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1. Resumen

Las especies del género Aspergillus se encuentran ampliamente distribuidas en suelo,
agua y aire, son considerados hongos cosmopolitas y oportunistas. Aspergillus produce
grandes cantidades de conidios que se dispersan facilmente y penetran en los alvéolos
pulmonares debido a su pequefio tamafio (2-3 um). La inhalacién de conidios es
preocupante en el ambiente hospitalario, ya que se ha asociado directamente con la
aparicion de brotes de aspergilosis invasora, causados principalmente por A. fumigatus.
Para implementar las medidas de prevencion de estos brotes, es necesario llevar a cabo
estudios de genotipificacion que permitan conocer la prevalencia de los diferentes
genotipos del hongo en el ambiente. El objetivo de este trabajo fue identificar y tipificar
molecularmente aislados ambientales de A. fumigatus, obtenidos de dos hospitales de la
Ciudad de Meéxico. A partir de 95 aislados de Aspergillus spp., previamente
caracterizados fenotipicamente, se obtuvieron cultivos monosporicos, se extrajo el DNA
y se amplifico la secuencia parcial del gen CaM (Calmodulina) para identificar
genotipicamente los aislados. Se seleccionaron los aislados correspondientes a A.
fumigatus; y se tipificaron mediante la amplificacion y secuenciacién de la regién
microsatélite del gen CSP (Cell Surface Protein). Estas secuencias se editaron, alinearon
y utilizaron para determinar a qué genotipo CSP, de los 27 reportados en la literatura,
corresponde cada uno de los aislados, también se buscaron las mutaciones en cada una
de las secuencias. Posteriormente se construy6 un arbol filogenético por el método de
UPGMA (método de promedios aritméticos no ponderados). La identificacion molecular
de todos los aislados de A. fumigatus no se logré debido a la inespecificidad de los
oligonucledtidos que amplifican la secuencia parcial del gen CaM. Respecto a
genotipificacion de A. fumigatus, se encontraron 7 genotipos CSP de los cuales 2 no han
sido reportados en estudios anteriores. Los genotipos tO4A, t03, t10, tOl1, t02 se
presentaron en el 48.17%, 11.11%, 14.81%, 11.11% y 7.40%, respectivamente, mientras
gue el 7.40% de los aislados restantes presentaron genotipos no reportados. Se encontré
que solo dos secuencias mostraron las mismas mutaciones y las otras 25 tuvieron
mutaciones diferentes. El arbol filogenético mostré que de los 27 aislados de A.
fumigatus, 24 forman un grupo que incluye aislados de ambos hospitales, los tres

aislados restantes forman tres grupos independientes. Estos resultados muestran la




existencia tanto de variabilidad como de clonalidad entre los aislados ambientales de A.

fumigatus.
2. Introduccion

Las especies del género Aspergillus son hongos filamentosos saprofitos y de distribucién
cosmopolita debido a que sus pequefios conidios pueden permanecer suspendidos en el
aire durante periodos prolongados de tiempo y dispersarse a grandes distancias por el
viento, contaminando cualquier superficie que tenga contacto con el aire (63). Debido a
la ubicuidad de Aspergillus spp. en el ambiente, los individuos estan expuestos
constantemente a la inhalacion de sus conidios. Esta situacion es preocupante,
particularmente en el ambiente hospitalario ya que se ha asociado con la aparicion de
brotes de aspergilosis invasora (Al) nosocomial (46). El agente etiol6gico mas comun es
Aspergillus fumigatus, aunque también han sido asociados A. flavus, A. niger y A.
terreus (1). En diferentes paises, el nUmero de casos y la gravedad de la Al se ha
incrementado en los Ultimos afios debido al creciente numero de pacientes susceptibles,
como son los que cursan con neutropenia severay los sometidos a trasplante de médula
0sea o tratamiento inmunosupresor (12). En México existe poca informacion sobre la
epidemiologia de la Al nosocomial; sin embargo, dado que la poblacién de individuos
con riesgo de padecerla ha aumentado, es posible que la incidencia de esta enfermedad
sea mayor de lo que se conoce, por lo que es necesario contar con herramientas que
permitan detectar y dar seguimiento al curso de posibles brotes. Las técnicas de
tipificacion molecular permiten elucidar la compleja epidemiologia en tales casos,
demostrar la relacion entre los aislados ambientales y clinicos de A. fumigatus, asi como
determinar las fuentes de infeccién y vias de transmision (46), lo que sin duda ha
ayudado a implementar medidas de prevencion de la infeccidon en personas susceptibles
(49). Entre las diversas técnicas de tipificacion molecular, la secuenciacién parcial de
genes ha mostrado excelentes resultados (30), tal es el caso de la region polimérfica del
gen Afua_3g08990, denominado CSP (Cell Surface Protein) y que codifica para una
proteina putativa de superficie. La diversidad genética de este locus surge de repetidos
en tandem y de mutaciones puntuales, deleciones e inserciones en el gen
Afua_3g08990, por lo que genera patrones de diversidad y permite distinguir aislados

epidemiologicamente relacionados. Las ventajas de utilizar el marcador CSP sobre otros
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son: alto nivel de polimorfismo, bajo costo, facil estandarizacion e interpretacion de
resultados, reproducibilidad interlaboratorio, ademéas de proporcionar informacién
filogenética (6). Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo se tipificaron 27
aislados de A. fumigatus recuperados del ambiente de dos hospitales de la Ciudad de

Mexico, utilizando el método de tipificacion CSP.

3. Marco tedrico

3.1. Generalidades

A. fumigatus es un hongo filamentoso, cosmopolita, saprobio y ubicuo en el ambiente,
produce un gran nimero de pequefios conidios con un diametro de 2-3 um (25), lo que
facilita su dispersion en el ambiente a través de las corrientes de aire. A diario
inhalamos grandes cantidades de conidios, en personas inmunocompetentes esto
raramente tiene un efecto adverso; sin embargo, en individuos inmunodeprimidos la
inhalacion de estas estructuras fungicas puede originar infecciones oportunistas, como
la Al (14). Lo que es de gran importancia ya que el nUmero de casos de esta enfermedad
se ha incrementado en los Gltimos afios debido al aumento en el niamero de pacientes
inmunocomprometidos, como son los pacientes con neutropenia prolongada, los que
han sido sometidos a trasplante de médula dsea y pacientes bajo cuidados intensivos
(44). Es pertinente sefalar que la Al es causada por diferentes especies de Aspergillus,
entre los que se encuentran A. flavus, A. niger, A. terreus y A. ustus (44); sin embargo,

A. fumigatus es el responsable del 90% de los casos (43).

3.2. Identificacion de Aspergillus spp.

Se han realizado importantes avances en la identificacion a nivel de especie dentro del
género Aspergillus, pero aun existen ciertas dificultades, ya que se realiza
fundamentalmente con base en su morfologia, lo que representa en muchos casos, un
importante grado de inespecificidad, sobre todo para distinguir especies cercanas, cuyas
caracteristicas fenotipicas son muy similares. Por otra parte, la fiabilidad de la




identificacion con base en caracteristicas morfoldgicas depende de la experiencia del
analista. Otra desventaja de la identificacion fenotipica, es que los procedimientos
microbioldgicos tradicionales llegan a requerir dias o semanas para obtener un
resultado (19). Estas circunstancias plantean la necesidad de utilizar métodos
alternativos que ofrezcan mayor rapidez en la obtencion de resultados y especificidad
(59). Dentro de estos métodos alternativos estan las técnicas moleculares, tal como la
secuenciacion parcial de genes constitutivos (calmodulina, actina y 3-tubulina), que han
resultado eficaces para la correcta identificacion de especies estrechamente relacionadas
(15).

3.3. Calmodulina (CaM)

La CaM es una pequefia proteina &cida de 150 aminoacidos, altamente conservada,
tanto funcional como estructuralmente. Esta proteina es el principal receptor intra y
extracelular de calcio (Ca2*) presente en la mayoria de las células eucariontes y posee
cuatro sitios de union a Ca2+ (40), como se observa en la figura 1. La CaM funciona como
un biosensor que, al aumentar la concentracion intracelular de Ca2+, responde activando
las proteinas diana (41). Esta proteina no posee una actividad enzimatica inherente; sin
embargo, se ha demostrado que el complejo calcio-CaM, activa numerosas enzimas,

tales como fosfodiesterasas, adenilciclasas, protein-cinasas y ATPasas entre otras (31).

L,

Figura 1. Representacion de la estructura de la estructura de la
proteina CaM, mostrando sus cuatro sitios de unién a Ca2+. Tomado
de  www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC 2820514  /fig
ure/pchi-1000675-g00L1.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC%202820514

Gen CaM

El gen CaM tiene cinco intrones putativos en la regién codificante (31), es unicopia y
altamente especie-especifico (57), por lo que su secuencia es utilizada como diana para la
identificacion de Aspergillus (48). Este gen es esencial para la proliferaciéon celular de

Aspergillus (48) y esta involucrado en la induccion de la germinacién de conidios (56).

3.4. Tipificacion molecular

El estudio epidemioldogico molecular de las enfermedades infecciosas tiene por objeto
determinar la relacién clonal que existe entre varios aislados de una misma especie. Esta
informacion es importante y Gtil cuando se producen brotes epidémicos, ya que permite
determinar el nimero de clones circulantes, identificar la fuente de contaminacion o
reservorio, los vehiculos de transmision, asi como evaluar la eficacia de las medidas de

control dirigidas a impedir la diseminacion de estos clones (23).

La tipificacion genotipica, basada en el estudio del DNA, comprende una gran variedad
de técnicas que tienen como objetivo comparar la composicion de los acidos nucleicos de
dos 0 mas microorganismos. De tal manera que es posible reconocer la relacién entre
aislados vinculados epidemioldgicamente. Anteriormente, los estudios de tipificacién de
aislados se basaban en las caracteristicas fenotipicas (propiedades antigénicas,
metabdlicas o de resistencia antibidtica) de los microorganismos, pero presentaban
muchas limitaciones para establecer diferencias o similitudes concluyentes entre
microorganismos. Por el contario, la mayoria de los métodos moleculares no tienen estas
limitaciones y presentan mayor poder discriminatorio entre aislados. La selecciéon del
método de tipificacion debe hacerse considerando los criterios propuestos por Maslow et
al. (1993):

Capacidad de tipificacion: la capacidad del método para producir resultados
claramente interpretables con la mayoria de los aislados de las especies evaluadas.
Reproducibilidad: la capacidad de obtener reiteradas veces el mismo perfil de

tipificacion con el mismo aislado.




