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RESUMEN

Cincuenta y cinco aislados clinicos y ambientales de Aspergillus fumigatus de México,
Argentina, Francia y Pert fueron analizados para determinar su variabilidad genética,
sistema reproductivo y su nivel de diferenciacién usando marcadores de Polimorfismo en
la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP). El nivel de la variabilidad genética se
determiné midiendo el porcentaje de loci polimorficos, el namero efectivo de alelos,
heterocigocidad esperada y mediante la realizacién de la prueba del indice de asociacion
(Ia). El grado de diferenciacién y variacion genética fue determinado usando andlisis de
varianza molecular a tres niveles. Usando las distancias genéticas pareadas, fue
construido un dendograma para detectar las relaciones genéticas entre los alelos.
Finalmente, fue construida una red de haplotipos para determinar las relaciones
geograficas entre ellos. Los resultados indican que los aislados clinicos tienen mayor
variabilidad genética que los aislados ambientales. El Is de los aislados clinicos y
ambientales sugieren una estructura poblacional recombinante. La diferenciaciéon genética
entre los aislados y el dendograma sugieren que los grupos de los aislados son diferentes.
La red de haplotipos demostr6 que la mayoria de los aislados estan agrupados de

acuerdo a su origen geografico.
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SUMMARY

Fifty-five clinical and environmental Aspergillus fumigatus isolates from Mexico,
Argentina, France and Peru were analyzed to determine their genetic variability,
reproductive mode system and level of differentiation using amplified fragment length
polymorphism markers (AFLP). The level of genetic variability was assessed by
measuring the percentage of polymorphic loci, number of effective alleles, expected
heterozygocity and by performing an association index test (Ia). The degree of genetic
differentiation and variation was determined using analysis of molecular variance at
three levels. Using the paired genetic distances, a dendrogram was built to detect the
genetic relationship among alleles. Finally, a network of haplotypes was constructed to
determinate the geographic relationship among them. The results indicate that the clinical
isolates have greater genetic variability than the environmental isolates. The Ia of the
clinical and environmental isolates suggests a recombining population structure. The
genetic differentiation among isolates and the dendrogram suggest that the groups of
isolates are different. The network of haplotypes demonstrates that the majority of the

isolates are grouped according to geographic origin.
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ANTECEDENTES

Nomenclatura del género Aspergillus

La primera descripcion de Aspergillus fue hecha en 1729; y proporciond una
informacion escasa pero efectiva del género. Posteriormente, varios taxa comenzaron a ser
descritos. Una de las primeras revisiones del género Aspergillus, acepté 69 especies
divididas en 11 grupos, basandose en la morfologia colonial y las caracteristicas del
conidiéforo y la cabeza aspergilar. Mas tarde, se aceptaron 77 especies con 10 variedades
colocadas en 14 grupos. En el tratado monografico “The Genus Aspergillus”, Raper y
Fennell (1965), aceptaron 132 especies subdivididas en 18 grupos. A partir de este mismo
aflo, varios taxa comenzaron a ser descritos.
Por definicién, Aspergillus es un género asexual (anamorfo), sin embargo algunas especies
de Aspergillus producen también estados sexuales (teleomorfo), por lo que se esperaria
que, una vez que el estado teleomorfo es encontrado, el nombre anamorfo no deberia
seguir siendo usado. Sin embargo, esto no es practico en un género tan grande como
Aspergillus, que ademads, esta integrado por varias especies de interés industrial. Asi que
actualmente, las especies con estados teleomorfos tienen dos nombres aceptados
formalmente por el Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (ICBN), y el nombre
de Aspergillus solo debe ser usado cuando se refiere al estado asexual o estado anamorfo.
Samson et al. (2007) sugieren algunos aspectos a considerar en la descripcion y

determinacion de nuevas especies, entre éstos se encuentran:

* Estudio de |a Diversidad Genética v Estructura de Poblaciones de Aislados del Hongo Aspergillus fumigatus por AFLP



Incluir aspectos moleculares, morfoldgicos, fisiolégicos y datos ecolégicos para
describir nuevas especies de Aspergillus.

Los medios utilizados para la descripcion deben ser con base en medios
recomendados por la Comision Internacional de Penicillium y Aspergillus (agar-
extracto de malta y agar-Czapek).

Los nombres de nuevas especies deben ser registrados en MycoBank

(www.MycoBank.org).

El uso de nombres duales es necesario, el uso de un solo nombre de eso comun,

dependera del estado (teleomorfo o anamorfo) que sea observado.

Por otro lado, al asignar nombre a los hongos, los micélogos tienen que seguir las reglas

del ICBN, si alguna de las reglas no se cumple, la propuesta del nombre para una nueva

especie no sera aceptada. Raper and Fennell (1965) subdividieron a Aspergillus en

“grupos”, una clasificacion infragenérica, sin el estatus bajo la nomenclatura del ICBN.

Para adecuarse a los requerimientos del ICBN, Gams et al. (1985) realizaron cambios en la

nomenclatura, por lo que el uso del término “grupos” fue sustituido por los términos

“subgéneros” y “secciones”. En este contexto, el estado anamorfo del hongo Aspergillus

fumigatus, esta descrito de la siguiente manera, de acuerdo a Klich (2002).

Subgénero Fumigati - uniseriado, vesiculas predominantemente piriformes, conidios de

color verde oscuro o gris.

Section Fumigati - conidios de color verde grisaceos a verde azulados.

Asimismo, la clasificacion del estado anamorfo de A. fumigatus es de la siguiente:
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Reino Fungi, Phylum Ascomycota, Subphylum Pezizomycotina, Clase Eurotiomycetes, Orden

Eurotiales, Familia Mitosporic Trichocomaceae (Wwww.mycobank.org).

Aspergillus fumigatus, biologia y patologia

Las especies del género Aspergillus se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza, por lo que pueden ser aisladas de una gran variedad de substratos. Aspergillus
fumigatus Fresenius (1863), uno de los miembros de este género, es un hongo filamentoso
con presencia ubicua en la naturaleza. Su nicho ecolégico es el suelo, donde sobrevive y
crece, especialmente cerca de vegetaciéon en descomposicion; en condiciones naturales
juega un papel importante en la degradaciéon aerdbica de material orgénico y en el
reciclaje de las fuentes de carbono y nitrégeno (Latgé, 1999). Esta especie es
termotolerante y es capaz de crecer entre los 12 y los 57 °C. Ademas produce un
importante nimero de metabolitos especificos que poseen efectos antibiéticos como las
esfingofunginas, y téxicos, como la gliotoxina y el verrucologeno (Bial - Aristegui; 2002).
Al mismo tiempo, es un patégeno humano importante que puede causar diversos
cuadros clinicos, entre los que se encuentran la aspergilosis, aspergiloma y aspergilosis
invasiva (Al); ésta ultima, wusualmente fatal, particularmente en pacientes
inmunocomprometidos (Rinyu et al; 1995). A. fumigatus presenta un ciclo bioldgico
simple, caracterizado por una gran capacidad de esporulacién que resulta en una alta
concentraciéon de conidios (1-100 conidios/m3) en el aire (Latgé, 2001); estos son
dispersados por las corrientes de aire exponiendo a todos los animales terrestres,

incluidos los humanos, a inhalar las esporas. El pequefio tamafio de los conidios (2-3 pm),
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les permite permanecer en suspension en el medio ambiente durante un gran periodo de
tiempo, y pueden llegar a los alvéolos pulmonares humanos (Abarca, 2000). En
individuos inmunocompetentes, la inhalacion de los conidios rara vez tiene efectos
adversos, debido a que son eliminados de manera eficiente por el sistema inmune (Wright
et al; 2004). Sin embargo, por lo que concierne a hospederos inmunocomprometidos;
particularmente pacientes con un trasplante de 6rgano, algtn tipo de leucemia o personas
infectadas por el virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH), estos mecanismos pueden
no ser suficientes para la eliminacion de todos los conidios (Warris et al., 2001). En estos
pacientes el hongo puede invadir los pulmones y practicamente cualquier 6rgano
produciendo un dafio severo. En realidad, la mayoria de los pacientes que sufren de Al
mueren a pesar de recibir un tratamiento antifngico agresivo lo que puede resultar en
una alta tasa de mortalidad entre el 30 y 90% (Lumbreras y Gavalda; 2003). Aunado a la
ineficiente respuesta inmune por parte del hospedero, la alta tasa de mortalidad
observada en las infecciones causadas por A. fumigatus, se debe también a la propia
capacidad de virulencia del microorganismo y a las dificultades para establecer un
diagnostico correcto, particularmente en las primeras etapas de la enfermedad (Del

Palacio et al., 2003).

