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Diagnéstico micoldgico: algo esta cambiando
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En los ultimos anos se ha realizado un gran esfuerzo por
desarrollar distintas técnicas moleculares para el
diagnostico de laboratorio de las micosis. En este sentido,
la elucidacion de la secuencia genomica completa de los
principales patogenos fungicos representa una
oportunidad sin precedentes para los micologos clinicos.
Existe, ademas, una gran expectacion sobre la posible
aplicacion de los rapidos avances en el campo de la
genomica y la proteémica al estudio de la base molecular
de la patogenicidad fuingica, la busqueda de nuevos
antifingicos mas eficaces y la identificacion de antigenos
fungicos.

En este articulo se revisan los principales hitos en la
genomica de los hongos. Ademas, se presentan algunas
aplicaciones de la gendmica y la posgendomica de interés
para el micélogo clinico.
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Mycological diagnosis: something is changing

Great effort has been made in recent years to develop
molecular techniques for laboratory diagnosis of mycosis.
To this end, elucidation of the entire genomic sequence of
the main fungal pathogens provides an unprecedented
opportunity for clinical mycologists. There is considerable
expectation regarding the potential application of the
rapid advances in genomics and proteomics to study the
molecular basis of fungal pathogenicity, to search for new
and more effective antifungal drugs, and to identify fungal
antigens.

This article reviews the key aspects of fungal genomics
and presents genomic and post-genomic applications of
interest for clinical mycologists.
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Introduccion

Las técnicas tradicionales de diagndstico micolégico se
enfrentan con bastante frecuencia a problemas de falta de
especificidad, falta de sensibilidad, dificultades técnicas o
de interpretacion y lentitud'2. El intento por solventar en
la medida de lo posible dichos problemas ha sido un factor
crucial para el desarrollo de las técnicas inmunoldgicas y
moleculares.

Por otro lado, hemos de situarnos en el contexto de las
llamadas “-6micas”, es decir, de las disciplinas cientificas
que abordan su objeto de estudio de una manera global,
como pueden ser la genémica, la proteémica, la metabolé-
mica y otros campos afines. En la tabla 1 se presenta una
relacion de las principales “-6micas” y su objeto de estudio.

El desarrollo a gran escala de las técnicas de la genémi-
ca y posgendémica ofrece una oportunidad sin precedentes
para investigar los caracteres asociados a la patogenicidad
de las especies fingicas®. Adem4s, existe una gran expec-
tacion sobre la posibilidad de aplicar dichos avances al
diagnéstico de laboratorio de las micosis y al disefio de
nuevas estrategias terapéuticas mas eficaces.

Hoy dia, el micélogo clinico ya dispone de una amplia
variedad de técnicas de diagnéstico molecular, cada una
de las cuales es 1util para determinar la identidad del
agente etiolégico en una serie de niveles o rangos taxoné-
micos, pero pierde efectividad en otros aspectos. Es impor-
tante elegir bien la técnica que utilizar en funcién del uso
que vayamos a hacer de ella: diagnéstico, epidemiolégico o,
simplemente, taxonémico.

Las técnicas moleculares para la deteccion e identifica-
cién de hongos patégenos pueden dividirse en dos tipos*:

a) Métodos de amplificacion de senial, los cuales utili-
zan técnicas de hibridacion de 4cidos nucleicos. Las son-
das de hibridacién pueden utilizarse tanto para confirmar
la identificacion de un cultivo como para identificar el hon-
go patégeno en secciones tisulares. Estas sondas son utili-
zadas habitualmente para la identificacion de patégenos
como Histoplasma capsulatum y Coccidioides immitis.

b) Métodos de amplificacién de acidos nucleicos, que se
refieren fundamentalmente a todas las técnicas de reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR). Hay desarrolladas
técnicas de PCR para el diagnédstico de un gran ndimero
de micosis; por ejemplo, en nuestro laboratorio aplicamos
de forma habitual estas técnicas para el diagnéstico de la
aspergilosis y las dermatofitosis animales®S.

Por otro lado, debe considerarse el amplio abanico de
técnicas disponibles para la tipificacién molecular de los
aislamientos fingicos: técnicas basadas en la utilizacién
de endonucleasas de restriccién, en la amplificacién de se-
cuencias al azar, en la deteccién de secuencias cortas re-
petidas en tdandem a lo largo del genoma (minisatélites y



Alvarez S et al. Diagndstico micoldgico: algo estd cambiando

microsatélites), andlisis de los polimorfismos de base tni-
ca, etc. Las técnicas de tipificacién molecular suelen apli-
carse, fundamentalmente, al estudio epidemiolégico de
una infeccién y a la busqueda de la fuente de contamina-
cién por un patégeno. Sin embargo, la tipificacién de cepas
también es una herramienta tutil para investigar la rela-
cién entre aislamientos recuperados de distintos pacientes
y establecer la identidad de multiples aislamientos de un
mismo paciente’.

La investigacion micoldgica
en la era de la genomica

Lo que parece mas o menos claro es que tanto el diag-
néstico como la investigacién micolégica se dirigen hacia
una nueva era®, y existen al menos tres razones para ex-
plicar este hecho®:

1. Las infecciones fingicas empiezan a cobrar impor-
tancia como causa de mortalidad en los paises desarrolla-
dos. A modo de ejemplo, Candida spp. es el cuarto micro-
organismo que, con més frecuencia, se aisla en sangre de
pacientes estadounidenses.

2. La industria de los antifingicos tiene una gran
importancia econémica para las empresas farmacéuticas.
Ademas, hay que tener en cuenta la aparicién de resisten-
cias y la necesidad de conocer su base genética.

4. Se dispone ya de la secuencia de los genomas de los
principales patégenos fungicos (Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Cryptococcus neoformans) y se esta tra-
bajando en la secuenciacién de otros muchos (Candida tro-
picalis, Pneumocystis jiroveci, Histoplasma capsulatum).

Tampoco debemos obviar otros factores que han contri-
buido a esta nueva concepcién, como son la mejora en las
tecnologias de secuenciaciéon y andlisis de datos, que per-
miten la reduccién de costes econémicos y esfuerzo huma-
no, y la disponibilidad de patrocinadores dispuestos a sos-
tener econémicamente la investigaciéon genémica en
hongos una vez que el Proyecto Genoma Humano (PGH)
se encuentra en su fase final®. Por todo ello, hay quien con-
sidera que la genémica, es decir, el estudio de toda la in-
formacién genética contenida en un organismo, va a tener
un papel preponderante durante los préximos anos.

Algunos hitos en la genoémica de los hongos

La historia de la genémica en hongos es corta pero in-
tensa. Esta carrera por descifrar los secretos que esconde
el genoma de los hongos comenzé en 1992, con la publica-
cién de la secuencia completa del cromosoma III de Sac-
charomyces cerevisiae'®. En 1996, 4 afios m4s tarde, se
hizo publica la secuencia completa de todo el genoma de
esta especie de levadura'l. Estos dos eventos son conside-
rados de gran relevancia no sélo por los mic6logos, sino
también por genéticos y bi6logos celulares, pues represen-
tan el primer cromosoma y el primer genoma eucariota en
secuenciarse.

