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Clasificacion de dermatofitos
mediante PCR

Manuel Pereiro Ferreirds, Angeles Flérez Menéndez y Jaime Toribio Pérez

Departamento de Dermatologia, Complejo Hospitalario Universitario, Facultad de Medicina, Universidad de
Santiago de Compostela, Espafia

Existen muchos trabajos intentando resolver el problema de la clasificacion de
los hongos mediante técnicas de biologia molecular que estudian el ADN gené-
mico, nuclear o mitocondrial, en los que los autores encuentran diferencias a
nivel genérico o especifico. Sin embargo, la mayoria de ellos comportan largos y
dificultosos procedimientos en el laboratorio.

En este trabajo, estudiamos un fragmento de ADN mitocondrial de 1450 bp que
codifica para los genes ND4, ATP6'y SsrRNA, ampliando el fragmento estudiado
en trabajos anteriores. Utilizamos los primers disefiados con anterioridad, y una
pareja de primers universales que amplifican para la region adyacente del
SsrRNA. Nuestro propésito es encontrar diferencias a nivel de especie.

Dermatofitos, Taxonomia, ADN mitocondrial, PCR

Dermatophytes classification by PCR

Summary  Many authors attempt to solve problems in fungal taxonomy using techniques
based in molecular biology. We find reports based in different molecular techni-
ques studying genomic, nuclear or mitochondrial DNA that led the authors to
establish several specific or generic differences in this group of fungi. But mostly
of them are long laboratory procedures.

At present study we study a 1450 bp fragment of mtDNA encoding the ND4,
ATP6 and SsrDNA and adjacent SsrRNA 3' termini sequence. We use three pri-
mer pairs previously designed. The other primer pair amplify the adjacent region
of the SSrRNA gene is used as modified by Li et al. [3]. Our purpose is to find
differences at the species level.
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En la actualidad, el caballo de batalla con el que sefragmentos parciales de los gend34-ATP6y su corres-
intenta resolver los problemas taxondmicos de los hongospondiente espacio intergénico exclusivamente en algunas
es la biologia molecular. Asi encontramos trabajos reali-de las cepas d&. rubrum otro de ellos el segmento
zados con diversas técnicas, estudiando ADN gendmico ATP6-SSrRNAen todas las cepas de dermatofitos del
nuclear o mitocondrial, que permiten establecer diferen- géneroTrichophyytony el tercero amplificaba el gen
cias tanto genéricas como especificas dentro de este grupATP6en todos los hongos estudiados [2].
de hongos. La mayoria de ellas se trata de largos y costo- Dados los cortes enzimaticos obtenidos en los pro-
sos procedimientos de laboratorio y los trabajos se reali-ductos estudiados, suponemos que los fragmentos amplifi-
zan sobre un nimero limitado de cepas. cados son idénticos en todos los dermatofitos en los que

En estudios previos buscamos una correlacion se obtienen productos con dichmrémers quedando pen-
entre los caracteres morfologicos y las diferencias geogra-diente de confirmar tal suposicién por secuenciacion de
ficas de cepas derichophyton rubrumcon diferencias en  dichos fragmentos. Por lo tanto, procedimos a ampliar el
una secuencia de un fragmento de 1450 bp del ADN mito-fragmento de ADN mitocondrial estudiado en la region
condrial que codifica para los gend®4, ATP6y del gen que codifica para el SSrRNA, utilizando dos
SSrRNA[1]. Uno de los pares derimers amplificaba mersuniversales utilizados en otros Ascomycetes [3]. El

objetivo de este trabajo es conseguir productos en el
mayor nimero de especies posibles con el fin de poder
efectuar comparaciones entre sus secuencias.