Problematica
En los tltimos afios, los miembros del género Aspergillus han ganado importancia
como patdgenos oportunistas, debido principalmente al incremento del namero de

pacientes inmunocomprometidos. Entre este grupo de pacientes, A. fumigatus es el hongo
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que mas ha prevalecido, causando la mayoria de las muertes por infecciones invasivas, a
pesar de que sus esporas solo constituyen una pequefia proporcién de todas las esporas
aéreas encontradas en los hospitales (aproximadamente 0.3%); éstas son capaces de
generar alrededor del 90% de las infecciones sistémicas debidas a Aspergillus (Brakhage y
Langfelder; 2002). Es por eso que la identificaciéon a nivel de especie de estos hongos es
cada vez mds importante, ya que algunas especies de Aspergillus pueden presentar una
mayor virulencia y una respuesta distinta a la terapia antifingica (Abarca, 2000). Por
ejemplo, el voriconazol es un antifingico que exhibe un rango diferente de efectividad
contra infecciones fangicas; una adecuada explotaciéon de sus propiedades contra
Aspergillus requiere de un diagnostico clinico rapido y exacto (Hope et al; 2005). Sin
embargo, la ausencia de sintomatologia especifica asi como de ensayos diagnésticos
rapidos que detecten estas infecciones, ha constituido uno de los mayores problemas en el
tratamiento de estos pacientes. Desafortunadamente, la identificacion de este hongo con
base en métodos morfolégicos requieren de un tiempo de incubacién adecuado (5 dias o
mas) para evaluar las caracteristicas macro y microscépicas, y se hace necesario un
conocimiento minimo sobre la taxonomia del género Aspergillus, el cual comprende mas
de 130 especies, de las cuales, s6lo A. flavus, A. fumigatus y A. terreus provocan la mayoria
de los casos de Al (Henry et al., 2000).

Estas dificultades, sin embargo, han impulsado importantes progresos en el conocimiento
de la genética de A. fumigatus, como lo muestran los estudios de su genoma, el cual, no ha
sido totalmente caracterizado, pero su tamafio se estima alrededor de 30-35 Mb

(http:/ /tigr.org/), cercano al de A. nidulans (Brody y Carbon, 1989). A. fumigatus, presenta
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cinco bandas de DNA cromosomal que estan en un rango de 1.7 a 4.8 Mb reveladas por
electroforesis de campo pulsado (Tobin et al., 1997), que es similar al genoma de A.
nidulans (Amaar y Moore, 1998). Estos avances ampliaron el conocimiento acerca del
modo de reproduccién de A. fumigatus; no obstante que esta especie se consideraba que
tenfa una reproduccién asexual; presentaba caracteristicas tipicas de la reproducciéon
sexual de los hongos heterotalicos euascomycetes, como el modo de reproducciéon
recombinante, revelado por meta-andlisis, asi como la expresién de genes relacionados
con el sexo y la presencia de genes de compatibilidad (mating) MAT-1-1 alfa y MAT-2-1
grupo de alta movilidad. Estos hallazgos condujeron finalmente a encontrar un ciclo
sexual completamente funcional correspondiente al estado teleomorfo denominado
Neosortoria fumigata (O’Gorman et al., 2009). También se han logrado avances en la
identificaciéon y epidemiologia molecular, como son los trabajos que se han llevado a cabo
para examinar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas, las cuales han mostrado la
variabilidad de los aislados de A. fumigatus. Matsuda et al. (1992), caracterizaron aislados
de este hongo mediante la técnica de MLEE (Electroforesis de Enzimas Multilocus) para
su fenotipificacién y encontraron un alto grado de biodiversidad en aislados de A.
fumigatus, agruparon 34 aislados en 14 electrotipos, mediante el uso de cinco sistemas de
enzimas polimérficas. De la misma manera, Rodriguez et al. (1996) estudiaron 63 aislados
de A. fumigatus procedentes de tres hospitales en diferentes areas geograficas y ocho
cepas, utilizaron diecinueve sistemas de enzimas polimorficas para la caracterizacion
fenotipica, y encontraron diversidad genética entre los tres sitios de muestreo, dedujeron

ademas que el modo de reproduccién del hongo era clonal, sugerido por la existencia de
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genotipos multilocus fijos, lo que significa deficiencia de heterocigocidad de un locus a
otro y de una muestra a otra. Més recientemente (datos no publicados), Frias de Leén
(2009), utilizé cincuenta y cinco aislados de A. fumigatus de diferente origen geogréfico,
los mismos utilizados en este estudio (Tabla 1), con el fin de determinar variabilidad
fenotipica entre ellos. Después de realizar cuatro pruebas fenotipicas (macro y
micromorfologia, tamafio de los conidios, termotolerancia a 28, 37 y 48 °C y
susceptibilidad a los antifangicos Anfotericina B, Itraconazol y Voriconazol), los
resultados mostraron que todos los aislados exhibieron macro y micromorfologia tipicas
para la especie, sin embargo, se destacaron observaciones asociadas al origen geografico.
Los aislados de Pert (PE) resultaron ser termo-resistentes a 28 y 48 °C, en contraste con
los aislados de Argentina (AR), México (MX) y Francia (FR), que presentaron mayor
resistencia a 48 °C. Los aislados de PE y AR presentaron los conidios més grandes,
mientras que los mismos aislados de PE, se distinguieron por presentar las vesiculas mas
anchas. Particularmente, los aislados de AR (9272, 8571, 6578) y FR (Af-8, Af-26, Af-29, Af-
35y Af-41) mostraron resistencia a ambos azoles, mientras que en ninguno de los aislados
procedentes de MX y PE, se encontré resistencia a antifingicos. Ningtn aislado fue

resistente a Anfotericina B.

Tipificacion genotipica para A. fumigatus
Varios métodos genotipicos han sido evaluados para tipificar aislados de A.
fumigatus y estos métodos incluyen técnicas con base en patrones polimoérficos tal como

RFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restricciéon), RAPD
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(Polimorfismo del DNA Amplificado al Azar) (Spreadbury et al., 1990; Aufauvre-Brown
et al.,, 1992) y AFLP (Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados) (Warris
et al., 2003), y estas técnicas tienen reproducibilidad entre diferentes laboratorios. Los
métodos de tipificacion basados en STRs (Repeticiones Cortas en Tandem) tal como
polimorfismos en la longitud de microsatélites (PMM) y la combinaciéon de RFLPs con
hibridaciones de DNA moderadamente repetitivo correspondiente al retrotransposon
Afutl (STRAf) (Neuveglise et al. 1996), son especificos y reproducibles, pero su utilidad
epidemiolégica no ha sido todavia establecida. El polimorfismo del DNA secuencia
especifico el SSDP (sequence-specific DNA primers) es un método de tipificacion de PCR
desarrollado a partir de RAPD y utilizando cebadores especificos. Con base en la
secuencia del genoma de A. fumigatus (Nierman et al., 2005), ha sido desarrollado un
método de tipificacion de secuencias multilocus (MLST) (Bain et al., 2007; de Valk et al,,
2005). El método MLST se basa en el principios de la electroforesis de enzimas multilocus
(MLEE), pero los alelos son asignados a cada locus directamente por la secuencia de siete
genes housekeeping, mas que indirectamente, a través de la movilidad electroforética de
las enzimas correspondientes, éste tiene un poder discriminatorio alto, pero al mismo
tiempo, puede ser utilizado para estudios sobre la epidemiologia mundial debido al
cambio relativamente lento de los nucleétidos en genes housekeeping (Cooper et al.,
2004).

