CARTAS CIENTIFICAS

Estudio de 87 casos de tifias
en una zona rural

Sr. Editor: Las tifias son infeccio-
nes superficiales de la piel y anejos
producidas por hongos dermatofitos’.
Su prevalencia es dificil de deter-
minar, al no ser una enfermedad de
declaraciéon obligatoria. Diferentes
trabajos espafioles revelan cambios
temporales tanto en las formas clini-
cas como en los distintos agentes etio-
16gicos2. Un reciente estudio multi-
céntrico espaniol destacé el predominio
de la Tinea corporis en la zona sur, y
la Tinea unguium en el norte y levan-
te. Los agentes etiolégicos fueron, por
orden de frecuencia, Trichophytum
rubrum, Trichophytum mentagrophy-
tes y Microsporum canis®.

El objetivo del presente estudio fue
conocer las formas clinicas y los der-
matofitos méas frecuentes de nuestra
zona, asi como comparar dos métodos
diagnésticos (KOH frente a cultivo).

Se han estudiado 117 lesiones sos-
pechosas de tifias en pacientes que
procedian de una consulta de atencién
primaria (AP) de la zona bésica de sa-
lud de Mota del Cuervo (Cuenca) con
una poblacién de referencia de 1561
usuarios. El periodo de estudio fue de
7 afios (1996-2002).

Se consider6 lesién sospechosa de
tifia en piel lampifia y cuero cabelludo
toda placa eritemato-descamativa con
tendencia al crecimiento excéntrico y
curacién central. En uias, la presen-
cia de una hiperqueratosis subungue-
al y/o cambios en la coloracion.

De cada paciente se recogieron las
siguientes variables: 1) edad, 2) sexo,
3) localizacién, 4) animales de compa-
fifa, 5) examen directo con KOH al
20% (KOH al 40% para las onicomico-
sis) y 6) cultivo y especie de dermatofi-
to aislada.

Las muestras se obtuvieron de di-
versas maneras segun su localiza-
cion?. En la piel lampifia mediante
raspado con bisturi de las escamas de
la periferia de la lesién, previa limpie-
za de la zona con alcohol de 70°. En el
cuero cabelludo por raspado y arran-
camiento de varios pelos, y en las
unas, con raspado y corte de las mis-
mas.

De todas las muestras obtenidas
una parte se utiliz6 para examen di-
recto con KOH y otra para cultivo es-
pecifico de dermatofitos (Phytes MC
Vetéquinol). Los cultivos se incubaron
a 28 °C durante 1 mes con lecturas
cada 2-3 dias. Para la identificacion de
la especie se consideraron criterios
tanto macroscopicos como microsco-
picos (tincién con azul de metileno)
(Merck KGaA)*. E1 KOH y el cultivo
fueron leidos por personas distintas.

El estudio estadistico se realizé con el
programa informatico G-Stat.

Se aislaron dermatofitos en 87 casos
(25 varones y 62 mujeres), todos ellos
de origen esparol. La relacién mu-
jer:varén ha sido 2,5/1, con una me-
diana de 26 afios y un intervalo de
2-84 afios.

Al validar los dos métodos diagnés-
ticos (KOH frente a cultivo) mediante
una tabla de 2 x 2, se obtuvo una sen-
sibilidad y especificidad del KOH del
86,45% y 80,95%, respectivamente
(tabla 1).

La forma clinica mas frecuente fue
la T. corporis con 60 casos (68,9%), se-
guida de T. pedis con 9 (10,34%), 1la T.
unguium con 7 (8,04%), la T. manuum
con 4 (4,59%), la T. capitis con 3
(3,44%), la T. cruris con 3 (3,44%) y la
T. barbae con 1 (1,14%).

Las especies identificadas por orden
de frecuencia fueron: M. canis, 29
(34%); T. mentagrophytes variedad
mentagrophytes, 20 (23%); T. rubrum,
16 (18%); T. mentagrophytes variedad
interdigitale, 16 (18%), y Epidermophy-
tum floccosum, 6 (7%).

Sélo se encontré asociacion entre
T. corporis 'y M. canis.

Se encontraron dos brotes familia-
res de 4 individuos cada uno, en los
que la fuente de infeccion fue una gata
infectada por M. canis. Ademas, se
diagnosticaron dos casos de 7. incog-
nita.

Existen pocos trabajos en zonas ru-
rales sobre dermatofitos; la mayoria
se han realizado en poblacién urbana
v hospitalaria®?®.