Tras la gran expectacién inicial, se empez6 a discutir so-
bre la necesidad de dar un paso mas y abordar en profun-
didad el estudio de los genomas de hongos filamentosos.

TABLA 1. Principales “-0micas” y objeto de estudio

Disciplina Objeto de estudio

Genoma: secuencia de ADN

de un organismo

Transcriptoma: conjunto de todos

los ARN mensajeros (ARNm) transcritos
a partir de un genoma

Proteoma: conjunto de todas las
proteinas de una célula u organismo
Peptidoma: conjunto de todos los
péptidos de una célula u organismo.

Se refiere tanto a los péptidos codificados
en el genoma como a los derivados

de la actividad de las proteasas
Metaboloma: conjunto de todas las
moléculas de bajo peso molecular
presentes en una célula. Comprende
tanto los metabolitos primarios
(intermediarios de las rutas metabélicas)
como los metabolitos secundarios
Inmunoma: conjunto de péptidos
antigénicos o proteinas inmunogénicas
de un microorganismo patégeno

(virus, bacteria, hongo o parasito).

La naturaleza del inmunoma no depende
sélo del patégeno, sino también del
hospedador

Metagenoma: conjunto de genomas de
todos los miembros de una comunidad
determinada

Metaproteoma: conjunto de proteinas
expresadas por todos los miembros de
comunidad en un determinado momento

Genémica

Transcriptémica
Proteémica

Peptidémica

Metabolémica

Inmunémica

Metagenémica

Metaproteémica

Para maés informacion sobre estos y otros términos relacionados,
se recomienda visitar la pagina web:
http://www.genomicglossaries.com/content/omes.asp

De estas discusiones surgieron pequeiios proyectos piloto
de secuenciacion de partes de genomas como fue, por ejem-
plo, el proyecto de secuenciacién del cromosoma IV de As-
pergillus nidulans. Pero no fue hasta el afio 2000 cuando
la genémica de los hongos filamentosos comenzé a ver la
luz, con el proyecto denominado Fungal Genome Initiative
(FGI). En la gestacién de esta iniciativa participaron dis-
tintos miembros de la comunidad cientifica y consorcios de
secuenciacion, de entre los que destaca el Whitehead Ins-
titute for Biomedical Research (Cambridge, Massachu-
setts, EE.UU.), conocido en la actualidad como Broad Ins-
titute. Finalmente, en 2003 se hizo publica la secuencia
completa del genoma de Neurospora crassa'?, el primero
correspondiente a un hongo filamentoso.

The Fungal Genome Initiative

Sin lugar a dudas, el gran impulso para la genémica de
los hongos filamentosos ha sido el proyecto denominado
Fungal Genome Initiative (FGI). La filosofia y las prin-
cipales lineas de este proyecto estan recogidas en cuatro
documentos'?16, Ademas, desde la gestacion de esta ini-
ciativa en el afio 2000 se han ido sumando distintas insti-
tuciones y consorcios de secuenciacion de genomas. De en-
tre todas estas instituciones, destaca la participacion del
Broad Institute, por actuar como “centro neuralgico” de
este proyecto y por haber colaborado activamente en la
secuenciacién de algunos de los genomas que han desper-
tado mayor interés (A. nidulans, A. terreus, C. albicans,
C. immitis, C. neoformans). Es importante tener en cuen-
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ta que en un proyecto de tal magnitud resulta indispensa-
ble que todas las instituciones implicadas estén perfecta-
mente coordinadas.

En la propuesta inicial de este gran proyecto'? se inclu-
yeron cinco especies de hongos con importancia para la sa-
lud humana (C. neoformans serotipo A, Coccidioides posa-
dasii, P. jiroveci, Trichophyton rubrum y Rhizopus oryzae),
ademas de especies con importancia econémica o como or-
ganismos modelo. Las especies fungicas incluidas en el
proyecto fueron elegidas siguiendo una serie de criterios!®:
importancia del organismo para el ser humano (impacto
sobre la salud o la economia); valor del organismo como
herramienta para los estudios de genémica comparada;
existencia de recursos genéticos para llevar a cabo el pro-
yecto; interés de la comunidad cientifica en el proyecto
(existencia de grupos de trabajo establecidos).

La gran aportacion de esta iniciativa ha sido afrontar
los proyectos genoma de hongos desde una perspectiva ta-
xonémica®!3, por considerarse que una seleccién equilibra-
da de los organismos fiingicos que van a ser secuenciados
maximizaria el valor de los datos obtenidos, al permitir es-
tudios evolutivos y de genémica comparada. Esto contras-
ta con los pequefios proyectos independientes anteriores a
esta gran iniciativa.

Situacion actual de los proyectos genoma
en hongos

Hoy en dia se conoce la secuencia de mas de 18 especies
de hongos. En lineas generales, se puede decir que mien-
tras que las levaduras centraron toda la atencién durante
los primeros afios de la genémica en hongos, ahora se ha
invertido la tendencia y la mayoria de los proyectos de
secuenciacién en curso se centran en los hongos filamen-
tosos®.

También estd empezando a cobrar cierta importancia
otro tipo de proyectos que no pretenden una secuencia-
cién completa de los genomas fungicos, sino la identifica-
cion de los genes que se expresan en un organismo en un
momento determinado®'”. A estos fragmentos de ADN se
les conoce con el nombre de etiquetas de secuencia expre-
sada o expressed sequence tags (EST) y la principal venta-
ja de este abordaje es la posibilidad de identificar las
regiones codificantes del genoma que se expresan bajo de-
terminadas condiciones. Por ejemplo, mediante esta apro-
ximacién podemos identificar los genes que expresa un
hongo patégeno que se encuentra en el interior de un hos-
pedador, entre los cuales habra posibles factores de viru-
lencia.

(Genomica funcional

La secuenciacién genémica de microorganismos se ha
convertido en una operacién casi sistemadtica y no repre-
senta en si misma un desafio'8. Lo que presenta una ma-
yor complejidad es interpretar la informacién obtenida de
la secuenciacién de un genoma. Segun Foster et al®, la se-
cuencia de un genoma es similar a un diccionario que re-
coge todas las palabras pero no incluye las definiciones.
A partir de esa secuencia, se trata de buscar marcos abier-
tos de lectura (open reading frames [ORF]), identificar la
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funcién o funciones de cada gen y las posibles interaccio-
nes entre ellos. En lineas generales, resulta mas dificil
identificar ORF en hongos filamentosos que en levaduras,
no s6lo por la mayor complejidad de la estructura de sus
genes, sino también por conocerse menos acerca de los me-
canismos de regulacion de su expresién®.

A continuacion describimos brevemente las dos formas
basicas de abordar la genémica funcional. La primera de
ellas consiste en analizar los patrones de expresién génica,
para lo cual suele recurrirse a los chips de ADN. La otra
forma de abordar la genémica funcional es analizar direc-
tamente la funcién de los genes anulando ésta por muta-
cion.

