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Los ensayos de sensibilidad deben ser vistos como parte del pro-
ceso para predecir la respuesta al tratamiento. En su realizacién
deben utilizarse métodos estandarizados. En la actualidad, dispo-
nemos de varios métodos estandarizados: los publicados por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y los del Comité
Europeo (EUCAST). Ambos utilizan el método de microdilucién en
caldo. El CLSI public6 su primer documento para las pruebas de
sensibilidad a las levaduras del genero Candida y Cryptotoccus neo-
formans en el afio 1992 (M27-P) y el definitivo en 2008 (M27-A).
Para hongos filamentosos, el primer documento se publicé en el afio
1998 (M38-P)y en 2004 el definitivo (M38-A). El CLSI tiene también
estandarizado el método de difusién en disco para levaduras y hon-
gos filamentosos, documentos M44-A y M51-A, respectivamente.

Los métodos estandarizados han sido estudiados exhaustiva-
mente para determinar la reproducibilidad, intra e interlaboratorio,
de cada uno de sus parametros: disolventes, medio de cultivo,
pH, temperatura y tiempo de incubacién, inéculo, antiftingicos,
diluciones y concentraciones de los mismos, lectura, definiciéon de
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y, lo mas importante, la
interpretacion de los resultados, lo que se conoce también como
puntos de corte clinicos. Otra utilidad de los métodos estandariza-
dos es que sirven de referencia para el desarrollo de otros métodos
mas sencillos de realizar. En cada fase de la estandarizacién
se requiere que al menos intervengan 8 laboratorios, a los que
se les envia todo el material. Cada laboratorio realiza las pruebas
de sensibilidad por triplicado y en 10 dias diferentes.

Los puntos de corte clinicos separan los aislamientos sensibles
(susceptibles de responder al tratamiento) de los resistentes (no
responden al tratamiento). Se determinan basandose en la corre-
lacién in vitro-in vivo, a partir de los resultados terapéuticos y CMI
determinada por el mismo método de referencia en un grupo homo-
géneo de pacientes; ademas, se tienen en cuenta los mecanismos de
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resistencia al antifingico, la farmacocinética y la farmacodinamia
de los mismos, entre otros.

El punto de corte epidemiolégico (PCE) se define como la con-
centraciéon mas elevada que separa la poblacién salvaje (WT) (sin
ningln mecanismo de resistencia) de los aislamientos con algin
mecanismo de resistencia, no pertenecientes a la poblacion salvaje
(non-WT). Se determina a partir de los datos de la CMI de al menos
tres laboratorios y con los datos de mas de 100 aislamientos para
cada especie. Por especie y laboratorio se requiere los datos de un
minimo de 10 aislamientos, ademas de enviar los resultados de las
cepas control de calidad. Las CMI deben determinarse por el mismo
método estandarizado. Con todo ello se calcula la distribucién de
las CMI de cada laboratorio y la general, la simetria de las mismas
y el valor modal, y se hace un ajuste estadistico.

La principal utilidad de los ECV son: vigilancia epidemioldgica
de la resistencia, identificacion de posibles aislamientos con
mecanismos de resistencia y la orientacién al clinico cuando no se
dispone de puntos de corte clinicos (como en el caso de los hongos
filamentosos).
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El microbioma humano es la coleccién de microorganismos que
viven en el cuerpo. Se estima que de media hay 10 veces mas
células microbianas que humanas en el cuerpo, aunque suponen
Gnicamente entre el 1y el 3% de la biomasa total. Estos microorga-
nismos generalmente no son patégenos. Numerosos estudios han
demostrado su papel esencial en el funcionamiento del organismo,
ya que participan en diferentes procesos, como la degradacién de
alimentos, la regulacién del sistema inmunitario, en la respuesta a
infecciones crénicas inflamatorias, asi como en el control de micro-
organismos patégenos.

El microbioma humano es muy variable; su composicién
cambia dependiendo de la parte del cuerpo, e incluso puede
cambiar en una misma persona a lo largo del tiempo (en respuesta
a diversos factores, como, por ejemplo, el uso de antibiéticos).
Estudios recientes han relacionado cambios en la composicién
del microbioma con el desarrollo de distintas enfermedades vy,
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por tanto, cada vez hay un mayor interés por este campo. El
avance tecnolégico y el desarrollo de nuevas herramientas de
secuenciaciéon han supuesto una revolucién en el campo de la
genémica, lo que ha favorecido el desarrollo y el abordaje de
ambiciosos proyectos en el campo de la metagendémica. Asi, en
los Gltimos afios se han publicado numerosos articulos en los que
se estudia el microbioma humano. La mayoria de estos estudios se
han centrado en bacterias, pero cada vez hay mas estudios en los
que se estudia el micobioma (hongos) donde se pone de relevancia
su importante papel en la microbiota humana.

