animales, ademas de
los resultados obtenidos, se decidio considerar la region ITS por ser un gen de gran utilidad
diagndstica en este grupo de hongos. Asi, se determino disefiar una serie de oligonucleo6tidos
especificos para cada una de las 5 especies a estudiar. Después de realizar la alineacion y el
analisis de la region, se observd una diferencia significativa entre Microsporum canis y

Nannizzia gypsea, por lo que no hubo problema en el disefio de ambos oligonucleotidos.

El género Trichophyton presentd un reto en el disefio de los oligonucle6tidos especificos para

Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton equinum, ya que mostraban una similitud de



un 98% y 100%; ademas las regiones candidatas para disefiar los oligonucleo6tidos formaban
horquillas tanto al inicio y como al final del oligonucledtido, lo cual iba a dificultar su
eficiencia en el momento de realizar la prueba. Finalmente se logro obtener los
oligonucledtidos especificos los cuales fueron probados en una PCR in silico obteniendo
resultados favorables y esperando que en la prueba PCR no existiera una amplificacion
inespecifica con otra especie. Para Trichophyton verrucosum no hubo problema en el disefio
de los oligonucledtidos. El objetivo de disefiar oligonucledtidos especificos fue para apoyar

el estudio epidemiolodgico de las dermatofitosis en el pais.

La PCR multiplex fue descrita en 1988, la cual consiste en la amplificacion de varios genes
en una sola reaccion. Ha sido aplicada de forma satisfactoria en diversas areas, por ejemplo:
en el area de la epidemiologia detecta simultaneamente diferentes patdgenos. Sin embargo,
para estandarizar una prueba confiable, requiere de la inversion de mucho tiempo para
obtener los amplificados que se desean, sin que exista competencia entre los diferentes

oligonucleétidos.®

En medicina humana han sido reportados tres estudios en donde se emplea una PCR
multiplex para el diagnostico de esta infeccion. El primer trabajo fue realizado por Young y
colaboradores en 2011 en el cual utilizaron la region ITS, 18S y 28S y disefiaron
oligonucledtidos generales para las 11 especies de dermatofitos que trabajaron. Los
resultados de las amplificaciones de los genes 18S y 28S, las 11 especies mostraron bandas
de pesos similares, mientras que en la region ITS las bandas presentaban bandas de pesos
diferentes las cuales se apreciaban a simple vista, por lo que confirma el uso diagnéstico de
la region ITS, de acuerdo a lo descrito por Young cada par de oligonucledtidos cuenta con
una temperatura de alineacion (Tm) diferente, para la region ITS la Tm es de 60°C, en la 18S
es de 57.5°C y para la 28S es de 50°C, no se mencionan si estandarizaron una temperatura
especifica para los 3 pares de oligonucledtidos cuando realizaron la PCR multiplex. Como
resultados se reportd que en una sola reaccion se colocaron los 3 pares de oligonucleotidos y
una muestra de ADN, realizando la identificacion del agente de acuerdo al peso molecular

de los amplificados obtenidos.”!

Dhib y colaboradores estandarizaron una PCR multiplex para el diagnostico de las

onicomicosis, utilizaron a Trichophyton rubrum 'y Trichophyton interdigitale, los



oligonucledtidos fueron disefiados utilizando la regiéon ITS y el gen CHS-I, los
oligonucleédtidos para CHS-1 son universales, mientras que los de la region ITS fueron
especificos para cada especie, los oligonucleotidos presentan una temperatura de
alineamiento similar que va de los 60°C hasta los 64°C. Las pruebas de especificidad de los
oligonucledtidos se llevaron a cabo con T. violaceum, M. gypseum, M. ferrugineum, M. canis,
T. verrucosum, C. albicans y T. tonsurans. Todos los dermatofitos involucrados amplificaron
con los oligonucle6tidos CHS-1, mientras que los oligonucleétidos especificos solo

amplificaron con la especie para que fueron disefiados.

Al correr la mPCR, en un solo tubo se colocd una muestra de ADN y los oligonucledtidos,

dependiendo del peso del amplificado realizaban la caracterizacion de las especies.”!