Poder de discriminacion: la capacidad de producir resultados que permitan la
diferenciacion clara de dos aislados no relacionadas de la misma especie.

Practicidad: versatilidad, rapidez y simplicidad metodoldgica.
3.5. Métodos de tipificacion genotipica utilizados en aislados de A. fumigatus
Diversos métodos genotipicos han sido evaluados para la tipificacién de A. fumigatus

(tabla 1), sin embargo, los analisis de microsatélites (secuencias cortas repetidas en
tdndem, STR), son los que presentan mayor poder discriminatorio.




Tabla 1. Métodos de tipificacion genotipica de aislados de A. fumigatus.

Método

Referencia

Resumen

RAPD

Aufauvre-Brown et al., 1992

El método de RAPD utilizado en este estudio fue util para distinguir entre
aislados clinicos de A. fumigatus. Durante el estudio se observé que de 44
oligonucledtidos utilizados, 21 amplificaron bandas multiples que eran
dificiles de interpretar o que no eran reproducibles, 22 produjeron
bandas claras y reproducibles y 15 produjeron patrones de fragmentos de
DNA que diferenciaban los aislados.

RFLP y RAPD

Rinyu et al., 1995

Se tipificaron aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus por los
métodos RAPD y RFLP. De 12 oligonucleotidos utilizados en RAPD, solo
tres revelaron alta variabilidad entre los aislados estudiados. Por RFLP,
los patrones de restriccién obtenidos no revelaron variabilidad entre los
aislados.

Secuencias no ribosomales
moderadamente

repetitivas de DNA y Southern blot

Girardin et al., 1995

En este estudio el uso de Southern blot ayudé a diferenciar entre aislados
de A. fumigatus y Neosartorya fischeri ya que se observaron diferentes
patrones de restriccion obtenidos con las endonucleasas EcoRI, Hindlll,
Bglll, y esto se confirm6 con el uso de secuencias no ribosomales
moderadamente repetitivas.

RAPD, IEAy REA

Linet al., 1995

En este estudio se demostr6 que el método IEA tiene poder
discriminatorio bajo para diferenciar entre aislados de A. fumigatus.
RAPD tuvo mayor poder discriminatorio, fue reproducible pero tuvo la
desventaja de que cada oligonucleétido por separado mostré bajo poder
discriminatorio. EI método de REA fue un método reproducible y fiable,
pero tuvo dificultad en su interpretacién. Se encontré que combinar el
uso de los métodos REA y RAPD ofrecia mayor poder discriminatorio
para la tipificacion de A. fumigatus.

RAPD, RFLPy
Southern blot

Anderson et al., 1996

Este estudio demostré que de cuatro oligonucleétidos utilizados en el
método de RAPD, uno discriminé mejor los aislados de A. fumigatus. Se
mostré que los métodos RFLP y Southern blot logran un mayor poder de
discriminacién cuando éstos se combinan.




Southern blot

Debeaupuis et al., 1997

Se analizaron aislados ambientales y clinicos de A. fumigatus,
procedentes de pacientes con infeccién invasora o fibrosis quistica
mediante patrones de hibridacion Southern, observando gran diversidad
genética. Sin embargo, los aislados estudiados no pudieron ser agrupados
de acuerdo con su ubicacion geogréfica.

Amplificaciéon de regiones IGS
de rDNA

Radford et al., 1998

Los resultados de este estudio mostraron que la tipificacién IGS de
aislados de A. fumigatus permitio distinguir entre aislados clinicos y
ambientales, asi como evaluar su posible papel en el desarrollo de
infeccién. Ademas tiene un papel potencial en la investigacion de brotes
hospitalarios y puede ser aplicable a la diferenciacion de aislados de una
amplia gama de especies de hongos.

Microsatélites

Bart-Delabesse et al., 1998

Se investigo el uso de microsatélites como marcadores de DNA altamente
polimérficos para la tipificacion de aislados de A. fumigatus. Se encontro
gue esta técnica fue reproducible y con alto poder discriminatorio.

RFLP, RAPD y MLP

Bart-Delabesse et al., 2001

Utilizaron RAPD, MLP y RFLP para la tipificacion de A. fumigatus. El
MLP di6 resultados fiables y rapidos, pero con un alto costo y puede
producir algunos artefactos durante la amplificacion de repeticiones de
dinucleétidos, que deben ser superados con la optimizacion de las
condiciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). RFLP result6é
ser la técnica que mas discrimina entre los aislados estudiados, pero los
patrones fueron dificiles de interpretar. Encontraron resultados
discordantes entre RAPD y RFLP, ya que hay factores que afectan la
reproducibilidad del RAPD, como los componentes de la PCR, calidad de
DNAy la duracion de la electroforesis.

RAPD, SSDP, MSP y MLEE

Bertout et al., 2001

Mostraron la utilidad de la combinacién de varios métodos de
caracterizacion genotipica para llegar a una comprension de la
epidemiologia de A. fumigatus. EI MLEE tuvo buena capacidad
discriminatoria y permitio la diferenciacion de las poblaciones de A.
fumigatus, sin embargo los autores sugieren la combinacion de los
cuatro métodos de tipificacibn para obtener un alto poder de
discriminacion.




Microsatélites

Rosehart et al., 2002

Utilizaron microsatélites para examinar la relacion genética de
aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus. Aunque no
encontraron amplias diferencias genotipicas entre los aislados
ambientales y clinicos, sugieren este método como confiable y de
facil interpretacion.

RFLP
Afut1, RAPD, SSDP y
PMM

Lasker, 2002

Demostraron que el PMM y RFLP tienen un alto grado de
discriminacion entre aislados clinicos y ambientales. EI SSDP fue
el método mas facil de interpretar y realizar. Mientras que los
perfiles obtenidos por analisis de PMM fueron mas facil de
interpretar que los obtenidos por RFLP o RAPD. La combinacion
de PMM y RFLP proporcion6 el mejor poder discriminatorio,
mayor reproducibilidad y facilidad de interpretacion.

RAPDYy
PCR touchdown

Trevifio-Castellano et al.,2003

Mostraron que la combinacién de PCR touchdown y RAPD
proporcion6 mayor sensibilidad para los estudios epidemioldgicos
de brotes causados por A. fumigatus, en comparacion con las
técnicas fenotipicas habituales disponibles en un laboratorio de
microbiologia clinica.

AFLP

Warris et al., 2003

Demostraron que el método de AFLP tiene poder discriminatorio
para determinar la relaciéon epidemiolégica entre aislados de A.
fumigatus recuperados de diferentes fuentes (agua, aire y
pacientes).

RAMS

Guarro et al., 2005

Utilizaron la técnica de RAMS para analizar aislados clinicos y
ambientales de A. fumigatus. Se demostré la utilidad de RAMS
para estudiar brotes de aspergilosis nosocomial ya que reveld
diferencias entre genotipos.

MLST

Bain et al., 2007

El MLST demostré ser una herramienta util para diferenciar
aislados ambientales y clinicos. Sin embargo, para obtener un
mayor poder de discriminacién entre aislados los autores
recomiendan los microsatélites.

Repetidos en tandem
codificados en el gen AFUA_3G08990
A. fumigatus

Levdansky et al., 2007

Analizaron ORFs (open reading frames) que contienen regiones
repetidas en tdndem del genoma de A. fumigatus, y se evalud la
variabilidad en las longitudes de estas regiones en diferentes
aislados. Sugirieron que un subconjunto de las proteinas de la
superficie celular de A. fumigatus podia ser hipervariable debido
a eventos de recombinacién en sus repeticiones internas en
tandem.




Demostraron que la tipificacion de aislados de A. fumigatus con
Gen Afua_3908990/CSP Balajee et al., 2007 CSP, tiene ventajas significativas sobre otras técnicas de
tipificacion ya que es de facil interpretacion, rpida y barata.
Compararon los métodos de tipificacién AFLP y STR utilizando
STR y AFLP De Valk et al., 2007 aislados clinicos. El STR ofrecié mayor poder discriminatorio, por
lo que los autores sugirieren que éste debe ser preferido para la
tipificacion de los aislados clinicos de A. fumigatus.

Tipificaron aislados clinicos de A. fumigatus a través de
Microsatélite Vanhee et al., 2008 microsatélites. Sus resultados demostraron que este método fue
discriminatorio y reproducible, ya que logré determinar genotipos
diferentes entre los aislados estudiados.

Probaron la reproducibilidad de la tipificacién por CSP, de
(07 o Hurst et al., 2009 aislados de A. fumigatus entre siete laboratorios. Sus resultados
revelaron que el método de tipificacion por CSP fue un método
reproducible y facilmente transferible.

Encontraron que la técnica de AFLP fue atil para distinguir entre
AFLP Duarte-Escalante et al., 2009 aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus, asi como para la
identificacion de la estructura de las poblaciones y sus relaciones
con respecto al origen geogréafico de los aislados.

Tipificaron aislados clinicos de A. fumigatus, y encontraron que la
Gen CSP Lu-Juan Gao et al., 2013 tipificacion CSP es altamente reproducible y estable, debe usarse
como primera linea para la tipificacion de aislados de A.
fumigatus y para la determinacion de su relacion a nivel
subpoblacioén.

