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RESUMEN

Las micosis invasoras nosocomiales, particularmente las aspergilosis, son un
problema creciente en pacientes inmunocomprometidos. Este trabajo evalué la
diversidad fungica en los ambientes intrahospitalarios de dos instituciones de
salud (1 y 2) y la presencia de Aspergillus spp. Durante un afo (estacion
lluviosa y seca), se muestreo el aire de tres areas en cada institucion, utilizando
un muestreador de particulas viables de un paso Thermo-Andersen. Los
hongos aislados se identificaron por macro y micromorfologia, se determinaron
las CFU/m® de aire, la riqueza, abundancia y diversidad de especies.
Particularmente, los aislados de Aspergillus spp. se caracterizaron por
termotolerancia, tamafio de conidios y vesiculas. Las UFC/m® de aire fueron
similares en ambas instituciones durante las dos estaciones, pero diferentes
entre las areas muestreadas. En ambas instituciones, la diversidad fue de 15
especies, donde las mas abundantes fueron Penicillium spp., Cladosporium
spp. Aspergillus seccion Fumigati, Aspergillus seccion Nigri. La termotolerancia
confirmd la identificacion de A. fumigatus seccién Fumigati. La mayor tasa de
crecimiento correspondié a Aspergillus seccién Nigri. Los tamafos de conidios
y vesiculas de las diferentes secciones de Aspergillus concordaron con lo

descrito en la literatura.

Para la identificacion de especies de Aspergillus se utilizaron secuencias
parciales de los genes actina (ActA) y B-tubulina (BenA), y fueron analizadas
por Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. La identificacién a nivel de

especie, a través de las secuencias de genes, permitio identificar 24 aislados



como A. fumigatus, 24 aislados como A. tubingensis, 14 aislados como A.

niger, 14 aislados como A. flavus y 1 aislado como A. westerdijkiae.

Ademas, se investigd la correlacién entre la actividad de elastasa y el genotipo
sexual (MAT1-1y MAT1-2) en 28 aislados ambientales de A. fumigatus seccion
Fumigati, a través de la determinacion del indice de actividad de elastasa, in
vitro, en medio de cultivo con elastina; la determinacién del genotipo sexual
(MAT1-1y MAT1-2) se realiz6 por PCR multiplex. El 86.2% de los aislados
mostraron actividad de elastasa; el andlisis estadistico indicé que la actividad
de elastasa no depende del origen de los aislados, de manera que todos tienen
el potencial de causar infeccion. El 67.3% de los aislados tuvieron un genotipo
sexual MAT1-1 mientras que el 32.7% fueron MATT1-2. El genotipo sexual no
influy6 en el indice de actividad de elasta en los aislados estudiados.

Por otro lado, la tipificacion de aislados identificados como A. fumigatus, se
realizd con el microsatélite CSP y los datos obtenidos se analizaron y se
establecieron los diferentes tipos de CSP. Se identificaron 5 tipos de CSP en
los aislados procedentes de México; se comparé la prevalencia de éstos con
respecto a los reportados en otros paises.

La determinacion de la diversidad fungica fue importante, debido a que todas
las especies de hongos identificados tienen el potencial de ser patégenos,
especialmente los de la seccidon Fumigati. La identificacién de las especies de
esta seccidn es significativa para tomar las medidas terapeuticas correctas en
el manejo del paciente. La prevalencia del genotipo MAT 1-1 sobre el MAT 1-2,
nos orienta para tomar medidas preventivas en el manejo integral de los

pacientes. Asimismo, de acuerdo con los valores obtenidos de indice de

Vi



actividad de elastasa, no hubo correlacién con el genotipo MAT1-1. Finalmente,
se observd gran variabilidad genotipica en aislados de A. fumigatus, esto
puede dar como resultado el surgimiento de especies mas virulentas o

resistentes a determinados antifungicos, entre otros.
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ABSTRACT