De acuerdo con lo anterior para desarrollar la mPCR se disefiaron oligonucleo6tidos
especificos para las cinco especies que afectan comunmente a los équidos, utilizando la
region ITS, como lo mencionan Young y Dhib la diferencia entre la cantidad y el contenido
de los pares de bases entre las especies de Trichophyton son similares entre si y las diferencias
radican solo en una o dos bases, en algunas especies se aprecia un maximo seis bases. En
este estudio se presentd dicho problema con las especies de Trichophyton mentagrophytes y
Trichophyton equinum, pero se logr6 disefiar los oligonucleodtidos especificos para ambos.
Sin embargo, surgieron contratiempos durante el desarrollo de esta prueba, por lo que se
tomo la decision de disefiar nuevos pares de oligonucleotidos a partir de gen TEF1-a, para
Trichophyton equinum y Trichophyton mentagrophytes, este gen es eficaz para su uso en el
diagndstico molecular de este género, de acuerdo a lo reportado por de Hoog y colaboradores,
debido a que los oligonucleotidos diseniados de la region ITS presentaron fallas al momento

de la amplificacion.

El gen TEF1-a presentd similitudes de un 98% para ambas especies, afortunadamente las
regiones candidatas para el disefio de oligonucledtidos no mostraron la formacion de
horquillas, sin embargo, al terminar el disefio de los oligonucledtidos se elabord un
dendograma del gen TEF-1a para demostrar que a pesar la evidente similitud ambas especies

se encontraron en estratos diferentes.



Uno de los principales conflictos en el desarrollo de oligonucleodtidos de para una mPCR es
la sensibilidad y especificidad de estos oligonucledtidos, es decir no debe de existir una
competencia entre ellos y el ADN blanco. También es necesario que posean una temperatura
de alineacion similar. Tomando en cuenta estas reglas y debido a que no todos los
oligonucledtidos tenian una temperatura de alineacion similar la mPCR fue dividida en dos
reacciones una con 3 especies llamada M-I(7. equinum, N. gypsea y M. canis) y la otra con

2 nombrada M-II (7. mentagrophytes y T. verrucosum).

Una vez dividida la prueba se corrieron las pruebas de sensibilidad y especificidad para cada
oligonucledtido, en la prueba M-I no existia competencia entre los oligonucledtidos
TequlTS-442 F/R y NgypITS-373 F/R ni con los oligos NgypITS-373F/R y McanITS-297
F/R, sin embargo, cuando se colocaron los 3 pares de oligonucledtidos 7. equinum ya no
presentaba una amplificacion ya que surgié una competencia entre los oligonucleotidos
TequlTS-442F/R y McanITS-297F/R, uno de ellos se alineaba al ADN que no era su blanco
y formaba amplificaciones inespecificas, a pesar de hacer diversas modificaciones en las
cantidades de los reactivos y la temperatura para eliminar ese amplificado inespecifico, no
fue posible amplificar a 7. equinum. Asi que se decidio trasladar a M. canis a la prueba
M-II. Sin embargo, los oligonucledtidos M. canis nuevamente compitieron, presentando los
mismos problemas, por lo que las pruebas fueron divididas nuevamente quedando en 2

reacciones multiplex y una reaccion individual de M. canis.

La prueba M-I quedo estandarizada finalmente con los oligonucleétidos de la region ITS para
ambas especies, también se probaron los oligonucleotidos del gen TEF1-a, y con ambos se

tuvo una amplificacion adecuada de forma individual para 7. equinum.

La reaccion de M. canis presentd una alta sensibilidad, ya que detecta poca cantidad de ADN,
mientras que con la prueba de oro se obtuvieron solo dos aislamientos, en la prueba molecular
se consiguid que en 10 muestras de la cuales no se presentd ningtn aislamiento si se mostrara
una banda de amplificacién del mismo peso que el control positivo de M. canis, mostrando
que tiene una sensibilidad del 99.99% y una especificidad del 81.3% resultados que
coinciden con los reportes de Cafarchia y Faggi los cuales reportan un 94.1% a 94.4% de

especificidad y un 94.4% a 100% de sensibilidad.



En cuanto a la prueba M-I de T. equinum y N. gypsea, después de su estandarizacion se
corrieron las pruebas correspondientes a las 50 muestras seleccionadas, esta prueba no
present6 una sensibilidad del 81.8% y una especificidad del 97.4% de los casos, de acuerdo
a literatura cuando la sensibilidad o especificidad muestran un porcentaje mayor a la otra,
una de la de las dos tiende a bajar su porcentaje es por ellos que al momento de estandarizar
una prueba de diagndstico deben medirse ambos rublos, y tratar que ambos tengan

proporciones similares, en el caso de N. gypsea y M. canis se cumplen con estos objetivos.