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA, RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism, MLST: Multilocus Sequence Typing, IEA: Isoenzime
analysis, REA: Restriction Endonuclease Analysis, IGS: Intergenic Spacer regions, MLP: Microsatellite Length Polymorphism, SSDP: Sequence Specific
DNA Primer, MSP: Microsatellite Polymorphism, MLEE: Multilocus Enzime Electrophoresis, PMM: Polymorphic Microsatellite Markers, AFLP:
Amplified Fragment Length Polymorphism, RAMS: Random Amplified Microsatellites, MLST: Multilocus Sequence Typing, STR: Short Tandem, Repeat,

CSP: Cell Surface Protein.
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3.6. Microsatélites

Los microsatélites son regiones de DNA de secuencia corta repetida en tdndem que
estan distribuidos a lo largo del genoma. Los microsatélites presentan un alto nivel de
polimorfismo y estan limitados por secuencias altamente conservadas a nivel de especie
(53). Los microsatélites pueden estar compuestos por repeticiones del mismo nucleétido
(mononucleétidos), por dos (dinucleodtidos), tres (trinucledtidos) y hasta seis
nucleétidos (hexanucleétidos) (65), y por lo tanto, el polimorfismo en este tipo de
marcador depende del nimero de repeticiones en tAndem en un determinado locus. Los
microsatélites se distribuyen en regiones codificantes y no codificantes (66), estos
contienen secuencias de DNA repetitivo que pueden recombinarse y expandirse mas
frecuentemente que otro tipo de secuencias (45). Estos marcadores permiten diferenciar
por PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa), individuos estrechamente relacionados
gracias al alto nivel de polimorfismo, a la generacién de numerosas bandas informativas
por reaccion, la gran reproducibilidad y las altas tasas de mutacion que poseen (8, 21).
Por lo que, los microsatélites, estdn reemplazando rapidamente o complementando a
otros marcadores o0 metodologias genéticas en las aplicaciones evolutivas y la
conservacion de las especies. En A. fumigatus, se han utilizado exitosamente para

diferenciar aislados de esta especie (8, 6, 32, 30).

3.7. Método de tipificacion utilizando el gen CSP que codifica una proteina

de superficie celular

Uno de los métodos de tipificacion que han sido utilizados exitosamente con aislados de
A. fumigatus, es el denominado CSP, que se basa en el andlisis de la variabilidad
genética de secuencias de un solo locus. La diversidad genética de este locus surge de
repetidos en tAndem y mutaciones puntuales en el gen Afua_3g08990 (6). Este gen es
conocido como CSP porque codifica una proteina putativa de superficie celular, y
contiene regiones repetitivas en tdndem de 12 pb (32). A la fecha, se han reportado 10
diferentes tipos de repeticion de 12 pb (37) y 27 genotipos diferentes de CSP, los cuales
estan determinados por la sucesion de los repetidos en tandem (tabla 2). Este método de

tipificacion permite identificar genotipos distintos entre aislados estrechamente
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relacionados, ademas es una estrategia de comparacion de secuencias que no requiere
de software especial para su analisis, es econdmica, reproducible y aplicable a estudios

de deteccion de brotes de A. fumigatus, asi como investigaciones epidemiolégicas (30).

Tabla 2. Secuencia de los 10 tipos de repeticion en tdndem de 12 pb y tipos de genotipo

CSP reportados en el gen CSP.

Tipo de Secuencia de la Genotipo Sucesion de repeticion en tandem
repeticion repeticiéon csP
roi t0l 01-01-01-01-05-03-01-06-03-07
ACT TCT GTC CCG 102 01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
103 01-02-03-04-06-03-07
ro2 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
ACT TCT GTC CCA t04B 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
105 01-01-01-03-01-06-03-07
ro3 ACT CAA AACGCG t06A 01-01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
t06B 01-01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
t07 01-02-03-04-05-03-04-05-03-01-06-03-07
ro4 ACT TCAATC CCG 108 01-01-01-02-03-04-05-03-04-05-03-01-06-03-07
t09 01-01-01-01-01-05-03-01-06-03-07
t10 01-01-01-05-03-01-06-03-07
ros ACTTTT GTC CCG 11 01-01-08-03-01-06-03-07
t12 01-01-01-01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
t13 01-01-02-03-04-05-03-04-05-03-01-06-03-07
ro6 ACT TCAGTC CCG t14 01-01-01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
t15 01-01-01-01-02-03-04-05-03-04-05-03-01-06-03-07
t16 01-05-03-01-06-03-07
roy ACT ACT ATT GTG t7 01-01-02-03-04-05-03-09-06-03-07
t18A 01-01-05-03-01-06-03-07
t18B 01-01-05-03-01-06-03-07
ro8 ACTTTT CTC CCG 19 01-01-02-03-10-03-04-05-03-04-05-03-01-06-03-07
120 01-02-03-07
t21 01-02-03-04-04-03-07
rog ACT TCT GTT CCG 122 01-01-02-03-01-06-03-07
123 01-01-02-03-04-05-03-07
r10 ACT TCA ATC CCA 124 01-01-01-01-03-01-06-03-07
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4. Planteamiento del problema

En los ultimos afios se ha incrementado la incidencia de brotes de Al nosocomial (37)
gue afectan a pacientes inmunocomprometidos, principalmente los neutropénicos.
Estos brotes se han asociado con obras de construccién o remodelacion de areas tanto
intra como extrahospitalarias, ya que esta situacion incrementa la concentracién de
conidios de A. fumigatus en el ambiente, principal agente etiolégico de la Al (18, 1). En
otros paises, el registro de estos brotes ha promovido la utilizacion de unidades con
filtros HEPA y luz ultravioleta germicida para mejorar la calidad del aire interior de los
hospitales y con ello disminuir los brotes nosocomiales. Ademas, han implementado los
estudios de epidemiologia molecular para tratar de determinar las fuentes de infecciony
mecanismos de dispersion de este patdgeno (37). En México, poco se sabe respecto a la
epidemiologia de la Al nosocomial, por lo que este tipo de estudios son necesarios ya
gue es un pais que tiene una poblacién creciente de pacientes inmunocomprometidos
por diversas causas, lo que sugiere que la incidencia de la aspergilosis sea mayor de lo
gue se reporta. Asimismo, los estudios epidemiolégicos moleculares nos ayudaran a
entender la distribucién de este patdégeno en el ambiente intrahospitalario y conocer su
variabilidad genética. Con base en los antecedentes, consideramos que uno de los
métodos mas idoneos para lograr este objetivo es el analisis de secuencias microsatélite,
ya que son altamente polimdrficas y permiten diferenciar aislados de A. fumigatus
estrechamente relacionados (6).
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5. Hipétesis

Si entre los aislados de A. fumigatus existe variabilidad genética entonces sera posible

tipificarlos con base en las secuencias parciales del gen CSP

6. Objetivos

General
Tipificar los aislados de A. fumigatus recuperados del ambiente de dos hospitales de la

Ciudad de México, con base en las secuencias parciales del gen CSP.

Particulares

1. Obtener cultivos monosporicos de 95 aislados de Aspergillus spp., recuperados del
ambiente de dos hospitales de la Ciudad de México.

2. Obtener el DNA de 95 cultivos monospoéricos de Aspergillus spp., recuperados del
ambiente de dos hospitales de la Ciudad de México.

3. ldentificar genotipicamente 95 aislados de Aspergillus spp. con base en la
secuenciacion parcial del gen CaM.

4. Seleccionar los aislados correspondientes a A. fumigatus.

5. Estandarizar las condiciones de reaccion para amplificar las secuencias parciales del
gen CSP.

6. Amplificar las secuencias parciales del gen CSP de los aislados identificados como A.
fumigatus.

7. Identificar los diferentes genotipos CSP en los aislados de A. fumigatus.

8. Realizar la construccion del arbol filogenético utilizando las secuencias parciales del
gen CSP.
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7. Materiales y métodos

7.1. Aislados fiangicos

Se utilizaron 95 aislados ambientales de Aspergillus spp., previamente identificados
fenotipicamente y obtenidos a partir de muestras de aire de dos hospitales de la Ciudad

de México: Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana (CV) y Hospital
Juarez de México (HIM) (tabla 3).

Tabla 3. Origen de los aislados ambientales de Aspergillus spp.

Clave del aislado Origen Identificacién fenotipica
385B HJIM A. fumigatus
B18 HIM A. fumigatus
B11 HJIM A. fumigatus
B23 HIM A. fumigatus
B43 HJIM A. fumigatus
392A HIM A. fumigatus
B21 HJIM A. fumigatus
100A HIM A. fumigatus
435A HJIM A. fumigatus
270B HIM A. fumigatus
B4 HIM A. fumigatus
262A HIM A. fumigatus
394A HIM A. fumigatus
B20 HIM A. fumigatus
373C HIM A. fumigatus
312B HIM A. fumigatus
314A HIM A. fumigatus
387A HJIM A. niger
412A HIM A. niger
395A HIM A. niger
50C HIM A. niger
264A HJIM A. niger
140A HIM A. niger
B25 HJIM A. niger
312A HIM A. niger
250A HJIM A. niger
B49 HIM A. niger
87B HIM A. niger
B27 HIM A. niger
B13 HJIM A. niger
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Clave del aislado Origen Identificacion fenotipica
146A HIM A. niger
88C HJIM A. niger
373A HIM A. niger
B34 HJIM A. niger
B39 HJIM A. niger
B52 HJIM A. niger
55D HJIM A. niger
B12 HJIM A. niger
360B HIM A. niger
316A HIM A. flavus
55C HIM A. flavus
323C HIM A. flavus
57B HIM A. flavus
370B HIM A. flavus
314C HIM A. flavus

B5 HIM A. terreus
444D HJIM A. terreus
B17 HIM A. terreus
369B HIM Aspergillus sp.
233A CV A. fumigatus
A36 Ccv A. fumigatus
A35 CV A. fumigatus
Al0 CV A. fumigatus
235A CV A. fumigatus
257C CV A. fumigatus
176A CV A. fumigatus
9A CcV A. fumigatus
222A CV A. fumigatus
A28 CcV A. fumigatus
281C CV A. niger
284B cV A. niger
217A CV A. niger
243A cV A. niger
103B CcVv A. niger
220A cV A. niger
314B CcVv A. niger
Al3 cV A. niger
166A CcVv A. niger
381D CcV A. niger
A26 CV A. niger
312B CcV A. niger
219A CV A. niger
31E CcV A. niger
A25 CV A. niger
307A CcV A. niger
2A CV A. niger
88C CcV A. niger
A39 CV A. niger
335B CcV A. niger
202B CV A. niger
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Clave del aislado Origen Identificacion fenotipica
24C CV A. niger
87A CV A. flavus
27D CcV A. flavus
24D CV A. flavus
A38 CcV A. flavus
24B CcvV A. flavus
127D CcV A. flavus
Al7 CcvV A. flavus
A40 CcvV A. flavus
Al5 CcvV A. flavus

202A CVv A.terreus
237C CcVv A. terreus
343B CV Aspergillus sp.
237B CcvV Aspergillus sp.
283A CV Aspergillus sp.

