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Resumen

La aspergilosis es un grupo de enfermedades causadas por varias especies de Aspergillus,
y afecta principalmente a pacientes inmunocomprometidos. Entre las especies mas
relevantes estan A. fumigatus, A. flavus, A. terreus y A. niger; no obstante, se han reportado
especies cripticas que presentan una susceptibilidad diferente a los antifungicos, porlo que
es necesario el diagndstico temprano y confiable para su tratamiento adecuado. Como los
métodos fenotipicos y genotipicos que se siguen para la identificacién de las especies
presentan limitaciones, el objetivo de esta investigacion fue seleccionar patrones
polimorficos a través de un analisis cualitativo y cuantitativo para diferenciar las especies
A. flavus, A fumigatus, A. niger y A. tubingensis mediante la técnica de amplificacion
aleatoria de DNA polimorfico por reaccion en cadena de la polimerasa (RAPD-PCR). Los
aislados de Aspergillus incluidos en este estudio fueron tipificados por métodos fenotipicos
(macro y micromorfologia) y genotipicos (secuenciacién parcial del gen BenA). Después,
para el analisis cualitativo, se obtuvieron los patrones polimérficos de 34 oligonucledtidos y
se seleccionaron los patrones especie-especificos para discriminar a cada especie. Para el
analisis cuantitativo, a partir de una base de datos de los patrones polimoérficos se
construyeron modelos de regresion logistica y se evalud el modelo que presentd el mayor
valor de sensibilidad contra especificidad a través de las curvas ROC (caracteristicas
operativas del receptor). La seleccién cualitativa mostré que los oligonucleétidos OPA-19,
P54 y 1253 discriminan las diferentes especies utilizadas en el presente estudio. El analisis
cuantitativo, con base en el analisis de regresion logistica obtuvo una correlacién especie-
especifica de sensibilidad y especificidad mayores al 90% para los oligonucleétidos: OPC-
06 con el 96.32% para A. flavus, OPF-01 con el 100% para identificar a A. fumigatus, OPG-
13 con el 98.01% para A. tubingensis y OPF-07 con 99.71% para A. niger. El oligonucleétido
OPF-01, discriminé todas las especies, asi como especies estrechamente relacionadas.
Los resultados del andlisis cuantitativo con los oligonucleétidos seleccionados permiten
discriminar entre especies por lo que es evidente su utilidad para tipificar especies con

relevancia médica del género Aspergillus permitiendo un diagndstico oportuno y preciso.



Abstract

Aspergillosis is a group of diseases caused by various species of Aspergillus, and mainly
affects immunocompromised patients. Among the most relevant species are A. fumigatus,
A. flavus, A. terreus and A. niger; however, cryptic species have been reported that have a
different susceptibility to antifungals, so early and reliable diagnosis is necessary for
adequate treatment. As the phenotypic and genotypic methods that are followed for the
identification of species have limitations, the objective of this research was to select
polymorphic patterns through a qualitative and quantitative analysis to differentiate the
species A. flavus, A fumigatus, A. niger and A. tubingensis by random amplification of
polymorphic DNA polymerase chain reaction (RAPD-PCR). The Aspergillus isolates
included in this study were typified by phenotypic (macro and micromorphology) and
genotypic methods (partial sequencing of the BenA gene). Then, for the qualitative analysis,
the polymorphic patterns of 34 oligonucleotides were obtained and the species-specific
patterns were selected to discriminate each species. For the quantitative analysis, from a
database of polymorphic patterns, logistic regression models were built and the model that
presented the highest value of sensitivity against specificity was evaluated through the ROC
(receiver operating characteristics) curves. The qualitative selection showed that the
oligonucleotides OPA-19, P54 and 1253 discriminate the different species used in the
present study. The quantitative analysis, based on the logistic regression analysis, obtained
a species-specific correlation of sensitivity and specificity greater than 90% for the
oligonucleotides: OPC-06 with 96.32% for A. flavus, OPF-01 with 100% for identify A.
fumigatus, OPG-13 with 98.01% for A. tubingensis and OPF-07 with 99.71% for A. niger.
Oligonucleotide OPF-01 discriminated all species as well as closely related species. The
results of the quantitative analysis with the selected oligonucleotides make it possible to
discriminate between species, which is why its usefulness for typifying species of medical

relevance of the Aspergillus genus is evident, allowing an opportune and precise diagnosis.



1. Introduccién
Género Aspergillus

1.1 Caracteristicas y clasificacion taxonémica del género Aspergillus
El Bidlogo ltaliano Pier Micheli catalogé a Aspergillus; posteriormente Haller (1968) valido

el género y Fries (1832) confirmdé el nombre genérico. El género Aspergillus, pertenece al
orden Eurotiales (clase Eurotiomycetes), incluye mas de 400 especies y, a mas de 40
especies se les atribuyen infecciones oportunistas en el humano, aunque algunas de ellas

solo infectan ocasionalmente (Sklenar et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion del género Aspergillus que incluye subgéneros y secciones de las

especies (Tomado de: Gautier et al., 2016).



La identificacion de Aspergillus se realiza tradicionalmente con base en sus caracteristicas
morfoloégicas como el tamafio y la disposicion de las cabezas aspergilares, el color de los
conidios, la tasa de crecimiento en diferentes medios y sus caracteristicas fisioldgicas
(Samson et al., 2014) (Figura 2). De acuerdo con estas caracteristicas, Raper y Fennell
(1965) dividieron al género Aspergillus en 18 grupos. La clasificacidon en grupos no tenia
ningun estatus en la nomenclatura y por lo tanto Gams et al. (1985) introdujeron el nivel de
subgéneros y secciones en Aspergillus. Estos estudios mostraron que los grupos de Raper
y Fennell (1965), con base en las caracteristicas fenotipicas, coinciden en gran parte con
las clasificaciones actuales. Peterson (2008) acept6 cinco subgéneros y 16 secciones en

Aspergillus.

N
VESICULA

"~ CONIDIOFORO

Figura 2. Morfologia microscépica del aparato conidial caracteristico del género Aspergillus
(izquierda). Aparato conidial de A. niger (derecha).

Por otro lado, Houbraken et al. (2014) propusieron cuatro subgéneros (Aspergillus,
Circumdati, Fumigati y Nidulantes) y 20 secciones. Posteriormente, el género Aspergillus

fue subdividido en 8 subgéneros y 22 secciones (Samson y Varga, 2009) con 620 especies,

de acuerdo con el Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/), o 577 especies en
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MycoBank (http://www.mycobank.org/); donde los taxones anamoérficos asexuales de este
grupo de hongos comprenden 12 géneros sexuales o teleomoérficos. Esto significa, que
muchas especies de Aspergillus tienen dos nombres, uno para el anamorfo y otro para el

teleomorfo (Figura 3).

*Ciclo de vida de Aspergillus fumigatus / Neosartorya fumigata
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Figura 3. Ciclo de vida de Aspergillus fumigatus (anamorfo)/Neosartorya fumigata
(teleomorfo). (1) Fase anamorfica del hongo. (2) Germinacion de los microconidios. (3)
Formaciéon de una hifa ascégena de caracter dicaridtico como consecuencia de la
reproduccion sexual. (4) La fase teleomorfica del hongo se caracteriza por la produccion de
esporas llamadas ascosporas. (5) Cuando se presentan las condiciones adecuadas los

cleistotecios eclosionan. (6) Las ascas se rompen y liberan las ascosporas.

El descubrimiento de un estado sexual en las especies del género Aspergillus fue precedido
por la identificacion de genes de tipo apareamiento (MAT) dentro de la especie; ademas
estos genes actuan como marcadores clave de la identidad sexual en hongos ascomicetes

filamentosos (Debuchy et al., 2010). Aspergillus fumigatus fue la primera especie a la que
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se le encontré una fase sexual (O’Gorman et al., 2009); los autores lograron reproducir en
el laboratorio el ciclo sexual completo de esta especie, observando la produccion de
cleistotecios y ascosporas. Con base en sus relaciones filogenéticas y en la morfologia de
sus estructuras sexuales, el teleomorfo de A. fumigatus ha sido asignado al género
Neosartorya (Phylum Ascomycota, Orden Eurotiales Familia Trichocomaceae [Index
Fungorum]) y denominado N. fumigata (O'Gorman et al., 2009). Posteriormente, se
describié la fase sexual en A. lentulus y A. niger (Swilaiman et al., 2013). Estas son especies
heterotalicas ya que una sola cepa, no es capaz de desarrollar en cultivo los cuerpos
fructiferos correspondientes al teleomorfo, por lo que se necesitan dos cepas diferentes

compatibles para que lo formen (Swilaiman et al., 2013).

Taxonomia del género Aspergillus
Aspergillus P. Micheli ex Haller, descripcion modificada

Tipo genérico: Aspergillus glaucus (L.)

La morfologia del género Aspergillus presenta micelio vegetativo hialino a muy pigmentado.
Los conidiéforos (aspergillum) consisten en células basales de paredes gruesas (células
pie) que producen tallos, no ramificados, que terminan en el apice inflado (vesicula) que
puede ser globosa, elipsoidal o en forma de clava; los conidiéforos en algunas especies
pueden ser septados, carecen de una célula soporte, carecen de una vena o consisten en
células conidiégenas individuales con uno o varios loci. Las células conidiégenas fialidicas
producen cadenas conidiales secas que se transforman directamente en la vesicula
cubierta parcialmente o en su totalidad por una empalizada de fialides (uniseriada) o con
una capa inferior basal de células de soporte llamadas métulas, las que soportan un
pequefio numero compacto de fidlides (biseriada); en algunas especies, que parecen ser
anélidicas o polifidlidicas. Los conidios varian mucho en color, tamafio, forma y
ornamentacion. Algunas especies presentan cleistotecios con diversas estructuras, en su
mayoria con una pared delgada de ascoma que consiste en una sola capa de redes de
hifas, a veces cubiertas por capas de células de Hiille o de tipo esclerocio. Presencia de
ascos globosos que generalmente contienen ocho ascosporas. Las ascosporas a menudo
son lenticulares, hialinas o de color, que varian en tamafio, forma y ornamentacion. Las
estructuras de esclerocios que varian en color, tamafio y forma, consisten en células de
paredes gruesas. Las células de Hille a veces cubren el cleistotecio o se producen en
masas compactas en el micelio, que varian en forma y tamano, pero principalmente son de

paredes gruesas y hialinas (Samson et al., 2014).

-6-



1.2 Aspergilosis humana

Dentro de los hongos descritos como patdégenos para el humano, actualmente existen 45
especies de Aspergillus (divididos en 6 subgéneros y 12 secciones) (De Hoog et al., 2011).
Sin embargo, el numero de especies de hongos clinicamente relevantes ha ido en constante
aumento en los ultimos afios y es probable que aumente aun mas en el futuro.