En la prueba M-II se utilizaron los oligonucleotidos de la region ITS para 7. verrucosum y
TEF1-a para T. mentagrophytes, sin embargo, al correr las pruebas de especificidad no se
tuvieron resultados satisfactorios ya que se presentaban amplificados inespecificos, debido
al tiempo no se disefiaron otros oligonucleo6tidos para tratar de estandarizar la prueba, pero
se seguira trabajando en ese detalle. Para fines de este estudio solo se estandariz6 una prueba
multiplex con 7. equinum y N. gypsea, mientras que 1. verrucosum, T. mentagrophytes y

M. canis se amplificaron de forma individual.

Los resultados estadisticos para el género Trichophyton se tuvo una menor sensibilidad.
T. mentagrophytes y T. equinum presentaron una sensibilidad del 45% y 50%
respectivamente, mientras que la especificidad fue de 99.99%. El factor principal que
desencadeno estos resultados fue la deficiente cantidad de ADN extraido a partir del pelo t
escamas a causa del protocolo utilizado. Al hacer las pruebas de sensibilidad, la cantidad de
ADN minima para ambas especies fue de 0.01ng/ul, otro factor que puede intervenir en la
baja sensibilidad de la prueba es el tipo de parasitacion que presentan algunas especies de

dermatofitos, de acuerdo con Rebell y Taplin.”?

La mayoria de los dermatofitos zoofilicos presentan una parasitacion ectotrix lo que significa
que la presencia de la sabana de conidas se encuentra alrededor del foliculo piloso, mientras
que la parasitacion endotrix las estructuras micoticas de encuentran dentro del pelo, si la
infecciébn es severa se pueden llegar a exponer ambas presentaciones y es llamada
ectoendotrix. En base a esto se sugiere realizar la extraccion a partir de las escamas de la

muestra ya que es factible obtener de alli mayor cantidad de material genético, ademas se



trata de un tejido robusto en su estructura por lo que requiere el uso de una mejor técnica de

extraccion de ADN a partir del tejido queratinizado.?>4¢72

Los resultados estadisticos arrojados para 7. verrucosum presentaron una sensibilidad y una
especificidad de 99.99%, sin embargo, se trata de un resultado poco confiable ya que dentro
del estudio solo se tuvo un aislamiento positivo y una de las muestras fue sospechosa a
T. verrucosum, dicha muestra no presentd amplificacion mientras que la otra si tuvo un
amplificado con el mismo peso molecular de 7. verrucosum, por los que se requiere un
mayor numero de muestras positivas a Trichophyton verrucosum para poder realizar un
analisis estadistico certero. Mientras se realizaban los diversos protocolos de extraccion de
ADN a partir de tejido queratinizado se utilizaron 3 muestras provenientes de bovinos
positivos a Trichophyton verrucosum, en los 3 casos si existié una banda de identificacion de

T. verrucosum.

De acuerdo a los estudios revisado la PCR multiplex de acuerdo con Dhid tiene una
sensibilidad del 97% en comparaciéon con la prueba convencional que es de 87.1%. En el
caso de Kim obtuvo un 95% de sensibilidad la prueba que estandarizé. En nuestro caso la
sensibilidad de la prueba de PCR en general fue del 68.2% mientras que la especificidad fue
de 82.1%, cabe mencionar que las muestras trabajadas fueron obtenidas de individuos
diferentes tanto Kim como Dhid, trabajaron con muestras provenientes de personas por lo
que la carga de microorganismo es poca, en nuestro caso se trabajaron con muestras de
animales que se encuentran confinados en una caballeriza o corral, y estan en contacto con
una mayor cantidad de microorganismo, lo cual afecta ya que extrae ADN de diferentes

microorganismos.

El-yazeed y colaboradores desarrollaron una prueba de PCR utilizando el gen CHS-1 el
resultado que presentd esta prueba muestran que la PCR tuvo una sensibilidad del 73.3 %, lo
cual no se encuentra alejado de los resultados obtenidos por nosotros. El trabajo reportado
por Chung y colaboradores los cuales también utilizaron el mismo gen CHS-1 tanto la prueba
convencional como la molecular mostraron una sensibilidad del 66.66%, sin embargo, ambas

referencias fueron hechas en base a una PCR punto final y no una PCR multiplex.



Finalmente, al no lograr el objetivo de desarrollar una solo prueba de PCR multiplex, se
elaboraron 2 tablas comparativas para los oligonucleétidos que serian colocados en cada

prueba.