HJM: Hospital Juarez de México
CV: Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana

7.2. Obtencion de cultivos monospdricos

A partir de cada uno de los cultivos de los aislados incluidos en el estudio, se preparé
una suspension de conidios adicionando 1 mL de solucién salina-tween 20 al 0.5% y
homogeneizando en vortex (Genie 2 Scientific Industries, USA). Posteriormente, se
realizaron diluciones seriadas consecutivas de 1:10, y se tomaron 50 pL de la dilucién,
los cuales se inocularon en una caja Petri con agar Sabouraud (Biox6n, México) y con
ayuda de un asa de Digralsky se extendi6 en el medio. Se incubo a 37°C hasta que se
observo crecimiento. Posteriormente, se selecciond una sola colonia, se resembro en
una caja nueva con agar Sabouraud y se incubé a 37°C hasta observar esporulacién de
la colonia. Con ayuda de un asa micoldgica se tomaron los conidios de la superficie
del cultivo y se resuspendieron en un tubo de plastico que contenia 1.5 mL de tween
20 estéril al 0.5%. Enseguida, se tomaron 10 alicuotas de 120 uL de esta suspension,
se colocaron en 10 tubos de plastico de 2 mL y a cada uno se les adicion6 1 mL de

agua Milli Q estéril. Los tubos se conservaron a 4°C.
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7.3. Extraccion de DNA

Los cultivos monospéricos de cada aislado de Aspergillus spp. se sembraron en tubos
con agar Sabouraud) y se incubaron a 37°C hasta observar esporulacion abundante. A
partir de cada cultivo, se preparé una suspension de conidios agregando 1 mL de
solucion salina isotonica adicionada con tween 20 al 0.5% y agitando en vértex (Genie
2 Scientific Industries, USA). Enseguida, se sembraron 100 pL de la suspensién en un
matraz con medio YPD (1% extracto de levadura, 1% peptona, 2% glucosa) y se incubd
a 37°C con agitacion constante (130 rpm), durante 2 dias o hasta que se observo
crecimiento micelial. La biomasa micelial se filtr6 al vacio y se lavd con agua
bidestilada estéril. EI micelio seco se colocé en un tubo de plastico de 2 mL que
contenian 0.2 g de perlas de vidrio (425-600 um) estériles (Sigma, USA), teniendo la
precauciéon de ocupar solo una tercera parte de la capacidad del tubo, para
posteriormente agregar los reactivos para la extraccion de DNA.

La extraccion del DNA se llevo a cabo con el Kit DNeasy Plant (Qiagen, GE), de la
siguiente manera: Se adicion6 400 pL de buffer APl a cada tubo con micelio,
posteriormente los tubos se procesaron en un equipo FastPrep (Thermo Savant
Instruments, USA) por 6 periodos de 40 s a una velocidad de 4 m/s, con 5 min de
enfriamiento en hielo entre cada periodo (67). Después se adicionaron 4 pL de RNAsa
(100 mg/mL), se resuspendié con micropipeta y se incubé por 10 min a 65°C,
mezclando por inversion 2 o 3 veces. Posteriormente, se adicionaron 130 pL del
amortiguador AP2 y se incub6 por 5 min en hielo, después se centrifugd durante 5 min
a 14,000 rpm a temperatura ambiente. Se transfirieron 450 pL del sobrenadante a una
columna DNeasy Mini Spin (columna lila), sostenida en un tubo colector de 2 mL, se
centrifug6 a 13,200 rpm por 2 min. En el caso de que el volumen fuera mayor a 450
uL, este dltimo paso se repitid las veces necesarias. ElI sobrenadante obtenido en el
tubo colector se transfiri6 a un nuevo tubo y se le adicionaron 1.5 voliumenes del
amortiguador AP3/E y se mezcl6. Se transfirieron 650 pL de la mezcla anterior a la
columna DNeasy mini spin (columna color blanco) sostenida en un tubo colector de 2
mL y se centrifugo 1 min a 9,000 rpm, desechando el sobrenadante obtenido, este paso

se repitid6 hasta acabar el volumen. Enseguida, se cambi6 el tubo colector y se
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agregaron 500 pL del amortiguador AW, se centrifugé por 1 min a 9,000 rpm dos
veces. La columna se transfirié a un tubo de baja retencion (Axygen, USA) de 1.5 mL,
se adicionaron 100 pL de agua Milli Q y se incubo por 5 min a temperatura ambiente y
se centrifugd por 1 min a 9,000 rpm. La calidad y concentracion de los DNAs
obtenidos se determind por espectrometria a 260 y 280 nm (DeNovix DS-11, USA), las
lecturas se realizaron por duplicado. Los resultados se corroboraron por electroforesis
en gel de agarosa al 1%, tefiido con GelRed 10,000X, (Biotium, USA), comparando con
diferentes concentraciones (10, 20, 30, 50 y 100 ng/uL) del fago A (Gibco BRL®, USA).
La electroforesis se realizd a 90 V durante 50 min en amortiguador TBE 0.5 X (Tris
base 45 mM-acido bdérico 45 mM-EDTA 1 mM). El gel se observd en un
fotodocumentador GelDoc XR (BioRad, USA). Todos los DNAs se ajustaron a una
concentracion de 10 ng/ pL. Los DNAs se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

7.4. Estandarizacion de las condiciones de reaccion para la amplificacion

de las secuencias parciales del gen CaM

Después de ajustar a 10 ng/uL la concentracién de los 95 DNAs de Aspergillus spp., se
realizé la amplificacion de las secuencias parciales del gen CaM, utilizando los
oligonucleétidos cmd5-F (5 -CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3") y cmd6-R (5”-
CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3") (Sigma-Aldrich Corp., USA) que amplifican un
fragmento de 500 pb (15). Con el propdsito de encontrar las condiciones 6ptimas de
amplificacion, se realizaron curvas de concentracion de reactivos (DNA,
oligonucleotidos, MgCl> y dNTPs). Inicialmente se realizé la curva de DNA, utilizando
10y 20 ng. La mezcla de reaccion (25 pL) consistiéo en dNTPs 200 uM, MgCl, 2.0 mM,
10 pmol de cada oligonucleétido cmd5-F y cmd6-R (Sigma-Aldrich Corp., USA) y 1 U
de Taq polimerasa (Fermentas Inc., USA) en amortiguador 1X (Fermentas Inc.). El
programa de amplificacion utilizado fue: 1 ciclo de 8 min a 95°C, seguido de 35 ciclos
de 15sa95°C, 20 sa55°C, 60 sa72°Cy 1ciclo de extension final de 5 min a 72°C (12).
Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ESCO-Swift maxi version 2006-
1.0 (USA). Una vez determinada la cantidad adecuada de DNA, se procedio a realizar
curvas de oligonucledtidos (15, 25, 50, 100 y 200 pmol), dNTPs (50, 100, 150 y 200
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uM) y MgCl2 (1.5, 2.0, 2.5 mM). Los productos de amplificacién se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con 0.8 pL de GelRed (10,000 X,
Biotium), el corrimiento se realizé a 90 V, en amortiguador TBE 0.5 X. Para definir el
tamafio molecular de los amplicones se utilizé marcador de 100 pb (Gene Ruler DNA
Ladder, Fermentas Inc., USA). Las imagenes de cada gel se capturaron en un
fotodocumentador GelDoc XR (Bio-Rad)

7.5. Estandarizacion de las condiciones de reaccion para la amplificacion

de las secuencias parciales del gen CSP

La amplificacion de las secuencias parciales del gen CSP de los 95 aislados de
Aspergillus spp., se realizd6 utilizando los oligonucle6tidos CSP-F (57-
TTGGGTGGCATTGTGCCAA-3") y CSP-R (5"-GGAGGAACAGTGCTGTTGGTGA-3")
(Sigma-Aldrich Corp., USA) que amplifican un fragmento de ~550 a ~700 pb (6). Con
la finalidad de encontrar las condiciones 6ptimas de amplificacién, se realizaron curvas
de concentracion de reactivos (DNA, oligonucledtidos y MgCly). Inicialmente, se llevo a
cabo la curva de DNA, utilizando 10, 20, 25 y 30 ng. La mezcla de reaccion (25 L)
consistio en dNTPs 200 pM, MgCl> 1.2 mM (Fermentas Inc.), 100 pmol de cada
oligonucledtido CSP-F y CSP-R (Sigma-Aldrich Corp.) y Taq polimerasa 1 U
(Fermentas Inc.) en amortiguador 1 X (Fermentas Inc., USA). El programa de
amplificacion fue: 1 ciclo de 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de 15 s a 94°C, 30 s a
62°C, 30 s a 68°C, 1 ciclo de extension final de 2 min a 68°C y un ciclo de enfriamiento
de 5 min a 4°C (6). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador ESCO-
Swift (USA). Una vez determinada la cantidad adecuada de DNA, se realizaron las
curvas de oligonucleotidos (10, 25, 50, 100, 200 pmol) y MgCl2 (1.2, 1.5, 2.0, 2.5 mM).
Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%, tefiido con 0.8 pL de GelRed (10,000 X, Biotium), el corrimiento se realiz6 a
90V, en amortiguador TBE 0.5 X. Para definir el tamafio molecular de los amplicones,
se utilizd un marcador de 100 pb (Fermentas) Las imagenes obtenidas de cada gel se

capturaron en un fotodocumentador GelDoc XR (Bio-Rad).
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7.6. Secuenciacion de los productos de PCR

Los productos de PCR, obtenidos tanto de la amplificacion del gen CaM como del gen
CSP, fueron secuenciados, en ambos sentidos, en el High Throughput Genomics
Center de la Universidad de Washington, Seattle, WA (http://www.htseq.org/),
utilizando los oligonucleétidos cmd5/ cmd6 y CSP-F y CSP-R, respectivamente.