MATERIALES Y METODOS
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albicans 1 Candida stellatoideal Candida dubliniensis ~ basandonos en la secuencia X88896 [1,2] correspondiente
y 1 Rhodotorula rubra Todas estas cepas fueron aisladas a un fragmento de 5 kb del mtDNA derubrum,y se uti-
de especimenes clinicos de pacientes con patologia activaizaron ademas loprimers universales NMS1 y NMS2
Preparacion del ADN gendmicbhas cepas fueron  [3]. Disefiamos un sistema de sgiBnersque amplifican
inoculadas en caldo de Sabouraud e incubadas@G &b tres fragmentos de 578, 259 y 651 bp, estas secuencias
agitador (100 rev min) durante 4-7 dias, dependiendo decodifican para los gen&D4, ATP6y SSrRNAe incluyen
la velocidad de crecimiento de la cepa. el micelio fue fil- dos espacios intergénicos. Los tres parepriteers fue-
trado y repartido en alicuotas de (100-150 mg micelio ron utilizados con un protocolo de 32 ciclos de 1 min
seco en 700 pl de buffer citrato (0,2M citrato sodico 0,2M 94°C, 1 min 60C y 1 min 72C. Con los pares NMS1-
dihidrégeno fosfato sédico 0.15M cloruro sédico)) y NMS2, TRM8-NMS2 y TRM4-NMS2 llevamos a cabo un
almacenado a -3C hasta su uso. EI ADN gendmico se protocolo de la denominagéep upPCR como sigue:
aislo siguiendo el método de Hillis (Hillis y col., 1996). EI a) 4 ciclos 94:45:72C 1 min cada, seguidos por 34
micelio fuetratado con 2 pl de Liticasa (Sigma Quimica, a 95:50:72C 1 min cada.
Espafia) (134 mg Liticasa 750 U/ml, en 1,68 ml buffer b) 4 ciclos 95:50:72C 1 min cada, seguidos por 34
citrato), en 500 pl de buffer de extraccion (200mM Tris  a 95:55:72C 1 min cada.
250 mM NaCl 25mM EDTA 0.5% SDS pH 8,5) a°87 c) 4 ciclos 95:55:72C 1 min cada, seguidos por 34
en agitador continuo toda la noche, y se extrajo con cloro- a 95:60:72C 1 min cada.
formo: alcohol isoamilico (24:1) dos veces. El sobrena- La reaccion PCR se realizé con un Progene ADN
dante se precipitd con 1 ml de etanol absoluto &G30 Thermal Cycler (Techne Ltd, USA), en 25 pl de coctel
toda la noche, y posteriormente se lavé con etanol al 70%conteniendo 1 pl de ADN fangico, 150 ng de cada primer,
y 100 pl de bufer TE (0,1 M Tris HCI pH 7,5 0,001 M dNTPs mix (concentracion final de 200mM de cada uno),
EDTA), y 10 ul de 3 M acetato de sodio.felletse secd 3 ul de 25mM MgGj, 50mM NacCl, 10mM Tris-HCI pH
10 min a temperatura ambiente y se suspendié en agu®,0 y 2,5 unidades de Taq-polymerase (Amersham
destilada. Con este procedimiento obtenemos 25 pl dePharmacia Biotech, Espafia).
concentracion entre 100-150 ng/pl. Los productos obtenidos fueron analizados con ali-
Disefio de primers y PCR.as busquedas de cuotas de 10 pl, por electroforesis en agarosa NuSieve al
secuencias fueron realizadas usando la pagina BLAST dell% (FMC Bioproducts, USA) y teflidos con bromuro de
GeneBank y EMBL. Logrimers(Tabla 1) se disefiaron etidio.
Analisis de restriccibnLas enzimas utilizadas en
este estudio fueroBglll, Dral, y EcoRl como enzimas de
Tabla 1. Primers empleados en el estudio. 6 bp de reconocimientolfinfl de 5 bp. Las enzimas fue-
ron seleccionadas después de chequear los posibles puntos

TRM1 5'GGT CTA CAT TAT TCT GTATCA GG 3 AL

TRM2C 5TTA CAA CGG TAT GTA CAG TTG AC 3' g_e rets_trlccgn con ”el prdograma bDNdASIS (Té\bla Z)i Las

TRMZ 5 CTA ATG GAC AAC CTG ATG GAT G 2 igestiones fueron llevadas a cabo de acuerdo con las ins-

TRM4C 5' CTA ATG GAC AAC CTG ATG GAT C 3' trucciones del fabricante (Amersham Pharmacia Biotech).

TRM4 5'GTA CCA TCA GGT TGT CCATTAG 3 Los fragmentos de ADN obtenidos fueron separados con

TRMSC 5' AGG ATA GCG TTC AGT CAG AGC 3' geles de agarosa al 2%, 1 h a 80 V y teflidos con bromuro
de etidio.