Los hongos del género Aspergillus se encuentran entre los géneros mayormente reportados
como principales alérgenos junto con hongos de los géneros Alternaria, Cladosporium y
Penicillium. Estos hongos se multiplican rapidamente sobre materia vegetal almacenada o
en descomposicion, de interés agroalimentario (cereales, frutas, semillas, etc.), y en un
amplio rango de temperatura, humedad y aerobiosis, contaminando asi muchos sustratos
(Perrone et al., 2007). Algunas de sus especies son fitopatdgenas, destacando A. niger,
quien produce, entre otras enfermedades, la antracnosis del algodonero y el carbdn
(OCelofse et al.,, 2006). Una caracteristica importante de ciertos hongos del género
Aspergillus es su capacidad de producir toxinas. Si estas se producen sobre alimentos de
consumo, su presencia representa un riesgo para la salud. Las principales micotoxinas
producidas por Aspergillus son las aflatoxinas y las ocratoxinas (Perrone et al., 2007). Otras
micotoxinas, como la patulina, esterigmatocistina, citrinina y el acido penicilico, también
pueden ser producidas por algunos hongos de este género. Por otro lado, es importante
mencionar que existe una complejidad multifactorial entre el hospedero y el patégeno, lo
que influira en la virulencia ocasionando diversos tipos de dafio en el hospedero (Figura 4),
como es el caso de A. fumigatus que se caracteriza por poseer una capa exterior con
morfologia de rodlet que consiste en fibras amiloides compuestas por la proteina RodA,
esta capa es altamente hidrofdbica y permite a los conidios permanecer en el aire y llegar
a los alveolos del hospedero. Ademas, la capa de rodlet enmascara el reconocimiento de
los conidios por el sistema inmune innato evadiendo la respuesta inmune (Aimanianda et
al., 2009).
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Figura 4. Factores relacionados con Aspergillus y el hospedero que contribuyen al éxito
de las especies de Aspergillus como patégenos oportunistas (Modificado de: Paulussen et
al., 2016).

Algunas especies del género Aspergillus son capaces de producir diversas enfermedades
de distribucion universal en el ser humano y animales, conocidas como aspergilosis, las
cuales han aumentado de manera importante en los ultimos afios (Denning, 2006). De las
mas de 400 especies de Aspergillus descritas, solamente ocho son responsables de la
mayoria de las infecciones en humanos. A. fumigatus es el patdgeno oportunista mas
comun, seguido de A. flavus, A. niger, A. terreus, A. clavatus, A. nidulans, A. niveus y A.
ustus (Kradin y Mark, 2008). Dentro de la seccién Fumigati, se encuentra A. fumigatus, la
especie mas importante del género. Esta especie es de tipo heterotalica debido a que se
requieren dos talos diferentes para poder originar una union. Por el contrario, existen otras
especies oportunistas del mismo género que usualmente desarrollan su estado sexual en
cultivo a partir de un solo aislado (homotalico), tales como N. hiratsukae, N. pseudofischerii
y N. udagawae. Esta ultima ha sido considerada como una especie emergente en los
ultimos anos, produciendo infecciones invasivas con caracteristicas diferenciales de las

producidas por A. fumigatus (Sugui et al., 2010). A. lentulus es otra especie descrita dentro
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de la misma seccion, también morfolégicamente parecida a A. fumigatus, que se puede
distinguir basicamente por su lenta esporulacion en cultivo y por presentar un patron de
resistencia a los antifungicos diferente: siendo A. lentulus mas resistente in vitro a la
anfotericina B (Alcazar-Fuoli et al., 2008). A. terreus (seccion Terrei) es una especie de
creciente interés clinico y presenta también una sensibilidad disminuida a la anfotericina B.
Por otro lado, estudios de secuenciacion multilocus han demostrado que otra nueva
especie, A. alabamensis, dentro de este complejo, puede colonizar sujetos
inmunocompetentes y presenta una sensibilidad disminuida a la anfotericina B (Balajee,
2009).

Dentro de la seccién Usti, la especie A. ustus ha sido tradicionalmente considerada como
un patégeno oportunista humano, aunque poco frecuente. Sin embargo, recientemente se
han investigado algunos aislados clinicos pertenecientes a dicha especie, demostrando,
mediante analisis de secuencias de DNA, que en realidad pertenecian a una nueva especie,
la cual presenta una sensibilidad reducida a los triazoles, a la que se denomind A.
calidoustus (Varga et al., 2008). Ademas, de las anteriormente citadas, un amplio numero
de especies de Aspergillus, como A. tamarii, A. pseudonomius, A. granulosus, A. deflectus
y Emericella quadrilineata, entre otras, han causado infecciones humanas en los ultimos
anos (Boekhout et al., 2009; De Hoog et al., 2009).

La aspergilosis es un conjunto de enfermedades de propagacion rapida y con posible riesgo
de la vida del paciente. La Guia de Practica Clinica de la Sociedad de Enfermedades
Infecciosas de América (Infectious Diseases Society of America [IDSA]), establece que la
aspergilosis causa afecciones del paciente que se definen clasicamente como invasivas,
saprobias o alérgicas (Barnes y Marr, 2006) (Tabla 1). Las enfermedades invasivas
causadas por especies de Aspergillus incluyen infecciones del tracto respiratorio inferior,
senos paranasales y piel como portales de entrada. El sistema nervioso central, el sistema
cardiovascular y otros tejidos pueden infectarse como resultado de la diseminacién
hematogena o la extension directa de focos contiguos de infeccién. Entre las formas clinicas
causadas por Aspergillus se incluyen otomicosis por Aspergillus, aspergiloma pulmonar,
sinusitis alérgica por Aspergillus (SAA) y aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA)
(Panackal et al., 2014).



Tabla 1. Formas clinicas de aspergilosis.

Aspergilosis invasiva
(AD

Aspergilosis pulmonar
invasiva

Aspergilosis pulmonar
necrotizante cronica
(APNC,; aspergilosis
pulmonar invasiva
subaguda)

Organos simples, formas
extrapulmonares de
aspergilosis invasiva

Aspergilosis del SNC

Leucemia aguda no
linfoblastica, Leucemia
micloide aguda

Enfermedad
granulomatosa cronica
(EGC), Sindrome
miclodisplasico

Leucemia linfoblastica
aguda

Fibrosis quistica

Leucemia linfoide aguda
de linaje B de alto riesgo

Diabetes mellitus tipo Iy
Artritis reumatoide

Enfermedad
granulomatosa cronica
(EGC), Sindrome de
hiperinmunoglobulina E

Adenocarcinoma
pulmonar

Fibrosis pulmonar
idiopatica

Enfermedad pulmonar
obstructiva cronica
(EPOC)

Leucemia linfocitica
aguda pre-células B

Enfermedad
granulomatosa cronica
(EGC)

Glioblastoma multiforme
del 16bulo temporal
izquierdo, grado IV

Agente etiolégico

E. quadrilineata
(A. quadrilineata)

A. udagawae (Neosartorya

udagawae)

A. ustus (A. calidoustus)

A. penicillioides

A. calidoustus, A.
novofumigatus, A.
viridinutans

A. felis

A. viridinutans

A. tubingensis, A. flavus

A. tubingensis, A. flavus

A. tubingensis, A.
Sfumigates, A. flavus

A. granulosus

A. calidoustus

A. terreus

Referencia

Verweij et al. 2008

Vinh et al. 2009

Pavie et al. 2005

Gupta et al. 2016

Peldez et al. 2013

Barrs et al. 2013

Vinh et al. 2009

Gautier et al. 2016

Gautier et al. 2016

Gautier et al. 2016

Sutton et al. 2009

Hubka et al. 2012

Damek et al. 2008
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Tabla 1. Continuaciéon

Pericarditis, miocarditis y
endocarditis de Aspergillus

Endoftalmitis y queratitis
de Aspergillus

Queratomicosis

Aspergilosis cutdnea

Formas crénicas y
saprobias de aspergilosis

Onicomicosis
(no dermatofita)

Sinusitis paranasal

Sindrome de dificultad
respiratoria de grado Il a
IV y Hemorragia
periventricular-
intraventricular en estadio
IMalll

ND

SP

Cirugia de cataratas

Diabetes, Cleritis
necrotizante

Glaucoma, Trauma

Hipertension

Trauma quirdrgico y
Diabetes mellitus

Leucemia linfoblastica
aguda

Diabetes tipo 2
SP
SP

SP

SP

ND

E. rugulosa (A. rugulosus)

A. flavus, A. fumigatus, A.
terreus, A. pseudotamarii,
A. tamarii, A. nomius, A.
tubingensis, A. brasiliensis
N. udagawae

A. terreus

A. flavus

A. flavus, A. terreus, A.
protuberus

A. protuberus

A. fumigatus, A. nidulans,
A. flavus, A. niger,
A. glaucus

A. ustus (A. calidoustus)

A. tritici

A. westerdijkiae
A. insulicola

A. persii

E. quadrilineata

Muraoka et al. 2016

Hubka et al. 2012

Oz et al. 2016

Posteraro et al. 2011

Al-Hatmi et al. 2019

Al-Hatmi et al. 2019

Al-Hatmi et al. 2019

Al-Hatmi et al. 2019

Vanzzini et al. 2010

Pavie ct al. 2005

Hubka et al. 2012
Hubka et al. 2012
Hubka et al. 2012

Zotti et al. 2010

Verweij et al. 2008
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Tabla 1. Continuaciéon

Formas alérgicas de
aspergilosis

Fibrosis quistica A. fumigatus Horré et al. 2010

Fibrosi _ A. tubingensis, A. sydowii Gautier et al. 2016
. ilosis ibrosis quistica autier et al.
broncopulmonar alérgica
(ABPA)

A. tubingensis, A.

fumigatus, A. flavus Gautier et al. 2016

Bronquicctasia

*SP (sin patologia), ND (no disponible). Las especies reportadas como agentes etiolégicos no son
especificas de la micosis.

La gravedad de la aspergilosis depende de varios factores, aunque uno de los mas
determinantes es el estado del sistema inmune del paciente (Vonberg y Gastmeier, 2006),
por lo que se comportan como patdégenos oportunistas, en pacientes inmunocomprometidos

(VIH, trasplantados, pacientes oncoldgicos, etc.).

Histéricamente se consideraba que el agente etioldgico del 90% de las aspergilosis era A.
fumigatus, pero en la actualidad esto ha cambiado, ya que una gran variedad de especies
incluidas dentro del género puede causar aspergilosis. Recientemente, se ha reportado que
A. fumigatus solo representa el 56% del total de las aspergilosis, seguido de otras especies
como A. flavus, A. terreus, A. nigery A. versicolor, sin embargo, hay que tomar en cuenta
que las técnicas moleculares han contribuido a una mejor identificacién de las especies
incluidas dentro de las diferentes secciones de Aspergillus, por lo que el nimero de
especies patdgenas oportunistas en humanos ha aumentado, entre éstas se encuentran:
A. amstelodami, A. avenaceus, A. chevalieri, A. caesiellus, A. candidus, A. carneus, A.
clavatus, A. fisheri, A. glaucus, A. granulosus, A. oryzae, A. quadrilineatus, A. restrictus, A.
sydowi, A. ustus, A. wentii, A. uvarum, A. awamori, A. acidus y A. tubingensis (Maschmeyer
et al., 2007; Galimberti et al., 2012; Arenas, 2014).