=.7. Edicion y analisis de secuencias

Los electroferogramas correspondientes a las secuencias parciales de los genes CaM y
CSpP se visualizaron con el programa Chromas Lite 2.1.1
(http://technelysium.com.au/?page_id=13), después fueron editadas con el programa
BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.2.5 (http://www.mbio.nc su.edu/
bioedit/bioedit/html). La edicidén de las secuencias, sentido y antisentido, consistié en
cortar los extremos en los que la calidad de la lectura era baja, asi como en la
corroboracién visual de la correspondencia de picos de diferentes colores (a cada base
se le asigna un pico de color distinto) con la secuencia de bases que aparece en la parte
superior del electroferograma, para corregir nucleétidos que mostraron ambigtedades.
Posteriormente, las secuencias editadas se alinearon utilizando el algoritmo BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) del
NCBI (National Center for Biotechnology Information), para confirmar que las
secuencias correspondian a los genes CaM y CSP de A. fumigatus y después se
guardaron en un solo archivo, en formato FASTA, con el programa UGENE version
1.13.3 (http://ugene.unipro.ru/).

7.8. Determinacion de genotipo CSP

Las secuencias parciales del gen CSP de A. fumigatus, se cargaron en el programa
GeneDoc version 2.7.000 (http://genedoc.software.inf ormer.com/2.7/), para
determinar los diferentes genotipos CSP (37) presentes en las secuencias analizadas.
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7.9. Alineamiento multiple

Se realizaron alineamientos multiples de las secuencias, utilizando seis programas (tabla
4).

Tabla 4. Programas utilizados para los alineamientos multiples de las secuencias de A.
fumigatus.

PROGRAMA DIRECCION ELECTRONICA
muscle http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
clustalwz2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
mafft http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft
kalign http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa /kalign/
multalin http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
t-cofee nttp://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular

Los alineamientos multiples se evaluaron con el programa GeneDoc version 2.7.000, en
donde se calculd la suma de pares de bases, minima entropia. También se edit6 el
alineamiento multiple eliminando los fragmentos que no fueran informativos. Para
elegir el mejor alineamiento, a cada uno de los alineamientos multiples, se aplicaron las
formulas de suma de pares de bases, minima entropia y mejor alineamiento multiple,
para cada uno de los alineamientos multiples, tomando en cuenta que el alineamiento
multiple con la cifra mas grande en suma de pares se le asign6é un valor de 10, y al
alineamiento con la cifra més pequefia en minima entropia se le asigné un valor de 10,
se compard cada uno de los alineamientos con el de valor asignado de 10 y el
alineamiento con mayor valor en Al (mejor alineamiento multiple) se eligié para la

construccion del &rbol filogenético.

Sa
Suma de pares de bases= — >< 10 = Sc
Sb

Sa= Valor de suma de pares de bases del alineamiento maltiple con menor valor de
suma de pares
Sb= Valor de suma de pares de bases del alineamiento multiple con mayor valor de
suma de pares

Sc= Valor asignado de suma de pares de bases
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Ma X 10| -10 =Me
Minima entropia = Mb

Ma= Valor de minima entropia del alineamiento multiple con menor valor de minima
entropia
Mb-= Valor de minima entropia del alineamiento multiple con mayor valor de minima
entropia

Mc= Valor asignado de Minima entropia

Al=Sc +Mc
Al=Mejor Alineamiento multiple
Sc= Valor asignado de Suma de pares de bases

Mc= Valor asignado de Minima entropia

Ya seleccionado el mejor alineamiento multiple, se analiz6 cada una de las secuencias
comparando la variabilidad (mutaciones, inserciones y deleciones) entre ellas,

utilizando el programa PhyDE version 0.9971 (http://www.phyde.de/).

~.10. Seleccion de modelo evolutivo

Para elegir el modelo evolutivo se utilizd6 el programa jModeltest version 2.1.3
(https://code.google.com/p/jmodeltest2/), aplicando los criterios de informacion de
Akaike (AIC), Bayesiano (BIC), la teoria de decisiones (DT) y verosimilitudes (LH).

7.11. Construccion de arbol filogenético

La construccion del arbol filogenético se realizdé con el programa MEGAG version 6.0
(http://www.megasoftware.net/mega.php), utilizando el método UPGMA (método de
promedios aritméticos no ponderados) y se validé con el método de bootstrap

(remuestreo con reemplazamiento) con 1000 repeticiones.
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8. Resultados

8.1. Extraccion de DNA

De acuerdo con la determinacion espectrofotométrica, los DNAs extraidos de los 95
aislados ambientales de Aspergillus spp. se obtuvieron en un rango de concentracién de
8-132 ng/pL, con una pureza adecuada para su utilizacion en ensayos de PCR, como se

muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Determinacién espectrofotométrica de la concentracion y calidad de los DNAs

obtenidos de los aislados ambientales de Aspergillus spp.

Muestra Concentracion | A260/A280 | Muestra Concentraciéon A260/A280
de DNA (ng/uL) de DNA (ng/uL)
385B 54.74 1.75 373C 12.70 1.90
B18 96.01 1.87 312B 18.28 2.56
B11 20.96 2.21 314A 64.64 2.27
B23 55.91 1.62 387A 59.99 1.52
B43 9.46 2.07 412A 71.03 1.84
392A 13.97 1.92 395A 23.79 2.11
B21 15.56 1.95 50C 12.08 1.75
100A 9.77 2.31 264A 38.92 1.85
435A 8.56 1.96 140A 88.51 2.14
270B 77.50 2.23 B25 70.52 1.93
B4 9.21 1.80 312A 76.05 1.67
262A 67.70 1.91 250A 27.36 1.32
394A 34.07 2.04 B49 11.52 1.99
B2o 9.16 1.85 87B 66.34 2.78
B27 78.44 2.45 257C 33.81 1.56
B13 38.23 1.24 176A 55.85 2.10
146A 75.79 2.16 9A 132.05 2.07
88C 29.77 2.12 222A 4572 1.60
373A 11.14 1.43 A28 100.57 1.45
B34 12.61 2.24 281C 31.98 1.76
B39 76.44 1.87 284B 60.24 2.34
Bs52 63.46 1.66 217A 88.86 1.59
55D 33.29 1.78 243A 19.75 2.17
B12 16.03 2.09 103B 21.38 1.68
360B 74.33 2.12 220A 54.96 1.89
316A 62.59 2.23 314B 31.80 2.23
55C 5454 1.70 A13 61.35 2.34
323C 11.95 1.85 166A 87.71 1.56
57B 45.20 1.59 381D 27.99 1.72
370B 98.72 1.77 A26 35.20 2.55
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Muestra Concentracion | A260/A280 | Muestra | Concentracion A260/A280
de DNA (ng/uL) de DNA (ng/uL)
314C 66.87 2.23 312A 87.20 1.79
B5 18.79 1.92 219A 109.99 2.06
444D 56.88 1.54 31E 8.98 1.87
B17y 13.93 1.67 Az25 42.73 1.89
369B 75.76 1.87 307A 94.51 1.76
233A 83.19 2.02 2A 98.51 1.70
A36 64.72 1.89 88C 28.18 1.97
A35 29.50 2.21 A39 110.10 2.08
A10 84.94 1.86 335B 26.14 1.76
235A 42.02 1.62 202B 76.26 2.10
24C 41.75 1.53 Agq0 9.52 1.74
87A 11.98 2.43 A15 45.67 1.89
27D 34.27 1.98 202A 28.05 1.42
24D 21.89 1.63 237C 80.36 2.27
A38 106.99 1.78 343B 88.91 1.34
24B 79.35 2.32 237B 22.30 2.20
127D 32.26 1.56 283A 42.60 1.43
A17 57.07 2.40

A260/A280: Cociente de lecturas de absorbancia a 260 y 280 nm para determinar la pureza de DNA

El andlisis electroforético permitié comprobar que los DNAs se obtuvieron integros
(no degradados) y libres de proteinas y RNA, ya que solo se observa una banda
correspondiente a DNA (figura 2). Ademas, las concentraciones determinadas por

espectrofotometria y electroforesis coincidieron en todos los DNAs analizados.

fago A
10 20 30 50 100 B18 435A B4 B42 B12 392A B49 B20 B21 100Ang/uL

10 20 30 30 100 314B B11 395A 373A S50C 323C 218A A40 87Ang/pL

SPP.
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8.2. Estandarizacion de las condiciones de reaccion para la amplificacion

de las secuencias parciales del gen CaM

De acuerdo con los resultados obtenidos, se determiné que las condiciones adecuadas
para la amplificacion de las secuencias parciales del gen CaM eran: dNTPs 200 pM,
oligonucleotidos 25 pmol y MgCl> 1.5 mM, utilizando 1 U Taq polimerasa (figuras 3-
7).

M 10 20 10 20 10 20 ng/pL N
B20 B20 B23 B23 435A 435A

500 pb =———3

Figura 3. Curva de DNA para la amplificacion de la secuencia parcial del gen CaM.
La amplificacion éptima del fragmento de 500 pb se observé con 20 ng/uL. de DNA.

M 200 100 50 25 15 pmol
B20 B20 B20 B20 B20

500pb =——>

Figura 4. Curva de oligonucle6tidos cmd5 y cmd6. La amplificacion del fragmento
de 500 pb fue éptima con 25 pmol de cada oligonucleétido.

26



M 200 150 100 50pM N

500ph = "l/q |

Figura 5.Curva de dNTPs para la amplificacion de la secuencia E)arcial del gen CaM.
La amplificacion éptima del amplicén de 500 pb se observé con 200 uM de dNTPs.

e
Figura 6.Curva de MgCl, para la amplificacion de la secuencia parcial del gen CaM.
La amplificacion de la banda de 500 pb fue 6ptima con 1.5 mM de MgCl,.
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55°C 57:C 58*C 59°C
M N B4B20425A M N B4 B204385A M N B4 B20435A M N B4 B20425A

Figura 7. Curva de temperatura de alineamiento para la amplificacion de la
secuencia parcial del gen CaM, utilizando tres DNAs de Aspergillus spp. La
temperatura optima fue 58°C.