La sensibilidad del KOH fue alta, lo
que hace que esta técnica sea reco-
mendable por su sencillez y bajo coste
para un diagnéstico rapido en AP. En
contraposicion, el cultivo es caro, re-
quiere un tiempo minimo de creci-
miento y retrasa el tratamiento. No
hubo diferencias en la sensibilidad en
funcion de las especies de dermato-
fitos.

No se pudo calcular el valor predic-
tivo positivo y negativo por no tener
datos de prevalencia en nuestra comu-
nidad.

El patron epidemioldgico de las ti-
nas se ha modificado a lo largo del
tiempo debido a factores de indole so-
cioeconomica, higiénicos, migratorios
y terapedticos®.

La forma clinica més frecuente en
nuestra serie ha sido la 7. corporis
como en otros trabajos®%6.

Sin embargo, la T. capitis, tan fre-
cuente hace afos, ha sufrido una im-
portante disminucién debido a los fac-
tores ya citados'7.

Llama la atencién la baja frecuencia
de T. unguium en comparacién con
otros estudios®®, debido a su curso
asintomatico.

TABLA 1. Comparacion del KOH frente
a cultivo

KOH
Cultivo Total
Negativo | Positivo
Negativo 17 13 30
Positivo 4 83 87
Total 21 96 117

KOH: hidréxido de potasio.

En nuestra serie, la especie mas
frecuente fue el M. canis, seguida de
T. mentagrophytes variedad menta-
grophytes. Sin embargo, existen dife-
rencias de unas zonas a otras®. En los
ultimos afios se ha constatado que la
mayor parte de las tifas estan causa-
das por T. rubrum?*%. No se han encon-
trado dermatofitos emergentes, pues-
to que la poblacion estudiada era
exclusivamente espafiola.

Se describen dos brotes familiares
cuya fuente de infeccién fueron dos
gatas infectadas por M. canis. Dado
que la mayoria de las tifias en los ani-
males cursan de manera asintomati-
ca, es conveniente su diagnéstico y
tratamiento precoz para evitar su con-
tagio®.

El M. canis fue el agente més ais-
lado en T. capitis y T. corporis y el
T. rubrum en la T. unguium. Sin em-
bargo sé6lo hubo asociacién significati-
va con la T. corporis.

Seria interesante la realizacién de
mas estudios epidemiolégicos para co-
nocer la prevalencia de las tinas y es-
pecies dominantes en nuestra region,
ya que nuestro trabajo sélo representa
una pequena aportacién.

Jests Ildefonso Garcia-Mordn®
y Maria Teresa Jarabo-Garcia®

2Centro de Salud Belmonte. "Centro de
Salud de San Clemente. Cuenca. Espania.
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Evaluation of Cobas Ampliprep
Automated Nucleic Acid Extraction
for Genotyping Human Papillomavirus
(HPV) by the Roche linear array HPV
Test

To the Editor: Human papillo-
mavirus (HPV) infection is one of the
most common sexually transmitted
diseases. Certain HPV genotypes, the
so-called high-risk genotypes (HR),
have an established role in cervical
carcinogenesis. Detection of HR geno-
types in cervical samples is an impor-
tant measure for preventing cancer of
the cervix and, together with Papani-
colaou smears, is the cornerstone of
cervical cancer screening. Currently,
two useful assays are available for de-
tecting HPV in cervical samples, hy-
brid capture (HC) and polymerase
chain reaction (PCR). PCR has several
advantages over HC, but also some
problems; mainly, the test is time-con-
suming, experience in molecular
assays is needed, and cross-contami-
nation is common. A validated, reli-
able, fast, easy to perform, semi- or
fully-automated assay would be desir-
able for HPV detection and genotyp-
ing, particularly in laboratories that
handle a large number of samples.
Genotyping methods are important
for improving our understanding of
the progression of infection to cervical
cancer, since individual risk stratifica-
tion, the prevalence and persistence of
infection, and the onset of new infec-
tions can be determined by genotyp-
ing'. The development of HPV vaccine
also depends on typing?.

Stevens et al recently described an
automated extraction system, Roche
MagNA Pure LC, as an alternative
method for specimen processing be-
fore using the linear array HPV test
(LA) for detecting and genotyping
HPV3. The authors recommend the
use and validation of automated nu-
cleic acid purification platforms to
simplify the assay’s extraction step.
The Cobas AmpliPrep (CA) (Roche Di-
agnostics, S.L., Barcelona, Spain) in-
strument is used for quantification of
hepatitis B, hepatitis C, HIV, CMV
and other viruses in clinical samples
in many clinical microbiology labora-
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tories. Our study sought to compare
automated HPV nucleic acid extrac-
tion by the CA with the manual Am-
pliLute (MA) (Roche Diagnostics, S.L.,
Barcelona, Spain) protocol, a commer-
cially available liquid media extrac-
tion kit.