NMS1 5'CAG CAG TGA GAA TAT TGG TCA ATG 3'

NMS2 5'ATG TTATTT AAT TCG ATG ATC 3

TRK1 TroR TRWA  THRMD i wmeel |
TRM2C TRMAC TROC

g TRCL=TROIC

e'rmu =TRBAC

el TRMA - TRMBC
I 1481 NM=2

i_’z,m

TRMB-NMS2

< >

Gréfico 1. Representamos las diferentes zonas de hibridacién de los primers utilizados sobre la secuencia estudiada. Podemos apreciar
como NMS?2 tiene varias posibilidades representadas con linea discontinua. Con linea continua se representa aquella que coincide con los
600 bp del producto obtenido con la pareja NMS1-NMS2. Sin embargo, al utilizarlo en combinacién con el primer TRM8 nos da un producto
menor.




Tabla 2. Esquema de las enzimas utilizadas para identificar la secuencia
amplificada. La enzima EcoRI que no da ningln corte en la secuencia estu-
diada se utiliza como blanco.

Enzima  Secuencia Loci N° de cortes  N° de fragmentos
Dral TTTIAAA 414 1 2

Bgll AIGATCT 969 1 2

Hinfl GIANTC 547 /1135 2 3

EcoRl GIAATTC 0 0 0
RESULTADOS

Los primersTRM2 y TRM4C, todos los hongos
analizados, exceptBhodotorula rubray Penicillium, y

Clasificacion mediante PCR
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todos los productos obtenidos tienen las esperada longitud

de 259bp. Logprimers TRM4 y TRM8C amplifican el
ADN de todos los dermatofitos del géndrmchophyton
con productos de 650 bp. Sé6lo 9 de losT2@ubrumestu-
diados amplifican el fragmento TRM1-TRM2C

Figura 3. Calles 1-4: step up PCR con cuatro ciclos a 95:55:72°Cy 34 a
95:60:72°C. Calles 6-8: PCR con 32 a 95:60:72°C. Calle 5: marcador 200
bp. Calles 1y 6: producto NMS1-NMS2. Calles 2 y 3: producto TRM4-
TRMS8C. Calles 4, 7 y 8: producto TRM8-NMS2. Calles 1, 2, 4,6y 8:

T. rubrum. Calles 3, 7 M. canis. La pareja TRM8-NMS2 da un buen produc-
to en la step up, mientras que en la PCR convencional no funciona. El resto

(Figura 1)_ En todos estos productos no encontramos dife-de los primers o no funcionan o producen dimeros a dichas temperaturas.

rencias tras el andlisis de digestion enzimatica.
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Figura 1. Producto PCR con 32 ciclos de 95:60:72°C. Calle 1: marcador de
500 bp. Calles 8 y 15: marcadores de 100 bp. Calles 2 y 3: producto PCR
de los primers TRM1-TRM2C en T. rubrum. Calle 4: control negativo en
escamas de piel humana no contaminada. Calles 5, 9, 10, 13, 16 y 17: pro-
ducto de TRM2-TRM4C en T. rubrum , T. mentagrophytes, M. canis'y

S. brevicaulis. Se obtuvieron los mismos resultados con Candida,
Rhodotorulay Penicillium. Calles 6, 7, 11, 12 y 14: producto de TRM4-
TRM8C en T. rubrumy T. mentagrophytes.

Todos los hongos amplifican con lpsimers
NMS1-NMS2 y se consiguen buenas amplificaciones
aceptables con el par TRM4-NMS2 en sitep upPCR a
55y 60C de temperatura de anillamiento (Figura 3).

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2. Calles 1-4: step up PCR con cuatro ciclos a 94:45:72°Cy 34 a
95:50:72°C. Calles 6-8: step up PCR con cuatro ciclos a 95:50:72°Cy 34 a
95:55:72°C. Calle 5: marcador 200 bp. Calles 1y 6: producto NMS1-NMS2.
Calles 2, 3y 7: producto TRM4-TRM8C. Calles 4 y 8: producto TRM8-
NMS2. Calles 1, 2, 4, 6 y 8: T. rubrum. Calles 3y 7: M. canis. En la step up
con anillamiento a 45:50, el par NMS1-NMS2 da un buen producto, mien-
tras que a 50:55 produce varios dimeros. El resto de los primers no funcio-
nan o producen dimeros (doble banda de calle 3).