Nosocomial invasive mycoses, particularly aspergillosis, are a growing problem
in immunocompromised patients. This study assessed the fungal diversity in the
hospital settings of two healthcare institutions (1 and 2) and the presence of
Aspergillus spp. For a year (including the rainy and dry seasons), air was
sampled from three areas within each institution, using a step of a viable
Thermo-Andersen particle sampler. The isolated fungi were identified using
macro and micromorphology, measuring air CFU/m®, while also determining
richness, abundance and species diversity. Particularly, the isolates of
Aspergillus spp. were characterized by thermotolerance, size of conidia and
vesicles. Air CFU/m® measured was similar at both institutions during the same
seasons, but different among the sampled areas. In both institutions, the
diversity was comprised by 15 species, where the most abundant were
Penicillium spp., Cladosporium spp. Aspergillus section Fumigati, Aspergillus
section Nigri. Thermotolerance confirmed the identification of A. fumigatus
section Fumigati. The highest growth rate corresponded to the Aspergillus Nigri
section. The sizes of conidia and vesicles of the different Aspergillus sections
were in agreement with what was stated in the literature.

For the identification of Aspergillus species, partial sequences of the actin
(ActA) and B-tubulin (BenA) genes were used, and analyzed using Maximum
Likelihood and Bayesian Inference tests. The identification at the species level,
through gene sequences, allowed for identifying 24 isolates as A. fumigatus, 24
isolates as A. tubingensis, 14 isolates as A. niger, 14 isolates as A. flavus and 1

isolate as A. Westerdijkiae.
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In addition, the correlation between elastase activity and sexual genotype
(MAT1-1 and MAT1-2) was studied in 28 environmental isolates of the Fumigati
section A. fumigatus, by determining the rate of elastase activity, in vitro, in a
culture medium with elastin. Sexual genotypes (MAT1-1 and MAT1-2) were
determined by multiplex PCR. 86.2% of the isolates showed elastase activity.
The statistical analysis indicated that elastase activity does not depend on the
origin of the isolates, so that all are potentially infectious. 67.3% of the isolates
had a MATT1-1 sexual genotype, while 32.7% were MAT1-2. The sex genotype
did not influence the index of elastic activity in the isolates studied.

On the other hand, typing of isolates identified as A. fumigatus was performed
with the CSP microsatellite and the data obtained were analyzed and the
different types of CSP established. Five types of CSP were identified in isolates
from Mexico. The prevalence of these was compared with those reported in
other countries.

Determination of fungal diversity was important because all identified fungal
species have the potential to be pathogens, especially those in the Fumigati
section. The identification of the species in this section is significant for following
the correct therapeutic measures in the management of the patient. The
prevalence of MAT 1-1 genotype on MAT 1-2, guides us to follow preventive
measures in the integral management of patients. Also, according to the
obtained values of the elastase activity index, there was no correlation with the
MATT1-1 genotype. Finally, genotypic variability was observed in isolates of A.
fumigatus. This may result in the emergence of more virulent or resistant

species to certain antifungals, among other treatments.
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1. INTRODUCCION

Aspergillus fumigatus Fresenius es uno de los hongos filamentosos mas
ubicuos en el mundo, que desempefa un papel destacado en la
descomposicion de la materia organica en condiciones naturales. Este hongo
es termofilico y esporula abundantemente, libera mas de 10,000 conidios a la
atmésfera por cada cabeza aspergilar.' Los conidios son relativamente
pequeinos (2-3 um) y estan presentes en el aire en concentraciones de 1-100
conidios/m®? Su inhalacién por personas inmunocompetentes, rara vez tiene
efectos adversos ya que los conidios son eliminados eficientemente por el
sistema inmune. En consecuencia, A. fumigatus fue considerado como un
patdgeno oportunista de poca importancia médica, responsable de diferentes
enfermedades, incluyendo la aspergilosis broncopulmonar alérgica y el
aspergiloma. Sin embargo, debido al aumento en el numero de pacientes
inmunodeprimidos, A. fumigatus se considera hoy el hongo patégeno mas
prevalente en el aire, causante de infecciones invasoras usualmente mortales
en este grupo vulnerable.® Los principales factores de riesgo para la
aspergilosis invasiva (Al) son el trasplante de médula 6sea, las neoplasias
malignas hematoldgicas, los trasplantes de 6rganos solidos, el SIDA y las
enfermedades pulmonares.* Otros factores predisponentes incluyen
granulocitopenia prolongada y enfermedad granulomatosa crénica, el uso de
corticosteroides'>” y el desarrollo de enfermedad injerto contra huésped.® La
tasa de mortalidad en la Al supera el 50% y puede alcanzar el 90% en los
pacientes con trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas.®'?