Los arrays de ADN

Un array (matriz) es un conjunto de sondas molecula-
res fijadas de manera ordenada sobre un soporte sélido®®.
Cuando estas sondas son moléculas de ADN se habla de
arrays de ADN. Esta técnica se basa en el principio de hi-
bridacién especifica entre un ARN mensajero (ARNm) y la
molécula de ADN de la cual deriva por transcripcién. Se
puede consultar una revisién detallada sobre los arrays en
un ndmero anterior de esta misma revista'®.

La tecnologia de arrays o chips de ADN se utiliza cada
vez con mds frecuencia para estudiar simultdneamente y
de manera cuantitativa la expresion de genes a escala
gendmica, sobre todo desde que se estd intentando redu-
cir el coste y la complejidad de la técnica a la vez que se
estandariza. En el caso de los estudios de patogenicidad,
la idea subyacente es que la identificacion de los patro-
nes de expresion génica del hongo patégeno bajo dos con-
diciones totalmente diferentes, como pueden ser las
condiciones ambientales y las asociadas a una infeccidn,
puede ayudar en la busqueda de potenciales factores de
virulencia?’. Este proceso de busqueda de genes relacio-
nados con la patogenicidad fingica se esquematiza en la
figura 1.

A modo de ejemplo, se considera que el estudio de la
expresion génica en Aspergillus fumigatus durante los
procesos infecciosos mediante el uso de chips de ADN per-
mitird, en un futuro no muy lejano, ampliar los conoci-
mientos sobre la virulencia de este hongo?'. Un ejemplo
de este tipo de estudios se refiere a la termotolerancia de
A. fumigatus, caracteristica que es considerada un factor
esencial para su crecimiento dentro del hospedador y en
algunos ambientes naturales en los que dominan las tem-
peraturas elevadas. Utilizando la técnica de microarrays
de ADN, Nierman et al?2 examinaron los perfiles de expre-
sién génica en A. fumigatus a tres temperaturas diferen-
tes: 30, 37 y 48 °C, temperaturas que representan los am-
bientes de un suelo tropical, el cuerpo humano y una pila
de compost, respectivamente?>?3, El microarray utilizado
fue construido utilizando amplicones obtenidos por PCR
para cada uno de los genes del genoma. Entre los intere-
santes resultados obtenidos por estos autores se encuentra
la observacion de que a 37 °C se expresa un mayor nume-
ro de genes relacionados con la patogenicidad (p. €j., ge-
nes que codifican proteinas que responden al estrés oxi-
dativo o al sistema inmunitario del hospedador y genes
implicados en la produccién de toxinas) que a las otras
dos temperaturas probadas, aunque no haya contacto al-
guno con células de mamiferos o productos de éstas?3.
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El analisis de mutantes

El analisis de mutantes de delecién para inferir la fun-
cion de los genes y realizar cartografias cromosémicas tie-
ne ya bastante tradicion en genética. Este tipo de andlisis
solia hacerse de manera individual, es decir, utilizando un
tnico mutante en cada ensayo. Sin embargo, en la era de
la genémica se pretende obtener y analizar mutantes
de forma masiva. Tras generar las colecciones de mutan-
tes, por ejemplo por transposicién, hay que realizar un cri-
bado para encontrar los microorganismos que sean inca-
paces de realizar alguna funcién particular o carezcan de
un determinado factor de patogenicidad.

Un método que se presenta como una alternativa atrac-
tiva al analisis de mutantes de manera individual es la ge-
neracién de mutantes “etiquetados”, mas conocido como
signature-tagged mutagenesis (STM)?4. Esta técnica, de-
sarrollada por primera vez en Salmonella para la identifi-
cacién de genes imprescindibles para el crecimiento bacte-
riano in vivo, consiste en la creacion de una coleccion de
cepas mutantes que contengan “etiquetas” identificativas
unicas (a modo de cédigos de barras moleculares), es decir,
secuencias especificas que permitan identificar a cada uno
de los miembros de la coleccién. La colecciéon de cepas
construida es utilizada para infectar a un determinado
hospedador. La posterior comparacién de la abundancia
relativa de cada cepa individual en el conjunto que se in-
troduce al hospedador y en el que se obtiene de éste, per-
mite identificar los genes requeridos para el crecimiento
in vivo y/o la virulencia®.

La aplicacién de esta técnica en la identificacién de ge-
nes fingicos requeridos para el crecimiento in vivo se en-
frenta a varias dificultades. Entre estas dificultades des-
tacan la gran cantidad de regiones no codificantes
existente en los genomas fingicos, los cuales, ademas, sue-
len ser de gran tamario, y la falta de métodos eficaces de
mutagénesis insercional?®. No obstante, Brown et al?® con-
siguieron adaptar dicha técnica para identificar los genes
requeridos para el crecimiento in vivo de A. fumigatus.
De esta forma, lograron obtener una cepa incapaz de cau-
sar infeccion letal en un modelo animal, la cual resulté
ser un mutante con una insercién en el promotor del gen
pabaA. Este codifica para la enzima 4cido paraaminoben-
zoico (PABA) sintetasa, la cual interviene en uno de los tl-
timos pasos de la biosintesis del folato, cofactor esencial de
la sintesis del ADN. Al parecer, el pulmén del hospedador
no proporciona este compuesto al hongo??, por lo que esta
enzima se considera esencial para el crecimiento de A. fu-
migatus en el pulmén?627,

Cuando se realiza un analisis de mutantes para identi-
ficar factores supuestamente relacionados con la patogeni-
cidad de un microorganismo hay que tener ciertas precau-
ciones. Una vez que se ha identificado un factor de
virulencia potencial hay que recurrir a estudios de com-
plementacién para ver si se cumplen los denominados
“postulados de Falkow” o “postulados moleculares de
Koch”?8, Segtin estos postulados, para poder ligar un gen a
la patogenicidad de un microorganismo se requiere la con-
currencia de los siguientes hechos:

1. Que el fenotipo o propiedad bajo investigacién esté
asociado a especies patégenas de un mismo género o ce-
pas patégenas de una misma especie, lo cual viene a indi-
car que un gen o factor de virulencia no va a ser exclusivo

Muestra 1 Muestra 2

origen ambiental origen clinico

Micelio del hongo
SN———N

~——
~—

Extraccion y
purificacion del ARN

Generacion de ADNc y
marcaje de las sondas
con fluorocromos

==

Hibridacion
al microarray

OOO

a

Soporte que

contiene sondas
de ADN genémico

del hongo

Visualizacién

del microarray @OOOO®
OO0
OOOOOO
COOOCOO

Interpretacion de los resultados

@ Gen sélo expresado en condiciones ambientales

(O Gen sélo expresado dentro del hospedador

@ Gen expresado bajo las dos condiciones

(O Gen no expresado bajo ninguna de las dos condiciones

Figura 1. Aplicacion de la técnica de microarrays a la bisqueda de genes re-
lacionados con la patogenicidad fingica.

de una cepa o especie, sino una estrategia dentro de una
especie o especies relacionadas.