Una de las formas clinicas de aspergilosis, denominada aspergilosis invasiva (Al), esta
siendo reconocida como la infeccion fungica mas comun adquirida por pacientes con

neoplasias hematoldgicas o candidatos a trasplante de érganos que hayan recibido terapia
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citotoxica e inmunosupresora o sometidos a quimioterapia con el consiguiente estado

neutropénico (Fukuda et al., 2004) (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de la aspergilosis invasiva.

Histologi Factores de Tratamiento
stologia predisposicion (6-12 semanas*)
Disrupcion de planos Enfermedades Voriconazol, Anfotericina

tisulares e invasion
vascular por adhesion de
componentes de la
superficie celular fungica
a los componentes de la

hematologicas, déficit de
la inmunidad a
consecuencia de
quimioterapia,
radioterapia, infeccion por

B liposomal y
caspofungina

Posaconazol y
micafungina (tratamiento

pared vascular, incluida la de rescate)
membrana basal, la matriz
extracelular y los

constituyentes celulares

citomegalovirus,
enfermedad del injerto
contra el huésped (EICH),
corticoides anti-TNF o
alemtuzumab

Trasplante hepatico,
pulmonar, estancia
prolongada en la UCI

Aspergilosis invasiva

pacientes pediatricos
receptores de trasplante de
organo solido (TOS),
trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH),
con neoplasias
hematologicas e
inmunodeficiencias
primarias o adquiridas

*tiempo de tratamiento minimo

Los signos y sintomas de la Al no son especificos, y por lo general implican la falta de
respuesta a la terapia antibacteriana determinada empiricamente por fiebre. Se ha
evidenciado que el diagnostico oportuno y los tratamientos antimicoticos apropiados
aumentaron la esperanza de vida de los pacientes con Al y disminuyeron el riesgo de
morbilidad y mortalidad, pero todavia alrededor de un tercio de los casos no respondieron
al tratamiento y finalmente fallecieron (Hachem et al., 2004). Teniendo en cuenta la
gravedad y el caracter agresivo de la infeccion, es importante establecer un diagnéstico
oportuno para el inicio de la terapia antifungica, con el propésito de disminuir la tasa de

mortalidad. Desafortunadamente, las herramientas tradicionales utilizadas para el
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diagnéstico de Al no permiten la identificacion de los agentes etioldgicos a nivel especie,

por lo que el tratamiento en la mayoria de las ocasiones no resulta exitoso.

Objetivos
Objetivo general

Obtener patrones polimérficos por RAPD-PCR, para identificar las especies de Aspergillus
flavus, A. fumigatus, A. lentulus, A. niger y A. tubingensis a partir de aislados clinicos y

ambientales.

Objetivos particulares

1) Caracterizar fenotipicamente 4 aislados de cada especie (A. flavus, A. fumigatus, A.
lentulus, A. niger y A. tubingensis), por métodos fenotipicos (macro y micromorfologia) y
genotipicos (secuenciacion del gen S-tubulina).

2) Llevar a cabo la técnica de RAPD-PCR con cuatro aislados de cada especie utilizando
34 oligonucledtidos.

3) Seleccionar por métodos cualitativos y cuantitativos los patrones polimérficos generados,
por RAPD-PCR, para identificar patrones especie especificos de A. flavus, A. fumigatus, A.
lentulus, A. nigery A. tubingensis.

4) Probar la especificidad de los patrones especificos con aislados clinicos y ambientales.

2. Antecedentes

La importancia de la identificacion especie especifica de los patdgenos oportunistas radica
en que, en los ultimos anos, se han descrito numerosas especies cripticas dentro del género
Aspergillus, que son especies morfolégicamente indistinguibles, originadas por especiacion
dentro de las secciones Fumigati, Nigri, Flavi y Terrei (Nedel y Pasqualotto, 2014), las
cuales pueden causar aspergilosis, tanto en seres humanos como en otros animales, y
algunas de estas especies presentan diferente susceptibilidad a los antifingicos disponibles
para el tratamiento. Dentro de la seccién Fumigati, se ha demostrado que la mayoria de
aislados de A. lentulus y A. fumigatiaffinis presentan escasa sensibilidad a anfotericina B,
itraconazol, voriconazol y ravuconazol; N. pseudofischeri y A. viridinutans muestran

resistencia a itraconazol, voriconazol y ravuconazol; mientras que N. hiratsukae y A.
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fumisynnematus son susceptibles a los mismos antifungicos. En la seccion Flavi, las
especies A. flavus, A. parasiticus, A. novoparasiticus, A. oryzae y A. tamarii han mostrado
sensibilidad a terbinafina, equinocandinas y posaconazol, pero menos sensibilidad a
voriconazol, anfotericina B y 5-fluorocitosina (Goncalves et al., 2013). En la seccion Nigri,
se ha reportado que A. tubingensis, A. awamori, A. acidus y A. foetidus muestran menor
sensibilidad a itraconazol, voriconazol y ravuconazol que A. niger (Alcazar-Fuoli et al.,
2009). Dentro de la seccién Terrei, aislados de A. terreus y A. hortai han mostrado
resistencia a anfotericina B; sin embargo, algunos aislados de A. terreus presentan
sensibilidad a este antifungico, tanto in vivo como in vitro. Asimismo, los hongos A. terreus
y A. hortai exhiben sensibilidad frente a todos los antifungicos azélicos (Kathuria et al.,
2015).

Es importante considerar que algunas especies cripticas no tienen patrones de
susceptibilidad predecibles, por lo que, las pruebas de susceptibilidad antifingica siguen
siendo una herramienta vital en la eleccién de una terapia antifungica eficaz. También es
fundamental tomar en cuenta, que la susceptibilidad a los antifungicos varia entre las
especies cripticas, pero en general parecen mostrar un aumento en la frecuencia de la
resistencia in vitro, comparada a las especies no cripticas; no obstante, los valores de corte
(que son especie-especificos) aun no se han definido para estas especies (Howard, 2014;
Negri et al., 2014).

El diagndstico tradicional en la mayoria de los laboratorios clinicos de la Al se basa en la
detecciéon temprana de los aislados de Aspergillus en medios de cultivo a partir de las
muestras clinicas y su posterior identificacion con base en caracteres morfoldgicos tales
como macro y micromorfologia, analizando las caracteristicas de color y textura colonial en
los medios de cultivo para estas especies como agar papa dextrosa (APD) y Czapek Dox
agar, entre otros, por un tiempo de incubacion de 4-7 dias a una temperatura de 28 °C,
ademas del tamafo y forma de vesiculas y conidios, la presencia de métulas (si las
presentan) y el conidiéforo. Sin embargo, el cultivo de hongos es relativamente lento. Por
otro lado, también se utiliza el analisis histopatolégico para la deteccién de Aspergillus spp.
sin embargo, ésta y las imagenes radiograficas no son organismo especifico.
Recientemente, la espectrometria de masas por medio de MALDI-TOF-MS
(desorcidn/ionizacién laser asistida por matriz-analizador de tiempo de vuelo-
espectrometria de masas) ha mejorado enormemente la identificacion de las especies de

Aspergillus recuperadas en medios de cultivo (Cassagne et al., 2016). Por otro lado, existen
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métodos diagndsticos que no requieren el cultivo, y que se realizan directamente en las
muestras clinicas, como lo son, los métodos seroldgicos, que incluyen la fijacién del
complemento, la inmunodifusion, diferentes ensayos de inmunoabsorcién ligados a
enzimas (ELISA) y la transferencia Western (Ramanan et al., 2017).

No obstante que se han utilizado estos métodos, los esfuerzos se han dirigido hacia el
desarrollo de diagnésticos no invasivos, con la finalidad de detectar y tratar de forma
oportuna, asi como de mejorar la supervivencia de los pacientes, por lo que se han buscado
biomarcadores para la deteccion de Aspergillus, entre los que se encuentran los
galactomananos, que son un componente importante de la pared celular de Aspergillus y
es liberado por las hifas fungicas en cantidades variables en el suero y fluidos adyacentes
de drganos infectados. Este marcador se utilizd inicialmente por aglutinacion en latex
(Pastorex Aspergillus, Sanofi Diagnostics Pasteur, Francia), posteriormente, esta prueba se
adaptd a una ELISA doble (Platelia™ Aspergillus, BioRad, Francia), este método es de uso
comun para el diagnéstico de Al y tiene un alto grado de especificidad. Otro biomarcador
es el antigeno 1,3-B-D-glucano (Fungitec G, Seikagaku Corporation, Japén, Wako—WB 003,
Wako Chemical, Alemania, y Glucatell, Associates of Cape Code, Inc., USA) (BDG) que
tiene un alto valor predictivo negativo, por lo que es bastante util para descartar Al en lugar
de confirmarlo (Bassetti et al., 2018). El uso de estos biomarcadores de la pared celular de
Aspergillus, ha mejorado el diagnostico temprano de Al en pacientes neutropénicos con
enfermedades respiratorias subyacentes sin malignidad hematolégica o trasplante de
organo sélido previo (Prattes et al., 2014), pero estos métodos también tienen limitaciones
significativas, incluida la baja sensibilidad en ciertos grupos de pacientes (Pfeiffer et al.,
2006) y problemas de no especificidad (Sulahian et al., 2014).

Actualmente hay gran interés en el uso del diagndstico molecular, con el fin de obtener un
diagnéstico rapido y preciso de la aspergilosis, ya que la prueba de amplificacion de acidos
nucleicos es una técnica simple, rapida, sensible y facil de aplicar que podria usarse todos
los dias en los laboratorios clinicos de rutina y capaz de identificar infecciones en una etapa
temprana (Arvanitis et al., 2014). La mayoria de las técnicas con base en PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) utilizan cebadores que se dirigen a la regién del espaciador
interno transcrito (ITS) del rDNA (DNA ribosomal) de Aspergillus spp., que permiten la
identificacion a nivel del complejo de especies. Ademas, se han descrito muchas otras
técnicas de deteccidon molecular, como sondas marcadas con fluorescencia, sondas de
hibridacion in situ y matrices multiplexadas (Powers-Fletcher y Hanson, 2016). No obstante,

hasta ahora, la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos no
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ha aprobado ensayos moleculares para el diagndstico de aspergilosis. Sin embargo, cabe
mencionar que la PCR Aspergillus de PathoNostics (AsperGenius®) cuenta con la
aprobacion de la comisién europea (CE) y la COFEPRIS (Comision Federal para la

Proteccion contra Riesgos Sanitarios) para el diagnéstico clinico en nuestro pais.