Al utilizar RAPD para tipificar aislados de A. fumigatus, varios autores han encontrado
que solamente una pequefia proporcion de oligonucleétidos pudieron detectar

variabilidad entre ellos (Aufauvre-Brown et al., 1992; Loudon et al., 1993). Rinyu et al.
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(1995), analizaron 61 aislados y cepas de A. fumigatus, utilizando métodos fenotipicos
(morfologia e isoenzimas) y genotipicos [(RFLP de DNA nuclear y mitDNA
(mitocondrial)], y mostraron que éstos, eran altamente variables en su morfologia y tasa
de crecimiento a diferente temperatura, pero su micromorfologia y didmetros conidiales
fueron caracteristicos de la especie, se obtuvo buena correlacién entre los dendrogramas
obtenidos con isoenzimas y RAPD, pero las isoenzimas y los patrones de DNA
amplificados no correlacionaron con la patogenicidad, produccién de pigmento y origen
geografico de los aislados. Girardin et al. (1994) utilizaron secuencias moderadamente
repetitivas de DNA para tipificar aislados de A. fumigatus obtenidos de pacientes con Al y
del ambiente hospitalario. La mayoria de los aislados de distintos sitios del hospital
mostraron diferentes patrones de hibridaciéon (Southern blot), ademas un estudio
temporal de contaminantes del aire mostré que algunos aislados pueden persistir en el
mismo ambiente hasta por seis meses. Lin et al. (1995), con el propésito de evaluar tres
métodos de genotipificacion: IEA (Andlisis de Isoenzimas), RAPD y REA (Andlisis de
Restriccion por Endonucleasas), analizaron 35 aislados clinicos y del ambiente de A.
fumigatus. Con EIA se discriminaron nueve tipos, con RAPD se detectaron 22 tipos y con
REA se detectaron 3, 17 y 13 tipos con el uso de Xhal, Xhol y Sall, respectivamente, y 22
tipos por combinacion de los datos con las tres enzimas, finalmente, se obtuvieron 28
tipos con la combinacién de los patrones generados por REA, IEA y RAPD. Este estudio
reflejo variacién genética entre los aislados.

Anderson et al. (1996), utilizaron RAPD, RFLP y Southern blot (usando como sonda el

bacteriofago M13) para tipificar aislados de A. fumigatus, los autores demuestran que cada
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técnica tiene un nivel similar de discriminacién. En otro estudio, Debeaupuis et al. (1997)
determinaron si casos de Al habian sido causados por cepas de A. fumigatus con
caracteristicas  Gnicas, para lo cual compararon aislados de pacientes
inmunocomprometidos con Al, los hongos fueron aislados de esputo de pacientes con
fibrosis quistica y aislados del ambiente. Observaron una gran diversidad genética entre
los 879 aislados por la utilizacion de Southern blot con un retrotransposon-tipo elemento
de A. fumigatus (Neuveglise et al., 1996). El andlisis de los patrones obtenidos por
Southern blot mostraron la ausencia de agrupamiento entre los aislados ambientales y los
aislados clinicos de Al y fibrosis quistica, ademés no se agruparon de acuerdo a su origen
geografico. Bart-Delabesse et al. (1998), utilizaron microsatélites como marcadores de
DNA altamente polimorficos, para la tipificacion de 50 aislados clinicos, 50 aislados
ambientales y dos cepas de referencia de A. fumigatus, y no observaron agrupamiento
entre los aislados ambientales y clinicos. Por lo tanto, los marcadores microsatélites
parecen ser adecuados para grandes estudios epidemiolégicos de Al. Chazalet et al.
(1998), llevaron a cabo la tipificacion de mas de 700 aislados clinicos y ambientales de
cuatro hospitales diferentes, utilizando una sonda (secuencia de DNA repetitivo), el
andlisis de los aislados ambientales mostr6 que la poblacion de A. fumigatus, es
extremadamente diversa, el 85 % de los aislados estuvo representado con un solo
genotipo (aislado una vez), el 15 % restante fueron aislados (aislados varias veces) capaces
de persistir por varios meses en el mismo ambiente hospitalario, ademés no encontraron
asociacion con una localizacién especifica dentro del hospital y aislaron cepas idénticas de

diferentes edificios del hospital, también observaron identidad entre los aislados del
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paciente y el ambiente del hospital, lo que sugeria infecciéon nosocomial. Radford et al.
(1998), caracterizaron aislados de A. fumigatus colectados de pacientes y del ambiente de
una unidad de transplante de médula 6sea por un periodo de tres afios, utilizaron un
método subespecifico para la discriminacion de cepas de A. fumigatus, el cual se llevo a
cabo con oligonucleétidos que amplifican regiones espaciadoras intergénicas (IGS) entre
el rDNA. Este método discriminé 11 distintos tipos de un total de 119 aislados de A.
fumigatus, 10 tipos fueron aislados de pacientes y ocho de esos tipos fueron encontrados
en el ambiente del hospital, esto sugiri6 que la infeccién por A. fumigatus en los pacientes
de la unidad estudiada del hospital, pudo ser de origen nosocomial. Leenders et al. (1999),
llevaron a cabo un estudio con el objetivo de mejorar el conocimiento de la aerobiologia
del hongo dentro y fuera de un hospital, ademéas de investigar la densidad de los conidios
en diferentes épocas del afio, asi como tipificar los aislados, los autores encontraron que la
densidad de esporas aéreas varia con la época estacional, asi como en las actividades de
construccién donde se incrementa la concentraciéon de esporas aéreas, en cuanto a la
genotipificacién, mostraron que es una herramienta importante para ayudar a determinar
la causa de un brote de Al. Henry et al. (2000), mediante la utilizacion de las regiones
espaciadoras transcritas internas (ITS 1 e ITS 2), identificaron Aspergillus a nivel de especie
y discriminaron otros hongos oportunistas. Bart-Delabesse et al. (2001), compararon RFLP,
RAPD y MLP (Polimorfismo en la Longitud de Microsatélites) para genotipificar 67
aislados de A fumigatus, los autores encontraron que el RFLP y el MLP son
discriminatorios y dan resultados significativamente concordantes, en tanto que con el

RAPD no se obtuvo concordancia. Trevifio-Castellano et al. (2003) tipificaron e
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identificaron aislados de A. fumigatus aislados de pacientes con Al, del medio ambiente
hospitalario y cepas de referencia (de una colecciéon de cepas), asi como otras especies
tangicas filogenéticamente proximas, la identificacion de A. fumigatus se llevé a cabo por
Touchdown PCR vy la caracterizacién genotipica por RAPD. El uso combinado de estos
dos métodos constituyé un método sensible y exacto para la resolucion de brotes
nosocomiales de A. fumigatus.

Rosehart et al. (2002), examinaron la relacién filogenética entre 111 aislados clinicos y
ambientales de A. fumigatus procedentes de Ontario, Canada, utilizando microsatélites. El
analisis filogenético de los genotipos revel6 que no hubo asociaciéon geogréafica o
temporal de los genotipos clinicos y ambientales. De hecho, varios aislados clinicos y
ambientales de diferentes dreas geograficas, mostraron idéntico genotipo (clonal).