2. Que la inactivacion especifica del gen o genes aso-
ciados con el presunto caracter de virulencia conlleve una
pérdida medible de la virulencia o la patogenicidad del mi-
croorganismo.

3. Que la reversion o reemplazamiento alélico del gen
mutado (reintroduccién del gen del tipo salvaje) conlleve la
restauracion de la patogenicidad o virulencia perdida.

Estos postulados han sido comprobados para algunos
factores de virulencia de agentes causantes de micosis sis-
témicas, como son los genes que codifican la capsula de
C. neoformans®.

Gendmica comparada

La gen6mica comparada, encargada del analisis y la
comparacion de los genomas de diferentes organismos, es
una disciplina de gran utilidad. Para ilustrar este punto
podemos poner el ejemplo del género Aspergillus. Dentro
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de este género, varias especies son utilizadas en procesos
industriales (produccién de acidos, farmacos, enzimas,
etc.). Por su parte, especies como A. fumigatus son pato-
genas oportunistas del hombre y otros animales, mientras
que otros miembros del mismo género estan implicados
en la degradacién de alimentos y la produccién de meta-
bolitos secundarios téxicos (p. €j., produccién de aflatoxi-
nas por A. flavus). Finalmente, dentro de este género hay
especies que sirven de modelo en genética y biologia celu-
lar. Destacan en este campo las investigaciones con A. ni-
dulans. La utilidad de la genémica comparada es eviden-
te en casos como el de A. fumigatus, organismo del que se
desconoce la funcién de la mitad de los genes encontra-
dos en su genoma. Por comparaciéon de secuencias con
otras especies cercanas es posible llegar a atribuir fun-
ciones a algunos de esos genes. Ademas, comparar el
genoma de especies patégenas con otras no patégenas re-
lacionadas permite identificar secuencias que, potencial-
mente, contienen genes o elementos reguladores de la vi-
rulencia®. En este sentido, la disponibilidad de la
secuencia genémica de diversas especies del género As-
pergillus representa para la comunidad cientifica una
oportunidad sin precedentes®.

Cabe destacar, igualmente, el hecho de que para al-
gunas especies flingicas, como es el caso de A. fumigatus,
C. albicans y C. neoformans se esta llevando a cabo la
secuenciacién de varias cepas?’. Esta aproximacién va a
permitir realizar estudios comparativos de las diferencias
genotipicas existentes en el seno de una misma especie,
por ejemplo, entre cepas patégenas y no patégenas o en-
tre diferentes serotipos.

La genémica comparada permite, ademas, disefiar son-
das de ADN que sirvan para la identificacién rapida y pre-
cisa de la especie. Esta utilidad es de gran interés para la
micologia médica, sobre todo si se tiene en cuenta que el
tratamiento de algunas micosis es diferente segtin el agen-
te causal sea una especie u otra, debido a la aparicién de
fenémenos de resistencia a los antifingicos. Otra aplica-
cién practica de la genémica comparada es ayudar a re-
solver la taxonomia de algunos grupos de hongos. Asi, por
ejemplo, el estudio de la secuencia del gen CHS1, que co-
difica para la enzima quitina sintasa 1, ha servido para
analizar las relaciones filogenéticas entre diversas espe-
cies de dermatofitos3-33. Estos estudios moleculares han
servido como complemento a las otras técnicas utilizadas
tradicionalmente en la taxonomia fingica, las cuales se
basaban en caracteres morfolégicos y bioquimicos®!.

Por 1ultimo, dentro de la genémica comparada se sitda
el estudio de diversos marcadores moleculares, entre ellos
los polimorfismos de base unica (single nucleotide poly-
morphisms [SNP]). Los SNP son sitios especificos dentro
de un genoma en los cuales diferentes individuos pueden
presentar una base nucleotidica distinta. Los SNP pue-
den localizarse en las regiones codificantes del genoma,
llegando incluso a alterar la estructura y funcién de las
proteinas codificadas, pero, sobre todo, se distribuyen en
las regiones intergénicas. Forche et al®* describieron, al
cartografiar la presencia de polimorfismos de base tnica
en el genoma de C. albicans, la existencia de 561 SNP en
el genoma de esta especie de levadura. Estos polimorfis-
mos, que en C. albicans se presentan distribuidos con una
frecuencia media de 1 SNP por cada 83 pares de bases,
pueden utilizarse como marcadores a la hora de establecer
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la relacion genética entre individuos, ademads de ayudar
en el estudio de procesos tales como la recombinacion y la
ocurrencia de reordenaciones en el genoma34.

Proteomica

El término “proteoma” fue acunado en la década de
1990 para describir el conjunto de proteinas de una célula,
tejido u organismo?®>-%6. Por tanto, la proteémica es la disci-
plina cientifica encargada de desarrollar la tecnologia ne-
cesaria para analizar los patrones globales de expresion de
proteinas en un organismo. Se reconoce la existencia de al
menos tres factores decisivos para el desarrollo de la pro-
teomica?s:

1. Los proyectos de secuenciacién de genomas a gran
escala y el desarrollo de bases de datos de proteinas.

2. El desarrollo de técnicas de espectrometria de masas
para analizar proteinas y péptidos.

3. Los avances en las técnicas de separacion de protei-
nas.

La diferencia basica entre genémica y proteémica es que
mientras que la primera engloba el estudio de todo el
patrimonio genético de un organismo (tanto nuclear como
extranuclear, codificante o no codificante), la segunda se
centra en las partes del genoma que se traducen a protei-
nas. Estas dos disciplinas también difieren en su natura-
leza. A diferencia del genoma, que permanece relativa-
mente estético, el proteoma es dindmico35-26. El conjunto
de proteinas que se expresan no sélo varia de una célula a
otra, sino que depende de las interacciones entre el ge-
noma y el ambiente en un momento determinado'®, de
manera que cualquier genoma puede, potencialmente, dar
lugar a un nimero infinito de proteomas?3-3,

Lo que resulta més interesante de la proteémica es que
permite abordar las caracteristicas biolégicas que no pue-
den ser identificadas mediante el analisis en exclusiva del
ADN?3%: abundancia relativa de una proteina, modifica-
ciones postraduccionales, localizacién subcelular, tasa de
renovacion, posibles interacciones con otras proteinas, etc.
Ademas, la proteémica constituye una herramienta fun-
damental para la “anotacién” de un genoma, es decir, para
asignar a cada gen su funcién. Pero, sin duda, el objetivo
dltimo de la proteémica es obtener una visién global e in-
tegrada de todos los procesos celulares3®,

Al igual que en el caso de la genémica, existe una ten-
dencia a subdividir la proteémica en varias disciplinas.
Concretamente, se suelen diferenciar los siguientes ti-
pos?35:36;

— Proteémica de expresion: es el estudio cuantitativo de
los patrones de expresién proteica entre muestras que se
diferencian en alguna variable.

— Proteémica estructural o del mapa celular: se encarga
del estudio de la localizacién subcelular de las proteinas,
asi como de las interacciones proteina-proteina.

— Proteémica funcional: se refiere al estudio y la carac-
terizacién de un grupo de proteinas determinado.