Cabe mencionar que cuando se procedié a amplificar los 95 DNAs de Aspergillus
spp., utilizando las condiciones de reaccion determinadas, no se logré la
amplificacion adecuada de todos los DNAs (figura 8). Por lo que con el fin de obtener
una mayor eficacia en la amplificacion, se cambid la Taqg polimerasa (Fermentas,
Inc.) por la AmpliTag Gold (Applied Biosystems, USA), asimismo, el volumen final de
reaccion se aument6é a 50 pL, pero aun con las modificaciones realizadas no se
obtuvieron resultados satisfactorios, ya que se observaron bandas inespecificas
(figura 9). Finalmente, se probaron nuevas condiciones de amplificacion, con base en
lo descrito por Rivera y Seifert (52), que consistieron en: 0.08 uM de cada
oligonucleétido cmd5 y cmd6, dNTPs 0.1 uM, 0.5 U de Taqg polimerasa y 10 ng de
DNA, en un volumen final de 10 uL por reaccion (figura 10). El programa de
amplificacion fue el siguiente: un ciclo de 3 min a 94°C seguido de 42 ciclos de 94°C
60 s, 30 s a 62°C, 90 s a 72°C y un ciclo de extension final de 10 min a 72°C. No
obstante, la reproducibilidad de la amplificacion con estas condiciones no resultd
adecuada para los 95 DNAs de los aislados estudiados, unicamente en 48 DNAs se
logro6 obtener el amplicén esperado de 500 pb.
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M N B20 B5 B52 B43 B3°

500phb =——d>

Figura 8. Amplificacion de DNAs de Aspergillus spp., utilizando las condiciones
determinadas como 6ptimas durante las curvas de concentracion de reactivos.

M N B39 BS 87B B52 B43

500pb —>

Figura 9. Amplificacion de la secuencia parcial del gen CaM en diferentes DNAs de
Aspergillus spp., utilizando AmpliTag Gold.
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M N B20 B20 B20 B39 B3S B3°

500pb

Figura 10. Amplificacion la secuencia parcial del gen CaM en dos DNAs de Aspergillus
spp., utilizando las condiciones descritas por Riveray Seifert (2011).

8.3. Estandarizacion de las condiciones de reaccion para la amplificacion

de las secuencias parciales del gen CSP

De acuerdo con los resultados obtenidos de las curvas de concentracion de reactivos, se
determiné que las condiciones 6ptimas para la amplificacién de la secuencia parcial del
gen CSP fueron: oligonucleétidos 100 pmol, MgCl> 2.0 mM, DNA 20 ng, dNTPs 200 uM
y Taq polimerasa 1 U (figuras 11-13). Con estas condiciones se lograron amplificar los 27
DNAs de los aislados que, con base en su morfologia, habian sido tipificados como A.

fumigatus.

M N 20 10 30 30 ng/pl
B39 B39 B39 B3°

Figura 11. Curva de DNA para la amplificacién de la secuencia parcial del gen CSP de
un DNA de Aspergillus spp. La concentracién 6ptima de DNA fue de 20 ng/uL.
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Figura 12. Curva de MgCl, para la amplificacion de la secuencia parcial del gen CSP. La
concentracion adecuada fue de 2.0.

M N 10 23 S0 100 200 pmol

—

Figura 13. Curva de oligonucleétidos para la amplificacion de la secuencia parcial del
gen CSP. La concentracion adecuada de oligonucleétidos fue 100 pmol.

M B20 B20 B18 B18 A10 A10 B43 B43 B43 SA

Figura 14. Amplificacion de la secuencia parcial del gen CSP en diferentes aislados de
A. fumigatus.
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8.4. Secuencias de los productos de PCR

De los 48 amplicones obtenidos de diferentes aislados de Aspergillus spp.,
correspondientes a la region del gen CaM, solo se obtuvieron 11 secuencias. De éstas,
cuatro correspondieron a A. fumigatus y las otras 37 secuencias no mostraron
similitud cuando se compararon con las secuencias depositadas en el GenBank (figura

15), ademas en los electroferogramas los picos no estaban bien definidos (figura 16).

, BLAST®
Home  RecentResults ~Saved Strategies Help

NCBI/ ST/ blastn suite/ Formatting Results - 3STOPJCABO1R
Edit and Resubmit Save Search Strategies  # Formatting options & Download

Nucleotide Sequence (891 letters)

RID 3TOPJCABOIR (Expires on 10-15 09:56 am)

Query ID Icl|128125 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.30+ P Citatii

Query Length 891

‘ @ No significant similarity found. For reasons why,click here

Figura 15. Andlisis BLAST en el que se observa que la secuencia del aislado A39 no
mostré similitud con la base de datos.
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Figura 16. Electroferograma de la secuencia parcial del gen CaM del aislado A39 con el
programa Chromas Lite 2.1.1.
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Respecto al gen CSP, se obtuvieron adecuadamente las secuencias parciales
correspondientes a los 27 aislados de A. fumigatus.

8.5. Edicion y analisis de secuencias

En la figura 17 se muestra una secuencia parcial del gen CSP del aislado B20 no editada
(arriba) y la secuencia editada (abajo). La edicion se realizo en las 27 secuencias de A.
fumigatus, utilizando el programa BioEdit Sequence Aligment Editor. Posteriormente
se realiz6 el alineamiento con BLAST, en donde se observaron parametros de similitud
superiores a 75%, valores de expectacion menores a cero, valores de identidad
superiores a 89% , con lo que se confirmé que las secuencias correspondian al gen CSP
de A. fumigatus.(Tabla 6).

il i ef
10 20 30 40 30 60 73 ~ -
AATWMWTGHMCY SCRARMARGRTHCTYNYGCY GAWRSHWCTCTTACCTTCTGCATGGAGGACACTGACATTGCGGTARTAGGGTC

llllllllllllll[llllllllll'lllllllllll"|llllIllllll'll,l‘lll‘ll’lllllIlllllll'l'lllll

10 20 30 40 30 60 70 80 =
ARTTCATGAACCGGGAGAAAGATACTTCTGCCGATTGTACTCTTACCTTCTGCATGGAGGACACTGACATTGCGGTAATAGGGTCA

Figura 17. Edicion de secuencias parciales del gen CSP del aislado B20 realizada con el
programa Bioedit. Arriba se muestra la secuencia sin editar y abajo la secuencia editada.
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Tabla 6. Resultados de paramétros de BLAST de los aislados del HIM y del CV.

Aislado Gen Parametros del Resultados Aislado Gen | Parametros del | Resultados
analisis BLAST analisis BLAST
Similitud 83% Similitud 76%
385B (0 4 Expectacion 4E-148 373C CSpP Expectacion 5E-122
HIM Identidad 92% HIM Identidad 98%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
Similitud 82% Similitud 77%
B18 HIM csp Expectacion 3E-144 312B csp Expectacion 1E-158
Identidad 93% HIM Identidad 94%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
Similitud 83% Similitud 76%
B11HIM csp Expectacion 6E-161 314A csp Expectacion 5E-122
Identidad 94% HIM Identidad 98%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
Similitud 80% Similitud 77%
B23 HIM csp Expectacion 2E-90 233ACV | CSP Expectacion 0.0
Identidad 99% Identidad 97%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
Similitud 83% Similitud 81%
B43 HIM csp Expectacion 3E-158 A36 CV CcSsp Expectacion 4E-158
Identidad 94% Identidad 94%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
Similitud 81% Similitud 81%
392A Ccsp Expectacion 2E-90 A35CV csp Expectacion 3E-159
HIM Identidad 99% Identidad 94%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
Similitud 83% Similitud 77%
B21 HIM csp Expectacion 4E-147 AlO CV csp Expectacion 1E-158
Identidad 94% Identidad 94%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
Similitud 76% Similitud 7%
100A csp Expectacion 3E-159 235ACV | CSsp Expectacion 1E-158
HIM Identidad 94% Identidad 94%
Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus
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Lt 1P
Lt CSP | Expectacion | 0.0 |

Especie A. fumigatus Especie A. fumigatus

Similitud 81% Similitud 81%

CSmiwd | e |
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8.6. Determinacion de genotipo CSP

En las secuencias parciales del gen CSP de los aislados de A. fumigatus estudiados, se
encontraron 7 de las 10 repeticiones de 12 pb, también se encontré una incidencia de
genotipos de 48.17% correspondiente a tO4A, 14.81% a t10, 11.11% a t03, 11.11% a tO1,
7.40% a t02, y 7.40% a dos genotipos que no han sido reportados en estudios previos
(37).

Tabla 7. Secuencia de los 10 tipos de repeticiones en tandem de 12 pb y genotipos de CSP

encontrados en los aislados ambientales de A. fumigatus.

.Tipo de Secuencia Aislado Sucesion de repeticion en Tipo de CSP
repeticion | encontrada tandem
01-x-03-04-05-03-x-06-03
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-01-01-05-03-01-06-03-07
01-01-01-05-03-01-06-03-07
03-04-x-03-x-x-03
01-02-03-04-06-03-07
01-01-01-01-05-03-01-06-03-07
01-01-01-01-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-01-01-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-01-01-05-03-01-06-03-07
01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07
01-01-01-01-05-03-01-06-03-07
01-02-03-04-05-03-01-06-03-07

x: tipo de repeticion no reportada
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8.7. Alineamiento multiple

De los seis alineamientos multiples evaluados con el programa GeneDoc el mejor fue el
obtenido con el programa Multalin (tabla 8), como se observa en la figura 18, donde las
regiones conservadas son las que presentan uniformidad de color en las filas del
alineamiento, asi mismo, se encontraron diferentes mutaciones, deleciones e
inserciones (tabla 9). Posteriormente este alineamiento se utilizd para realizar la

construccién del arbol filogenético.

Tabla 8. Comparacion de los alineamientos multiples realizados con seis programas.

VALOR PROMEDIO
ASIGNADO |[ENTROPIA | ASIGNADO DE

VALORES
ASIGNADOS

3393391 10 1711031 5.49 15.49
IV N 2142964 6.31 1432161 4.61 10.92
2002342 5.90 844114 0.84 6.74
2003725 5.91 814230 0.51 6.41
2001194 5.89 790595 0.22 6.11
2010740 5.92 773270 10 *15.92
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. 100A_651_Weight: 0.99.
. 262k 650 Weight: 0.99.
. 394R 648 Weight: 0.99.
. 257C_648_Weight: 0.99.
. 312B_646 Weight: 0.99.
. B35 647 Weight: 0.99.
. B21 645 Weight: 0.99.
. 176R 661 Weight: 0.98.

. 233R_662_eight:_0.96.
2350 647 Weighs:_0.99.
228651 Weight:_0.98.
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4351 635 Weighs: 1.02.
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Figura 18. Representacion del mejor alineamiento multiple de las secuencias parciales del gen CSP de A. fumigatus,
obtenido con Multalin y visualizado con el programa MEGA 6.
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Tabla 9. Variaciones genéticas encontradas con el alineamiento multiple de las secuencias
parciales del gen CSP.