Aunque otras especies fungicas tales como A. terreus, A. niger y A. flavus



1,13,14

también pueden causar infecciones invasoras, en la actualidad A.

fumigatus es responsable de mas del 90% de los casos en seres humanos.?

2. ANTECEDENTES

La Al en los hospitales se ha convertido en una de las enfermedades mas
graves entre los pacientes inmunodeprimidos, particularmente en los que se
encuentran en las unidades de trasplante de médula ésea;'®'® la mayoria de
estas infecciones se deben a A. fumigatus. La presencia de este hongo en la
atmdésfera se ha asociado con brotes de aspergilosis nosocomial con alta
concentracion de conidios, ocasionada por trabajos de construccién, por los
sistemas deficientes de ventilacién o por la contaminacién del agua.'”?* La
aparicion de esos brotes ha conducido al establecimiento de medidas
profilacticas, como el uso de filtros de aire de alta eficiencia para la captura de
particulas. Sin embargo, los filtros solamente han reducido el nivel de
contaminacion del aire del hospital y el riesgo de infeccion durante los
trasplantes de médula ésea, pero no ha resuelto el problema de enfermedades
tardias.”®> Ademas, muchos casos de Al han ocurrido incluso bajo condiciones
de flujo laminar. Como resultado, la Al sigue siendo la principal causa de
mortalidad entre los pacientes trasplantados en el dmbito hospitalario y la
fuente de contaminacién todavia no ha sido identificada claramente.?*® Esta
falta de entendimiento del reservorio del in6culo de infeccion ha motivado la
implementacion de estudios epidemiolégicos con datos de tipificacién genémica
para investigar la naturaleza de las infecciones nosocomiales por Aspergillus y
para identificar la fuente del inéculo.?® Estudios previos no han sido

concluyentes, ya que siempre se han limitado a un corto periodo de tiempo y a



un escaso numero de aislados clinicos; ademas, se han aplicado métodos
moleculares de tipificacién que no han resultado apropiados.?’?° Cabe destacar
que debido a la gran diversidad genética de A. fumigatus es necesario utilizar
métodos de tipificacion muy precisos para llevar a cabo estudios
epidemioldgicos.*

En hospitales y otros entornos se ha tratado de investigar la relaciéon entre los
pacientes y la exposicion a hongos del ambiente y los resultados adversos a la
salud, pero no hay informes que correlacionen la cantidad minima de conidios y
el riesgo de contraer una enfermedad tal como la Al." Por tanto, el desarrollo de
métodos adecuados de evaluacion que detecten A. fumigatus es fundamental
para la comprension de la relacibn entre el ambiente y las infecciones
nosocomiales. Actualmente, los métodos utilizados para estimar la exposicion a
los hongos presentes en el aire tienen limitaciones significativas y pueden
explicar las variaciones en la comprensidn de la relacion entre el ambiente, la
toma de muestras y las infecciones nosocomiales.®’ Habitualmente, el nimero
y tipo de hongos en el aire son estimados mediante el examen microscopico
directo de esporas colectadas o por el crecimiento de esporas en un medio de
cultivo apropiado. La identificacién a nivel de especie y/o género no siempre es
posible a través del examen directo en un periodo de muestreo corto; se
requieren intervalos mas largos para evitar la sobrecarga de la muestra, lo que
puede reducir el calculo preciso de la misma. También los métodos de cultivo
tienen sus limitaciones. Por estas razones se han implementado las técnicas
moleculares como la PCR que han sido aplicadas con éxito para el muestreo
ambiental de otros microorganismos en el agua, alimentos, suelo y aire, dado