Aunque la incidencia de las nuevas especies no es tan alta como la de A. fumigatus, es
indispensable su correcta identificacion para implementar estrategias terapéuticas
especificas para cada paciente, ya que en nuestro pais las pruebas de susceptibilidad a
antifungicos no se realizan de manera rutinaria (Howard, 2014). Por lo que Samson et al.
(2014), han sugerido emplear un enfoque polifasico como estandar de oro para su
identificacion, es decir, emplear un conjunto de criterios, entre los que se incluyen la
caracterizacion morfoldgica, pruebas fisioldgicas, datos ecoldgicos, analisis de extrolitos y
secuencias de DNA. Sin embargo, la identificacion polifasica no es practica para el
diagnéstico clinico de las especies de Aspergillus, ya que es costosa y demorada.
Particularmente, en lo que se refiere a las secuencias de DNA, se ha sugerido la utilizacion
de secuencias multilocus, como B-tubulina (BenA), calmodulina (CaM), actina (Act) o ITS.
El analisis comparativo de secuencias de las regiones ITS, especificamente las regiones
no codificantes, ITS1 e ITS2, que flanquean el 5.8S del rDNA, permite identificar a
Aspergillus a nivel de subgénero/seccion. Mientras que la amplificacion y secuenciacion de
algunos genes como la actina, la calmodulina, rodlet A, y/o B-tubulina, permite distinguir a
A. fumigatus de especies relacionadas dentro de la misma seccion (Fernandez-Molina et
al., 2014). Sin embargo, es muy importante considerar las bases de datos disponibles para
cada gen, por ejemplo, en el caso de la amplificacion del gen de calmodulina, existen
secuencias depositadas de casi todas las especies de las secciones de Aspergillus (a
excepcion de las especies A. elegans y A. steynii), de manera que, desde un punto de vista
practico, se ha sugerido el uso de la calmodulina (Samson et al., 2014) y B-tubulina (Won-
Bok et al., 2020) como marcadores utiles en la identificaciéon secundaria de Aspergillus,
ademas de permitir un analisis comparativo (Duarte-Escalante et al., 2020).

Por lo que, resulta necesario utilizar otros marcadores que permitan realizar un diagndstico
rapido y eficaz, como la técnica RAPD-PCR, que emplea oligonucledtidos cortos de
secuencia arbitraria que se alinean a regiones multiples del DNA, produciendo patrones de
identificacion molecular. Ademas, es rapida, simple de ejecutar y se requieren cantidades
pequefias de DNA, y no se necesita tener conocimiento previo de dicha secuencia de las

especies estudiadas. Este método se ha utilizado ampliamente para identificar hongos de
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importancia médica, como es el caso de Aspergillus. Hong et al. (2010) reevaluaron la
identificacion de especies de una coleccién de cepas de A. fumigatus sensu lato para
identificar especies atipicas con base en el nuevo concepto de delimitacion de especies;
estos autores utilizaron la técnica de RAPD-PCR y el analisis de la secuencia del gen BenA.
Asi identificaron A. fumigatus sensu stricto, A. lentulus, A. viridinutans, Neosartorya
udagawae y N. cf. nishimurae. Ademas, Kermani et al. (2016) llevaron acabo la
identificacion de especies de aislados ambientales de Aspergillus en Tehran; la
identificacion fue por métodos fenotipicos y por RAPD-PCR, se identificaron las especies
A. niger, A. flavus, A. tubingensis, A. japonicus, A. ochraceus, A. nidulans, A. amstelodami,
A. oryzae, A. terreus, A. versicolor, A. flavipes y A. fumigatus. Asimismo, Pena et al. (2018),
identificaron aislados de A. fumigatus sensu lato, obtenidos de muestras de leche de vaca.
Los aislados fueron identificados por técnicas fenotipicas (morfologicas) y genotipicas
(RAPD-PCR y por secuenciacion del gen BenA); ademas, determinaron la variabilidad
genética. Las especies identificadas fueron A. fumigatus siendo la mas abundante, seguida
de A. novofumigatus, A. fumigatiaffinis, A. udagawae y A. lentulus. Estos resultados indican

que el RAPD-PCR puede ser usado para diferenciar especies de Aspergillus.

2.1 Planteamiento del problema

La aspergilosis incluye diferentes cuadros clinicos entre ellos la Al que ocurre
principalmente en pacientes inmunocomprometidos. Es una enfermedad causada por
especies de Aspergillus, entre las que predominan A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, y A.
niger, no obstante, recientemente se han reportado especies cripticas y se ha observado
que estas especies presentan diferente susceptibilidad a los antifungicos, por lo que un
diagnéstico temprano y confiable es necesario para administrar un tratamiento apropiado.
Para la identificacion de especies de Aspergillus hay métodos fenotipicos y genotipicos; sin
embargo, presentan limitaciones. Por lo que se propone el uso de la técnica RAPD-PCR
como una alternativa rapida y eficaz para la identificacion de Aspergillus spp. por medio de
los patrones polimérficos. Por sus caracteristicas, esta técnica representa una excelente

alternativa para realizar diagnéstico clinico en casos de aspergilosis.
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Hipotesis

Los patrones polimérficos seleccionados a partir del analisis cualitativo y cuantitativo de la

amplificacién por RAPD-PCR con 34 oligonucleétidos son especificos para A. flavus, A.

fumigatus, A. lentulus, A. niger y A. tubingensis.

3. Metodologia

Aislados fungicos

Se utilizaron aislados de A. flavus, A. fumigatus, A. nigery A. tubingensis (Tabla 3). Estos

aislados estan depositados en la Coleccion del Laboratorio de Micologia Molecular,

Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad

Nacional Autbnoma de México (UNAM).

Tabla 3. Aislados utilizados en el presente estudio.

Especie Aislado Tipo de aislado
A. flavus 9343D-2 (ATCC) Cepa de referencia
323C Clinico
87A Clinico
A40 Clinico
370B Clinico
MM-234 Ambiental
MM-224 Ambiental
MM-243 Ambiental
A. fumigatus 3626 (ATCC) Cepa de referencia
MM12 ND
MM16 ND
MM18 ND
MM21 ND
MM-263 Ambiental
MM-265 Ambiental
MM-308 Ambiental

A. lentulus

A. niger

M3566 (ATCC)
WB326 (ATCC)
387A

Cepa de referencia
Cepa de referencia

Clinico

-19 -



A39 Clinico

335B Clinico
88C Clinico
MM-274 Ambiental
MM-291 Ambiental
A. tubingensis 1004 (ATCC) Cepa de referencia
281C Clinico
146A Clinico
A26 Clinico
220A Clinico
MM-251 Ambiental
MM-267 Ambiental
MM-342 Ambiental

Obtencion de cultivos monosporicos

Los aislados fueron cultivados en agar papa dextrosa (APD) (Bioxon®, CDMX, MX),
siguiendo las instrucciones descritas por el fabricante, a 37 °C durante 2-4 dias. Se obtuvo
una suspensién de conidios con 1 mL de amortiguador de fosfatos, pH 7.4, adicionado con
Tween 20 al 0.05% (PBST 20). Enseguida, se realizaron diluciones seriadas hasta obtener
una dilucién que permitié cuantificar el numero de conidios en una camara de Neubauer,
para ajustar a 100 conidios/50 uL y se colocaron en el centro de una caja de Petri con APD.
Las cajas fueron incubadas a 37 °C y revisadas hasta que se observé crecimiento colonial,
se selecciond una sola colonia por cada caja y se cultivé en tubos con APD a 37 °C. Los
cultivos monospadricos obtenidos fueron conservados en frascos con agua estérila 4 °C y

en tubos con APD y aceite mineral a temperatura ambiente.

Identificacion por macromorfologia

Los aislados fueron cultivados en agar Sabouraud (Bioxon®) a 28 °C durante 4-7 dias,
posteriormente se observaron las caracteristicas morfolégicas coloniales de cada cultivo
(color y textura de la colonia) (Pitt y Hocking, 1997; Samson et al., 2014). Para el registro
de la macromorfologia de los aislados, se tomaron fotografias con una camara digital
(SONY Cyber-shot 8.1 mega pixeles).
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Identificacion por micromorfologia

Las caracteristicas micromorfologicas de todos los aislados se analizaron segun el método
de microcultivo de Riddell (1950), que consistié en cortar asépticamente bloques de 1 cm?
de medio de cultivo agar Sabouraud (Bioxon®). Cada bloque se colocd sobre un
portaobjetos estéril y se inoculd con el aislado correspondiente, en las cuatro aristas
superiores del medio de cultivo; sobre el bloque se colocé un cubreobjetos estéril y se
incubo dentro de una caja de Petri a 28 °C durante 4 dias. Para evitar la deshidratacion del
agar durante la incubacién, se colocé un algodéon humedecido con agua estéril dentro de
las cajas de Petri. Posteriormente, se separd cuidadosamente el cubreobjetos del agary se
depositd sobre un portaobjetos con una gota de azul de algoddn y se observo al microscopio
(Olympus Ameérica Inc., NY, USA), para analizar las caracteristicas morfolégicas (tamafio y
forma) de los conidios y las vesiculas de cada uno de los aislados. El tamafo de los conidios
de cada uno de los microcultivos obtenidos de los aislados de A. flavus, A. fumigatus, A.
lentulus, A. nigery A. tubingensis cultivados en agar Sabouraud (Bioxon®) e incubados a
37 °C durante 4 dias, se obtuvo el promedio del diametro de 30 conidios con un micrometro
ocular calibrado antes de cada medicién (Olympus America Inc.). El tamafio de los conidios
se registrd a través de una camara digital (SONY). El tamafo de las vesiculas se obtuvo a
partir de los aislados de A. flavus, A. fumigatus, A. lentulus, A. niger y A. tubingensis
cultivados en agar Sabouraud (Bioxon®) e incubados a 37 °C durante 4 dias ;
posteriormente se contaron 10 vesiculas con un micrémetro ocular calibrado (Olympus). El

tamano de las vesiculas se registro a través de una camara digital (SONY).