Dermatofitos: forma y DNA
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En 1990, Hawksworth [4], en un momento de su discurso pre-
sidencial en la Sociedad Micolégica Britanica, puntualizaba cémo
iba a utilizar el término hongos: «. .. “hongos” se utiliza en el sentido
ciertamente arbitrario aunque tradicional de “organismos estudiados
por los micélogos”, con el fin de abarcar a aquellos que ahora estdn
incluidos en otros reinos. . .». En esa década, la forma esta dejando
paso al DNA. El andlisis del DNA en los hongos se esta populari-
zando debido, en parte, a la mayor accesibilidad de las técnicas
moleculares como la PCRy al disefio de cebadores universales para
hongos [6]. En esta conferencia comentaremos brevemente cémo
han influido estos cambios en algunas especies de dermatofitos.
Los dermatofitos son un grupo de hongos relacionados filogenéti-
camente que causan las dermatofitosis. La taxonomia tradicional
de los dermatofitos se ha basado en la forma, fundamentalmente
en criterios morfolégicos microscépicos relacionados con la fase
de reproduccién asexual (anamorfo) de estos hongos. Los géne-
ros que agrupan a las especies productoras de dermatofitosis son
Epidermophyton, Microsporum y Trichophyton [1]. Evolutivamente,
algunas de estas especies se han adaptado a determinadas espe-
cies animales y pueden presentar diferentes habitats. Las especies
antropdéfilas, como T. rubrum o E. floccosum, son aquellas que se
limitan a causar dermatofitosis en el hombre y raramente infectan
a otros animales. No obstante, el hombre puede presentar infeccién
por especies zo6filas, como M. canis o T. verrucosum, que caracteris-
ticamente producen dermatofitosis en distintos animales. También
existen especies geo6filas como M. gypseum, que presentan su habi-
tat normal en los suelos y pueden producir tifias tanto en el hombre
como en los animales. No obstante, existen especies que presentan
una morfologia comin con los dermatofitos, como Microsporum
cookei o Trichophyton ajelloi, que no se han descrito como agen-
tes etiolégicos de dermatofitosis, o sus descripciones como tales
son dudosas. Estas especies son denominadas por algunos autores
como «tipo dermatofito» o dermatofitoides. Si bien no se conoce la
fase sexual (teleomorfo) de la mayoria de estos hongos ascomicetos,
pertenecen a la clase Eurotiomycetes, orden Onygenales, familia
Arthrodemataceae, y se incluyen en un Gnico género denominado
Arthroderma.

La formay el DNA han contribuido de forma distinta como carac-
teres ttiles en la definicion de especie en los distintos dermatofitos.
Dos ejemplos contrapuestos que, en este sentido, podemos desta-
car son el de las especies filogenéticamente préximas T. tonsurans
y T. equinum, y el del complejo de especies de T. mentagrophytes.
Cuando se iniciaron los primeros estudios de los dermatofitos con

técnicas de analisis del DNA, T. tonsurans y T. equinum fueron pues-
tas en sinonimia debido a que sus diferencias en las secuencias de
los ITS rDNA eran minimas [2], lo que creé una considerable con-
fusiéon. Actualmente, siguen considerandose dos especies distintas
ya que presentan, entre otras caracteristicas, diferente morfolo-
gia, fisiologia y ecologia. No obstante, hay que tener en cuenta que
estas dos especies han presentado en estudios filogenémicos un
grado muy elevado de sintenia (92%) [5]. Estos resultados confir-
marian que son dos especies que han divergido recientemente. En
el caso del complejo T. mentagrophytes, la forma no nos permite
discriminar las diferentes especies que engloba (T. anamorfo de
A. benhamiae, T. equinum, T. interdigitale y T. mentagrophytes), lo
que hace recomendable el uso de técnicas de andlisis del DNA para
poderlas diferenciar [3].