DISCUSION

Los dermatofitos son un grupo de organismos que
se hallan estrechamente relacionados desde el punto de
vista de la composicion molecular de sus acidos nucleicos,
teniendo todos ellos un similar contenido en G+C [4]. Sin
embargo muchos autores han conseguido diferenciar
varios de estos hongos mediante técnicas basadas en la
biologia molecular [5-10], encontrando incluso diferen-
cias intraespecificas @n rubrum

El ADN mitocondrial de los los mamiferos y otros
animales (gusanos, insectos), tiene un tamafio de
16-19 Kb, conteniendo los mismos genes en similar orga-
nizacion. En los hongos, otros eucariotas, es también una
molécula circular, pero con mayores diferencias en su
tamafio (32 KbAspergillus nidulans78Kb Saccharo-
myces cerevisigepresentando ademas una mayor disper-
sion de sus genes. Asi las secuencias que codifican para
las diferentes subunidades del ribosoma (21SrDNA,
18SrDNA, 5.8SrDNA) er5. cerevisiagtienen separacio-
nes de hasta 18 kb. Ademas podemos encontrar largos
espacios intergénicos [11].

Hay varios trabajos basados en la PCR seguida de
restriccion enzimatica que permiten diferenciar hongos
AscomycetesZzygomycetey varios hongos dimérficos
[12-14]. Sin embargo no se han encontrado diferencias
con estas técnicas en el ADN nuclear que codifica para el
SSrRNAen varios dermatofitos [16]. Sin embargo se han
encontrado diferencias a este nivel\érticillium spp.y
otrosAscomycetef3,16,17]. En estudios sobre la micorri-
zalaccaria proximase han encontrado diferencias en las
secuencias intergénicas [18,19] similares a los encontra-
dos en el ADN humano [20,21], que han permitido dife-
renciar numerosos genotipos en el hombre.

En el presente estudio tratamos de encontrar dife-
rencias en el ADN mitocondrial de diferentes dermatofi-
tos. Elegimos una region de 1450bp, que codifica para los
genesATP6, ND4y SSrRNAy dos espacios intergénicos
de 302bp y 295bp [1,2] que ya habiamos estudiando ante-
riormente. Ampliamos el fragmento estudiado mediante la
utilizacion de dogrimersuniversales que amplifican para
una regiéon conservada del gen que codifica para el
SSrRNATras estudiar las frecuencias de dichomers
encontramos que erimer NMS1 coincide perfectamente
con la secuencia de trabajo de Bievre a nivel de las bases
1718...1745, mientras que la secuencia NMS2 presenta
varias posibilidades de hibridacién en la cadena comple-
mentaria. Por ello procedemos a realizar combinaciones
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con nuestroprimersde la cadena principal y dicha

corriendo después la reaccién en condiciones mas restric-

secuencia, esperando ampliar el nimero de especies dévas. Como se ve en la figura 2, a temperaturas de anilla-
dermatofitos en los que se obtienen productos para asiiento de 55 y 60C, se obtienen varios productos, pero

poder comparar sus secuencias.

En algunas cepas de rubrumconseguimos
amplificar los tres segmentos TRM1-TRM2C, TRM2-
TRM4C y TRM4-TRM8C. En otros hongos del género
Trichophytonsélo conseguimos amplificar los segmentos
TRM2-TRM4C y TRM4-TRMS8C, y en los del género
Microsporuum en los mohos no dermatofitos y en las

so6lo los de menor peso molecular son obtenidos a tempe-
raturas superiores.

En conjunto, nuestros datos demuestran que en
esta region del ADN mitocondrial de los dermatofitos
existen diferencias que pueden ser puestas de manifiesto
mediante las técnicas utilizadas. Sin embargo es preciso
realizar una secuenciaciéon completa de los productos

levaduras sélo se consiguen amplificaciones con el seg-obtenidos para fijar tales diferencias y disefiar una técnica

mento TRM2-TRM4C (Figura 1).
El problema se plantea por el hecho de queiiss

mersTRM8 y TRM4 diseflados por nosotros tienen una

temperatura de hibridacion méas elevada que la dgrios

sencilla y reproducible que sea Util en la practica diaria.

mersuniversales. Se trata pues de buscar un procedimien-

to que permita la utilizacién conjunta de nuespuosiers
con los universales, recurriendo a la llamsigg upPCR,

Este estudio ha sido realizado con la beca de investi-
gacion XUGA20819B96 de la Xunta de Galicia.

en la que la utilizacién de unos cuantos ciclos a una baja

temperatura de anillamiento al inicio del programa, permi-
te la formacion de productos de menor especificidad,
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