Extraccion de DNA

A partir de cada cultivo monospoérico de las secciones de Aspergillus identificadas
previamente por métodos fenotipicos y sembrados en APD, se obtuvo una suspension de
conidios de la siguiente manera: se agregd a cada tubo 1 mL de agua estéril adicionada de
Tween 80 al 0.5% y se resuspendié por agitacion en vortex-Genie 2 (Daigger Scientific
Industries. Inc, NY, USA). Posteriormente, se sembrd en 50 mL de medio liquido extracto
de levadura-peptona-dextrosa (LPD), se incub6 a 37 °C en agitacion durante 2 dias o hasta
observar crecimiento micelial. Se cosechd individualmente la biomasa micelial de cada

aislado por filtracion, utilizando papel filtro Whatman No. 1. Enseguida se lavé el micelio
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con agua Milli Q estéril y se secé con papel filtro. Posteriormente, la extraccion del DNA se
llevd a cabo con el Kit DNeasy Plant Mini (Qiagen, TX, USA), de la siguiente manera: se
tomaron 100 mg de masa micelial seca y se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL
conteniendo 0.2 g de perlas de vidrio previamente estériles (400-455 um de diametro,
lavadas con HCI) y se adicion6 el amortiguador de extraccion (AP1) del Kit DNeasy Plant
Mini (Qiagen). Los tubos fueron colocados en un equipo FastPrep (Thermo Savant
Instruments, NY, USA). En el método para obtener la mayor cantidad de micelio roto se
ensayaron las condiciones de 4 periodos de 40 s a4 m/s con 5 min de enfriamiento en hielo
entre cada periodo (Calderén et al., 2002). Se analizaron las suspensiones de micelio
resultantes bajo el microscopio, para determinar el tiempo y la velocidad éptima con el fin
de obtener la mayor cantidad de micelio roto y su contenido liberado dentro de la
suspension. Después de este procedimiento, se adicionaron 4 uL de RNAsa a 100 mg/mL,
se agitd vigorosamente en voértex y se incubd la mezcla por 10 min a 65 °C, mezclando 2 6
3 veces, por inversion. Enseguida, se adicionaron 130 pyL del amortiguador (AP2) y se
incubd por 5 min en hielo, se centrifugd durante 5 min a 14,000 rpm. Se transfirié el volumen
total del sobrenadante a la columna lila QlAshredder mini spin, sostenida en un tubo colector
de 2 mL para centrifugar a 14,000 rpm por 2 min. El sobrenadante obtenido en el tubo
colector se transfiri® a un nuevo tubo, se adicionaron 1.5 volumenes del amortiguador
(AP3/E) y se mezcld con una micropipeta. Se transfirieron 650 yL de la mezcla anterior a la
columna DNeasy mini spin sostenida en un tubo colector de 2 mL y se centrifugé 1 min a
9,000 rpm; se desechd el sobrenadante y se repitid este paso hasta terminar con el
volumen. Posteriormente, se cambid el tubo colector y se realizaron dos lavados con 500
ML de amortiguador (AW); el primero se centrifugdé por 1 min a 8,000 rpm y el segundo 2
min a 14,000 rpm. Por ultimo, la columna se colocé en un tubo Eppendorf nuevo de 1.5 mL,
y se adicionaron 50 uL de agua Milli Q, se dejo incubar por 5 min a temperatura ambiente
y se centrifugd por 1 min a 8,000 rpm para eluir el DNA. La concentracion y pureza del DNA
(cociente de absorcion 260/280=1.8-2.0) se determindé en un espectrofotometro DS-11
(DeNovix, DE, USA) y por electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, tefido con GelRed
(10,000X, Biotium Inc., CA, USA), en una camara de electroforesis, comparando con
diferentes concentraciones del fago Lambda (GIBCO BRL®, MA, USA) de 10, 20, 50 y 100
ng/uL, con un tiempo de migracién aproximado de 45 min a 100 V y se observo el gel en
un fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA).
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Amplificacion de la secuencia parcial del gen B-tubulina (BenA)

Se llevé a cabo el procedimiento reportado por Glass y Donaldson (1995). Inicialmente, en
un volumen final de 25 pL de reaccion, se emplearon 10 ng de DNA gendmico, 2.0 mM
MgCl,, 200 uM dNTPs (Applied Biosystems Inc., CA, USA), 1 U Taq polimerasa (Applied
Biosystems Inc.) y 30 pmoles de cada oligonucledtido Bt2a (5'-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") y Bt2b (5'-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-
3"). La amplificacion se realizdé en un termociclador (Bio-Rad, Laboratories, Inc.) con las
condiciones: 95 °C por 8 min, 35 ciclos de 95 °C por 15 s, 55 °C por20 sy 72 °C por 1 min,
y un ciclo de 72 °C por 5 min. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% tednido con 0.8 uL/100 mL de GelRed (10,000X, Biotium Inc., CA,
USA). El corrimiento electroforético se llevé a cabo a 100 V, en amortiguador TBE 0.5 X (45
mM Base-Tris, 45 mM acido bodrico, 1 mM EDTA). Se utilizé el marcador de tamafio
molecular de 100 pb de DNA Ladder (Invitrogen, CA, USA). Las imagenes de los geles se
capturaron en un Fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Para
obtener las condiciones 6ptimas para la PCR, en este estudio se realizaron curvas de
concentracién de DNA, dNTPs, MgCl,, oligonucledtidos y se probaron diferentes

temperaturas de alineamiento (datos no mostrados) (Glass y Donaldson, 1995).

Analisis de las secuencias

Las secuencias fueron editadas con el programa BioEdit ver. 7.1.9.
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml) y analizadas con el programa Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997) (www.blast.ncbi.nIm.nih.gov/blast.cgi) para
verificar su identidad. Posteriormente, se realizé el alineamiento de las secuencias con el
programa MAFFT (//mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh y Standley, 2013) y se eligi6 el
mejor modelo evolutivo aplicado a dicho alineamiento con el programa JModelTest 2
(www.github.com/ddarriba/jmodeltest2) (Darriba et al., 2012).

Analisis filogenético

Para el analisis filogenético, se utilizaron 14 secuencias correspondientes a las secuencias

del gen BenA obtenidas del GenBank (Tabla 4), secuencias parciales del gen BenA
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obtenidas de las cepas de referencia ATCC correspondientes a: A. flavus (9643D-2), A.
fumigatus (MYA3526), A. lentulus (MYA3556), A. niger (WB326) y A. tubingensis (1004),
ademas, las secuencias de los aislados utilizados en este trabajo. Se utilizé el método
estadistico de maxima verosimilitud y se emple6 una prueba de filogenia que incluye el
método de bootstrap con 1,000 réplicas y el modelo evolutivo GTR (General Time
Reversible) G+l; se aplicd el método heuristico NNI (Nearest-Neighbor-Interchange) y el
analisis se llevé a cabo con el programa MEGA 7 (www.megasoftware.net/) (Kumar et al.,
2016).

Tabla 4. Secuencias de referencia correspondientes al gen BenA.

Numero de acceso Especie en GenBank
MT347712.1 A. flavus
MT347711.1 A. flavus
MT347713.1 A. flavus
MT347703.1 A. fumigatus
MT347702.1 A. fumigatus
NT347701.1 A. fumigatus
MN275501.1 A. lentulus
MN275504.1 A. lentulus
MN257703.1 A. lentulus
MT410061.1 A. niger
MT410063.1 A. niger
MT410083.1 A. tubingensis
MT410082.1 A. tubingensis
MT410084.1 A. tubingensis

Obtencion de patrones polimérficos por RAPD-PCR

Amplificacion al azar del DNA polimérfico (RAPD-PCR)

Se utilizé el método de RAPD-PCR empleando dos variantes de este, con un
oligonucledtido segun Kersulyte et al. (1992) y Woods et al. (1993), o con doble
oligonucledtido segun Hu et al. (1995). Se trabaj6é con 34 oligonucledtidos (Sigma-Aldrich,

MO, USA) (Tabla 5). Inicialmente, se utilizaron en la reaccion 10 ng de DNA gendmico, 100
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pmoles de cada oligonucleétido, 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP (Applied
Biosystems Inc.) y 1 U de Tag DNA polimerasa (Applied Biosystems Inc.) en amortiguador
1X, en un volumen final de reaccién de 25 L. Los reactivos se ajustaron hasta obtener las
condiciones optimas de reaccion.

Se utilizé el siguiente programa, en un termociclador (Bio-Rad, Laboratories, Inc.): un ciclo
de 7 min a 94 °C; seguido por 45 ciclos de 1 mina 92°C, 1 mina35°Cy 1 mina72°C, se
llevé a cabo una extensién final de 5 min a 72 °C. Los productos de amplificacion se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % en amortiguador TBE 0.5 X. Para
visualizar las bandas, los geles se tifieron con Gel Red (10,000X, Biotium Inc.). El gel se
corrié usando el mismo amortiguador a 70 V. El estandar de tamafo molecular fue el de
100 pb DNA Ladder (Invitrogen). Las imagenes de los geles se capturaron en un
Fotodocumentador Synoptics (Syngene). El tamafo de los fragmentos se calculd con ayuda
del programa Biolmage 1Q version 3.3 (BioPoint, CBG, UK) por comparacion con los

marcadores moleculares.

Tabla 5. Oligonucleétidos empleados para RAPD-PCR.

Oligonucleodtido Secuencia de 5°-37
1281 AACGCGCAAC
1283 CGGATCCCCA
R108 GTATTGCCCT
1253 GTTTCCGCCC

OPA-19 CAAACGTCGG
OPA-16 AGCCAGCGAA
OPB-12 CCTTGACGCA
OPA-17 GACCGCTTGT
OPA-15 TTCCGAACCC
OPF-05 CCGAATTCCC
OPA-08 GTGACGTAGG
OPC-07 GTCCCGATGA
OPG-01 CTACGGAGGA
OPG-03 GAGCCCTCCA
OPG-13 CTCTCCGCCA
OPG-15 ACTGGGACTC
OPC-06 GAACGGACTC
OPG-05 CTGAGACGGA
OPM-12 GGGACGTTGG
OPH-03 AGACGTCCAC
OPG-07 GAACCTGCGG
OPH-18 GAATCGGCCA
OPF-01 ACGGATTCTG
OPF-07 CCGATATCCC
OPF-09 CCAAGCTTCC
OPE-02 GGTGCGGGAA
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P54 GGCGATTTTTGCCG

P160 CATGGCCACC
PELF ATATCATCGAAGCCGC
B-04 TGCCATCAGT
OPH-17 CACTCTCCTC
T3B AGGTCGCGGGTTCGAATCC
OPA-02 TGCCGAGCTG
OPA-03 AGTCAGCCAC

La realizacién de los RAPD-PCR con las cinco especies, se llevd a cabo bajo condiciones
estrictas para evitar en lo posible problemas con la reproducibilidad. El manejo de reactivos,

equipos y areas fue el mismo, asi aseguramos obtener resultados consistentes.

En lo que respecta a A. lentulus, solo se obtuvo un patrén polimérfico para esta especie,

por lo que no fue posible incluirlo en los analisis posteriores.

Seleccidn de patrones polimoérficos obtenidos por RAPD-PCR, a través de un
analisis cualitativo y cuantitativo

Seleccion cualitativa

Considerando los siguientes criterios de inclusién: nimero de bandas (mas de tres bandas),
tamano molecular (>500 pb), asi como la definicién del patron presentado por cada uno de
los aislados de las especies estudiadas, se realizd una seleccion de los patrones
polimdrficos especie especificos para cada una de las cuatro especies (A. flavus, A.

fumigatus, A. nigery A. tubingensis) por RAPD-PCR con los 34 oligonucleétidos.