Aislado Mutacion Insercion Delecion
A — T posicion 685
A—G posicién 489, C— T 493, A—C
494, A—T 495, A—G 496, A—T 497,
A—-T 507, A—~G 508
A—T posicién 507, =A—G posicion
508
A—G posicién 489, C—T 493, A—~C
494, A—T 495, A—G 496, A—T 497,
A—T 507, A—G 508
G—A posicion 179,

posicién 489-500

posicion 248

A—T posiciéon 507, A—G posicion
508, A—T posicion 685
A—G posicion 489, C—T posicion
493, A—C posicion 494, A—T
posicién 495, A—G posicion 496,
A—T posicion 497, A—T posicion
507, A—G posicion 508
C—G posicion 1, A—C posicion 2

posicion 489, 666

posicién 489-500
posiciéon 52

C—T posicion 62
G—A posicion 27
G—T posicion 51
A—C posicion 175

posicién 586, 632

C—A posicion 13, C—T posicion
62,G—A posicion 528, T—A
posicién 548, G—A posicion 549
G—A posicion 528, T—Aen
posicién 548, G—A posicion 549
A—C posicién 2,G—A posicion 528

posicion 489 -527

posicion 489 -527

posicion 489 -527
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G—A posicion 27, C—T posicion
236, C—A posicion 515, C—T
posicién 547, T—G posicién 548,
C—T posicion 640, T—A posicion
641, C—T posicion 643, T—G
posiciéon 644

posicion
53

A-T posicién 685

C—G posicion 1, A—C posicién 2
C—G posicion 10, T—C posicién 3

A—C posicion 10, A—T posicién
685

A—T posicion 685
A—G posicién 489,

posicion
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C—T posicion 493, 661,662
A—C posicion 494,
A—T posicién 495,
A—G posicion 496,
A-T posicién 497,
G—C posicion 499,
A-T posicién 507,
A—G posicién 508,
G—C posicion 629,
C—A posicion 659
T—G posicion 88, T—A posicion Posicion
102 36, 84

HJM: Hospital Juarez de México
CV: Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana

* Secuencias que mostraron las mismas mutaciones

8.8. Selecciéon de modelo evolutivo

De acuerdo con los criterios de AIC, BIC, DT y LH determinados con el programa
jModeltest version 2.1.3, el mejor modelo evolutivo para la realizaciéon del arbol

filogenético fue JC (Jukes-Cantor).

8.9. Construccion del arbol filogenético

La construccién del arbol filogenético se realizé con el programa MEGAG6 version 6.0,
utilizando el alineamiento multiple de Multalin y el método de reconstruccion
filogenética UPGMA. El dendrograma muestra la formacion de cuatro grupos. El grupo
1 se formd con 24 aislados de los dos hospitales, 16 de los cuales se obtuvieron del
HJIM (B20, 100A, 435A, 262A, B11, 314A, 394A, 373C, B43, B21, 312B, B18, 385B,
392A, B23, B4) y ocho del CV (A36, 176A, 257C, 235A, 233A, Al0, A35, A28), en este
grupo también se integré la secuencia de A. fumigatus Af293, utilizada como control
en el analisis. Los grupos 2 (222A) y 3 (9A) fueron integrados por aislados obtenidos
del CV, mientras que el grupo 4 (270B) se formd con un aislado procedente del HIM.
El grupo externo (N. fischeri) permanecié fuera de estas agrupaciones. El arbol
filogenético se valid6 por el método de bootstrap, con valores de hasta 80% (figura 19).
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Figura 19. Arbol filogenético con base en el método UPGMA de 27 secuencias parciales del gen CSP de aislados ambientales de A. fumigatus
procedentes de dos hospitales de la Ciudad de México (HIM y CV). El grupo testigo fue A. fumigatus Af293 y el grupo externo N. fischeri. En
color verde se muestran los aislados del HIM, color morado los aislados del CV. Del lado derecho se sefialan los cuatro grupos encontrados.
Los nameros sobre las ramas corresponden a los valores porcentuales de bootstrap.
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9. Discusion

En los altimos afios se ha reportado un aumento en el nimero de casos de Al en
diferentes paises europeos (38), mientras que en México la informacidén sobre la
incidencia de esta micosis es escasa. Sin embargo, dado que en nuestro pais ha
incrementado la poblacidén susceptible a desarrollar la Al, es posible que la incidencia
de esta micosis aumente. Por lo que es necesario contar con herramientas que apoyen
en el disefio de medidas apropiadas, tales como la utilizacion de luz UV y filtros HEPA
para la prevencion y control de posibles brotes de Al nosocomial. Para estos fines, las
técnicas de tipificacion molecular son las mas adecuadas, ya que permiten conocer la
variabilidad o clonalidad entre diferentes aislados, y con ello identificar reservorios,
vias de transmision y dispersion de probables clonas multirresistentes en los centros
hospitalarios (24). Diferentes técnicas han sido empleadas en la tipificacion genotipica
de A. fumigatus, como RAPD, AFLP, RFLP, MLST, STR y tipificacion CSP (tabla 1). De
éstas, destaca la tipificacion CSP, propuesta por Hurst et al. (30), debido a que ha sido
evaluada por diferentes autores, quienes han reportado un alto poder discriminatorio
en aislados de A. fumigatus (6). Por lo que en este trabajo, se empleé la tipificacion
CSP para analizar 27 aislados ambientales de A. fumigatus, provenientes de dos
hospitales de la Ciudad de México.

Inicialmente, se pretendia confirmar molecularmente la identificacion de los 27
aislados, mediante la amplificacién y secuenciacién de una region parcial del gen CaM
(15). No obstante que esta region ha sido reportada como un buen marcador en
estudios de filogenia de Aspergillus spp. (29, 33), en los aislados procedentes de
Meéxico no se obtuvo una amplificacién adecuada, aun cuando se realizaron ensayos
con diferentes concentraciones de los componentes de la PCR para tratar de ajustar las
condiciones de reaccion. Estos hallazgos proporcionan evidencias de que los aislados
de Aspergillus spp. procedentes de México presentan alto nivel de variabilidad
genética con respecto a los de otros origenes geograficos. Esta variabilidad genética
entre aislados fungicos procedentes de diferentes regiones del mundo ha sido
reportada por Duarte-Escalante et al. (22), quienes analizaron los marcadores AFLP
obtenidos de aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus procedentes de diferentes
paises, y encontraron que los aislados estan altamente estructurados con respecto al

origen geogréfico y fuente de aislamiento. Esta variabilidad relacionada con el origen
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de los aislados también ha sido reportada en otros hongos. Por ejemplo, Carter, et al.
(16), utilizando marcadores SNP y un microsatélite, demostraron que existe una clara
diferenciacion genética entre los aislados del hongo Histoplasma capsulatum
procedentes de Norte América con los procedentes de Sudameérica, particularmente
Colombia. De ahi la importancia de obtener marcadores moleculares que puedan ser
aplicados en diferentes areas geograficas, de tal manera que se puedan comparar
resultados y obtener un conocimiento verdadero sobre la taxonomia de Aspergillus
spp.

Aunque que no se logro la identificacion genotipica de los 95 aislados involucrados en
este estudio, se procedio a la tipificacion CSP de los aislados caracterizados como A.
fumigatus con base en su fenotipo, ya que el gen CSP es especifico para este hongo (6,
30). Respecto a los genotipos CSP encontramos 5 que han sido reportados en la
literatura (t01, t02, t03, to4A, t10) y 2 que no habian sido reportados, lo que
demuestra una vez mas que la variabilidad de A. fumigatus esta relacionada con el
origen geografico, ya que los genotipos reportados en la literatura corresponden a
aislados de otros paises como Australia, China y Holanda. (37). El genotipo de mayor
incidencia entre los aislados estudiados fue el tO4A lo cual concuerda con otros
estudios en donde se han analizado aislados clinicos como ambientales (37). Las
secuencias parciales del gen CSP lograron ubicar a los 27 aislados de A. fumigatus, en
cuatro genotipos diferentes (grupos 1-4), cada genotipo estuvo representado por un
aislado, excepto el grupo 1, que se integré por 24 aislados precedentes de los dos
hospitales (16 del HIM y 8 del CV) y la secuencia de referencia de A. fumigatus Af293.
Estos aislados, a pesar de estar integrados en un solo grupo, presentaron genotipos
diferentes, debido a la presencia de mutaciones, deleciones e inserciones (tabla 10),
excepto los aislados 257C del HIM y A35 del CV, que mostraron un genotipo idéntico,
no obstante que proceden de distintos hospitales.

El dendrograma revela variabilidad genética entre los aislados ambientales de A.
Jfumigatus, obtenidos de dos hospitales ubicados a una distancia de 10.9 km entre
ellos. La existencia de variabilidad y de genotipos clonales de aislados procedentes de
las dos instituciones incluidos en un mismo grupo (grupo 1), puede deberse a la
dispersion del hongo a través de las corrientes de aire, ya que los conidios de A.

fumigatus tienen una alta capacidad de dispersién, aun con una minima perturbacion
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0 corriente de aire, gracias a su notable hidrofobicidad, y contenido de melanina en la
pared celular, la cual les confiere resistencia contra los rayos ultravioleta y favorece su
persistencia en el ambiente (13, 58). Cabe mencionar que aunque todas los conidios
producidos en las hifas aéreas o conidioéforos de Aspergillus spp. son hidrofobicos, el
grado varia de leve a altamente hidrofobica, lo cual afecta la eficiencia de la dispersion
del conidio. Los conidios de A. fumigatus son considerablemente mas hidrofobicos que
los de otras especies de Aspergillus, como A. nidulans, lo que explica que A. fumigatus
sea la especie mas prevalente tanto en ambientes intra como extramuros (10, 64).

La variabilidad genética encontrada entre los aislados estudiados concuerda con lo
reportado por otros autores (54, 17, 28), quienes asocian esta variabilidad a procesos
de recombinacion genética, ya que este hongo presenta una fase sexual (42), asi como a
mutaciones (51). Esta variabilidad encontrada entre los aislados ambientales de A.
fumigatus puede tener implicaciones relevantes en la clinica, ya que propicia el origen
de aislados con nuevos genotipos asociados a una mayor virulencia, una mayor
habilidad para evadir la respuesta inmune del hospedero e incluso al desarrollo de
diferentes manifestaciones clinicas, asi como resistencia a los antifungicos (16, 2).