Warris et al. (2003), llevaron a cabo estudios de tipificaciéon de 96 aislados clinicos y
ambientales de A. fumigatus colectados en un periodo de 18 meses en un hospital, usando
la técnica AFLP y fueron capaces de distinguir cepas de A. fumigatus recolectadas de agua
y aire. El dendrograma obtenido en este estudio, agrupé a los aislados en dos grandes
grupos, y dentro de éstos se distribuyeron también los aislados obtenidos de los
pacientes. La relacién genotipica entre aislados clinicos y ambientales sugeria que los
pacientes con Al se infectaron con aislados obtenidos de aire y agua.

Por su parte, de Valk et al. (2007) compararon AFLP y STRAf (Repeticiones Cortas en
Tandem para Af) con el fin de determinar la técnica con la mejor discriminacién molecular
para A. fumigatus. Se estudiaron las relaciones genéticas de 55 aislados obtenidos de 15

pacientes con Al En general, hubo una gran concordancia entre las dos técnicas. Estas
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fueron capaces de discernir diferentes genotipos de una sola muestra, principalmente las
que provenian del tracto respiratorio; sin embargo en érganos infectados prevaleci6 el
dominio de sélo uno de ellos. Ambas técnicas mostraron ser excelentes herramientas de
tipificacion molecular para discriminar los aislados de A. fumigatus.

En contraste con la informacién anterior, en México, no existen datos precisos del namero
de casos de aspergilosis en la poblaciéon y menos adn trabajos de tipificacién molecular,
sin embargo, de acuerdo a los datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(http:/ /www.who.int/research/en/), México ocupa el lugar ntimero 22 en cuanto a
casos de aspergilosis. En nuestro pais, la informacién es muy escasa y se reduce a estudios
retrospectivos de pacientes con diagnoéstico de infecciones por hongos y a la publicacién
de casos clinicos aislados. (Reyes et al., 1985; Mora Tiscarefo et al., 1990; Herndndez et al.,
1996; Hermida-Escobedo, et al., 2000; Chacén M et al., 2002). Actualmente, en el Instituto
Nacional de Cancerologia en la Ciudad de México, datos no publicados (comunicaciéon
personal), refieren un promedio de dos casos al mes, en pacientes con algin grado de
inmunodepresiéon en los que se identifica la presencia del hongo Aspergillus, lo que
sugiere la importancia de este patégeno en su asociaciéon con pacientes
inmunocomprometidos.

La tipificacién de la aspergilosis en paises extranjeros ha mostrado un aumento continuo
de esta nosologia en los dltimos afios, como lo apoyan diversos estudios. En México,
también se ha observado un aumento importante de la aspergilosis en los hospitales, de
ahi que surge la necesidad de llevar a cabo un estudio que nos brinde un panorama de la

epidemiologia molecular en nuestro pais, esto nos permitira implementar medidas en la
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prevenciéon de esta micosis. El uso de las estrategias metodolégicas anteriores han
permitido establecer la diversidad de los aislados de A. fumigatus, algunas son mas
informativas que otras, en el caso del AFLP, la técnica de discriminacién molecular
utilizada en este estudio, posee las siguientes propiedades: presenta polimorfismo, es
codominante y es frecuente en el genoma, lo que la hace una herramienta ttil en estudios

de variacion, razones por lo que fue utilizada para la tipificacion de los aislados.

* Estudio de |a Diversidad Genética v Estructura de Poblaciones de Aislados del Hongo Aspergillus fumigatus por AFLP




PLANTEAMIENTO

En México, existe muy poca informacién sobre diferentes aspectos de la epidemiologia de
la aspergilosis, los datos epidemioldgicos mas sobresalientes se reducen a estudios
retrospectivos de pacientes con diagnoéstico de infecciones por hongos y a la publicacion
de casos clinicos aislados, sin embargo, la frecuencia de casos de aspergilosis, no
reportada obligatoriamente en el Instituto Nacional de Cancerologia, México, resalta la
importancia de este patégeno y su asociaciéon con hospederos inmunocomprometidos.
Dado que no existen bancos de informacién reglamentaria y consistente ni centros de
referencia sobre los aislados de A. fumigatus en el pais, asi como tampoco existe un
registro sistematico sobre la procedencia de las cepas, por esto estamos interesados en
estudiar aspectos epidemioldgicos en nuestro pais. Esto nos permitira entender mejor la
enfermedad, determinar factores de riesgo, y proponer un patrén molecular de la
distribucién geografica del hongo en el ambiente y en la clinica, asi como caracterizar las
fuentes de infeccién al relacionar aislados de diferente origen en la naturaleza con los de
casos clinicos, asi como establecer la variabilidad genética y el modo de reproducciéon de
los aislados procedentes de diferente fuente y origen geogréfico, obtenidos por el indice

de asociacion (Ia).
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HIPOTESIS
Los aislados clinicos y ambientales de Aspergillus fumigatus, presentan variabilidad

genética y diferente estructura de poblaciéon de acuerdo a su origen geogréfico.

OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar la relaciéon genotipica de aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus de

diferente origen geografico por AFLP.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Confirmar fenotipicamente los aislados de A. fumigatus por su micro vy
macromorfologia.
2. Obtener patrones polimorficos por AFLP de aislados clinicos y ambientales de
diferente origen geografico.
3. Analizar la variabilidad genética de A. fumigatus de aislados clinicos y ambientales de
diferente origen geografico.

4. Determinar la estructura genética de poblaciones de los aislados de A. fumigatus.
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MATERIALES Y METODOS

Aislados

Se utilizaron 55 aislados de A. fumigatus, obtenidos de diferentes fuentes (pacientes y
aislados ambientales) y procedencia geografica (15 aislados de México; 27 aislados de
Argentina; 4 aislados de Pert; 9 aislados de Francia) (Tabla 1), los cuales se sembraron en
medio papa-dextrosa-agar (PDA) (Bioxén, México) a 28 °C. Los aislados, utilizados en

este estudio, fueron seleccionados por obtencién de cultivos monospéricos en PDA.

Tabla 1. Fuente y Origen Geografico de Aislados de A. fumigatus

Aislado Fuente Origen Geografico
MM-7 Ambiental MX
MM-8 Ambiental MX
MM-9 Clinico MX
MM-10 Clinico MX
MM-11 Clinico MX
MM-32 Clinico MX
MM-33 Clinico MX
MM-34 Clinico MX
MM-35 Clinico MX
MM-36 Clinico MX
MM-37 Clinico MX
MM-38 Clinico MX
MM-39 Clinico MX
MM-45 Clinico MX
MM-46 Clinico MX
Amb III Ambiental AR
AmbV Ambiental AR
Amb VIII Ambiental AR
951740 Clinico AR
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951744 Clinico AR

951746 Clinico AR
951722 Clinico AR
951733 Clinico AR
951734 Clinico AR
951736 Clinico AR
951737 Clinico AR
951738 Clinico AR
951739 Clinico AR
9517402 Clinico AR
951741 Clinico AR
951744 Clinico AR
951745 Clinico AR
9517462 Clinico AR
951747 Clinico AR
951748 Clinico AR
88248 Clinico AR
90370 Clinico AR
982928 Clinico AR
993315 Clinico AR
9272 Clinico AR
8571 Clinico AR
6578 Clinico AR
51435 Clinico PE
51594 Clinico PE
53027 Clinico PE
53097 Clinico PE
Af-8 Clinico FR
Af-11 Clinico FR
Af-15 Clinico FR
Af-22 Clinico FR
Af-26 Clinico FR
Af-29 Clinico FR
Af-34 Clinico FR
Af-35 Clinico FR
Af-41 Clinico FR

MX: México, AR: Argentina, PE: Perd, FR: Francia.
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Obtencidén de cultivos monospoéricos

A partir de cada aislado, incubado durante 2-4 dias en PDA a 28 °C, se obtuvo una
suspension de conidios en PBS-Tween 20, enseguida se hicieron diluciones seriadas hasta
obtener una dilucién que permitiera cuantificar el nimero de conidios por ml en una
camara de Neubauer, posteriormente se ajusté la suspension de esporas a 100 conidios/50
ul aproximadamente y se colocaron en el centro de una caja de Petri conteniendo medio
PDA para plaquear. Las cajas fueron incubadas a 28 °C y revisadas hasta observar
crecimiento micelial, se selecciondé sélo una colonia por cada placa, tomando en cuenta
que ésta se encontrara independiente de colonias cercanas. Una vez obtenida y separada
una colonia de cada aislado, ésta fue crecida y mantenida como se describi6
anteriormente. Por otra parte, los cultivos fueron preservados en frascos con agua estéril a

4 °Cy en tubos con PDA con y sin aceite mineral, a 4 °C.