DNA was extracted from 100 cervi-
cal brush samples (in PreservCyt
medium) and isolated using two dif-
ferent procedures: 1) a 250 pl aliquot
was extracted with the AmpliLute
Liquid Media Extraction (EXTRN) kit
according to the manufacturer’s in-
structions; and 2) a 800 pl aliquot
added to 250 pl ATL (EXTRN kit) was
extracted using the automatic nucleic
acid extraction method of the CA, us-
ing a procedure that involved modifi-
cation of the CS3 cassette of the Total
Nucleic Acid Isolation (TNAI) kit
(Roche Diagnostics, S.L., Barcelona,
Spain). AVE buffer (EXTRN kit) was
used instead of elution buffer in the
TNAI EB bottle and CAR (EXTRN
kit) and diluent were added to the
empty GPV vial. Then, all samples
were analyzed by LA assay for HPV
genotyping by automated system us-
ing the recommended protocol, except
that a 100-pl aliquot of the CA dena-
tured amplicons was used. The staff
carrying out the study had not been
specifically trained in molecular tech-
niques. One positive and one negative
control were processed with each run
of up to 22 specimens. The internal
control included in the kit was B-glo-
bin. An additional primer pair targets
the human B-globin gene, which was
isolated concurrently. All 100 samples
analyzed generated positive high and
low B-globin results (two visible bands
for each strip) using the two protocols,
thus demonstrating adequate speci-
men integrity, DNA extraction, and
amplification®.

High-risk HPV types were detected
by both manual and automated proto-
cols in 45/100 cervical samples; 48/100
samples tested negative, a nearly per-
fect concordance level (kappa = 0.86 =
0.099). Manual AmpliLute detected
six additional HR-HPV-positive sam-
ples (2 HPV-16, 2 HPV-31, 1 HPV-45,
and 1 HPV-68) and CA revealed one
additional positive result (HPV-51).
An alternative test, Hybrid Capture 11
(HC2) (Digene, Gaithersburg, USA),
was used to analyze discrepant sam-
ples. Four HR-HPV were negative and
three positive, one of them with low
signal intensity. Table 1 lists the re-
sults of these 7 discrepant samples
with all the methods used (MA, CA
and HC2), as well as the cytology
data®. Some cross-contamination can-
not be ruled out in the MA results. In
fact, cross-contamination was not un-
expected considering the manner in

which the manual method is per-
formed. Our data show that for detect-
ing HR-HPV in cytology specimens
with borderline changes, MA detected
slightly more cases and reached a
higher analytic sensitivity than CA.
Both tests performed similarly with
respect to identification of HPV in
high-grade disease.

In practical terms, several molecu-
lar methods have been described for
identifying type-specific HPV geno-
types®. Although PCR-based assays
have not yet been approved by the
U.S. Food and Drug Administration
for clinical use, they provide a rapid
means of HPV detection and genotyp-
ing in clinical practice. The LA HPV
genotyping test is a standardized, con-
sistent, rapid method for detecting
and typing up to 37 HPV mucosal
genotypes®. Nevertheless, MA can be
time-consuming and labor-intensive
in clinical settings where many cervi-
cal samples are processed. In this con-
text, and based on our data, we pro-
pose to replace the manual extraction
step by the automated method evalu-
ated in our study. This method pro-
vides several advantages and, in
agreement with Stevens’ results®, the
two extraction methods demonstrated
only slight differences in the outcome,
although a small number of samples
were analyzed and larger studies
would be desirable. The use of an au-
tomated system for DNA isolation
would greatly improve simplicity,
time and labor efficiency, and reduce
potential sample cross-contamina-
tions, thus allowing many cervical
samples to be processed simultane-
ously for cervical cancer screening.

Ana Ferndndez-Olmos,
Jesus Chacon, Maria Luisa Mateos
y Fernando Baquero

Servicio de Microbiologia.
Hospital Universitario Ramén y Cajal.
Madrid. Spain.

TABLE 1. High-risk HPV detection

by AmpliLute (MA), COBAS AmpliPrep
(CA), Hybrid Capture IT (HC2)

and cytology® in discordant samples

Pacient | MA | CA | HC2 |Cytology

1 45 N N L-SIL
2 31 N N L-SIL
3 68 N HR* L-SIL
4 16 N N ASCUS
5 31 N N ASCUS
6 16* N HR  ASCUS
7 N 51 HR L-SIL

*Weak signal. ASCUS: atypical squamous
cells of undetermined significance;

L-SIL: low-grade squamous intraepithelial
lesion; HR: high-risk HPV; N: negative.
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