que la PCR no requiere del previo aislamiento del microorganismo, sin importar



el volumen de la muestra. Esta herramienta puede proporcionar una evaluacién
mas representativa de exposiciones continuas, que permiten determinar una
correlacidn estadistica entre el numero de conidios en el aire y los riesgos
asociados con el desarrollo de la enfermedad, es decir, una relacion
exposicion-respuesta.’ Histéricamente, la PCR convencional se utilizé sélo
para la deteccion de acidos nucleicos y no era de naturaleza cuantitativa; los
avances recientes utilizan sondas fluorogénicas y detectores especializados
que permiten un analisis cuantitativo en tiempo real para el monitoreo del
hongo en el ambiente. La PCR cuantitativa ha sido utilizada por McDevitt et
al.*? para identificar y cuantificar A. fumigatus en el ambiente. Sin embargo, con
el propdsito de identificar las especies de las secciones de Aspergillus, Samson
et al.*® han sugerido emplear un enfoque polifasico como estandar de oro, es
decir, considerar un conjunto de criterios, entre los que se incluyen la
caracterizacion morfoldgica, pruebas fisioldgicas, datos ecoldgicos, analisis de
extrolitos y secuencias de DNA. Particularmente, en lo que se refiere a las
secuencias de DNA, se ha sugerido la utilizacidn de secuencias multilocus
como B-tubulina (BenA), calmodulina (CaM), actina (ActA) o secuencias de los
espaciadores internos transcritos (/TS). El analisis comparativo de secuencias
de las regiones /TS, especificamente las regiones no codificantes, ITS1 e ITS2,
que flanquean el 5.8S del DNA ribosomal, permite identificar a Aspergillus a
nivel de subgénero/seccion. Mientras, la amplificacion y secuenciacién de
algunos genes como ActA, CaM rodlet A, y/o BenA, permiten distinguir A.

fumigatus de especies relacionadas dentro de la seccién Fumigati.®*



2.1 Taxonomia del género Aspergillus

El género Aspergillus pertenece al orden Eurotiales (clase Eurotiomycetes),
incluye mas de 344 especies, y a mas de 40 especies se les atribuyen
infecciones oportunistas en el hombre, aunque algunas de ellas solo
ocasionalmente. ¢

La clasificacion de Aspergillus se realiza tradicionalmente con base en
caracteres morfoldégicos como el tamano y la disposicion de las cabezas
aspergilares, el color de los conidios, la tasa de crecimiento en diferentes
medios y sus caracteristicas fisiolégicas. De acuerdo con estas caracteristicas,
Raper y Fennell dividieron el género Aspergillus en 18 grupos.®” La clasificacion
en grupos no tenia ningun estatus en la nomenclatura y por lo tanto Gams et
al.®® introdujeron subgéneros y secciones en Aspergillus. Estos estudios
mostraron que los grupos de Raper y Fennell, con base en las caracteristicas
fenotipicas, coinciden en gran parte con las clasificaciones actuales.®” Peterson
aceptdé cinco subgéneros y 16 secciones en Aspergillus.® Por otro lado,
Houbraken et al.,*® propusieron cuatro subgéneros (Aspergillus, Circumdati,
Fumigati y Nidulantes) y 20 secciones. Por otro lado, el género Aspergillus fue
subdividido en 8 subgéneros y 22 secciones (Cuadro 1) con 620 especies, de
acuerdo con el Index Fungorum (www.indexfungorum.org/), o 577 especies en

MycoBank (www.mycobank.org/), donde los taxones anamorficos asexuales de

este grupo de hongos comprenden 12 géneros sexuales o teleomorficos
(Cuadro 1).*' Esto significa, que muchas especies de Aspergillus tienen dos
nombres, uno para el anamorfo y otro para el teleomorfo.*!

Dentro de los hongos descritos como patégenos para el hombre, actualmente

existen mas de 40 especies de Aspergillus (divididos en 6 subgéneros y 12



secciones).*? Sin embargo, el nimero de especies de hongos clinicamente
relevantes ha ido en constante aumento en los ultimos afos y es probable que
aumente aun mas en el futuro.

2.2 Caracteristicas morfologicas

Las colonias del género Aspergillus son usualmente de crecimiento rapido, de
varios colores que van desde el blanco, amarillo, amarillo-café, café a negro o
tonos de verde-grisaceo o verde-azulado. Se caracterizan por la produccién de
hifas especializadas denominadas conidiéforos, que en algunos casos son
significativamente diferentes.® El conidiéforo, aunque es unicelular, posee tres
segmentos bien diferenciados: vesicula (extremo apical hinchado), estipe
(seccidn cilindrica situada debajo de la vesicula) y célula pie (seccion final, a
veces separada por un septo, que une el conidiéforo con el micelio). La
vesicula esta cubierta parcialmente o en su totalidad por una empalizada de
fidlides (uniseriada). En muchas especies, entre la vesicula y las fidlides se
encuentran otras células denominadas métulas, las cuales soportan un
pequeio numero compacto de fidlides (biseriada). El conjunto forma lo que se
llama cabeza aspergilar, que puede ser estrictamente uniseriada, biseriada o
mixta. Los conidios son unicelulares, redondos, ovalados, elipticos, lisos o
rugosos, hialinos o pigmentados, de paredes gruesas o finas, producidos en
largas cadenas que pueden ser divergentes (radiadas) o agregadas en
columnas compactas (columnares) o en columnas laxas (que tienden a
abrirse). Pocas especies producen otros tipos de conidios ademas de las
fidlides y métulas sobre la vesicula, éstos crecen directamente sobre las hifas
vegetativas y son de aspecto redondo a ovoide llamados aleuroconidios.