En la tabla 5 se muestra la existencia de uniones entre el mismo oligonucledtido o con otro,
dependiendo de la cantidad de alineamientos que existan la energia que se va requerir para
romper esos enlaces va a ser mas alta, dicha energia estd representa por kilocalorias, esa
resistencia va a ser controlar con la temperatura de alineacion, entre mas enlaces existan
mayor sera la temperatura para romperlos. Se puede observar que la adherencia entre los
oligonucleo6tidos NgypITS-373F y NgypITS-373R es de 8.10 Kcal una cantidad considerable

sin embargo no se tuvo problema alguno en el uso de estos oligonucle6tidos.

Con el resto de los oligonucledtidos se puede observar que las cantidades de kilocalorias son

menores a los de Ngyp, sin embargo, si es una cantidad considerable de kcal.

El problema al estandarizar la prueba M-I fue la presencia de una competencia entre los
oligonucledtidos de McanITS-297F/R y TequlTS-442F/R, dirigida hacia el ADN de
Microsporum canis, ya que no se llegaba a observar ninguna banda de amplificacion cuando
se hizo la prueba de especificidad, después se observo que existia un amplificado inespecifico
de un peso menor al de M.canis, el cual no era visible al momento de documentar el gel, por
lo que se concluye que los oligonucleotidos TequlTS-442F/R encuentran una region en el
ADN de M. canis donde alinearse, a la cual tienen mayor sensibilidad que en el ADN blanco.

(Cuadro 3)

Ngyp F Ngyp R Tequ F Tequ R Mcan F Mcan R
Ngyp F | O kcal/mol |8.10 kcal/mol |2.60 kcal/mol |1.70 Kcal/mol |3.30 kcal/mol | 1.7 kcal/mol
Ngyp R 1.80 kcal/mol |0.30 kcal/mol | 1.80 kcal/mol | 1.80 kcal/mol
Tequ F 1.70 kcal/mol |4.40 kcal/mol | 3.30 kcal/mol | 1.50 kcal/mol
Tequ R 4.30 kcal/mol |1.20 kcal/mol | 1.80 kcal/mol
Mcan F 4.80 kcal/mol |1.70 kcal/mol
Mcan R 0 kcal/mol

Cuadro 3. Cantidad de Kcal/mol necesarias para destruir los enlaces entre cada primer para la prueba Multiplex I




Ademés de esto existen otros amplificados inespecificos que presentaron los
oligonucle6tidos McanITS-297F/R en 3 de las muestras analizadas, los cuales seria
importante purificar y secuencias para saber a qué microorganismo pertenecen ya que la

muestra contiene ADN de diferentes individuos (bacterias. Hongos, etc.)

En el caso de la prueba M-II no se observan cantidades de kcal tan altas, pero no se logrd
estandarizar la PCR con ninguno de los 3 géneros. Ya se habia detectado que los
oligonucleétidos de la region ITS tanto para 7. verrucosum como T. mentagrophytes,
presentaban una alineacioén entre su ADN blanco y el otro, dicha alineacion desaparecid
cuando se aumentd la temperatura en el termociclador, al utilizar el nuevo par de
oligonucleotidos se comprobd que no existia ningun amplificado inespecifico de acuerdo al
resultado arrojado por la PCR in silico que se aplicd, a pesar de hacer varios intentos para
estandarizar la PCR no se logd, por lo que se sugiere disefiar otros oligonucleotidos utilizando

un gen diferente para tratar de estandarizar la prueba y obtener los resultados deseados.

(Cuadro 4)

TmTEF1-a F | TmTEF1-aR |TverF Tver R Mnis F Mnis R
TmTEF1-a F | O kcal/mol | 0.40 kcal/mol | 0.30 Kcal/mol | 1.50 kcal/mol | 0.70 Kal/mol |0 kcal/mol
TmTEF1-a R 0 kcal/mol 1.30 kcal/mol | 1.80 kcal/mol | 1.0 kcal/ mol |0.90 kcal/ mol
Tver F 1.30 kcal/mol | 0.10 kcal/mol | 1.50 kcal/mol | 0.00 kcal/mol
Tver R 1.80 kcal/mol | 1.70 kcal/mol | 1.50 kcal/mol
Mnis F 1.20 kcal/mol | 1.70 kcal/mol
Mnis R 0 kcal/mol

Cuadro 4. Cantidad de Kcal/mol necesarias para destruir los enlaces entre cada primer para la prueba Multiplex

Al final de cuentas se est4 trabajando con una ciencia inexacta, por lo que no siempre se

lograra observar los mismos resultados de un ensayo in silico en un ensayo in vivo.