Por otro lado, en la metodologia de una investigacion
proteémica suelen diferenciarse tres fases®®: a) el aisla-
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miento y la separacién de proteinas a partir de una mues-
tra bioldgica; b) la obtencién de informacién sobre la es-
tructura de las proteinas separadas, y ¢) la utilizacién de
bases de datos informaticas para poder identificar las pro-
teinas caracterizadas.

Para el aislamiento y la separacién de proteinas se utili-
zan, basicamente, técnicas electroforéticas. El desarrollo
de la electroforesis bidimensional en geles de poliacrilami-
da (2D-PAGE), basada en una separacion de las proteinas
en funcién de la carga seguida de una separacién en fun-
cion de su masa molecular, constituy6 un gran avance en
el campo de la proteémica?®. No obstante, esta técnica pre-
senta ciertas limitaciones®>3%: es laboriosa y dificil de au-
tomatizar, esta limitada por el nimero y el tipo de protei-
nas que se pueden resolver y, sobre todo, utilizando esta
técnica se identifican predominantemente proteinas abun-
dantes, mientras que las proteinas que muestran una baja
abundancia no suelen ser detectadas. En cuanto a las téc-
nicas empleadas para obtener informacién sobre la estruc-
tura de las proteinas, destacan la secuenciacién de los ex-
tremos amino y carboxilo terminal, y la espectrometria de
masas (MS).

Ademas3s de las técnicas ya mencionadas, cabe destacar
la aparicion de los primeros microarrays de proteinas, los
cuales presentan un enorme potencial no sélo en la inves-
tigacion bésica, sino también en el diagnéstico y en la bus-
queda de nuevos agentes terapéuticos®’®8. A diferencia de
los 4cidos nucleicos, las proteinas suelen ser més dificiles
de preparar para el formato de un microarray3®, ya que
para que éstas sean biolégicamente activas se requiere
que su adherencia al soporte no suponga una pérdida de la
conformacién original. En los arrays de proteinas, al igual
que en el caso de los arrays de ADN, existe cierta diversi-
dad en cuanto al tipo de soporte que se puede utilizar.
Aunque se pueden fabricar arrays de proteinas en los que
el soporte sea una membrana de nitrocelulosa o un porta-
objetos de vidrio, estos materiales suelen sustituirse por
matrices tridimensionales de acrilamida o agarosa. Estas
matrices tienen una estructura muy porosa e hidrofilica,
lo cual contribuye a mantener un ambiente himedo que
evita la desnaturalizacién y ayuda a conservar el estado
activo de las proteinas®®. También se han desarrollado es-
tructuras abiertas, consistentes en chips de 18 x 28 mm
que incluyen diminutos pocillos (1,4 mm de didmetro y
300 um de fondo) y estan fabricados a partir de un elastoé-
mero de silicona, el polidimetilsiloxano (PDMS)3°. Estos
chips pueden disponerse sobre un cubreobjetos de vidrio
para facilitar su manejo. También existen diferentes mé-
todos para unir las proteinas a la superficie del soporte,
desde la simple adsorcién pasiva hasta las interacciones
de alta afinidad?®. Por ultimo, también hay que considerar
la enorme diversidad de métodos de deteccion de seial,
ya sea de reaccién con la proteina del soporte o de unién a
ésta. Aunque suelen preferirse los métodos de deteccién de
fluorescencia, a partir de su sencillez y extremada sensibi-
lidad, también se puede utilizar un marcaje con radioisé-
topos, métodos de deteccién basados en reacciones enzi-
maticas, etc.3840,

La mayor versatilidad de los arrays de proteinas res-
pecto de los arrays de ADN también queda de manifiesto
si tenemos en cuenta los tipos de proteinas que pueden ad-
herirse al soporte inerte para utilizarse como sondas. Asi,
por ejemplo, se puede hablar de microarrays de anticuer-

pos, microarrays de antigenos y microarrays de enzimas,
segun el tipo de sonda que se utilice (anticuerpos, antige-
nos y enzimas, respectivamente). Del mismo modo, tam-
bién se pueden fabricar microarrays de péptidos. Esta ca-
racteristica hace que los arrays de proteinas sean una
herramienta ideal para analizar la funcién de todo tipo de
proteinas y las interacciones moleculares en las que éstas
participan.

Hasta la fecha, el anélisis del proteoma de los hongos se
ha centrado en estudiar la estructura y composicién de su
pared celular, buscar y caracterizar potenciales factores de
virulencia, intentar entender el proceso de dimorfismo
fase micelial-fase de levadura que presentan muchos hon-
gos patogenos y estudiar la base molecular de la resisten-
cia a los antifingicos®. Respecto a este ultimo aspecto, Ho-
oshdaran et al*! realizaron un estudio de los patrones de
expresion proteica en dos cepas de C. albicans, una sensi-
ble y otra resistente al fluconazol. Para ello utilizaron la
técnica de electroforesis bidimensional (2D-PAGE). En
la cepa resistente encontraron 13 proteinas sobreexpresa-
das y cuatro reprimidas con respecto a la cepa sensible.
Entre las proteinas que mostraron una sobreexpresion en
la cepa resistente destacan diversas enzimas involucradas
en el metabolismo de los carbohidratos y Erg10p, protei-
na involucrada en el primer paso de ruta biosintética del
ergosterol. Estos resultados sirvieron para confirmar ob-
servaciones anteriores en referencia a la sobreexpresion
de genes involucrados en la biosintesis del ergosterol, en-
tre ellos el gen ERB10, en respuesta al tratamiento con
itraconazol*?.

Bioinformatica y nanotecnologia

El desarrollo de la genémica y de lo que se ha venido a
denominar como posgendémica no habria sido posible sin la
aparicién de una nueva disciplina: la bioinformatica.
Como su propio nombre indica, la bioinformética es un
area de investigacion posicionada en la interfase entre dos
ciencias: la informatica y la biologia.

El desarrollo de 1a bioinformatica debe entenderse en el
marco de la llamada “revolucién genémica” y del rapido
desarrollo de las tecnologias de la informacién. La bioin-
formatica surge como respuesta a la urgente necesidad de
disponer de herramientas informaticas que permitiesen
manejar, interpretar y distribuir el gran volumen de in-
formacién obtenida en los proyectos genoma. Basicamen-
te, esta disciplina pretende resolver problemas biolégicos
complejos utilizando las herramientas informaticas dis-
ponibles en la actualidad. Asi pues, los bioinformaticos se
encargan de desarrollar formulas y modelos matematicos
que asistan a los investigadores en la comparacion de se-
cuencias, busqueda de ORF, estudio conformacional de las
biomoléculas y resolucién de filogenias. Por otro lado, in-
ternet esta siendo un instrumento bésico para el manejo
y la distribucién de toda la informacién relativa a los
proyectos de genémica y proteémica. En la tabla 2 se pre-
sentan, a modo de ejemplo, algunos sitios web de interés
relacionados con la genémica, la proteémica y la bioinfor-
matica.