Algunas especies pueden producir células de Hiille solitarias o envolviendo los



cleistotecios de uno de los teleomorfos asociados. En los tipos de ascomata se
presenta una gran variacion morfoldgica, desde los rodeados por hifas laxas de
apariencia lisa pseudoparenquimatosa a las estructuras esclerotiales
compactas, asi como en el tamano, ornamentacion y superficie de las
ascosporas.*

La clasificacion del género Aspergillus en subgéneros y secciones se realiza
fundamentalmente con base en cuatro caracteristicas: presencia de teleomorfo,
presencia o ausencia de métulas; disposicién de las métulas o fialides sobre la
vesicula, y coloracién de las colonias.***°

El subgénero Fumigati se caracteriza por cabezas conidiales uniseriadas. Hay
tres géneros teleomorficos vinculados con este subgénero: Neosartorya,
Neocarpenteles 'y Dichotomomyces. Ademas, el subgénero Fumigati
comprende dos secciones con hongos clinicamente importantes: Fumigati y
Clavati. También el subgénero Circumdati comprende tres secciones de
hongos clinicamente importantes: Circumdati, Flavi y Nigri e incluye especies
por lo general con cabezas aspergilares biseriadas, en tonos de amarillo-verde
a marrén y esclerocios oscuros.*® Las especies teleomoérficas de esta seccién
se colocan en los géneros Petromyces, Neopetromyces y Chaetosartorya.

El subgénero Terrei consta de dos secciones estrechamente relacionadas,
Terrei y Flavipedes. El subgénero Terrei se caracteriza por una columna
biseriada, conidiogénesis radial y cultivos de color amarillo, naranja a canela
marrdn. Algunos autores sugieren que las secciones Terrei y Flavipedes
deberian fusionarse,*” mientras que otros colocan la seccién Terrei dentro del

subgénero Nidulantes.*®*® De cualquier forma, los diferentes teleomorfos en los



subgéneros Terrei (Fennellia) y Nidulantes (Emericella) hacen hincapié en la
diferenciacion entre ambas.*

El subgénero Nidulantes comprende dos secciones con hongos patégenos
facultativos: Nidulantes y Usti e incluye cerca de 80 especies.***"*? Varias
especies de este subgénero tienen un teleomorfo asignado a Emericella.>® El
subgénero Aspergillus consta de dos secciones: Aspergillus y Restricti e
incluye especies xerofilicas. El género teleomorfo Eurotium esta vinculado con
el subgénero Aspergillus (Cuadro 1). Finalmente, el subgénero Candidi incluye
solamente la seccién Candidi.

Los hongos del género Aspergillus se multiplican rapidamente sobre materia
vegetal almacenada o en descomposicidon de interés agroalimentario (cereales,
frutas, semillas) y en un amplio intervalo de temperatura, humedad y
aerobiosis, contaminando asi muchos sustratos.>*>> Algunas de sus especies
son fitopatégenas, destacando A. niger que produce la antracnosis del

algodonero y el carbén, entre otras enfermedades.*®

2.3 Especies patdgenas dentro de las secciones de Aspergillus

Algunas especies del género Aspergillus son capaces de producir diversas
enfermedades de distribucién universal en el ser humano y animales,
conocidas como aspergilosis, las cuales han aumentado de manera importante
en los ultimos afios.'® En un sentido amplio, las aspergilosis se definen como el
dafio a los tejidos provocados por hongos del género Aspergillus.®’” De las 344
especies descritas de Aspergillus, solamente ocho son responsables de la
mayoria de las infecciones en humanos. A. fumigatus es el patbgeno mas

comun, seguido por A. niger, A. nidulans, A. terreus, A. clavatus, A. flavus, A.