Selecciéon cuantitativa

A partir del andlisis cualitativo de los patrones polimérficos se construy6 una base de datos,
considerando: numero de bandas por aislado, tamafio molecular (pb por banda), intensidad
de cada banda en los siguientes rangos: 0.5 (muy tenue), 1.0 (tenue), 2.0 (intenso) y 3.0
(muy intenso). La base de datos obtenida fue utilizada para la construccién de modelos de
regresion logistico, considerando como variables dependientes (numero de bandas,
tamafo molecular, intensidad y su interaccién) y como variable independiente, la especie
para cada uno de los 34 oligonucleétidos, utilizando el programa JMP®Pro 13 (SAS Institute
Inc., for Windows). Posteriormente se evalué la significancia de los modelos y de las
variables de estudio, con el propésito de seleccionar el modelo que presenté el mayor valor
de sensibilidad vs especificidad, representado por los graficos de las denominadas curvas

ROC (caracteristicas operativas del receptor) (Fiuza y Rodriguez 2000 y Fawcett 2004).
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Utilizando los resultados de las curvas se seleccionaron los oligonucledtidos que generaron
los patrones de bandas, que tuvieran areas bajo la curva, mayores al 0.9 de selectividad vs
especificidad para cada una de las especies evaluadas (A. flavus, A. fumigatus, A. nigery
A. tubingensis).

El modelo obtenido de los oligonucledtidos seleccionados generd una ecuacion matematica

que permitié la estimacién de la especie mas probable.

Aplicacién de los modelos matematicos para identificar las especies de Aspergillus

Para corroborar la identificacion de las especies de Aspergillus, se obtuvieron patrones
polimoérficos por RAPD-PCR con ofros aislados de Aspergillus, utilizando los
oligonucledtidos seleccionados por medio de la seleccion cuantitativa (OPC-06, OPF-01,
OPF-07 y OPG-13). De éstos se obtuvieron los siguientes datos: numero de bandas,
tamafo molecular e intensidad, con el fin de comparar estos datos con los obtenidos
previamente para la construccion del modelo de regresion logistico, y obtener los datos de

correlacion para asociar la especie mas probable.

4. Resultados

Caracterizacion fenotipica de los aislados de las secciones de Aspergillus

spp.

De acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas, los aislados fueron identificados como
Aspergillus seccion Flavi, Fumigati y Nigri, mostrando las caracteristicas de morfologia
macroscdpica y microscopica reportadas para estas secciones.

Macromorfologia: se identificaron colonias aterciopeladas con coloracion verde-azul
(anverso) y color crema (reverso) (seccion Fumigati); colonias de coloracion marrén-oscuro
a negro, pulverulenta (anverso) y color crema-amarillo (reverso) (seccién Nigri) y colonias
verdosas a amarillentas (anverso) y color crema-amarillo (reverso) (seccion Flavi).
Micromorfologia: coloracion de conidios verde azulado, sin métula, vesicula espatulada y
conidiéforo liso (seccidon Fumigati). Conidios marrén-oscuro a negro, en ocasiones presenté
métula, vesicula globosa y conidiéforo liso (seccion Nigri). Conidios verde-pardo con

vesicula globosa y conidiéforo rugoso (seccion Flavi) (Tabla 6).
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Tabla 6. Morfologia macroscoépica y microscépica de los aislados de Aspergillus spp.

MORFOLOGIA MACROSCOPICA MORFOLOGIA
MICROSCOPICA

SECCION ANVERSO REVERSO
Flavi

323C

87A

A40

370B

Fumigati

MM12
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MORFOLOGIA MACROSCOPICA

MORFOLOGIA
MICROSCOPICA

MMI16

MMIR

MM21

Nigri
387A

A39

335B
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MORFOLOGIA MACROSCOPICA MORFOLOGIA
 MICROSCOPICA

o >

88C . Sh TS

281C

146A

A26

220A

Los conidios fueron medidos con el objetivo micrométrico a 100X y las vesiculas a 40X. Los
datos obtenidos se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Promedios del diametro de conidios y vesiculas de los aislados de Aspergillus spp.

Seccion Promedio del Promedio de vesiculas (pum)
diametro de
conidios (um) Largo Ancho
Flavi
323C 4.16 25.64 27.95
8TA 2.78 27.95 31.28
A40 4.30 31.79 31.28
370B 4.88 31.79 31.79
Fumigati
MM12 1.8 15.1 12.8
MM16 1.7 18.7 14.8
MM18 2.1 17.4 12.8
MM21 2.0 24.1 18.4
Nigri
387A 2.20 30.77 32.31
A39 4.05 41.54 37.43
335B 4.23 44 .61 44 .87
88C 3.97 34.36 31.54
281C 2.23 51.79 50.77
146A 3.54 45.38 45.89
A26 3.68 42.82 44.10
220A 3.16 51.79 51.28

Caracterizacion genotipica de los aislados de las secciones de Aspergillus

spp.

De acuerdo con el analisis espectrofotométrico y electroforético, la cantidad e integridad de
los DNA obtenidos de los aislados de las secciones de Aspergillus fue adecuada para los
ensayos de PCR. Las lecturas realizadas en espectrofotometro mostraron concentraciones
entre 9.8 y 365 ng/pL, con una pureza adecuada, segun los valores de la relacion 260/280
nm (1.7-1.9); ademas, en la electroforesis se observé una sola banda (Figura 5), lo que
corroboré una buena calidad de los DNA. Asimismo, las concentraciones de DNA
determinadas por comparacion con diferentes concentraciones del fago A concordaron con
las determinadas por espectrofotometria. Los DNA obtenidos de cada uno de los aislados

de Aspergillus spp. se ajustaron a una concentracién final de 20 ng/jL.
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Figura 5. Cuantificacién de DNA de los aislados de Aspergillus. Las concentraciones de
DNA fueron ajustadas a 20 ng/uL. La cuantificacion se llevé a cabo por comparacion con
diferentes concentraciones de DNA del fago A (10, 20, 50, y 100 ng/ulL) y por
espectrofotometria. La electroforesis se realizé a 90 V en gel de agarosa al 1%, tefiido con
GelRed.

Amplificacion de la secuencia parcial del gen B-tubulina (BenA)

Para la amplificacion de la secuencia parcial del gen BenA, las condiciones 6ptimas fueron:
DNA 10 ng/uL, amortiguador 1X, dNTPs 200 uM, MgCl2 1.5 mM, oligonucleétidos 30 pmol,
Taq polimerasa 1 U/uL, el volumen final de cada reaccion fue de 25 uL y una temperatura
de alineamiento de 58 °C. Con estas condiciones se amplifico la secuencia parcial del gen

en todos los DNA de los aislados de Aspergillus spp. (Figura 6).

WB326 (ATCC)
387AH)

A39CV

3626 (ATCC)
MM12

MM16

MM18

MM21
M3566 (ATTC)
335BCV
88CCV
Control (-)

Ko
Q.

400 pb

Figura 6. Amplificacion del gen BenA de los aislados de las diferentes secciones de
Aspergillus. Se utilizé gel de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafio molecular de 100 pb
DNA Ladder.
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El analisis filogenético a través del método de maxima verosimilitud, formé un arbol en el
cual los aislados se organizaron en tres grupos. El grupo | con dos subgrupos, el subgrupo
la incluyd los aislados 146A, 220A, 281C y A26 y la cepa de referencia de la ATCC
correspondiente a A. tubingensis y se asociaron con las cepas de referencia de A.
tubingensis (MT410083.1, MT410082.1, MT410084.1) con un bootstrap de 91%. El
subgrupo Ib, incluyo la cepa de referencia WB326 de A. niger (ATCC) y los aislados 335B,
88C, 387A y A39 que se agruparon con las cepas de referencia de A. niger (MT410061.1,
MT410063.1), con un bootstrap de 95%. El grupo Il muestra que los aislados 87A, 370B,
A40, 323C y la cepa 9643D-2 de A. flavus (ATCC), se asociaron con las cepas de referencia
(MT347712.1, MT347711.1 y MT347713.1) con un bootstrap de 100%. Finalmente, el grupo
lll formoé dos subgrupos. El subgrupo llla se formé con la cepa MYA3566 de A. lentulus
(ATCC)y las cepas de referencia de A. lentulus (MN275501.1, MN275504.1 y MN257703.1)
con un bootstrap de 84%. El subgrupo lllIb incluyé a los aislados MM12, MM16, MM18 y
MM21, y a las cepas de referencia de A. fumigatus (MT347703.1, MT347702.1 y
NT347701.1) con un bootstrap de 100% (Figura 7).
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Figura 7. Analisis filogenético de secuencias amplificadas con el gen BenA. La historia
evolutiva fue inferida utilizando el método de maxima verosimilitud con base en el modelo
GTR implementado en el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013). La significancia de los
nodos de los grupos formados se determiné con 1000 repeticiones (bootstrap).
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Seleccién de patrones polimoérficos obtenidos por RAPD-PCR, a través de un
analisis cualitativo y cuantitativo

Seleccion cualitativa

Se obtuvieron patrones polimérficos con los 34 oligonucledtidos utilizados (anexo 1),
presentando buenos polimorfismos que se encontraron en un intervalo de tamafio molecular
de <100 a 2400 pb. Con base en la reproducibilidad de los patrones, y considerando los
criterios de inclusion, se identificaron patrones polimorficos especie especificos para las

especies utilizadas en este trabajo (Tabla 8).

Tabla 8. Oligonucledtidos seleccionados cualitativamente para las cuatro especies de
Aspergillus.

Especie Oligonucledtido seleccionado
A. flavus P54

A. fumigatus OPA-19

A. niger 1253

A. tubingensis OPA-02

Seleccion cuantitativa

La base de datos incluyd 15000 datos (numero de bandas, tamafio molecular, e intensidad
de cada banda), a partir de los modelos generados por los 34 oligonucleétidos, se
construyeron las curvas ROC y se seleccionaron los oligonucleotidos: OPC-06, OPF-01,
OPF-07 y OPG-13 para A. flavus, A. fumigatus, A. nigery A. tubingensis, respectivamente.
La Figura 8 muestra los resultados de las curvas ROC obtenidas para los oligonucleétidos
seleccionados, donde se observa una correlacidon especie especifica con areas bajo la
curva mayores al 0.95, para los siguientes oligonucleoétidos: a) OPC-06 con un area de
0.9632 para A. flavus, b) OPF-01 con un area de 1.0000 para A. fumigatus, c) OPF-07 con
un area de 0.9971 para A. nigery d) OPG-13 con un area de 0.9810 para A. tubingensis.
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Figura 8. Curvas ROC de los oIigonucIeétidos seleccionados cuantitativamente. A): OPC-
06, B): OPF-01, C): OPF-07 y D): OPG-13.