Para llevar a cabo sus objetivos, la bioinformatica dispo-
ne de una serie de bases de datos y distintos paquetes de
software. De entre todas las bases de datos disponibles
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TABLA 2. Algunos sitios web de interés relacionados
con la genomica, la protedmica y la bioinformatica

Nombre URL
European
Bioinformatics www.ebi.ac.uk
Institute
NCBI\genome page  www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/
The Institute
for Genome www.tigr.org
Research (TIGR)
Genome News Kk
Network (GNN) www.genomenewsnetwork.org
Fungal Genetics fosc.net
Stock Center (FGSC) WWW-185¢-
Genomics OnLine l
Database (GOLD) www.genomesonline.org
Broad Institute www.broad.mit.edu

UniProt (Universal

Protein Resource) www.ebi.uniprot.org/index.shtml

Fungal Genome

Initiative (FGI) www.broad.mit.edu/annotation/fungi/fgi

destaca el GenBank. El GenBank es una coleccién anota-
da de todas las secuencias de nucleétidos y amino4cidos
disponibles al piblico gestionada por el National Center
for Biotechnology Information (NCBI) de Estados Unidos.
E1 NCBI fue creado en 1988 para desarrollar herramien-
tas bioinformaéticas que sirviesen para almacenar y anali-
zar todo el conocimiento sobre biologia molecular, bioqui-
mica y genética. En sus origenes, era el personal del NCBI
el encargado de buscar en la literatura cientifica todas las
secuencias de acidos nucleicos y aminoédcidos e incluirlas
en el GenBank. Hoy dia, sin embargo, casi todas las se-
cuencias son depositadas directamente en el GenBank por
los laboratorios que las generan. Esto se debe, al menos en
parte, al hecho de que la mayoria de las revistas ponen
como condicién a los autores que las secuencias que apare-
cen en sus trabajos de investigacion sean depositadas pre-
viamente en una base de datos accesible al publico.

Entre las bases de datos sobre informacién proteémica
destaca UniProt (Universal Protein Resource), en la cual
participan diversas instituciones. UniProt contiene un
completo catdlogo de proteinas en el que no sélo se inclu-
ye informacién sobre su estructura y funcién, sino también
sobre la localizacién subcelular de cada proteina, la fami-
lia a la que ésta pertenece, sus posibles actividades catali-
ticas, etc.

Respecto a los paquetes de software bioinformatico dispo-
nibles, son ya famosos algunos programas para el analisis fi-
logenético a partir de secuencias de nucleétidos y aminoaci-
dos, como son los programas PAUP (Phylogenetic Analysis
Using Parsimony) y PHYLIP (PHYLogeny Inference Packa-
ge). El programa PAUP, en sus diferentes versiones, es el pa-
quete comercial més utilizado en la realizacién de este tipo
de analisis. Por su parte, PHYLIP es un paquete informatico
que incluye diversos programas para inferir filogenias y
construir arboles evolutivos a partir de las secuencias de
ADN y de proteinas. El acceso a este tltimo software pue-
de realizarse de manera gratuita a través de internet
(http://evolution.genetics.washington. edu/phylip.html).
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No debemos concluir este apartado sin considerar las
importantes contribuciones de la nanotecnologia en el
campo de la genémica y la proteémica. Asi, por ejemplo,
la fabricacién de chips de dcidos nucleicos y proteinas ha
sido posible gracias al desarrollo parejo de las tecnologias
de micromanipulacién y fotolitografia, que permiten, res-
pectivamente, la deposicién de microgotas que contengan
las sondas que testar sobre el soporte inerte y la sintesis
directa de la sondas sobre dicho soporte.

Algunas aplicaciones practicas
de la gendmica y la protedmica
en el diagndstico micoldgico

Entre los argumentos para impulsar los proyectos de se-
cuenciacién en hongos se encuentra la necesidad de dis-
poner de mejores métodos de diagnéstico y de nuevos
agentes terapetuticos*.

Leinberger et al? han sido los primeros en describir la
aplicacién de la tecnologia de microarrays de ADN para el
diagnéstico rdapido de las 12 especies patégenas mas co-
munes de los géneros Aspergillus y Candida, utilizando
para ello sondas de captura diseiiadas a partir de la se-
cuencia de las regiones espaciadoras internas (ITS) de los
genes que codifican para el ARN ribosémico. Estas regio-
nes de ADN son particularmente ttiles en este sentido,
debido a que?:

1. Presentan numerosas copias en el genoma fingico.

2. Se dispone de primers universales, validos para cual-
quier especie fingica, basados en las regiones conservadas
de los genes que codifican para el ARNr.

3. Lasregiones ITS presentan un grado de variabilidad
suficiente como para permitir la distincion de la especie.

Entre los objetivos para el futuro se encuentra el disefio
de un microarray que permita identificar la presencia de
un mayor nimero de patégenos fiingicos en muestras cli-
nicas?.

La genémica fingica se encuentra en posicién de desem-
pefiar un papel fundamental en el descubrimiento de nue-
vos antifungicos?®. La necesidad de desarrollar nuevos
farmacos para tratar las infecciones fingicas puede jus-
tificarse en los siguientes puntos?®: las limitaciones te-
rapéuticas de los antifingicos ya existentes, como los
polienos, que presentan problemas de toxicidad, o los azo-
les, que muestran un limitado espectro de eficacia; el
incremento en la incidencia de las infecciones fingicas y la
emergencia de aislamientos resistentes. Los productos de
los genes esenciales de algunos hongos como A. fumigatus
son considerados dianas potenciales para los farmacos an-
tifingicos??*. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
fenotipo que muestra un organismo es el resultado de la
interaccion entre su genotipo y el ambiente, por lo que sélo
tiene sentido hablar de genes esenciales con relacién a
unas condiciones ambientales determinadas®.

Los métodos moleculares presentan también un enor-
me potencial a la hora de evaluar la susceptibilidad a los
antifungicos, sobre todo en el caso de hongos dificiles de
cultivar. Entre las ventajas que ofrece la deteccién mo-
lecular de la resistencia a antifiingicos, destaca la posibili-
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dad de examinar directamente muestras clinicas, sin te-
ner que realizar un aislamiento previo del hongo*6. Ade-
mas, al partir de una muestra clinica estaremos analizan-
do en su conjunto una poblacién del hongo, en lugar de
una tnica colonia seleccionada al azar a partir de un culti-
vo*®, En este sentido, Lépez-Ribot et al*” observaron, al
estudiar episodios de candidiasis orofaringea en pacien-
tes infectados por el VIH, que aislamientos clinicos obteni-
dos del mismo paciente pueden presentar heterogeneidad
en sus patrones de expresion de los genes involucrados en
la resistencia al fluconazol. Ademéds, en la misma etapa
del proceso infectivo pueden coexistir dentro de un mismo
paciente diferentes subpoblaciones de levaduras, las cua-
les pueden desarrollar la resistencia al antifingico por
mecanismos diferentes*’. Si seguimos los procedimientos
habituales de determinacién de la susceptibilidad, basa-
dos en la determinacion del crecimiento o actividad meta-
bélica en medios que contengan diferentes concentracio-
nes del antifingico en prueba, estaremos perdiendo una
informacién valiosisima: el mecanismo molecular por el
cual aparece dicha resistencia.