Confirmacién fenotipica para A. fumigatus

La confirmacién fenotipica se llevé a cabo utilizando los criterios definidos en Klich,
(2002) para describir el color y textura de la colonia, las cabezas conidiales, el pedicelo, las
tidlides y los conidios. La observacion de las caracteristicas coloniales se realizo a partir de
los cultivos monospdricos crecidos en PDA y para la identificacion microscépica se
empleo el método de microcultivo. La técnica se realizé en condiciones de esterilidad y
consistio en cortar un cuadro de 1 cm con 4 mm de profundidad, en una caja con PDA
(Biox6n), éste se coloco sobre un portaobjeto y se deposité dentro de una caja de Petri

conteniendo un algodén con agua. El cuadro de agar se inocul6 con la fase micelial del
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hongo en las cuatro caras laterales, por el método del punto y se hizo un tipo “sandwich”
cuando se colocé un portaobjeto sobre éste. Se incubaron de 1-2 semanas a 28 °C, después
de este tiempo se colocé una gota de azul de algodén con lactofenol de Amman, entre el
portaobjetos y el cubreobjetos, y finalmente se observé al microscopio (marca Olympus

Optical) para describir su morfologia.

Extraccion del DNA gen6émico

Para extraer el DNA de cada hongo seleccionado, se utiliz6 el método descrito por Reyes-
Montes et al; (1999). El hongo fue crecido en medio de extracto de levadura-peptona de
caseina-dextrosa (YPD) incubado a 37 °C en agitaciéon constante durante 24 horas. El
micelio obtenido fue lavado con agua Milli Q esteril y almacenado a -80 °C hasta su
utilizacion. El micelio se transfirié a un mortero estéril, al cual se agregdé nitrégeno liquido
para macerarlo, se repitié este proceso adicionando constantemente nitrégeno liquido
hasta obtener un polvo fino. Se recuper6 aproximadamente 0.4 mL del polvo micelial de
cada aislado y se deposité en tubos eppendorf estériles de 1.5 mL. Se adicioné 600 pL de
amortiguador de extracciéon (Tris-HCl 50 mM a pH 8.0, EDTA 62.5 mM, SDS 2 %, 2-
mercaptoetanol 10 %) y se incub6 1 h a temperatura ambiente. La muestra se centrifugoé a
14000 rpm, a 4 °C, por 15 min y al sobrenadante se le adicion6é proteinasa K (GIBCO) a
una concentracién final de 200 pg/mL y se incub6 a 56 °C por 2 h. Enseguida, se agrego
RNAsa A (Qiagen GmbH Hilden, Germany) a una concentracion final de 50 pg/mL y se
incubé toda la noche. Los acidos nucléicos se extrajeron con un volumen de

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) igual al sobrenadante recuperado, y se
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repiti6 este paso hasta obtener una fase acuosa superior transparente. Los &cidos
nucléicos se precipitaron con dos voltiimenes de etanol absoluto frio y 10 pL de acetato de
sodio 3 M, y se incub6 cada mezcla a -20 °C hasta el dia siguiente. Posteriormente, se
centrifugd cada mezcla para obtener los botones de DNA, los cuales se lavaron con etanol

al 70 %. Finalmente, el DNA se disolvié en agua grado milliQ.

AFLP

Las reacciones de AFLP se realizaron de acuerdo a la metodologia descrita por Vos et al.
(1995) y usando el Kit GIBCO BRL AFLP System I de la manera siguiente. Los DNAs
obtenidos se ajustaron a una concentraciéon de 500 ng/18 pL, éstos fueron digeridos
simultineamente con las enzimas de restriccion EcoRI/Msel (1.25U/pL) durante dos
horas a 37 °C y posteriormente las enzimas de restriccién se inactivaron a 70 °C durante
15 minutos. Los fragmentos de DNA derivados de la digestion fueron ligados a
adaptadores de doble hebra EcoRI F (5-CTCgTAgACTgCgTACC-3"), EcoR1 R (3'-
CATCTgACgCATggTTAA-5"); Msel F (6-gACgATgAgTCCTIgAg-37), Msel R (3'-
TACTCAggACTCAT-5) con T4 ligasa por 2 h a 20 °C, para seleccionar otros templados
de DNA que se utilizaron en amplificaciones posteriores. Las secuencias de los
adaptadores asociadas a los sitios de restriccién sirvieron como sitios de enlace para
oligonucleétidos en las pre-amplificaciones subsecuentes por PCR.

En la reaccion de preamplificacion, se utiliz6é una dilucién 1/10 de la mezcla anterior y se
tomaron 5 pL de esta dilucion, 40 pL de la mezcla pre-amp primer [EcoRI (5'-

gACTgCgTACCAATTC+A-3"); Msel (5-gATgAgTCCTgAgTAA+C-3")], 5uL del
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amortiguador 10X PCR [MgCl> 15 mM] y 1 pL de Taq DNA polimerasa [1U/puL] y se
realiz6 una PCR, que consistié de un ciclo de 3 min a 94°C, 20 ciclos de %2 min a 94°C, 1
min a 56°C, 1 min a 72°C. Los productos de PCR obtenidos en la preamplificacién fueron
diluidos y usados como templados en una segunda amplificaciéon (amplificaciéon
selectiva), en donde se probaron ocho combinaciones de oligonucle6tidos
(Eco+AA:MseCTC; Ecot+AC:Mse+CAC; EcotAA:Mse+CAT; Ecot+AC:Mse+CTC;
Eco+AA:Mse+CTG; Eco+AC:Mse+CAT;, Eco+tAA:Mse+CAC; Eco+AC:Mse+CTG), que
ademas de reconocer la regiéon del adaptador y del sitio de restriccién, contienen dos
nucleétidos especificos adicionales.

Antes de la amplificacion selectiva, el oligonucleétido EcoRI fue marcado radiactivamente
por fosforilacion de la terminacién 5 con la T4 cinasa y [y32P]-ATP (3000Ci/ mmol), este
altimo se diluy6 1:4. Posteriormente, se incub6 por 1 h a 37°C la siguiente mezcla: 10.8 uL
del oligonucleétido, 6uL del regulador de la T4 cinasa, 12 pL de la diluciéon del ATP3? y
1.2uL de la cinasa T4, por dltimo se inactivé a 70°C por 10 min.