Comparacion cualitativa y cuantitativa de los oligonucleétidos seleccionados

Con base en los datos obtenidos de las curvas ROC entre los oligonucledtidos
seleccionados cualitativa y cuantitativamente se construyé una grafica de sensibilidad vs
especificidad. Los porcentajes de sensibilidad contra especificidad varian respecto de los
oligonucleodtidos seleccionados cualitativamente comparados con los seleccionados
cuantitativamente, obteniendo los siguientes valores para cada una de las especies

evaluadas: para A. flavus el oligonucleétido P54 tiene 91.58%, mientras que para OPC-06
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se tiene un 96.32%; para A. fumigatus el oligonucleétido OPA-19 presentd 75.42% contra
el oligonucledtido OPF-01 que tiene un 100%; para A. niger el oligonucleétido 1253 tiene
45.45%, mientras que para el oligonucleétido OPF-07 se obtuvo un 99.71%; y finalmente
para A. tubingesis el oligonucleétido OPA-02 presentd un 66.07%, mientras que para el
oligonucledtido OPG-13 se obtuvo un 98.10%. En la Figura 9, se muestran los porcentajes
de sensibilidad y especificidad de los oligonucledtidos seleccionados cualitativamente y

cuantitativamente respecto de las especies de Aspergillus evaluadas.
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Figura 9. Porcentaje de sensibilidad y especificidad de los cuatro oligonucleétidos
seleccionados cualitativamente (P54, OPA-19, 1253 y OPA-02) y cuantitativamente (OPC-
06, OPF-01, OPF-07 y OPG-13), para cada especie de Aspergillus analizada.

En la Figura 9 se observa que los oligonucledtidos seleccionados cualitativamente
mostraron un porcentaje (area ROC) menor de sensibilidad contra especificidad comparado
con los seleccionados mediante el analisis de regresion logistico. Este mismo analisis,
reveld que las variables de bandeo, pb, intensidad y bandas totales tienen diferente efecto
en los modelos matematicos y sobre los 34 diferentes oligonucledtidos analizados. Es decir,
es capaz de marcar una diferencia estadistica con base al analisis, con lo que se logra

realizar una seleccion mas precisa de los oligonucleétidos utiles para identificar las
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diferentes especies estudiadas. El valor de probabilidad obtenido en cada uno de los
patrones de bandas evaluados, fue estadisticamente significativo con p<0.00071. Ademas,
fueron obtenidas las formulas de probabilidad correspondientes para cada oligonucleétido
seleccionado, con el objetivo de identificar otros aislados de Aspergillus y asignar la especie

mas probable.

Aplicacién de los modelos matematicos para identificar las especies de Aspergillus

En la Tabla 9 se observan los datos obtenidos de la aplicacion del modelo de regresién
logistico a los datos de los aislados de diferente origen geografico, donde se muestran los
resultados del porcentaje de correspondencia entre los oligonucledtidos OPC-06, OPF-01
y OPG-13, y la especie previamente identificada (A. flavus, A. fumigatus y A. tubingensis).
Las asociaciones mas altas se obtuvieron con los oligonucleétidos: OPC-06 para A. flavus
con una correlaciéon de asociacion a la especie >0.82, OPF-01 para A. fumigatus >0.99 y
OPG-13 para A. tubingensis >0.96. Para OPF-07 y A. niger los resultados de correlacion
para identificar esta especie no corresponde, debido a que para las areas bajo las curvas,
obtenidas en este modelo se obtuvo un porcentaje de sensibilidad contra especificidad de
98.9% para los aislados de A. fumigatus y 99.71% para los aislados de A. niger, generando
conflicto en la asignacion de la especie; ademas A. niger mostrd un alto polimorfismo con

casi todos los oligonucledétidos y una baja especificidad.

Tabla 9. Resultados de correspondencia para cada especie.

Oligonucledtido  A. flavus  A. fumigatus  A. niger  A. tubingensis

A. flavus P54 91.58 78.44 74.99 89.47
OPC-06 96.32 90.13 72.49 89.02
A. fumigatus OPA-19 55.32 75.42 65.62 71.74
OPF-01 81.05 100 79.9 79.91
A. niger 1253 84.86 79.72 45.45 90.9
OPC-07 83.6 98.9 99.71 83.94
A. tubingensis OPA-02 75.22 74.6 06.33 66.07
OPG-13 81.06 73.99 79.92 98.1
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El oligonucledtido OPC-06 permitio la obtencién de patrones definidos Unicamente para A.

flavus y A. fumigatus (Figura 10).
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Figura 10. Patrones polimérficos de A. flavus con el oligonucleétido OPC-06.

El oligonucledtido OPF-01 demostré capacidad discriminante para A. fumigatus

presentando un patrén definido y especifico para este hongo (Figura 11).
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Figura 11. Patrones polimorficos de A. fumigatus con el oligonucleétido OPF-01.
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En el caso del oligonucleétido OPF-07, la ausencia de bandas fue notoria en los aislados

de A. niger (Figura 12).
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Figura 12. Patrones polimérficos de A. niger con el oligonucleétido OPF-07.

OPG-13 al igual que OPF-07, presentd un patrén polimérfico pobre para la mayoria de los

aislados de A. tubingensis (Figura 13).
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Figura 13. Patrones polimérficos de A. tubingensis con el oligonucleétido OPG-13.
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Posteriormente, se compararon los patrones polimorficos de especies pertenecientes a la
misma seccion como A. fumigatus y A. lentulus (Figura 14). El oligonucleétido OPF-01

discriminé ambas especies.

A. fumigatus A. lentulus
1 A
wE 8 =2 = o §E OR 8 EY20
= 88 2 2 2 & = = £ = 88 =
"< 23 = =22 € g g g =%

Figura 14. Patrones polimorficos de A. fumigatus y A. lentulus con el oligonucleétido OPF-

01.

Asimismo, para A. nigery A. tubingensis se llevo acabo la técnica RAPD-PCR para analizar
los patrones polimorficos y evaluar la capacidad discriminatoria del oligonucleotido OPF-07.

Sin embargo, el patrén polimérfico de cada aislado fue pobre (Figura 15).
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Figura 15. Patrones polimaérficos de A. niger 'y A. tubingensis con el oligonucleétido OPF-
07.

5. Discusion

En este trabajo se identificaron patrones polimérficos RAPD-PCR para la identificacion de
especies con importancia médica (A. flavus, A. fumigatus, A. niger y A. tubingensis)
correspondientes a las secciones del género Aspergillus. En la actualidad es indispensable
realizar una identificacién a nivel especie, ya que éstas pueden diferir en algunas
caracteristicas clinicamente relevantes, como virulencia y resistencia a los antifungicos
disponibles para el tratamiento de la aspergilosis (Alcazar-Fuoli et al., 2008; Alhambra et
al., 2008; Montenegro et al., 2009; Sugui et al., 2010; Van Der Linden et al., 2011). No
obstante, que existen métodos fenotipicos de identificacion para Aspergillus spp. como la
macro y micromorfologia e histopatologia, en ocasiones esta tarea se torna dificil, y aunque
existen marcadores moleculares, estos son poco sensibles y no especificos. Otra limitante
en los métodos de diagndstico molecular es el método de extraccion de DNA, debido a los
problemas de estandarizacion en el procesamiento de muestras (sangre, suero, plasma
etc.), lo que conlleva a una demanda de diferentes técnicas (White et al., 2012). Debido a

estos inconvenientes, “La estrategia de la iniciativa europea Aspergillus PCR™ (EAPCRI)
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recomienda tomar en cuenta algunas consideraciones para ejecutar una adecuada
extraccién del material genético lo que permite tener un diagnéstico confiable (White et al.,
2012).

Ademas, las especies cripticas reportadas dentro del género Aspergillus, presentan
diferente susceptibilidad a los antifungicos, tal es el caso de A. lentulus, que presenta una
disminuciéon en la susceptibilidad a tres tipos de antifungicos (azoles, polienos vy
equinocandinas) (Alcazar-Fuoli et al.,, 2008; Alastruey-lzquierdo et al.,, 2013, 2014;
Escribano et al., 2013), por lo que, resulta importante la identificacion a nivel especie.
Actualmente, se cuenta con ensayos comerciales con base en la PCR para la identificacion
de especies del género Aspergillus como: MycAssay Aspergillus® (Myconostica Ltd.,
Cambridge, Reino Unido), AsperGenius® (PathoNostics, Maastricht, Paises Bajos),
MycoReal Aspergillus® (ingenetix GmbH, Austria), RenDX Fungiplex® (Renishaw United
Diagnostics Ltd., Glasgow, Glasgow, Reino Unido), MycoGenie® (Ademtech, Pessac,
Francia), GeneProof Aspergillus PCR® (Brno, Chequia), Fungiplex Aspergillus® (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Alemania), Aspergillus spp. Alert Kit® (Nanogen, ahora
ELITechGroup, Turin, ltalia), LightCycler SeptiFast® (Roche Molecular Diagnostics,
Penzberg, Alemania), Aspergillus Real-time PCR Panel® (Viracor Eurofins, Framingham,
MA, Estados Unidos) y A. fumigatus® Bio-Evolution (Bio-Evolution, Bry-sur-Marne, Francia)
(Rath y Steinmann 2018). Sin embargo, algunos de estos carecen de validacién puesto que
solo se dispone de datos sobre la sensibilidad y especificidad, o que representa una
limitante. Los que han sido validados como es el caso de AsperGenius®, que es un ensayo
de PCR multiplex en tiempo real para la identificacion de especies pertenecientes al
complejo A. fumigatus (A. fumigatus, A. lentulus, A. udagawae, y A. viridinutans) y
Aspergillus spp. (complejo A. fumigatus, A. terreus, A. flavus, y A. niger), también permite
identificar la resistencia a los azoles a través de las mutaciones en el gen Cyp57A, en A.
fumigatus; éste ensayo tiene una sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de 84.2%, 91.4%, 76.2% y 96.6%, respectivamente (Chong et al., 2015).
Otro ensayo validado es MycAssay Aspergillus®; éste mostré buena especificidad en la
identificacion de Aspergillus spp. incluyendo A. fumigatus en muestras de lavado bronco
alveolar, especialmente para pacientes con neoplasias hematologicas; ademas, tiene una
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de 94.1%,
98.6%, 88.9% y 99.3%, respectivamente. Por lo anterior, AsperGenius® y MycAssay

Aspergillus® son ensayos recomendados para la deteccion rutinaria de Aspergillus spp., por
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la técnica de PCR en muestras respiratorias (Rath y Steinmann 2018). Sin embargo, estas
pruebas utiles para la identificacion de Aspergillus spp., identifican solo algunas especies y
son disefiadas a partir de aislados no autéctonos, por lo que es necesario obtener
marcadores moleculares de aislados autoctonos dada la variabilidad genética presentada

por las especies de Aspergillus.

Con el propésito de obtener marcadores moleculares para especies de Aspergillus, se
eligieron las especies A. flavus, A. fumigatus, A. lentulus, A. nigery A. tubingensis, debido
a que se encuentran entre los patégenos oportunistas humanos mas importantes (Alhambra
et al., 2008; Montenegro et al., 2009; Vinh et al., 2009; Fortun et al., 2012; Gautier et al.,
2016) y estan presentes en el ambiente hospitalario lo que indica que existe alto riesgo de
contraer la aspergilosis, ademas, estos hongos son considerados la principal causa de
aspergilosis invasiva en pacientes inmunocomprometidos (Martinez-Herrera et al., 2016).
Inicialmente, estos aislados se identificaron a nivel de seccidén por macro y micromorfologia,
las caracteristicas mencionadas de los aislados (resultados) concuerdan con la morfologia
descrita para esas secciones. Sin embargo, para la identificaciéon a nivel especie se realizo
por métodos moleculares. Samson et al. (2014) recomiendan realizar la identificacion de
Aspergillus utilizando los genes ITS, B-tubulina o calmodulina. En este trabajo se decidié
utilizar el gen BenA, debido a que varios autores (Verweij et al., 2008; Sutton et al., 2009;
Vinh et al., 2009; Hubka et al., 2012; Won-Bok et al., 2020) consideran que la identificacion
de especies del género Aspergillus con este gen es util. Mientras que la regiéon ITS ha
demostrado ser util para la identificacién unicamente a nivel de género/seccion, ya que esta
region no discrimina la identificacion de especies en determinadas secciones (Varga et al.,
2007; Samson et al., 2007). Por otro lado, aunque el gen CaM es util para la identificacion
de especies de Aspergillus, presenta limitaciones debido a que no existen secuencias de
referencia correspondientes a todas las especies de la seccidon Fumigati depositadas en
GenBank para poder realizar la comparacion de secuencias e identificar el agente fungico
a nivel especie (Duarte-Escalante et al., 2020). Por lo antes mencionado el gen BenA

demostré ser el idoneo para identificar los aislados fungicos a nivel especie.

Una vez identificados los aislados a nivel especie se procedid a llevar a cabo la técnica de
RAPD-PCR, para ello se utilizaron un total de 34 oligonucleétidos. Se obtuvieron patrones
polimdrficos adecuados con todos los oligonucleétidos para cada especie, algunos de estos
fueron seleccionados al azar y otros con base en lo reportado en la literatura por su

capacidad para la identificacién a nivel especie, como lo reportdé Pena et al. (2018) quienes
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utilizaron dos oligonucledétidos para realizar la técnica de RAPD-PCR (PELF y URP1F) y
reportan una exitosa identificacion y diferenciacion entre las especies estrechamente
relacionadas con A. fumigatus sensu stricto como A. novofumigatus, A. fumigatiaffinis, A.
udagawae y A. lentulus. Ademas, Hong et al. (2010) consideran que la técnica RAPD-PCR
con los oligonucleétidos PELF y URP1F puede ser considerado un método rapido y
confiable para identificar A. fumigatus y A. lentulus. Sin embargo, en este trabajo, el
oligonucledtido PELF no presentd un patrén de bandas especie especifico para la
diferenciacion de A. fumigatus y A. lentulus. Por otro lado, el oligonucle6tido R108 utilizado
en este estudio presentd un patron especie especifico para A. lentulus. Sustentando lo
reportado por Swilaiman et al. (2013) quienes al emplear la técnica de RAPD-PCR
utilizando cuatro ologonucleétidos (OMT1, R108, R151 y OPWO8), demostraron que

producian polimorfismos adecuados para la genotipificacion de A. lentulus.

Todos los oligonucleétidos generaron patrones polimérficos entre 3 y 12 bandas claras y
reproducibles. Con el fin de seleccionar los oligonucleétidos que produjeran patrones
polimorficos especie especificos para las especies estudiadas, se llevé acabo un analisis

cualitativo y cuantitativo.

Con respecto al analisis cualitativo, los oligonucleétidos seleccionados mas representativos
fueron: OPA-19 sélo fue especifico para A. fumigatus y P54 discriminé todas las especies
estudiadas. Lo antes mencionado concuerda con lo reportado por Kermani et al. (2016)
quienes utilizaron el oligonucleétido P54 y obtuvieron patrones polimorficos para tipificar 38
aislados de Aspergillus, este oligonucleotido identificd las diferentes especies Aspergillus
aisladas de muestras de aire en Tehran, Iran.

En el caso del oligonucledtido 1253 se obtuvo un patrén polimérfico semejante para A.
tubingensis y A. niger, posiblemente se deba a que son especies que pertenecen ala misma
seccion (Nigri), no obstante, el patrén de A. tubingensis se caracteriza por la presencia de
una banda de 1700 pb. Por lo anterior, puede considerarse como un oligonucledtido que
discrimine ambas especies, sin embargo, los patrones de bandas presentados por los

diferentes aislados de A. niger son variables.

Con base en los resultados poco contundentes vy fiables de la seleccidn cualitativa se llevo

a cabo una seleccion cuantitativa.
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Dentro del grupo de los oligonucleétidos seleccionados cuantitativamente, el
oligonucledtido OPC-06 presentd un patron de bandas Unicamente para dos especies (A.
flavus y A. fumigatus). No obstante, es especifico para A. flavus. OPF-07 y OPG13, se
caracterizaron porque el patron presentado fue pobre para la mayoria de los aislados. Sin
embargo, este Ultimo es especifico para A. tubingensis. Mientras que el oligonucleétido
OPF-01 demostro ser util para discriminar todas las especies incluidas en este estudio. Por
lo que se llevé acabo la técnica RAPD-PCR con especies estrechamente relacionadas
como es el caso de A. fumigatus y A. lentulus. Este diferencidé una especie con respecto a
la otra. La diferencia mostrada es con base en el nimero de bandas obtenidas, A. fumigatus
presentdé 9 bandas (500-1800 pb), mientras que A. lentulus tuvo un menor numero de
bandas (6) con pesos moleculares de 300-1600 pb. Cabe mencionar que este
oligonucledtido, no se habia empleado en RAPD-PCR para la tipificacion de especies del
genero Aspergillus. No obstante, se ha utilizado en otras especies como Paracoccidioides
brasiliensis (de Moraes Borba et al., 2008), sin embargo, en la tipificacion de este hongo no

diferencio entre especies.

Los oligonucledtidos seleccionados cualitativa y cuantitativamente son diferentes. De
acuerdo con los resultados, los patrones polimoérficos obtenidos con los oligonucleétidos
seleccionados cuantitativamente proporcionaron patrones reproducibles y especie
especificos. Esta seleccion se debid a que se construyd una base de datos a partir de las
caracteristicas de los perfiles polimoérficos, lo que permitid la obtencidn de modelos
matematicos para ser evaluados a través de las curvas ROC (sensibilidad vs especificidad)

y estas nos permitieron seleccionar los oligonucleotidos especie especificos.

Por lo anterior se considera que estos patrones polimérficos son una herramienta
importante para la identificacion de las especies como lo considera Diba et al. (2014),
quienes verifican que el analisis RAPD-PCR es una huella genética util para identificar A.
fumigatus, A. flavus, A. nigery A. terreus. Cabe mencionar que el analisis por medio de la
técnica de RAPD-PCR también se ha empleado para la identificacion de otros géneros
fungicos como Penicillium (Bakri et al., 2007), Fusarium (Baysal et al., 2010), Trichoderma
cf. harzianum (Pérez et al., 2014) y Candida (Trtkova et al., 2009; Mesini et al., 2020).
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6. Conclusiones

La seleccion de oligonucleétidos que producen patrones polimérficos por RAPD-PCR para
la identificacion clinica de especies de Aspergillus, se llevé a cabo por analisis cualitativo y
cuantitativo. Por el andlisis cualitativo se seleccionaron los oligonucleétidos P54 y OPA-19
que generaron patrones polimoérficos especificos para A. flavus y A
fumigatus, respectivamente. Sin embargo, el analisis cuantitativo, dadas sus caracteristicas
operativas, fue especifico y selectivo de cada especie, seleccionando los oligonucledétidos
OPC-06, OPF-01 y OPG-13 que generaron patrones polimorficos especificos para A. flavus,
A. fumigatus y A. tubingensis, respectivamente. Se recomienda el uso del oligonucleétido
OPF-01 para diferenciar A. fumigatus de A. lentulus.

La técnica de RAPD-PCR permite la identificacion de especies de Aspergillus de forma
rapida, sencilla, y no requiere de secuenciacion, logrando con ello mejorar los métodos de
diagnostico de la aspergilosis. Los métodos cuantitativos mas que los cualitativos
permitieron seleccionar oligonucleétidos especie especificos para discriminar entre

especies.
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8. Anexos
Anexo 1
RAPD-PCR de los 34 oligonucleétidos utilizados.
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Figura 16. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido 1281.
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Figura 17. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido 1283.
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Figura 18. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledétido R108.
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Figura 19. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido 1253.
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Figura 20. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPA-19.
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Figura 21. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPA-16.
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Figura 22. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPB-12.
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Figura 23. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPA-17.
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Figura 24. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPA-15.
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Figura 25. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPF-05.
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Figura 26. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPA-08.
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Figura 27. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido OPC-07.
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Figura 28. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido OPG-01.

- 68 -



Aspergillus niger Aspergillus flavus Aspergillus
1 | lentulus
< “ <
O e
N (el 8
8 5583 3338 8
= Qe @ B ™ $ a4 &8 < & >

Aspergillus tubingensis Aspergillus fumigatus
A A
'6 1 '6 1
S S
$ < El') < 55 S o % =
S —= VY L S I =
s S & 3 L 8 £ S 3 S8

Figura 29. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPG-03.
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Figura 30. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledétido OPG-13.
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Figura 31. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPG-15.

-71 -



Aspergillus niger Aspergillus flavus

( | 1

5 | 1

e

= 5

N D)

553 8 g Fgg g g o8
S 2 & & & X O\S‘/moo<ﬂm

Aspergillus
Aspergillus tubingensis Aspergillus fumigatus lfe\mtulus
= A — i O
o 1 5 \ ([L)
@) Q >
= [ <
< X LT o o o — o
S x ¥ 8§ § S 33 &2 4
S5 2 8 3 2 8 & = > :

Figura 32. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPC-06.
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Figura 33. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR PCR para las cinco especies
con el oligonucleétido OPG-05.
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Figura 34. Patrones polimdrficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido OPM-12.
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Figura 35. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido OPH-03.
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Figura 36. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido OPG-07.
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Figura 37. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPH-18.
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Figura 38. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR PCR para las cinco especies
con el oligonucleétido OPF-01.
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Figura 39. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido OPF-07.

-79 -



Aspergillu.

Aspergillus niger Aspergillus flavus lentulus
5 . 1 r . 1 ~
2 2
s QA S
N [al®] =
252583 gE83ss g 8
= A N o0 ® X 3 n oo < n >

Aspergillusltubingensis Aspergilluis fumigatus

> B '

S S

< 3 S a2 =g
s = & 3 4 8 s 5 5 3

Figura 40. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido OPF-09.
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Figura 41. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleodtido OPE-02.
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Figura 42. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido P54.
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Figura 43. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido P160.
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Figura 44. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucleétido PELF.
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Figura 45. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido B04.
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Figura 46. Patrones polimorficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPH-17.
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Figura 47. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido T3B.
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Figura 48. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPA-02.
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Figura 49. Patrones polimérficos obtenidos por RAPD-PCR para las cinco especies con el
oligonucledtido OPA-03.
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