Segln la nomenclatura dual admitida antes de 2013 por el
Cédigo Internacional de Nomenclatura para las algas, los hongos
y las plantas (ICN), un tnico género, Arthroderma, incluiria todas
las especies. Este nombre tenia prioridad sobre los nombres de los
géneros de los anamorfos y definia al holomorfo. En la practica,
esta prioridad ha sido poco utilizada en la nomenclatura de estos
hongos. A partir de 2013, el ICN no admite la nomenclatura dual y
un Gnico nombre debe definirse para un determinado hongo. En el
caso de los dermatofitos y de los hongos relacionados con ellos este
tema esta por definir. Esto dar4, sin duda, nuevas oportunidades
a nombres ya utilizados en este tipo de hongos como Nannizzia o
Keratinomyces.
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Los hongos dermatofitos (HD) son responsables de una amplia
variedad de infecciones de piel, ufias y pelo. Su identificacién es con
frecuencia complicada y requiere un tiempo largo de respuesta y
micélogos con amplia experiencia.
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En el proceso diagnéstico de las infecciones por HD hay que tener
en cuenta que no hay una tendencia unanime a la hora de solicitar
la realizacién del diagnéstico micolégico, como refleja el estudio
del observatorio europeo, ya que hay autores que no lo consideran
necesario. Si se establece la necesidad de realizarlo, un elemento
fundamental es el tipo de muestra incluida y cuando hacer el diag-
noéstico. Asi, el diagndstico de tinea pedis puede evitar un problema
mucho mas dificil de corregir, tinea unguium, que puede apare-
cer hasta 15 afios después. Por otro lado, no estudiar los contactos
en Trichophyton tonsurans, Trichophyton soudanense o Microsporum
audouinii supone con frecuencia un diagnéstico incompleto que
puede llevar a fallos terapéuticos.

Cuando se realiza el diagnéstico micolégico se observa que no
hay un acuerdo sobre cudl es el «gold standard»; es normalmente el
cultivo el considerado como tal, pero también el estudio por ana-
tomia patolégica mediante tincién con acido periédico de Shiff es
otra opcién considerada.

Nuestro criterio es que el diagnéstico micolégico es necesario
y, una vez tomada esta decisién, hay aspectos importantes que
debemos tener en cuenta.

Muestra arecoger. ¢ Solo uiia del pie? Mejor acompafnada de toma
de piel del pie. ;Solo al paciente centinela? Mejor tener en cuenta
los contactos, especialmente si puede tratarse de HD antropdfilos.

Método a utilizar para la deteccién. Observacién directa, cultivo,
observaciéon microscépica, reaccion en cadena de la polimerasa
(mayor sensibilidad, mayores costes en personal y en dinero),
espectrofotometria de masas (poca experiencia).

Taxonomia. La propuesta por Graser incluye varias especies bajo la
denominacién de Trichophyton rubrum, y el Atlas de de Hoog et al.
excluye T. soudanense. La taxonomia publicada en un libro tan refe-
rente a nivel internacional como el libro de la Sociedad Americana
de Microbiologia incluye la Gltima especie nombrada.
Identificacion cldsica. Estd basada en la morfologia macro y
microscépica; pueden existir limitaciones por la experiencia del
microbidlogo con solo unas pocas especies.

Identificacion por espectrofotometria de masas. Presenta dificulta-
des ya que las bases disponibles no permiten la identificacion de
varias especies y no presenta resultados comparables a los obteni-
dos con las bacterias. En los datos publicados no hay un acuerdo
sobre el método de realizacion: sin extraccion, con acido férmico,
con extraccion proteica. . . El método de extraccién es importante.
Reaccion en cadena de la polimerasa. Normalmente, presenta una
mayor sensibilidad que el cultivo y, segiin la metodologia, mayor o
menor sensibilidad que la observacién microscépica.
Identificacion por secuenciacion. Especies como T. soudanense y T.
rubrum son indistinguibles por este método. Ademas, pueden dar
lugar a especies nuevas que son dificiles de diferenciar por la mor-
fologia.

Observacién al microscopio electrénico de barrido. Permite establecer
diagnésticos de dermatofitosis en casos con cultivo negativo.
Microscopia confocal. Se trata de una herramienta atil.
Establecimiento de la acreditacién. Los requisitos generales deben
ajustarse a la Norma ISO 15189, con el fin de garantizar la calidad
de los resultados.