El volumen final de la mezcla de reacciéon de la amplificacién selectiva fue de 20 pL
conteniendo: 0.5 pL del oligonucledtido marcado [EcoRI], 4.5 pL del oligonucleétido
[Msel], 2 pL del amortiguador 10X PCR+MgClz> [15 mM], 0.1 pL de Taq polimerasa
[5U/pL], 7.9 pL de agua grado MilliQ y 5 pL de la preamplificacion. La PCR consisti6 de
un ciclo de 5 min a 94°C; 12 ciclos de Y2 min a 94°C, %2 min comenzando en 65°C
(disminuyendo cada ciclo 0.7°C), 1 min a 72°C, 23 ciclos de %2 min a 94°C, Y2 min a 56°C, y

1 min a 72°C.
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Los fragmentos derivados de la amplificaciéon selectiva, fueron separados en geles de
acrilamida desnaturalizantes al 6%. La electroforesis se llevé a cabo en una camara
BioRad, Sequi-Gen® GT System. El gel se corrié en amortiguador TBE 0.5X, pH 8.0, a
voltaje constante (1600V) hasta que el colorante xilen-cianol alcanzé el final del gel, el
marcador de peso molecular que se utilizé fue el 50bp DNA ladder (Invitrogen, CA,
USA). El gel se separ6 de los vidrios de la cdmara de electroforesis y se adhiri6é a papel
filtro Whatman 1MM, seguido de su cobertura con Alusa Plast (plastico) y posterior
secado al vacio en un sistema de secado de geles Model 583, HydroTech™ Gel Drying
System (BioRad, USA). Una vez seco, se coloc6 sobre el gel una serie de marcas
radiactivas, que permitieron la alineacién con la placa fotogréfica de la autorradiografia.
Finalmente, se expuso el gel a la placa de radiografia Kodak X-OMAT AR FILM
(35x43cm) a -70°C durante 20 h. El analisis de las bandas se realiz6 en la autorradiografia.

Todos los reactivos mencionados fueron de GIBCO.

Anilisis de datos

Las bandas obtenidas por AFLP se codificaron en una matriz como datos binarios de
ausencia (0) y presencia (1). La diversidad genética de los marcadores AFLP fueron
calculadas por el Indice de Shannon (S), asumiendo que cada marcador fenotipico
representa un locus distinto (Allnutt et al., 1999), y la diversidad genética de Nei (h)
utilizando frecuencias alélicas (Nei, 1973). Adicionalmente, la heterocigocidad esperada
por poblacion (H) y la heterocigocidad promedio (Hw) fueron calculadas utilizando

frecuencias alélicas de acuerdo al método bayesiano de Zhivotovsky (Zhivotovsky, 1999).
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Se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA) utilizando el programa FAMD v
1.1B (Schliiter, 2006) y se llev6 a cabo dentro de diferentes niveles jerarquicos. Este anélisis
se realiz6 para probar diferencias entre aislados de diferentes paises dentro de grupos
(fuente de aislado), y entre grupos. La significancia estadistica de la particion de la
varianza molecular y de la estimacion de la ¢-estadistica se evalu6é mediante la realizacion
de 10.000 permutaciones- aleatorias de los datos (Excoffier et al., 1992). La distancia
genética pareada por el método de Nei (Nei, 1979) fue utilizada para establecer la relacion
genética entre aislados, y de estas matrices, los dendrogramas correspondientes fueron
construidos por medio del método de promedios aritméticos de grupos pareados no
ponderados (UPGMA) utilizando el programa PopGene 1.31 (Yeh et al., 1999). Los arboles
fueron evaluados estadisticamente por medio del coeficiente de correlaciéon cofenético
(CCCR) utilizando la prueba de Mantel (Manly, 1997). Por otro lado, fue construida una
red de haplotipos para evaluar la relacion genealdgica entre los haplotipos AFLP por el
método de Median-Joining (Bandelt et al., 1999) implementado en el programa
NETWORK 4.2.0.1 (htt:/ /www fluxus-engineering.com, Polzinand y Vahdati 2004).

Los parametros utilizados fueron: epsilon = 0, peso de transiciones-transversiones 1/1,
peso de 10 caracteres y criterios de conexién. Por ultimo, para distinguir entre estructura
clonal y recombinante, se utiliz6 el indice de asociacién (Ia) (Maynard-Smith et al., 1993)
(una prueba estadistica para medir el grado de asociaciéon no aleatoria entre alelos de
diferentes loci (desequilibrio de unién), implementado en el programa LIAN v 3.5

(Haubold y Hudson, 2000).

* Estudio de |a Diversidad Genética v Estructura de Poblaciones de Aislados del Hongo Aspergillus fumigatus por AFLP




RESULTADOS

Confirmacion fenotipica de A. fumigatus

Todos los aislados fueron confirmados morfolégicamente con base en los criterios
descritos por Klich, (2002). El crecimiento fue radial, plano y de textura polvosa. No se
presentd pigmento en anverso ni reverso del agar. Las cabezas conidiales se agrupan en
cadenas. El pedicelo fue hialino de paredes lisas. Las vesiculas mostraron formas
piriformes con fidlides uniseridas dispuestas sobre la mitad o a dos terceras partes de la

vesicula, los conidios fueron de color grisaceo a verde oscuro. (Figura 1).

Ficha:
Aislado mexicano de procencia clinica. Clave MM-10

Descripciéon Macro y Micromorfologica:

A) Colonia de crecimiento radial de color verde oscuro y
de textura polvosa. B) No presenta pigmentaciéon en el
agar. C) Pedicelo hialino de pared lisa. Vesicula de
forma piriforme con fidlides uniseriadas originandose a
dos terceras partes de la vesicula. Los conidios son de
forma globosa y forman cadenas.

Figura 1. Descripcién Macro y Micromorfologica del aislado MM-10.
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Extracciéon de DNA genémico

Se obtuvo el DNA genémico de los 55 aislados de A. fumigatus incluidos en el estudio. La
cantidad de DNA purificado fue cuantificada al realizar una comparacién con diferentes
concentraciones del DNA del fago lambda (GIBCO). En la figura 2 se observa el andlisis
electroforético de diferentes DNAs obtenidos de los aislados de A. fumigatus,
observandose que la concentracién de éstos variaba entre 100 y 500 ng/2ul. En general, la
extraccion de DNA de todos los aislados fue de buena calidad. Los DNAs fueron

conservados a 4 °C para ensayos posteriores.

MX
8 8 8 &8 9 3
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Figura 2. Ejemplo de la cuantificacion de DNA de los cultivos monosporicos de A.
fumigatus procedentes de MX, obtenidos con la técnica descrita en Materiales y Métodos.

El primer carril corresponde a una concentracion de 10 ng de fago A.
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AFLP

El ntimero de marcadores obtenidos en cada amplificacién selectiva del AFLP fue de 22
para la combinaciéon EcoRI-AA /Msel-CAC; 10 para la combinacién EcoRI-AA/Msel-CTC;
5 para la combinacion EcoRI-AA/Msel-CAT; 16 para la combinacién EcoRI-AA/Msel-
CTG; 10 para la combinacion EcoRI-AC/Msel-CAT; 20 para la combinaciéon EcoRI-
AC/Msel-CAC; 8 para la combinacion EcoRI-AC/Msel-CTC; y 14 para la combinacion

EcoRI-AC/Msel-CTG; dando un total de 105 marcadores (Figuras 3).
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Figura 3. Patrén polimérfico obtenido por AFLP con la combinacion de
oligonucleétidos E-AA/M-CTG de los aislados de A. fumigatus de AR y MX. M:
50 bp DNA Ladder.
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Analisis de datos

Los resultados obtenidos para los niveles de variaciéon genética de todos los aislados, de

acuerdo a su origen geografico y fuente de aislado, indicaron que los aislados clinicos son

mas variables que los del medioambiente, como se muestra en la tabla 2. Los valores del

polimorfismo promedio de los aislados clinicos, vari6é de 81.10 (AR) a 22.86 (PE), y en los

aislados del medioambiente fue de 18.10 (AR) a 6.67% (MX). Por otra parte, el valor de la

diversidad genética estimado por el Indice de Shannon (I), un estimador no sensible al

numero de aislados analizados, la heterocigocidad promedio y el ntimero efectivo de

alelos mostro, tanto para los aislados clinicos como ambientales la misma tendencia

(Tabla 2).