El desarrollo de tecnologias moleculares para el diagndstico de enfermedades es parte de la
modernidad y de los avances que ha tenido de la ciencia, pero no hay que dejar de lado el uso
de métodos convencionales en el diagnostico micoldgico; una prueba molecular puede ser lo
suficientemente sensible como para detectar la presencia del material genético especifico de
un agente infeccioso, aunque eso no siempre demostrara si realmente dicho agente es el

causante de la infeccion en el individuo.



Conclusiones

Se requiere aumentar el niimero de muestras para el género 7. verrucosum para

corroborar la utilidad diagnostica de la prueba.

En el caso de PCR para M. canis fue capaz de manifestar la presencia de casos

positivos que no fueron detectados en el aislamiento micoldgico.

Utilizar otro protocolo de extraccion de ADN a partir de pelo y escamas barato y

eficaz.

La prueba es de utilidad diagndstica en el caso de M. canis y N. gypsea porque tienen

una sensibilidad y especificidad adecuada.

En el caso del género Trichophyton se requieren hacer algunos ajustes para poder

ofertar la prueba diagnostica.

Las pruebas disenadas otorgan un diagnostico preciso en un plazo maximo de 72 hrs.

en comparacion con el diagnostico convencional que es de 15 dias.
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Anexo | Reactivos y soluciones

1. Solucidn de lisis para cultivo

Tris HCISOMM pH 7.2 oo 4 ml
EDTA SO0MM ..ot 4 ml
Duodecil sulfato de sodio (SDS)al 1% .......ccovvviiiiiiiiinii. 12 ml
2-Mercaptoetanol ............coooeiiiiiiiii e 400 pl
Agua destilada estéril .............coooiiiiiiiiiii 5.6 ml

» Tris HCI 50mM
Tris HCL. ..o 7.88¢g
Aguadestilada...........coooiiiiiiii 1000 ml

Disolver el Tris HClI en el agua destilada y ajustar el pH a 7.2. Almacenar a 4°C hasta su uso.

» EDTAS50 mM

Disolver el EDTA en el agua destilada y ajustar el pH a 8.0
> Dodecil sulfato de sodio al 3%
Dodecil sulfato de sodio (SDS)......ccoviiiiiiiiiiii e 3g

Aguadestilada..........oooiiiiiii 100 ml

» 2-Mercaptoetanol 1%

2-Mercaptoetanol.........oouiiinii it e 1 ml

Aguadestilada..........coooiiiiiii 100 ml
» Acetato de sodio 3M

Acetate de S0dio (NAOAC). .. .oiiiiii i e 246.09 g

Aguadestilada...........ooiiiiiii e 3000 ml



Solucion TE

» Tris 10 mM
TrisMa Base.....c.oiniiii i 1.2114 ¢
Aguadestilada..........oooiiiiiii 1000 ml
Disolver el TrisMa base en el agua destilada y ajustar el pH a 8.0

> EDTA 1mM
B T A . e e e 3.7224 ¢
Solucion TrisMa Base 10 MM . ...t e, 1000 ml

Disolver el EDTA en la Solucion de TrisMa Base

2. Solucidn de lisis para pelo y escamas

e 25mM Tris pHS8
TrisMabase 25mM..... ... 3.027¢g
Aguadestilada ... 1000 ml

Disolver el TrisMa base en agua destilada y ajustar el pH a 8.0

e 10mM EDTA pH 8.0
ED T A . 3722 g
Aguadestilada............oooiiiii 1000 ml
Disolver en EDTA en el agua destilada y ajustar el pH a 8.0

e 2% Sarkocyl
SarkoCyl. ... 2g
Aguadestilada ..........ooooiiiiii 100 ml
Disolver el sarkocyl en el agua destilada
3. Solucion de acrilamida para ADN
5% de acrilamida sin bisacrilamida
40 mM de Tris-HCL
20 mM de acetato de sodio
1 mM de EDTA pH 8.0



Agregar 1/100 voliumenes de persulfato de amonio al 10% y 1/1000 volimenes de solucion
TEMED vy dejar polimerizar por 30 minutos.
Precipitar el pellet con 2.5 volimenes de etanol, centrifugar y redisolver el pellet en 20 vol.

de agua. Conservar en refrigeracion.