Por dltimo, los microarrays de proteinas se postulan
como una interesante alternativa para el cribado de sus-
tancias fungicas capaces de desencadenar una respuesta
inmune. Asi, por ejemplo, Lebrun et al*° han logrado com-
binar la sensibilidad de los ensayos tipo ELISA con las
multiples ventajas de la tecnologia de miroarrays para
crear un sistema capaz de detectar pequenas cantidades
de inmunoglobulina E (IgE) producidas en respuesta a
alérgenos de origen flingico. Lo interesante de esta nueva
aproximacion al diagnéstico de las hipersensibilidades de
tipo I es que permite identificar, para cada paciente, el
componente fungico causante de la enfermedad de entre
todos los presentes en un extracto alergénico.

Conclusiones

En los ultimos tiempos estamos asistiendo a una gene-
ralizacién en el uso de las mismas técnicas moleculares
que hasta hace pocos afnos sélo estaban disponibles en los
laboratorios més avanzados, lo que, sin duda, constituye
un gran avance. Todos los esfuerzos por maximizar la efi-
ciencia y minimizar el coste de aplicacion de estas técnicas
seran, sin duda, recompensados por la gran cantidad de
nueva informacién sobre la base molecular de la patogéne-
sis fingica a la que tendremos acceso.

Entre los desafios futuros de la genémica y la proteémi-
ca en el campo de la investigacién micolégica se encuen-
tra la posibilidad de identificar genes que codifican facto-
res de patogenicidad en los principales agentes causantes
de micosis y estudiar su expresion en diferentes estadios
del proceso infeccioso. También deberia priorizarse la apli-
cacion de las técnicas que ofrecen estas nuevas discipli-
nas al estudio de la respuesta del huésped al patégeno
fuingico.

Aunque todavia queda un largo camino para que estas
tecnologias de nueva generacién se pongan al servicio del
diagnéstico de laboratorio, el micélogo clinico no deberia
ser ajeno a los rdapidos avances en el campo de la genémica
y la proteémica, pues sélo asi estard en disposicién de
aprovechar al maximo las oportunidades que esta revolu-
cién cientifica nos ofrece.

Bibliografia

1. Blanco JL, Garcia ME. Presente y futuro del diagnéstico inmunolégico de las
micosis animales. Rev Iberoam Micol. 2000;17:523-8.

2. Leinberger DM, Schumacher U, Autenrieth IB, Bachmann TT. Development
of a DNA microarray for detection and identification of fungal pathogens
involved in invasive mycoses. J Clin Microbiol. 2005;43:4943-53.

3. Saville SP, Thomas DP, Lépez-Ribot JL. Use of genome information for the
study of the pathogenesis of fungal infections and the development of diag-
nostic tools. Rev Iberoam Micol. 2005;22:238-41.

4. Chemaly RF, Procop GW. Molecular detection and characterization of fungal
pathogens. En: Persing DH, Tenover FC, Versalovic J, Tang Y-W, Unger ER,
Relman DA, et al, editors. Molecular microbiology. Diagnostic principles and
practice. Washington DC: ASM Press; 2004. p. 551-9.

5. Blanco JL, Andrino M, Cruzado M, Durédn C, Garcia ME. Aplicacién de una
técnica PCR para la detecciéon de ADN de dermatofitos. Laboratorio Veteri-
nario. 2003;24:8.

6. Cruzado M, Blanco JL, Duran C, Andrino M, Garcia ME. Evaluation of two
PCR methodologies for the detection of Aspergillus DNA. Rev Iberoam Mi-
col. 2004;21:209-12.

7. Aufauvre-Brown A, Cohen J, Holden DW. Use of randomly amplified poly-
morphic DNA markers to distinguish isolates of Aspergillus fumigatus.
J Clin Microbiol. 1992;30:2991-3.

8. Foster SJ, Monahan BJ, Bradshaw RE. Genomics of the filamentous fungi.
Moving from the shadow of the bakers yeast. Mycologist. 2006;20:10-4.

9. Latgé JP, Calderone R. Invasive human fungal opportunistic infections.
Curr Opin Microbiol. 2002;5:355-8.

10. Oliver SG, Van der Aart QJM, Agostoni-Carbone ML, Aigle M, Alberghina
L, Alexandraki D, et al. The complete DNA sequence of yeast chromosome
I11. Nature. 1992;357:38-46.

11. Goffeau A, Barrell BG, Bussey H, Davis RW, Dujon B, Feldmann H, et al.
Life with 6000 genes. Science. 1996;274:546-67.

12. Galagan JE, Calvo SE, Borkovich KA, Selker EU, Read ND, Jaffe D, et al.
The genome sequence of the filamentous fungus Neurospora crassa. Natu-
re. 2003;422:859-68.

13. Birren B, Fink G, Lander ES. Fungal Genome Initiative, White Paper De-
veloped by the Fungal Research Community. Whitehead Institute/MIT Cen-
ter for Genome Research, Cambridge, MA 02141, USA. [Documento electré-
nico] 2002 [consultado el 26 de febrero 2007] Disponible en: http:/www.
broad.mit. edw/annotation/fungi/fgi/history.html

14. Birren B. Fungal Genome Initiative, A White Paper for Fungal Comparative
Genomics. Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research, Cam-
bridge, MA 02141, USA. [Documento electrénico] 2003 [consultado el 26 de
febrero de 2007]. Disponible en: http://www.broad.mit.edu/annotation/fun-
gi/fgi/ history.html

15. Birren B, Fink G, Lander ES. Fungal Genome Initiative, White Paper for
Fungal Comparative Genomics. Whitehead Institute/MIT Center for Geno-
me Research, Cambridge, MA 02141, USA. [Documento electrénico] 2003
[consultado el 26 de febrero de 2007]. Disponible en: http://www.broad.mit.
edu/annotation/fungi/fgi/history.html

16. Birren B. Fungal Genome Initiative, A White Paper for Fungal Genomics.
The Broad Institute of Harvard and MIT, Cambridge, MA 02141 USA. [Do-
cumento electrénico] 2004 [consultado el 26 febrero de 2007]. Disponible en:
http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/fgi/history.html.

17. Hofmann G, McIntyre M, Nielsen J. Fungal genomics beyond Saccharomy-
ces cerevisiae? Curr Opin Biotechnol. 2003;14:226-31.

18. Mollerach M. Genémica y proteémica: oportunidades y desafios para la mi-
crobiologia. Rev Argent Microbiol. 2006;38:1-3.

19. Doménech-Sanchez A, Vila J. Fundamento, tipos y aplicaciones de los arrays
de ADN en la microbiologia médica. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2004;22:
46-54.

20. Lorenz MC. Studying fungal virulence by using genomics. En: Heitman J,
Filler SG, Edwards JE, Mitchell AP, editors. Molecular principles of fungal
pathogenesis. Washington DC: ASM Press; 2006. p. 591-609.