Tabla 2. Polimorfismo, namero efectivo de

alelos, diversidad genética vy

heterocigocidad esperada de los aislados de A. fumigatus

Poblacion P (%) ne I h

MXa 6.67 0.4710 + 0.1253 0.0403 £ 0.1071 0.0276 = 0.0733
MXp 72.38 1.5197 +£0.1083 0.4243 +0.0785 0.2912 + 0.0559
ARa 18.10 1.1225 + 0.1644 0.1038 +0.1305 0.0704 + 0.0898
ARp 81.10 1.6128 + 0.0761 0.4890 + 0.0524 0.3379 +0.0379
FRp 70.48 1.4726 +0.1292 0.3945 + 0.0951 0.2683 + 0.0678
PEp 22.86 1.1657 £ 0.1624 0.1361 + 0.1278 0.0935 + 0.0888

P: polimorfismo; ne: nimero efectivo de alelos; I: diversidad genética (fndice de

Shannon); h: heterocigocidad; MX: México; AR: Argentina; FR: Francia; PE: Pert; a:

aislados ambientales; b: aislados clinicos.
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El andlisis de varianza molecular AMOVA, por otro lado, mostré la estructura de la
variacion genética de los grupos de aislados analizados, en donde el porcentaje de
variaciéon compartida entre los aislados clinicos y del medio ambiente fue baja (9,05%) y
su diferenciacion genética fue estadisticamente significativa (Fst = 0,253, P <0,001).
Mientras que, la variacién compartida entre los aislados agrupados de acuerdo a su
origen geografico fue ligeramente mayor (16,22%), pero su diferencia también fue
estadisticamente significativa (Fst = 0,178, P <0,001) y, por ultimo, la variacién entre los
aislados de un mismo pais fue alto (74,73%) y su diferenciacion genética no fue distinta de
cero (Fst = 0,091, P = 0,046).

Por lo que se refiere al valor estimado del I4, el grupo total de aislados indic6é que éstos
tienen un sistema reproductivo recombinante. Por otra parte, el anélisis realizado sobre
grupos parciales de aislados de acuerdo a su origen geografico y fuente de aislado,
mostro resultados similares (Tabla 3).

Tabla 3.Estructura reproductiva de los aislados de A. fumigatus

Grupos Aislados Ia

1) MX, AR Ambientales 0.0111 (< 0.05)
2) MX, AR, FR, PE Clinicos 0.0378 (< 0.05)
3) MX Clinicos y Ambientales 0.0650 (< 0.05)
4) AR Clinicos y Ambientales 0.0469 (< 0.05)
5) AR Clinicos 0.0586 (< 0.05)
6) PE Clinicos 0.0087 (< 0.05)

I4: Indice de Asociacion
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Asimismo, el dendrograma obtenido mostré la integracion de dos grupos bien definidos
como se muestra en la figura 4. El primero, integrado por aislados de AR y MX, que estan
separados en dos subgrupos: los aislados clinicos y ambientales de ambos paises, y el
segundo, formado por los aislados de FR y PE. En éste, el coeficiente de correlacion
cofenética (CCCR = 0.70, P <0,005) obtenido, indicé que el arbol es una buena
representacion de las relaciones genéticas de los aislados y que los grupos que lo

integraron son coherentes.

MX (Aislados Ambientales)

AR (Aislados Ambientales)

MX (Aislados Clinicos)

AR (Aislados Clinicos)

=07 (P=0.005)

FR (Aislados Clinicos) se—

PE (Aislados Clinicos) see—

L] | I ‘ e = ) ' ) N9 ) l ) e ¥ |

[ |
0.00 0.12 0.16 0.21 0.26

Distancia Genetica

Figura 4. Dendograma generado entre los aislados clinicos y ambientales de diferentes

paises, construido utilizando el método de UPGMA (Nei, 1973).
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Por ultimo, la red del grupo total de haplotipos AFLP, mostré que el nimero de cambios
mutacionales entre ellos oscil6 entre 1y 20 (Figura 5). Ademas, en esta red se observé una
gran cantidad de reticulaciones entre los aislados estudiados, y mostr6 una clara
asociacion entre la mayoria de los aislados de México (grupo A), Argentina (grupo B) y
Pert (grupo C) con su origen geogréfico, con algunas excepciones. Los aislados de FR y
algunos de AR fueron variables, lo que determiné que su posicién fuera mas irregular.

Sin embargo, todos los aislados de PE se integraron en un mismo grupo.
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Figura 5. Red de haplotipos. La red de haplotipos de patrones polimérficos generados por
AFLP para aislados de Aspergillus fumigatus, fue construida mediante Median-joining. Los
circulos verdes corresponden a los aislados de México; los circulos azules corresponden a
los aislados de Argentina; los circulos rojos corresponden a los aislados de Francia y los

circulos amarillos corresponden a los aislados de Perd.
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DISCUSION

En el presente estudio, la técnica de AFLP, con ocho combinaciones de bases selectivas,
demostré ser util para distinguir entre aislados clinicos y del medio ambiente, de A.
fumigatus, asi como para la identificacién de la estructura de poblaciones y la relacién con
su origen geografico, de acuerdo a resultados publicados en trabajos previos (Bonin et al.,
2007; de Valk et al., 2007, Warris et al., 2003).

Los resultados del trabajo mostraron que los niveles de variacién genética entre los
aislados clinicos de A. fumigatus tuvieron los valores mds altos, con excepcion de los
aislados de PE. Mientras que, aislados del medio ambiente mostraron los valores mas
bajos. Cuando se analizaron los aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus de
diferentes origenes geograficos, se encontré que los valores de diferenciacién genética de
aislados clinicos fueron mayores que los valores de los aislados del medio ambiente, lo
que demostré que se comportan como grupos genéticamente diferentes. Por otra parte, el
dendrograma basado en la distancia genética de Nei, concentra a los aislados de MX y AR
en un grupo, pero los subdivide en aislados del medio ambiente y aislados clinicos, lo que
indica que los aislados el medio ambiente de MX y AR son diferentes de los aislados
clinicos. Por otra parte, los aislados clinicos de FR y PE constituyen un grupo aparte, lo
que demuestra que no comparten muchas caracteristicas genéticas con los aislados de MX
y AR, ya que estan separados por una distancia mayor. Es importante mencionar, que a
pesar del pequeiio numero de aislados del medio ambiente (n=5), comparados con un

niamero mayor de aislados clinicos (1=50), las diferencias genéticas observadas en el
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presente trabajo pueden ser explicadas por varias razones: (i) debido quizd, a una
colonizacién previa a la hospitalizacion del paciente, que bajo condiciones de
inmunosupresion favorecio el desarrollé del hongo o (ii) a la presencia de una infeccién
concomitante por multiples aislados donde s6lo uno sobrevive o es aislado y tipificado.
Alternativamente, las diferencias genéticas pueden ser explicadas por estudios que han
reportado que los pacientes pueden inhalar cientos de genotipos del hongo presentes en
el medio ambiente, y pueden desarrollar una aspergilosis invasiva. De acuerdo a estos
estudios, el porcentaje de infecciones policlonales podria establecerse entre 50-75% de los
casos, y en ciertos pacientes, hasta cinco diferentes genotipos han sido detectados (Bart-
Delabesse et al., 1998; Bertout et al., 2001). Esto también confirma que los individuos
pueden estar constantemente expuestos a una gran variedad de diferentes genotipos de
Aspergillus en el medio ambiente (Chazalet et al., 1998; Menotti et al., 2005).

Estos hallazgos sugieren, que sélo los aislados que se adaptan al medio ambiente del
hospedero podréan crecer. Ademas, las diferencias genéticas, pueden ser resultado de la
habilidad de los aislados que entran al paciente, para reactivar su virulencia, los cuales
cambian su genotipo y pueden generar mayor variabilidad en relacién al aislado original
(Latgé 2003). Otra explicacion seria que los aislados del medio ambiente, que son
recuperadas en el laboratorio, no son necesariamente los que infectaron al paciente.

Por otro lado, el analisis de AMOVA sugiere que la variaciéon genética de los aislados de
Aspergillus es altamente estructurada de acuerdo a su origen geografico y a la fuente de
aislamiento. Esta estructura podria estar dada por la selecciéon natural, como sugiere la

estructura reproductiva recombinante observada y revelada por el I estimado para cada
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grupo de aislados, donde todos los valores de Ia fueron cercanos a cero (Tabla 3).
Previamente, se creia que la variabilidad observada en A. fumigatus, podria ser atribuida a
la posibilidad de recombinaciénes genéticas parasexuales (P4l et al., 2007). Sin embargo,
éstas son poco frecuentes y estan limitadas a aislados dentro del mismo grupo de
compatibilidad vegetativa. Varga (2003), menciona la posibilidad de que la variabilidad
podria explicarse por la existencia de formas sexuales desconocidas o recombinaciones
sexuales previas al momento en que A. fumigatus fue seleccionado como especie.

Estas explicaciones, apoyadas por meta-andlisis realizados mediante analisis de
conglomerados e indices de asociacion, han demostrado que cepas que estan relacionadas
geograficamente son genéticamente més similares que los que no lo estan. Estos hallazgos
reafirman la hipétesis de que la variabilidad es debido a una recombinacién ancestral y a
algunas presiones de seleccion (Varga, 2003). Ademés, estas hipétesis son reafirmadas por
el trabajo de Paoletti et al. (2005), el cual mostré que aislados de A. fumigatus conteniendo
el dominio-alfa complementario del gene MAT fueran identificados, y mostraron la
expresion de MAT-1 y MAT-2 y de los genes que codifican para feromonas sexuales y
receptores para estas feromonas.

Estos resultados indican que A. fumigatus, tiene una historia evolutiva reciente de
recombinacién sexual y podria tener un potencial de reproduccioén sexual. Lo cual ahora,
ha sido confirmado recientemente con los hallazgos de un ciclo de reproduccién sexual en
este hongo, donde se ha demostrado la produccién de cleistotecios y ascosporas. Este
estado teleomorfo (sexual), fue incluido en el género Neosartorya, con base en la relacion

morfoldgica y filogenética de su forma sexual (Rydholm et al., 2006, Samson et al., 2007)
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correspondiendo a la especie Neosartorya fumigata O’Gorman, Fuller y Dyer sp. nov.
(O’Gorman et al., 2009). Por lo que esta reciente confirmacién de un ciclo sexual en A.
fumigatus podria explicar la gran diversidad genotipica encontrada entre los aislados
estudiados.

Por lo que respecta a la relacion entre los haplotipos (Figura 5), se vio que la mayoria de
los aislados fueron agrupados segtn su origen geografico, y pueden ser definidos tres
grandes grupos. Grupo C donde se encuentran la mayoria de los aislados de FR, y todos
los de PE, y se observa que los aislados de PE son un grupo inter-relacionado entre ellos.
Sin embargo, el grupo B demostré que los aislados de AR se agrupan con algunos
aislados de FR y MX. Este tipo de relacién muestra un comportamiento parafilético para
los aislados de AR. Ademads, se observan muchas reticulaciones en la red de haplotipos,
con cambios mutacionales que van desde 1 a 20 entre los aislados, lo que supone de
nuevo una gran variabilidad entre ellos, similar a lo publicado por Warris et al. (2003).
Este trabajo mostré que, tanto los aislados de A. fumigatus de origen clinico, como los del
medio ambiente, ponen de manifiesto la diversidad genética, lo que refuerza los hallazgos
de otros investigadores (Warris et al., 2003).

Este hecho podria tener repercusiones en el diagnoéstico y tratamiento de pacientes con
aspergilosis, ya que cada vez es mas frecuente encontrar una mayor variacién dentro de
esta especie (Balajee et al., 2005). Por otro lado, cambios debidos a mutaciones o
recombinaciones pueden ocurrir y reflejar la resistencia de Aspergillus a los tratamientos

anti-fingicos (Diaz-Guerra et al., 2000; Trama et al., 2005).
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De esta manera, el presente trabajo muestra por primera vez, un panorama sobre la
epidemiologia molecular de aislados de A. fumigatus realizado en México. Es importante
considerar que la informacién aqui presentada, acerca de la diversidad genética de A.
fumigatus asociada a su distribuciéon geografica puede ser una herramienta util para
disefiar e implementar estrategias de prevencion de esta micosis.

Por otro lado, es pertinente sefialar que, a fin de obtener un mayor conocimiento sobre la
genética y la diversidad estructural de las poblaciones A. fumigatus en México, es
importante considerar un mayor nimero de muestras, no solo de aislados clinicos, sino

del medio ambiente, en estudios futuros.
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10.

CONCLUSIONES

. Todos los aislados utilizados en este estudio fueron confirmados como Aspergillus

fumigatus a través de criterios macro y micromorfolégicos.

El porcentaje de variacion compartida entre los aislados clinicos y del medio
ambiente fue baja (9,05%) y su diferenciaciéon genética fue estadisticamente
significativa (Fst = 0,253, P <0,001), lo que significa que son poblaciones diferentes.
La variaciéon compartida entre los aislados agrupados de acuerdo a su origen
geografico fue ligeramente mayor (16,22%), y su diferencia fue estadisticamente
significativa (Fst = 0,178, P <0,001).

La variacién entre los aislados de un mismo pais fue alto (74,73%) y su
diferenciacion genéetica no fue distinta de cero (Fst = 0,091, P = 0,046), lo que indica que
existe variabilidad genética entre todos los aislados.

El valor estimado del 15 para el grupo total de aislados indicé que éstos tienen un sistema
reproductivo recombinante.

El valor estimado del 15 para grupos parciales de aislados, de acuerdo a fuente y origen
geografico, indicd que éstos tienen un sistema reproductivo recombinante.

El dendrograma separ0 los aislados clinicos y ambientales de MX y AR.

La red del grupo total de haplotipos AFLP, mostré que el nimero de cambios mutacionales
entre ellos oscil6 entre 1y 20.

La red de haplotipos agrup6 los aislados de acuerdo a su origen geogréafico.

Finalmente, de acuerdo a los resultados anteriores a pesar de que los aislados se agruparon

de acuerdo a su origen geografico, presentaron una gran variabilidad genética entre ellos.
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Asimismo se observo diferente estructura de poblaciones entre los aislados clinicos y

ambientales.
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RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta la complejidad para la identificacion de la especie Aspergillus
fumigatus y la aparicién nuevas especies, antes consideradas como A. fumigatus, se hace
necesario realizar la caracterizacion fenotipica para asegurar que efectivamente estamos
trabajando con la especie adecuada.

Por otro lado, es pertinente sefialar que a fin de obtener un mayor conocimiento sobre la
genética y la diversidad estructural de las poblaciones A. fumigatus en México, es
importante considerar un mayor namero de muestras, no solo de aislados clinicos, sino
del medio ambiente, en estudios futuros.

Por dltimo, y quizd la recomendacién madas importante, es la de fomentar y formar
recursos humanos interesados en esta area, ya que existe un numero reducido de
investigadores, comparado al niimero de investigadores en otras &reas, que se dedican al

estudio de los hongos en general, y al estudio de A. fumigatus en particular.
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