No obstante que la tipificacibn CSP reveld la presencia de 4 grupos o genotipos
diferentes entre los aislados de A. fumigatus estudiados, el marcador tiene
limitaciones, ya que no logro discriminar entre los aislados del grupo 1, ya que todos
poseen diferentes genotipos, excepto los aislados 257C y A35 del CV. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Balajee et al. (7), quienes explican que esto se debe a
eventos de microvariacion asociados a la inestabilidad de los microsatélites la cual
puede ocurrir debido a la polimerasa y al deslizamiento de la hebra durante la
replicacion (7). Por lo que la aplicacion de este método de tipificacion para discriminar
entre aislados clinicos y ambientales de A. fumigatus en brotes nosocomiales debe ser
interpretada cuidadosamente.
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10. Conclusiones

Se logro tipificar los aislados de A. fumigatus recuperados del ambiente de dos
hospitales de la Ciudad de México, con base en las secuencias parciales del gen CSP. Se
encontré que solo dos aislados presentaron clonalidad y el resto de los aislados
presentaron gran variabilidad genética. Se encontraron 7 genotipos CSP dos de los

cuales no habian sido reportados anteriormente.

11. Perspectivas

A partir del estudio y discusiones presentados en este trabajo, las perspectivas se
orientan principalmente, en el caso del gen de CaM, al redisefio de los oligonucleotidos
y respecto al gen CSP, a su implementacion para el andlisis de brotes de aspergilosis

nosocomial en México, ya que este tipo de estudios son escasos en nuestro pais.
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12. Glosario

AFLP (Amplified fragment length polymorphism): Esta técnica se basa en la
amplificacion selectiva por PCR de fragmentos de restriccion de un digerido total de
DNA genomico. La técnica consiste en tres etapas: 1. restriccion del DNA y ligacion de
adaptadores de oligonucleotidos, 2. la amplificacion selectiva de los conjuntos de
fragmentos de restriccion, y 3. analisis en gel de los fragmentos amplificados. La
amplificacion por PCR de fragmentos de restriccion se logra mediante el uso de la
secuencia del sitio de restriccion-adaptador y como sitios diana para la hibridacion del
oligonucledtido. La amplificacion selectiva se logra mediante el uso de oligonucle6tidos
que se extienden dentro de los fragmentos de restriccion, amplificando s6lo aquellos
fragmentos en los que las extensiones del oligonucleétido coinciden con los
nucledtidos que flanquean los sitios de restriccion.

AIC (Akaike Information Criterion): Criterio de informacion para la seleccion de
modelo evolutivo. Compara simultaneamente todos los modelos en competicion y
permite seleccionar modelos. Constituye un estimado formal de la divergencia, entre el
modelo verdadero y el que se somete a prueba. Puede ser interpretado como un
estimado de la probabilidad con un factor de correccién para penalizar los modelos
gue tienen demasiados paradmetros.

BIC (Bayesian information criterion): Criterio de informacion para la seleccion de
modelo evolutivo, se basa en la verosimilitud integrada en la teoria bayesiana, ademas
compara simultdneamente todos los modelos en competicion y permite seleccionar
modelos, pero comparado con AIC penaliza los modelos complejos de manera mas
fuerte.

IEA (Isoenzime analysis): El andlisis de isoenzimas o MLEE (multi locus enzime
electrophoresis) podria definirse como un método genético indirecto, que analiza la
movilidad electroforética de un nimero concreto (generalmente entre 15 y 20) de
enzimas metabdlicas en geles de almidon o poliacrilamida. Las variaciones observadas
en estas movilidades corresponden con variaciones en el locus o gen codificante de
cada enzima. Por lo tanto, cada variante se define como "variante alélica” y los
diferentes alelos de cada uno de los genes conforman el perfil alélico que a su vez
define el tipo electroforético.

IGS (Intergenic spacer regions): Son regiones especificas del genoma, muy utiles para
la realizacion de analisis molecular. Las copias adyacentes de la unidad repetitiva
DNAr se encuentran separadas por la region IGS, la cual generalmente es mas variable
gue la ITS y contiene a menudo elementos subrepetitivos, los cuales se piensa que
funcionan como aumentadores de la transcripcion.

JC (Jukes-Cantor): ElI modelo de evolucion de nucledtidos mas sencillo es el conocido
como Jukes-Cantor y asume que cualquier cambio entre nucleotidos tiene la misma
probabilidad de ocurrir y que las frecuencias de los cuatro nucle6tidos son iguales.
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LH (Verosimilitud): Bajo el enfoque probabilistico de verosimilitud, se examina la
probabilidad de que el arbol obtenido explique los datos observados.

MLP (Microsatellite length polymorphism): EI analisis MLP consiste en la
amplificacion por PCR de aislados que contienen secuencias microsatélites utilizando
oligonucleétidos especificos y el dimensionamiento preciso de los productos de PCR
con un secuenciador automatico. Una sola diferencia de tamafo entre los loci de
microsatélites conduce a un genotipo diferente. Tiene la capacidad para detectar
mezclas de aislados.

MLST (Multilocus sequence typing): Mide directamente las variaciones de la
secuencia de DNA en un conjunto de genes seleccionados y caracteriza cepas por sus
perfiles alélicos Unicos. El principio de MLST es simple: la técnica consiste en la
amplificacion por PCR seguida de secuenciacion de DNA. Este método permite la
identificacion de grupos de microorganismos con genotipos idénticos (clones) o
altamente relacionados (lineas clonales). Esto permite identificar todas las
variaciones, no so6lo aquellas que produzcan un cambio en la movilidad
electroforética de la enzima codificante.

Modelos evolutivos: Son descripciones matematicas de la evolucion de las
secuencias y constituyen el engranaje que nos permite conectar los datos
(alineamientos) con los métodos de reconstruccion filogenética. En funcion de lo que
consideremos la unidad de evolucion, existen modelos para nucleétidos, aminoéacidos
0 codones.

MSP (Microsatellite polymorphism): Existen en el DNA numerosas regiones donde
se encuentran secuencias repetidas (microsatélites), las cuales se pueden identificar
utilizando iniciadores de PCR que hibridan secuencias Unicas que flanquean los
microsatélites. Estos polimorfismo difieren en el niUmero de repeticiones; cada sitio
en un cromosoma que contenga repeticiones tiene un namero diferente de copias de
las repeticiones en la poblaciéon. Estos polimorfismos son codominantes.

PMM (Polymorphic microsatellite markers): Se basa en la PCR, los cebadores que
flanquean estas repeticiones (CA) se diseflan para amplificar cada locus. Un cebador
de cada par se marca con un fluoréforo, y los productos de PCR se analizan con un
secuenciador automatico y software. A cada banda se le asigna un alelo, esto cuando
el organismo es haploide.

RAMS (Random amplified microsatellites): Los RAMS se basan en la PCR, el
meétodo es altamente reproducible y permite la deteccion de polimorfismo en el DNA
intra e interespecifico. Los fragmentos de DNA amplificados en la reaccion estan
compuestos de dos microsatélites suficientemente cercanos para amplificar por PCR
el area entre ellos. Este método utiliza un solo oligonucle6tido de secuencia
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arbitraria, por lo cual la secuencia blanco también es desconocida; difiere de los
RAPD porque estos tienen menor tamano del oligonucledtido que los RAMS. Al igual
gue los RAPD, los RAMS detectan un solo alelo por locus.

RAPD (Random amplified polymorphic DNA): Este método consiste en usar varios
oligonucléotidos de secuencia arbitraria, para realizar reacciones de PCR
independientes. Las muestras se analizan por electroforesis buscando aquellas que
presenten patrones reproducibles de bandas bien definidas y distintivas.

REA (Restriction endonuclease analysis): Este método implica la comparacion de la
cantidad y el tamafio de fragmento producido por la digestién del DNA cromosémico
con una endonucleasa de restriccion que corta el DNA en una posicion constante
dentro de un sitio de reconocimiento especifico, por lo general compuesta de 4 a 6pb.
Debido a la alta especificidad de la endonucleasa de restriccion se obtiene un conjunto
de fragmentos. La separacion de los fragmentos es por electroforesis.

RFLP (Restriction fragment length polymorphism): Es un método que detecta
polimorfismos en la molécula de DNA, detectables mediante variaciones en los
fragmentos de restriccion generados por el tratamiento con enzimas de restriccion.

SSDP (Sequence specific DNA primer): Es un método de tipificacién que utiliza PCR
desarrollado a partir de RAPD y utilizando oligonucleétidos especificos. Este método
utiliza PCR a una mayor rigurosidad, evitando asi el inconveniente de la falta de
reproducibilidad del método RAPD. Este método se ha utilizado siempre y validado
para la investigacion de la diversidad genética de A. fumigatus.

STR (Short tandem repeat): Son regiones de secuencias repetidas (conocidas también
como microsatélites) que estan distribuidas a lo largo del genoma. Dichas regiones
repetidas presentan un alto nivel de polimorfismo, aunque estan bordeadas por
secuencias altamente conservadas a nivel de especie. Como consecuencia de esta
caracteristica, dichas secuencias pueden ser amplificadas por PCR usando
oligonucleétidos especificos. Los marcadores de este tipo son usados para identificar
polimorfismos entre genotipos, pues permiten la deteccidn (de la presencia o ausencia)
de alelos especificos.

Southern blot: Es un método de hibridacion en donde se extrae el DNA, se aisla 'y se
corta con una enzima de restriccion. Los fragmentos se ordenan por tamafio en un gel
de agarosa en un campo eléctrico. Los fragmentos mas pequefios migran mas rapido
del catodo al anodo; los fragmentos mas grandes migran mas lento. Luego los
fragmentos contenidos en el gel se transfieren a una membrana de nitrocelulosa o de
nylon, donde el DNA se desnaturaliza con alcali y se fija a la membrana mediante
calentamiento o UV, la muestra se incuba con una sonda de DNA de cadena simple, la
sonda hibrida solo con el fragmento complementario buscado y no con otros.
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