4. Solucién TAE 50X

TrisMa Base.....ccooniiiii i 242 ¢
Acido acético glacial..............oooeiiiiie 57.1 ml
EDTAO.SmMMPH 8.0.. e e, 100 ml

Esterilizar la solucién y llevar a la solucion de trabajo que es de 1X

5. Solucion para disolver la Proteinasa K (20 mg/ ml)

= Tris 50 mM pH 8.0
TIISMa DaSE .. .vieiiiti et e 6.005 g
Aguadestilada ..........ooiiiiiiii 1000 ml
Disolver el trisMa en el agua destilada y ajustar el pH a 8.0

= Acetato de calcio 50 mM
Acetato de CalCio ....ovveiinii 8.80¢g
Aguadestilada...........ooiiiiii 1000 ml
Disolver el acetato de calcio en el agua destilada y llevarlo a la solucion de trabajo que es de

1.5 mM



Anexo Il Férmulas del anélisis estadistico

Una vez que la prueba se ha aplicado en poblacion determinada, se utilizan diferentes indices

para evaluar la prueba que son los que se describen a continuacion:

Disease + Disease -
Test + VP FP
Test - FN VN

Verdaderos positivos (VP): Numero de casos que la prueba declara positivos y que realmente son positivos.
Falsos negativos (FN): Numero de caso que la prueba declara positivos y que realmente son negativos.
Verdaderos negativos (VN): Ntmero de caso que la prueba declara negativos y que realmente son negativos.
Falsos negativos (FN): Numero de caso que la prueba declara negativos y que realmente son

1. Sensibilidad (tasa de verdaderos positivos). Proporcion de casos positivos que estan bien

detectadas por la prueba. La definicion matematica es: Sensibilidad = VP / (VP + FN).

2. Especificidad (Tasa de verdaderos negativos). Proporcion de casos negativos que son

bien detectadas por la prueba. La definicidon matematica es: Especificidad = VN / (VN + FP).

3. Tasa de falsos positivos (FPR): Proporcion de casos negativos que la prueba detecta como

positivos.

4. Falso Negativo Precio (FNR): Proporcion de casos positivos que la prueba detecta como
negativo. - Prevalencia: la frecuencia relativa de los acontecimientos de interés en la muestra

total (VP + FN)/ N.

5. Valor Predictivo Positivo (VPP): Proporcion de casos realmente positivos entre los casos

positivos detectados por la prueba.

PPV =TP /(TP + FP), o PPV = Sensibilidad x Prevalencia / [(Sensibilidad x Prevalencia +
(1-Especificidad) (1-Prevalencia)]. Es un valor que depende de la prevalencia, un indice que

es independiente a la calidad de la prueba.

6. Valor predictivo negativo (VPN): Proporcion de casos realmente negativos entre los

casos negativos detectados por la prueba.



VPN = VN / (VN + FN), o VPP = Especificidad x (1 - Prevalencia) / [(Especificidad (1-
Prevalencia) + (1-sensibilidad) x Prevalencia]. Este indice depende también de la prevalencia

que es independiente a la calidad de la prueba.

7. Razdn de verosimilitud positiva (LR+): Esta relacion indica hasta qué punto un
individuo tiene mas posibilidades de ser positivo, cuando en realidad la prueba es la que esta

diciendo es positivo.
LR + = sensibilidad / (1-especificidad). La RP + es un valor positivo o nulo.

8. Razdn de verosimilitud Negativa (LR-): Esta relacion indica hasta qué punto un
individuo tiene mads posibilidades de ser negativo, en realidad, cuando la prueba es la que

estd indicando es positivo.
LR-= (1-sensibilidad) / (especificidad). El LR-es un valor positivo o nulo.

9. Odds ratio: El odds ratio indica la probabilidad de un individuo de que mas probable que
sea positivo si el resultado es positivo, en comparacion con los casos en que la prueba es
negativa. Por ejemplo, un odds ratio de 2 significa que la probabilidad de que el caso positivo

se produce es dos veces superior si la prueba es positiva que si es negativo.
El odds ratio es un valor positivo o nulo. Tenemos Odds ratio = VPxVN / (FPxFN).

10. El riesgo relativo: El riesgo relativo mide el comportamiento de la prueba cuando se
trata de un informe positivo que cuando es negativo. Por ejemplo, un riesgo relativo de 2
significa que la prueba es dos veces mas potente cuando es positiva que cuando es negativo.
Un valor cercano a 1 corresponde a un caso de independencia entre las filas y columnas, y

una prueba de que funciona tan bien cuando es positiva que cuando es negativo.

El riesgo relativo es un valor nulo o un valor positivo dado por: riesgo relativo = VP / (VP +

FP)/ (FN/ (FN + VN)).
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