21. Rementeria A, Lépez-Molina N, Ludwig A, Vivanco AB, Bikandi J, Ponton J,
Garaizar J. Genes and molecules involved in Aspergillus fumigatus virulen-
ce. Rev Iberoam Micol. 2005;22:1-23.

22. Nierman WC, Pain A, Anderson MJ, Wortman JR, Kim HS, Arroyo J, et al.
Genomic sequence of the pathogenic and allergenic filamentous fungus
Aspergillus fumigatus. Nature. 2005;438:1151-6.

23. Nierman WC, May G, Kim HS, Anderson MdJ, Chen D, Denning DW. What
the Aspergillus genomes have told us. Med Mycol. 2005;43 Suppl 1:3-5.

24. Mazurkiewicz P, Tang CM, Boone C, Holden DW. Signature-tagged muta-
genesis: barcoding mutants for genome-wide screens. Nat Rev Genet. 2006;
7:929-39.

25. Jiang B, Bussey H, Roemer T. Novel strategies in antifungal lead discovery.
Curr Opin Microbiol. 2002;5:466-71.

26. Brown JS, Aufauvre-Brown A, Brown J, Jennings JM, Arst H, Holden DW.
Signature-tagged and directed mutagenesis identify PABA synthetase as

Enferm Infece Microbiol Clin 2008;26(10):638-46 645



Alvarez S et al. Diagndstico micolégico: algo estd cambiando

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

essential for Aspergillus fumigatus pathogenicity. Mol Microbiol. 2000;36:
1371-80.

Rhodes JC, Brakhage AA. Molecular determinants of virulence in Aspergi-
llus fumigatus. En: Heitman J, Filler SG, Edwards JE, Mitchell AP, edi-
tors. Molecular principles of fungal pathogenesis. Washington DC: ASM
Press; 2006. p. 333-46.

Falkow S. Molecular Koch’s postulates applied to microbial pathogenicity.
Rev Infect Dis. 1988;10 Suppl 2:5274-6.

Chang YC, Kwon-Chung KJ. Complementation of a capsule-deficient muta-
tion of Cryptococcus neoformans restores its virulence. Mol Cell Biol. 1994;
14:4912-8.

Wortman JR, Fedorova N, Crabtree J, Joardar V, Maiti R, Haas BJ, et al.
Whole genome comparison of the A. fumigatus family. Med Mycol. 2006;
44 Suppl:3-7.

Kano R, Nakamura Y, Watari T, Watanabe S, Takahashi H, Tsujimoto H, et
al. Molecular analysis of chitin synthase 1 (CHS1) gene sequences of Tri-
chophyton mentagrophytes complex and 7. rubrum. Curr Microbiol. 1998;37:
236-9.

Kano R, Aihara S, Nakamura Y, Watanabe S, Hasegawa A. Chitin syntha-
se 1 (CHS1) gene sequences of Microsporum equinum and Trichophyton
equinum. Vet Microbiol. 2001;78:85-90.

Hirai A, Kano R, Nakamura Y, Watanabe S, Hasegawa A. Molecular taxo-
nomy of dermatophytes and related fungi by chitin synthase 1 (CHSI) gene
sequences. Antonie Van Leeuwenhoek. 2003;83:11-20.

Forche A, Magee PT, Magee BB, May G. Genome-wide Single-Nucleotide
Polymorphism map for Candida albicans. Eukaryot Cell. 2004;3:705-14.
Graves PR, Haystead TAJ. Molecular biologist’s guide to proteomics. Micro-
biol Mol Biol Rev. 2002;66:39-63.

Gil C. La metodologia proteémica, una herramienta para la busqueda de
funcién. Actualidad SEM. 2003;35:12-20.

Zhu H, Snider M. Protein arrays and microarrays. Curr Opin Chem Biol.
2001;5:40-5.

646 Enferm Infece Microbiol Clin 2008;26(10):638-46

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Zhu H, Snider M. Protein chip technology. Curr Opin Chem Biol. 2003;7:
55-63.

Zhu H, Klemic JF, Chang S, Bertone P, Casamayor A, Klemic KG, et al.
Analysis of yeast protein kinases using protein chips. Nat Genet. 2000;26:
283-9.

Lebrun SJ, Petchpud WN, Hui A, McLaughlin CS. Development of a sensiti-
ve, colorometric microarray assay for allergen-responsive human IgE. J Im-
munol Methods. 2005;300:24-31.

Hooshdaran MZ, Barker KS, Hilliard GM, Kusch H, Morschhéuser J, Ro-
gers PD. Proteomic analysis of azole resistance in Candida albicans clinical
isolates. Antimicrob Agents Chemother. 2004;48:2733-5.

De Backer MD, Ilyina T, Ma X-J, Vandoninck S, Luyten WHML, Vanden
Bossche H. Genomic profiling of the response of Candida albicans to itraco-
nazole treatment using a DNA microarray. Antimicrob Agents Chemother.
2001;45:1660-70.

Mizrachi I. GenBank: The NCBI Nucleotide Sequence Database. En: Moss
DS, Jelaska S, Pongor S, editors. Essays in bioinformatics. Amsterdam:
I0S Press; 2005. p. 46-56.

Turner G, Allen GJ, Keszenman-Pereyra D, Bromley MdJ. Gene essentiality
in Aspergillus fumigatus. Med Mycol. 2006;44 Suppl:87-90.

Seringhaus M, Paccanaro A, Borneman A, Snyder M, Gerstein M. Predicting
essential genes in fungal genomes. Genome Res. 2006;16:1126-35.

Edlind TD. Molecular detection of antifungal resistance. En: Persing DH,
Tenover FC, Versalovic J, Tang Y-W, Unger ER, Relman DA, et al, editors.
Molecular Microbiology. Diagnostic principles and practice. Washington DC:
ASM Press; 2004. p. 569-76.

Loépez-Ribot JL, McAtee RK, Perea S, Kirkpatrick WR, Rinaldi MG, Patter-
son TF. Multiple resistant phenotypes of Candida albicans coexist during
episodes of oropharyngeal candidiasis in human immunodeficiency virus-in-
fected patients. Antimicrob Agents Chemother. 1999;43:1621-30.



	Diagnóstico micológico: algo está cambiando�������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
	Introducción����������������������������������������������������
	La investigación micológica en la era de la genómica����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
	Algunos hitos en la genómica de los hongos����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
	The fungal genome initiative����������������������������������������������������������������������������������������������������

	Situación actual de los proyectos genoma en hongos����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
	Genómica funcional����������������������������������������������������������������������
	Los arrays de adn�������������������������������������������������������������������
	El análisis de mutantes�������������������������������������������������������������������������������������

	Genómica comparada����������������������������������������������������������������������
	Proteómica����������������������������������������������
	Bioinformática y nanotecnología�������������������������������������������������������������������������������������������������������������
	Algunas aplicaciones prácticas de la genómica y la proteómica en el diagnóstico micológico����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������
	Conclusiones����������������������������������������������������
	Bibliografía����������������������������������������������������



