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INTRODUCCION.

Las infecciones fungicas invasivas (IFl) son un grupo de enfermedades que han aumentado
progresivamente en las Ultimas dos décadas, principalmente en el &mbito nosocomial. Se
estima que mas de 1,6 millones de personas mueren cada afio a causa de enfermedades
flngicas y alrededor de mil millones de personas sufren infecciones flngicas'? El
diagnéstico de enfermedades fungicas requiere un alto nivel de sospecha clinica y atencién
especializada, pruebas de laboratorio, asi como experiencia en cultivo, histopatologia e
imagenologia. Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus,
Pneumocystis jirovecii y Mucormycosis son los agentes mas comunmente asociados con
Micosis oportunistas; patbégenos que cominmente invaden las vias respiratorias, digestivas
o los dispositivos intravasculares 3#% La aspergilosis, definida como una infecciéon causada
por organismos incluidos en el género Aspergillus; constituye un espectro de enfermedades
gue van desde reacciones alérgicas hasta enfermedades diseminadas en huéspedes
inmunocomprometidos. Aspergillus fumigatus es el organismo predominante que causa la
aspergilosis invasiva (lA), pero otras especies se han vuelto cada vez mas reconocidas
como patdgenos oportunistas importantes. Aspergillus es una de las causas mas frecuentes
de infecciones fungicas y con una elevada mortalidad, siendo las dificultades y retrasos
para realizar un diagnéstico microbiolégico uno de los factores relacionados con su mal
pronéstico®. El diagnéstico de las IFI sigue siendo un reto dificil, sobre todo por la baja
especificidad de las manifestaciones clinicas, la ausencia de hallazgos radiol6gicos que
sean patognomonicos y la baja sensibilidad y relativa lentitud de los métodos
microbioldgicos. Las limitaciones inherentes y la baja sensibilidad de los métodos
tradicionales de diagnostico microbiolégico como la observacion microscépica de muestras
clinicas, su cultivo en medios artificiales y la posterior identificacion de hongos aislados en
dichos medios por diversas técnicas, implican un diagndstico tardio que posterga el
establecimiento del tratamiento antifingico mas adecuado y favorece la aparicion de dafios
organicos irreversibles’® Histéricamente, el diagnostico se ha basado en el aislamiento de
Aspergillus en cultivo combinado con caracteristicas histopatolégicas o radiogréficas
compatibles de la enfermedad. Sin embargo, el cultivo de hongos es relativamente lento e
insensible, mientras que la histopatologia y las imagenes radiogréficas no son especificas

para el organismo.



El uso de biomarcadores de la pared celular fungica, como el 1,3-D-glucano o el antigeno
de galactomanano de Aspergillus, ha mejorado el diagndstico temprano de la Al, pero estos
métodos también tienen limitaciones significativas, incluida la baja sensibilidad en ciertos
grupos de pacientes y problemas de falta de especificidad® Debido al bajo rendimiento de
las pruebas de diagnéstico, la Organizacién Europea para la Investigacién y el Tratamiento
del Cancer/Grupo Cooperativo de Infecciones Fungicas Invasivas y el Grupo de Estudio de
Micosis del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (EORTC/MSG)
disefiaron definiciones compuestas, que establecieron un marco formal para definir la
infeccién fungica invasiva con certeza diagnéstica variable. Las definiciones asignan 3
niveles de probabilidad al diagndstico de IFI “comprobada”, “probable” y “posible”, los cuales
son ampliamente utilizados para la identificacion de casos y permiten iniciar el tratamiento
empirico de manera oportuna'®. Recientemente ha habido un interés significativo en el uso
de diagnésticos moleculares para ayudar en el diagnéstico rapido y preciso de la
aspergilosis. El diagndstico basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
permite la deteccion rapida y sensible de una mayor variedad de muestras y agentes
infecciosos. Aunque la PCR es considerada como el estandar de oro en las aplicaciones de
diagnostico molecular, realizar esta técnica requiere numerosos pasos de trabajo manuales
gue consumen mucho tiempo y son propensos a errores, incluida la preparacion de
soluciones de trabajo, la extraccion de acidos nucleicos y la transferencia, junto con la
mezcla, a los dispositivos de amplificacién, para lo que es necesario equipo costoso y
personal altamente capacitado. Estos inconvenientes técnicos podrian evitarse utilizando
la amplificacién isotérmica de acidos nucleicos''213-Mas recientemente, los ensayos de
amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP) se han utilizado cada vez mas para la
deteccion rapida especifica de especies de numerosos hongos, incluido A. fumigatus.# La
tecnologia LAMP, descrita por primera vez en 2000, !5 tipicamente involucra de 4 a 6
cebadores en cada reaccion y tiene varias supuestas ventajas sobre los diagndsticos
basados en PCR. Estos incluyen tiempos de reaccion mas rapidos, sensibilidad y
especificidad potencialmente mejoradas, mayor tolerancia a los inhibidores de la muestra,
no se requiere un procesamiento adicional posterior a la reaccién (p. €j., resolucién de
productos de PCR en geles de agarosa) y el uso de una Unica temperatura de reaccion
constante, lo que aumenta la posibilidad de deteccion. A pesar de estas ventajas, los
ensayos LAMP se han aplicado con mucha menos frecuencia a la deteccion de otros rasgos

genéticos clave, como la resistencia a los fungicidas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6771684/#myc12959-bib-0008

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las infecciones fungicas invasivas (IFl) son un grupo de enfermedades que han incrementado
progresivamente en las dos Ultimas décadas, fundamentalmente en ambito nosocomial. Su
importancia radica en la morbilidad y mortalidad secundarias a estos procesos, especialmente en el
caso de los causados por hongos filamentosos. Este aumento en la incidencia de las infecciones
causadas por hongos es debido al incremento en el nimero de personas que viven con VIH-Sida;
personas con farmacos inmunosupresores como postransplantados de drganos; al uso de
qguimioterapia para el tratamiento de neoplasias y al incremento en la esperanza de vida. Durante
la ultima década, se han observado otros factores que incrementan el riesgo de tener infecciones
por hongos filamentosos, como la influenza y mas recientemente la COVID 19; las cuales causan
dano epitelial y endotelial alveolar, deterioro de la actividad mucociliar agravada por disfuncién de
las células inmunes y desregulacion del sistema inmunitario; siendo el género Aspergillus el tipo de
hongo filamentoso mas frecuentemente relacionado con infecciones flngicas invasivas en el INER
(Figura 1). Esta infeccion es considerada como una de las IFI con mayor mortalidad derivado del

retraso en el inicio oportuno de tratamiento antifdngico por un diagndstico tardio.

A 2013 A.2014 A. 2015 AL 2016 A 2017 A 2018 A. 2019 AL 2020
B A. fumigatus A. flavus A terreus Aspergillus spp B A niger WA versicolor

Figura 1. Prevalencia por afio de los casos de Aspergilosis reportados en el INER de 2013

a 2020, de acuerdo a su género y especie.



PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Cudl es la sensibilidad y especificidad de un ensayo de amplificaciéon visual isotérmica de
acidos nucleicos para una deteccién rapida de Aspergillus spp y sus mecanismos de

resistencia a antifungicos?



OBJETIVOS.

Generales:

> Conocer el rendimiento diagndstico de un ensayo de amplificacién visual isotérmica de
acidos nucleicos para una deteccidon rapida de Aspergillus spp y sus mecanismos de

resistencia a antifingicos

Especificos:

» Desarrollar un ensayo de amplificacion LAMP visual para la deteccion rapida de Aspergillus
y genes asociados a resistencia a antifungicos

» Determinar la sensibilidad de un ensayo de amplificacion visual isotérmica de &acidos
nucleicos para una deteccion rapida de Aspergillus spp y sus mecanismos de resistencia a
antifdngicos.

» Determinar la especificidad de un ensayo de amplificacion visual isotérmica de acidos
nucleicos para una deteccion rapida de Aspergillus spp y sus mecanismos de resistencia a
antifdngicos.

» Evaluar el valor predictivo negativo de un ensayo de amplificacion visual isotérmica de
acidos nucleicos para una deteccidén rapida de Aspergillus spp y sus mecanismos de
resistencia a antifungicos.

» Evaluar el valor predictivo positivo de un ensayo de amplificacién visual isotérmica de acidos
nucleicos para una deteccion rapida de Aspergillus spp y sus mecanismos de resistencia a

antifungicos



JUSTIFICACION.

La capacidad de proporcionar una identificacion oportuna de los agentes causantes de las
infecciones del tracto respiratorio inferior puede promover mejores resultados para los pacientes.
Las opciones actuales de pruebas de diagndstico incluyen cultivos, pruebas moleculares y deteccion
de antigenos. Los métodos tradicionales de diagndstico microbioldgico actualmente son demasiado
lentos y tienen poca sensibilidad. El diagndstico molecular para procesos infecciosos parece ser una
alternativa mas precisa. Sin embargo, para realizar una PCR son necesarios multiples procesos que
requieren tiempo y personal capacitado para realizar las técnicas. Se necesitan herramientas de
diagndstico molecular répidas y faciles de realizar. Se han desarrollado métodos de amplificacion
isotérmica para la deteccidn de acidos nucleicos en muestras clinicas a fin de sortear los problemas
asociados con la PCR en Tiempo Real. Los métodos de amplificacién isotérmica mediada por bucle
(LAMP) han ganado popularidad en la deteccidn de acidos nucleicos para el diagndstico de agentes
infecciosos. LAMP ha demostrado su superioridad sobre la PCR mediante la amplificacion especifica
del ADN obijetivo, incluso en presencia conjunta de secuencias no objetivo, al tiempo que elimina la
necesidad de multiples ciclos de temperatura y tiempos de reaccion prolongados. Se han realizado
varios avances a lo largo de los afios para mejorar la eficiencia del ensayo LAMP y se ha combinado
con métodos colorimétricos para deteccidn visual que permiten tener una identificacion rapida de
las muestras positivas. Las mejoras han permitido la creacion de plataformas diagndsticas en el
punto de atencidn eficaces y rapidas. Por estos motivos y aprovechando la experiencia previa con
la técnica LAMP para el diagndstico de enfermedades infecciosas, proponemos un método LAMP

para mejorar las detecciones de aspergillus.



HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA
Ho:

La sensibilidad y especificidad de un ensayo de amplificacion visual isotérmica de acidos
nucleicos para una deteccion rapida de Aspergillus spp y mecanismos de resistencia a

antifangicos no es mayor al 80%

HIPOTESIS ALTERNA

Ha:

La sensibilidad y especificidad de un ensayo de amplificacion visual isotérmica de acidos
nucleicos para una deteccion rapida de Aspergillus spp y mecanismos de resistencia a

antifangicos es mayor al 80%



METODOLOGIA

Disefio del Estudio: Transversal analitico

Area de investigacion

a) Lugar del estudio

Servicio de Microbiologia Clinica, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

b) Descripcion de la poblacion de estudio.

La validacion de la técnica en evaluacion se realizard con muestras de cultivos de cepas ATCC de
diferentes especies de Aspergillus (Aspergillus niger (ATCC 6275), Aspergillus fumigatus (ATCC
1022), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus brasiliensis (16404) y que cuenten con
genes con resistencia a los diferentes farmacos antifngicos. Se realizara previamente un proceso de
purificacion de material genético. La evaluacion se realizard al remanente de muestra de LBA o
Aspirados bronquiales, de pacientes que hayan ingresado al INER y a los que se les solicite cultivo

de hongos y prueba de galactomanano por sospecha de una aspergilosis pulmonar invasiva.

c. Procedimiento del estudio.

Se realizaré el cultivo de las cepas de referencia con base en las especificaciones del fabricante, una
vez obtenidas el crecimiento en los medios de cultivo, se realizard un paso previo de extraccion del

ADN para poder realizar el ensayo en evaluacion.
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Fig. 1 Resumen grafico del ensayo sobre las cepas de referencia y el remante de las muestras
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l. Extraccién de ADN de las muestras de pacientes

La extraccion de ADN se puede realizar de las siguientes muestras bioldgicas: lavado
bronco alveolar, aspirado bronquial y plasma. Afadir 250 pL de muestra bioldgica a
tubos Eppendorf de 1.5 mL. Se realiza un pretratamiento a la muestra, afiadir 250 pL
de cisteina al 1% (agente mucilaginoso), incubar durante 10 min a temperatura
ambiente, posteriormente tratar las muestras de la siguiente manera. Centrifugar a 12
000 g a 4°C durante 5 minutos, posteriormente eliminar el sobrenadante y agregar 200
UL de solucién de yatalasa (Yatalasa al 1 % TaKaRa. RNasa A, Fosfato de sodio 10 mM
(pH 6), Cloruro de sodio 0.8 My EDTA 50 mM (pH7), estéril) e incubar durante 30 min
a 37°C en agitacién, agregar 300 pl de buffer de lisis (tiocianato de guanidinio 2 M,
ditiotreitol 80 mM, citrato de sodio 25 mM y glucégeno 20 pg/ml, pH 6), agitar
vigorosamente durante 15 segundos e incubar a 80°C durante 10 min, posteriormente
enfriar a temperatura ambiente, agregar v/v etanol al 100%, y 20 pL de perlas
magnéticas (10 mg/mL), homogenizar e incubar la muestra durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante, recolectar las perlas magnéticas con
DynaMaglman TM -2 (Life Technologies, EE. UU.). Lavar las perlas dos veces con
etanol al 70%. Finalmente, agregar 50 pL de agua libre de RNasas, incubar 5 min,
transferir el sobrenadante a un tubo nuevo estéril. EI ADN purificado se puede

almacenar a -30°C.

Il. Deteccion de la infeccién fungica

El objetivo de esta etapa es la determinacién de la presencia de la infeccién fungica en
la muestra. La deteccién molecular del hongo en las muestras de pacientes se realizara
mediante la amplificacion de un fragmento de los genes 18S y 28S, que codifican para
ARN ribosomal y tienen una limitada velocidad de cambios evolutivos. Para encontrar
las regiones genomicas que se utilizaran como templados de amplificacion se realiz6
un alineamiento con las secuencias de ARN ribosomal del género Aspergillus de las
cuatro especies mas comunes reportadas como causantes de IFI (A. fumigatus, A.
flavus, A. niger, A. terreus). Como se muestra en la Figura 2, existen diversas
secuencias conservadas en las regiones ribosomales de las distintas especies que

pueden ser utilizadas como blanco de amplificacion.



Ya que la finalidad del presente proyecto es desarrollar un método de diagnéstico de
infecciones fangicas rapido, facil de usar y aplicable en el punto de atencién del

paciente, se requiere utilizar el menor equipo posible.

Los métodos de deteccidn basados en la PCR requieren de equipos costosos y
altamente especializados para realizar la amplificacién de los genes de interés, como
los termocicladores para reacciones en tiempo real. Sin embargo, una alternativa a la
PCR es la amplificacion LAMP, la cual es una técnica que permite realizar multiples
copias de una regién genémica aplicando una Unica temperatura de reaccion. Para
realizar la técnica LAMP, el juego de oligonucleotidos descritos en la Tabla 1 seran
utilizados como templados para el disefio de los iniciadores que se usaran en la reaccion
isotérmica. Cada par de oligonucledtidos se optimizard para obtener el mayor

rendimiento de amplificacién.

1 ARONOIE UM Anporglun nger gone fie 145 RNA BOMOIOQUINEE. ™ e e s sttt
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§ KUTH 006 111.084 Angeryies Ramigatus isalte U517 185 ronsmal RA gane jartel seteice
90 XSATTS 1/1 560 Anger g Aumigatun sk DNF-26C.1 105 rhancens FA gute patel
1 KPRRI2M1 111640 Asparphis frvan 105 cbokersel GHA pite serte mesumnce

12 DOABEE1 11-1841 Ausergiha temeas alran WATO! 145 recacent RIA gane purtal seguence
13 EUBBATIE 1111760 Adoroies ger s ERJ-4 165 rbonunal INA pase portal socusecy
1 EUSMOE 11176 Auperphen nger stan KY 155 rbonomal RNA gase pasal sequeece
98, LCABSTSR AN AT33 Asgerpien Aamgatus ATCC 1673 pone frv 135 basomel ANA partel

90 1G_D6H04 1111739 Axgechus tarown ATCC 1017 165 1RUA gare partal secaence e CRAC (13 ' , ) ¢

17 LTSR47S 111 441 Anpergits Aimgetas geromic DNA wequance catame (151 4 55 (RNA gens - - - - se9veserrraveny
16 INSATAA 111404 Angergha nger sran AN- 120 145 rtoneena 64 peve prse secunece il C EIRCIRRIE € € { A

18 KOS5 1/1-441 UNVERFED. Anpergis Aumus svam 5.16 125 rboscrnel A geee p

20, KF32138 11600 Anperphus hrwgatss stran BOO! 125 rbewomel ANA gera partl sequence J0

21 WOMATIE 111364 Asperghun fevas stran M1 115 rhowseus RN gane sartl vaguance ri

22 10GHI01 1/148 Aspergs niger noete CXR CBE 145 rienomsl RUA gens partal sequnce

20 Q1118 171400 Asgorgh 914185 Uk g
24 WFSTTSE 1140 Anpergha lervess ot EBF 108 146 recsan A et partel seqence,

26, K037 111,565 Asgeryiu lemews stran ATWO 138 125 roesomel RIA jent partal seguey

Figura 2. Alineamiento de las secuencias ribosomales de cuatro especies distintas de Aspergillus (A. fumigatus, A. flovus, A. niger, A. terreus). Secuencias obtenidas de
la base de datos NCBI. Alineamiento realizado con el servidor Clustal Omega EMBL-EBI.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados como templado para realizar el disefio de los inicladores para LAMP gue amplificardn las regiones ribosomales conservadas del
género Aspergilius

N51 GTAGTCATATGCTTGTCTC
Region 185 N52 GGCTGCTGGCACCAGACTTGE

NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC

N54 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG

LROR ACCCGCTGAACTTAAGC
Region 285 LR3 CCGTGTTTCAAGACGGGE

LR3R GTCTTGAAACACGGACC

LR& CGCCAGTTCTGCTTACC

La amplificacion de los genes blanco se realizara con la enzima ADN polimerasa Bst 2.0, la
cual es una proteina homologa de la ADN polimerasa | de Bacillus stearothermophilus. Esta
enzima se incluye en la mezcla de reaccién del kit a utilizar, WarmStart® Colorimetric LAMP
2X Master Mix (DNA & RNA) del fabricante NEB. ElI ADN extraido y purificado se utilizara
para preparar la reaccién de amplificacion con un volumen final de 25 uL en tubos de 0.2

mL.

Los volumenes de cada componente de la mezcla de reaccion se describen en la Tabla 2.
La mezcla final se incuba a 65°C por un periodo de 30 a 40 minutos. La deteccion de la
amplificacion sera identificada a simple vista mediante un cambio de color en la mezcla de
reaccion (Figura 3). Las muestras positivas tendran un cambio de color de rosa a amarillo

debido a un cambio de pH cuando ocurre la amplificacion de la cadena de ADN de interés.

Tabla 2. Componentes y volimenes de la reaccidn LAMP para la deteccidn de hongos

Componente Muestra de ADN (ulL) Control sin templado
(pL)
Mezcla de reaccion 12.5 12.5
Mezcla de iniciadores 2.5 2.5

ADN de la muestra

dH20

10

Volumen final

25

25




Muestra Muestra
negativa positiva

Figura 3. Deteccion de amplificacién mediante cambio de color en la mezcla de reaccién. El kit WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix (DNA & RNA) de NEB,
contiene un indicador de pH en la mezcla de reaccién que cambia de color cuando la polimerasa de ADN Bst 2.0 amplifica el gen de interés.

Il. Identificacién de especies de Aspergillus mediante la deteccidon visual de la

reaccién de amplificacion isotérmica de acidos nucleicos.

Después de la deteccion de una muestra positiva, la siguiente etapa es determinar la
especie del hongo responsable de la infeccion. Para diferenciar entre especies utilizando la
técnica LAMP es necesario amplificar regiones de genes con secuencias Unicas de cada
especie. Una de las regiones de ADN seleccionadas es el espaciador transcrito interno (ITS,
del inglés Internal Transcribed Spacer) la cual es la porcion del ARN ribosomal con una
mayor velocidad evolutiva. De hecho, las secuencias ITS son conocidas como los
marcadores oficiales para la identificacibn de hongos. Sin embargo, algunos genes
codificantes de proteinas también pueden ser utilizados para diferenciar entre especies, por
ejemplo, las regiones codificantes de las subunidades de la ARN polimerasa o la secuencia
del gen de la beta-tubulina. EI método de amplificacion de ADN debe de identificar cambios
de un solo nucleétido entre la secuencia original y la secuencia mutante para discriminar
entre especies distintas. Para lograr la identificaciéon de esos ligeros cambios en la
secuencia se utilizara una modificaciéon de la técnica de amplificacion original llamada LAMP

activable por iniciador (PALAMP por sus siglas en inglés).

La técnica PA-LAMP utiliza un oligonucleétido que tiene un residuo de ARN complementario
al sitio de la mutacion y en el extremo 3’ un espaciador C3 que bloquea la amplificacion. Si
la secuencia mutante esta presente en la muestra, el oligonucleétido se une completamente
a la cadena de ADN y la enzima RNAsa H2 cataliza el corte del residuo de ARN y activa la

amplificacion del oligonucleétido.



Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados como templados para el disefio de los iniciadores en las reacciones de identificacidn y discriminacidn de especies de Aspergilus
mediante la amplificacidn de las regiones ITS y el gen beta tubulina.

ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
Internal Transcribed Spacer ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

(ITS) ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

A. fumigati CGGCAACATCTCACGATCTGACTCGC

B-Tubulina A. niger ACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGT

A. flavus CGGTCAGGAGTTGCAAAGCGTTTTCA

A. terreus ACCATCCTGGGACAGATTCTYCACGC

Aprovechando la capacidad de la técnica PA-LAMP para detectar sustituciones de un solo
nucleétido, se seleccionaron las secuencias de la region ITS y el gen codificante de beta
tubulina para amplificar y diferenciar entre las diferentes especies de hongos patégenos.
Las secuencias seleccionadas se alinearon para identificar cambios de un solo nucleétido
en las cadenas de ADN. En la Tabla 3 se muestran diferentes oligonucleétidos que
reconocen las secuencias ITS y beta tubulina, respectivamente. Los iniciadores de ambos
grupos seran utilizados como modelo para el disefio de los oligonucleétidos especificos
para la amplificacion con PA-LAMP. Los componentes de la reaccién y los volumenes estan
descritos en la Tabla 4. El volumen final de reaccidn es de 30 pL el cual se incuba a 63°C

durante 30 a 40 minutos.

Tabla 4. Componentes y waldmenes para la reaccidn PA-LAMP

Componente Reaccion con muestra de ADMN Reaccion control sin ADN (L)
[{TAA ]

Buffer de reaccidon 15 15
4 m MgS0. 2 2
Mezcla de oligonucledtidos 5 5
dMNTPs 2 2
Polimerasa de ADMN Bst 1 1
RMNAsa H2 1 1
Muestra de ADN 2 -
Hz0 2 a
Volumen final 30 30




Para los ensayos de identificacién de la especie de Aspergillus spp, se empleara azul de
hidroxinaftol (CAS No. 63451-35-4) de la marca Sigma-Aldrich o Merck Millipore. El azul
de hidroxinaftol sera preparado disolviéndolo en agua destilada para preparar una solucién
stock de 20 mM, a partir de la cual se realizara una dilucién para pre-adicionar 120 uM a la
mezcla de reaccion de cada ensayo. La adicion de esta sustancia servira para evidenciar
el desarrollo de la reaccion de la amplificacion mediante un cambio de color perceptible a
simple vista, de violeta a azul cuando el target genético esté presente; es decir, cuando la

muestra sea “positiva” a la especie fungica en cuestién (Figura 4).

A terreus

A niger A fumigetus A flavies A nidwlans A versicolor A tereus
Positivo

Figura 4. Ejemplo de la deteccién de especie de Aspergillus sp mediante la amplificacién isotérmica propuesta.

V. Deteccion de la presencia de mutaciones que confieren resistencia a
antifingicos en especies de Aspergillus mediante la deteccion visual de la

reaccién de amplificacion isotérmica de acidos nucleicos

La determinacion de la resistencia a antifingicos se realizara mediante la deteccion de
mutaciones en la secuencia de genes como cyp5l1A y ERG11, los cuales estan
relacionados con desarrollo de resistencia a azoles. Por ejemplo, se ha descrito que
algunas sustituciones de amino&cidos en el gen cyp51A confiere resistencia a la especie A.
fumigatus al farmaco itraconazol. El protocolo de deteccion de mutaciones relacionadas a
resistencia es similar al utilizado para la discriminacion de especies. Las secuencias de
ADN de los genes de interés se descargaran y alinearan para detectar las posiciones de
los cambios Unicos de nucledtidos los cuales se utilizaran para el disefio de los
oligonucledtidos que se aplicaran en la reaccion PA-LAMP. Las muestras positivas a alguna
resistencia se identificardn por deteccion visual mediante un reportero de pH. El volumen

final de reaccion sera de 30 UL y se incubara a 63°C durante 30-40 minutos.



Para la deteccion visual de la presencia de mutaciones o targets genéticos que confieren
resistencia a antifingicos a diferentes especies de Aspergillus spp, se empleara purpura de
metacresol (CAS No. 2303-01-7) de la marca Sigma-Aldrich o Merck Millipore. El parpura
de metacresol sera preparado disolviéndolo en agua destilada para preparar una solucién
stock de 50mM, a partir de la cual se realizard una dilucién para pre-adicionar 100 uM a la
mezcla de reaccion de cada ensayo. La adicion de esta sustancia servira para evidenciar
el desarrollo de la reaccion de la amplificacion mediante un cambio de color perceptible a
simple vista, de morado a amarillo cuando el target genético esté presente, es decir, cuando

exista resistencia a los antifingicos en cuestién (Figura 5).

v - ~ - ~ -

v v v

Pruieba de Prueba de Prueba de
deteccioén de deteccién de deteccién de
resistencia a resistencia a resistencia a

azoles caspofungina anfotericina B

Amplificacién isotérmica
de acidos nucleicos

-~ ~ - e

v v

Targets de Targets de Targets de
resistencia a resistencia a resistencia a

azoles no caspofungina anfotericina 8
detectados no detectados detectados

Figura 5. Ejemplo de la deteccion de targets genéticos de resistencia a antifungicos mediante la amplificacion isotérmica propuesta.
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DEFINICION DE LAS VARIABLES

Variable

Infeccion

fungica
invasiva

Pcr lamp

Edad

Género

Comorbilidades

Cultivo

Fuente Método de Unidad Escala de
Medicion Medicion
Paciente Escala Posible Cualitativa
nominal
Probable
Probada
Paciente Visual Cambio de Cualitativa
coloracioén
Evaluacion Tiempo afios Cuantitativa
clinica transcurrido continua
desde el
nacimiento
hasta el
momento
actual.
Interrogatorio Fenotipo Masculino Cualitativa
directo ] nominal
Femenino
Interrogatorio | Condiciones | Enfermedad | Cualitativa
directo nominal
Paciente ESCALA UFC Cuantitativa

discreta
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UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA

Criterios de inclusion y exclusion:

A) Criterios de inclusion

v Pacientes mayores de 18 afios

v Pacientes con remanente de muestra y con solicitud de estudios de cultivo de hongos y

galactomanano
v Pacientes que acepten participar y firmen consentimiento informado

B) Criterios de exclusion

v Pacientes que la muestra no sea suficiente obtener un remante de muestra

Captura, procesamiento, analisis e interpretacion de la informacion.

Con la informacidén recabada se realizard una base de datos, la cual permitira realizar el
procesamiento de la informacion. El analisis estadistico se realizara utilizando el paquete
estadistico, SPSS 27. Se calculara: Sensibilidad: definida como el nimero de resultados
verdaderos positivos dividido por la suma de los resultados verdaderos positivos y falsos
negativos; Especificidad: definida como el nimero de resultados negativos verdaderos

dividido por la suma de resultados negativos verdaderos y falsos positivos.



TAMANO DE LA MUESTRA.

Numero necesario de sujetos de investigacion.
Para el célculo de tamafio de muestra para el proceso de evaluacion clinica se realizé con

la férmula para comparar la sensibilidad entre dos pruebas diagnésticas:

”_‘erOc-J(l—l—C'}ﬁ(l—ﬁ)—f—Zﬁ-J{Cplq; + progz }F
(CHic*

En donde:

Za(desviacion normal estandarizada para el nivel establecido= 1.64
ZB (desviacion normal estandarizada para el nivel establecido) = 0.84
C= Relacion entre los componentes de ambos grupos = 1:1

M (p1+p2/2)=0.80+0.90/2=0.85.

pl(sensibilidad del grupo 1) =0.80, g1 =1 —0.80 = 0.20.

p2 (sensibilidad del grupo 2) =0.80, g2 =1 -0.80 = 0.20.

IC =0.1.

El calculo con la forma anterior fue de 90 sujetos, si la sensibilidad de la prueba conocida
es de 0.80, y se espera que la sensibilidad de la nueva prueba sea de 0.8 con IC del 95%

0.75 a 85%, a un nivel de confianza del 95% y poder del 80%, con una relacion 1:1



ANALISIS ESTADISTICO.

En cuanto a la estadistica descriptiva se utilizaron medidas de resumen tales como ny
porcentajes para variables cualitativas, medidas de tendencia central para variables
cuantitativas. Para la estadistica inferencial, se realiz6 prueba de chi cuadrado, asi como
se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, asi como tablas de contingencia
para RR, Se obtuvo el célculo del valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo
(VPN), sensibilidad y especificidad.

Los célculos se realizaron por medio del paquete SPSS Statistics v20.

Se considero estadisticamente significativo un valor p < 0.05

ETAPAS.

¢ PRIMERA ETAPA: Inclusion de pacientes.

e SEGUNDA ETAPA: Evaluacién de datos y andlisis de resultados.
e TERCERA ETAPA: Realizacion de conclusiones.

e CUARTA ETAPA: Preparacion de manuscrito y publicacion



RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion

Se incluyeron un total de 91 pacientes con galactomanano positivo y sospecha clinica de
aspergilosis pulmonar invasiva por parte del médico tratante, posteriormente se les solicitd
cultivo para hongos, se encontré que 36% (31/91) de los pacientes a los que se les
solicitaron las pruebas para descartar una infeccion fungica invasiva (IFI) no tenian criterios
clinicos ni radiograficos para sospechar de una aspergilosis pulmonar invasiva. El 54% de
los pacientes se clasific6 como enfermedad fangica invasiva probable por contar con
factores de riesgo, hallazgos clinico-radiolégicos y un estudio micoldgico positivo. Un 16%
de los pacientes se clasifico como IFI posible.

La edad promedio de las personas incluidas en el estudio fue de 51.92 + 11.99 afios. El
63% (57/91) de las personas a las que se realiz6 la prueba fueron hombres (figura 2).

51260 7 - )
Hombres
31a40 11 1
H Mujeres
21230 g - 4
11a20 I) 1
0al0

Figura 2. Distribucion por sexo y edad.
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La enfermedad pulmonar multinodular en estudio y neumonia por COVID-19 fueron los
diagnosticos mas frecuentes por los cuales se solicité un estudio serolégico y cultivo para

descartar una IFI por Aspergillus spp. (Tabla 1).

Sin Criterios EORTC Posible IFI Probable IFI Total

covID-19 4 0 17 21 (23%)

NAC 4 0 5 9 (10%)

Absceso pulmonar 2 0 0 2(2%)

Tuberculosis pulmonar 1 0 1 2 (2%)

Tumor Mediastinal 1 0 0 1(1%)

Neumonia Broncoaspiracion 1 0 0 1(1%)

Cancer Pulmonar 1 0 0 1(1%)

Neumonia Nosocomial 0 0 1 1(1%)

Derrame pleural en studio 0 1 0 1(1%)

31 14 46 91

Tabla 1. Diagnosticos de las personas incluidas en el estudio.



Rendimiento diagnostico de PCR para Aspergillus

De las 91 muestras analizadas en total, 16 muestras se reportaron positivas por PCR lamp
y el resto fueron negativas para Aspergillus spp. Para la deteccion de Aspergillus spp., la
sensibilidad por medio de la prueba molecular fue del 27% y la especificidad encontrada
fue del 100% (Tabla 2).

CRITERIOS EORTC
Aspergillus Sensibilidad Especificidad
(método de referencia) VPP (%) VPN (%) LR (-)
spp (%) (%)
Con Sin
Positivo 16 0
Negativo 44 31 27 100 100 41 0.73

Tabla 2. Comparacion entre el rendimiento clasificacion por criterios EORTC y Aspergillus spp ELITe MGB
PCR. VPN: Valor predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo; LR(-): Cociente de Probabilidad para un

test negativo.

En las personas con factores de riesgo, criterios clinicos y micolégicos clasificados como
infeccién fungica probable, la sensibilidad del Aspergillus spp PCR lamp fue del 30%, con

una especificidad del 100 %, el valor predictivo positivo es del 100% con un LR de 0.7

(Tabla 3).
CRITERIOS EORTC
(Probable)
Aspergillus Sensibilidad  Especificidad
(método de referencia) VPP (%) VPN (%) LR (-)
spp (%) (%)
Con Sin
Positivo 14 0

Negativo 32 31 30 100 100 49 0.7



Tabla 3. Comparacion entre el rendimiento clasificacion por criterios EORCT y Aspergillus spp ELITe MGB

RT-PCR. VPN: Valor predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo; LR(-): Cociente de Probabilidad para

un test negativo

En los pacientes con criterios clinicos de IFI posible segun los criterios EORTC/MSG, la sensibilidad

del Aspergillus spp ELITe MGB fue del 14%, con una especificidad del 100 %, el valor predictivo

positivo es del 100% con un LR de 0.86.

CRITERIOS EORTC (Posible)

Aspergillus Sensibilidad  Especificidad
(método de referencia) VPP (%) VPN (%) LR (-)
spp (%) (%)
Con Sin
Positivo 2 0
Negativo 12 31 14 100 100 72 0.86

Tabla 4. Comparacion entre el rendimiento clasificacion por criterios EORCT y Aspergillus spp ELITe MGB

PCR. VPN: Valor predictivo negativo; VPP: Valor predictivo positivo; LR (-): Cociente de Probabilidad para un

test negativo



DISCUSION.

Las infecciones fungicas invasivas (IFl) son un grupo de enfermedades que han aumentado
progresivamente en las Ultimas dos décadas, principalmente en el ambito nosocomial, las
cuales implican gran morbilidad y mortalidad, ante lo cual el diagndstico temprano en vital
dado que esto sirve para un tratamiento adecuado y evitar complicaciones.

Se requiere pruebas diagndésticas mas exactas y rapidas, que ayude a la toma de
decisiones, es por eso por lo que las pruebas en el punto de atencién cada vez son mas

utilizadas en la practica clinica.

Por lo que el presente estudio tuvo como objetivo la evaluacién y validacion de prueba de
acidos nucleicos con la finalidad de la deteccién rapida de Aspergillus spp, en poblacién
con factores de riesgo para esta infeccion. Estos datos indican que aquellos que fueron
clasificados como probables la sensibilidad del Aspergillus spp pcr fue del 30%, con una
especificidad del 100 %, el valor predictivo positivo es del 100% con un LR de 0.7,y en
aquellos clasificados como posible la sensibilidad del Aspergillus spp ELITe MGB fue del
14%, con una especificidad del 100 %, el valor predictivo positivo es del 100% con un LR
de 0.86.

Dentro de las limitaciones de nuestro estudio se puede sefialar que pudieron existir el
tamafio de la muestra fue reducido, lo cual en futuros estudios se pudiesen incluir mas

pacientes para su analisis.



CONCLUSIONES.

Por medio del presente estudio se determin6é que las personas con factores de riesgo,
criterios clinicos y micolégicos clasificados como infeccion fungica probable, la sensibilidad
del Aspergillus spp pcr fue del 30%, con una especificidad del 100 %, el valor predictivo
positivo es del 100% con un LR de 0.7, y en los pacientes con criterios clinicos de IFI posible
segun los criterios EORTC/MSG, la sensibilidad del Aspergillus spp pcr fue del 14%, con

una especificidad del 100 %, el valor predictivo positivo es del 100% con un LR de 0.86.
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