niveus y A. ustus.®® Dentro de la seccién Fumigati se encuentra A. fumigatus, la
especie mas importante del género, y quien presenta una fase sexual

demostrada por O’Gorman et al.>®

quienes lograron reproducir en el laboratorio
su ciclo sexual completo, con 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®
y denominado como N. fumigata.>® Sin embargo, cabe destacar que se trata de
una especie heterotalica y que una sola cepa no es capaz de desarrollar en
cultivo los cuerpos fructiferos correspondientes al teleomorfo; mas bien, deben
ser enfrentadas dos cepas compatibles durante largo tiempo para que los
formen. Por el contrario, existen otras especies patdogenas del mismo género
que usualmente desarrollan su estado sexual en cultivo a partir de un solo
aislado, tales como N. hiratsukae, N. pseudofischerii y N. udagawae. Esta
ultima ha sido considerada como una especie emergente en los ultimos anos,
produce infecciones invasivas con caracteristicas diferenciales de las
ocasionadas por A. fumigatus.®’ A. lentulus es otra especie descrita dentro de
la misma seccion, también morfolégicamente parecida a A. fumigatus, que se
distingue basicamente por su lenta esporulacion en cultivo y por presentar un
patrén de resistencia diferente a los antifungicos. A. lentulus es mas resistente
in vitro a la anfotericina B.%>%® A. terreus (seccién Terrei) es otro complejo de
especies de creciente interés clinico que presenta también una sensibilidad
disminuida a la anfotericina B. Por otro lado, estudios de secuenciacion

multilocus han demostrado que otra especie nueva, A. alabamensis, dentro de



este complejo, puede colonizar sujetos inmunocompetentes y presentar una
sensibilidad disminuida a la anfotericina B.*?

Dentro de la seccién Usti, la especie A. ustus ha sido tradicionalmente
considerada como un patégeno 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 pertenecen a una nueva especie, A. calidoustus, misma que presenta
una sensibilidad reducida a los triazoles.’* Ademas de las anteriormente
citadas, un amplio numero de especies de Aspergillus, tales como A. tamarii, A.
nomius, A. pseudonomius, A. granulosus, A. deflectus y Emericella
quadrilineata, entre otras, han causado infecciones humanas en los ultimos
afos.%°% Los sintomas de las aspergilosis engloban manifestaciones de cuatro
tipos: micotoxicosis, enfermedades alérgicas, colonizaciones saproéfitas o
crénicas y enfermedades invasoras o sistémicas.”® La gravedad de la
aspergilosis depende de varios factores, aunque uno de los mas determinantes
es el estado del sistema inmune del enfermo.®” Asi, se comportan como
patdbgenos oportunistas en pacientes inmunocomprometidos  (VIH,

trasplantados, pacientes oncoldgicos).
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Cuadro 1. Clasificacion del género Aspergillus

Subgénero Seccion
Género
Anamorfo Teleomorfo
Aspergillus Aspergillus Aspergillus Eurotium
Restrict Eurotium
Fumigati Fumigati Neosartorya
Cervini -
Clavati Neocarpenteles, Dichotomomyces
Ornati Ornati Sclerocleista
Nidulantes Nidulantes Emericella
Silvati -
Raperi -
Usti Emericella
Bispori -
Sparsi -
Ochraceorosei -
Terrei Terrei -
Flavipedes Fennellia
Circumdati Circumdati Neopetromyces
Flavi Petromyces
Nigri -
Cremei Chaetosartorya
Warcupi Warcupi
Warcupiella Zonati Penicilliopsis
Candidi Candidi -

Samson y Varga, 2010°

2.4 Clasificacion clinica

Histéricamente se consideraba que la causa del 90% de las aspergilosis era A.
fumigatus, pero en la actualidad esto ha cambiado, ya que una gran variedad
de especies del género puede causar aspergilosis. Recientemente se ha
reportado que A. fumigatus sélo representa el 56% del total de las aspergilosis,
seguido por otras especies como A. flavus, A. terreus, A. nigery A. versicolor.
Sin embargo, hay que tomar en cuenta que las técnicas moleculares han
contribuido con una mejor identificacion de las especies incluidas dentro de las
diferentes secciones de Aspergillus, por lo que el numero de especies
patdbgenas en humanos ha aumentado, y se incluyen: 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.
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sydowi, A. ustus, A. wentii, A. uvarum, A. awamori, A. acidus, A. tubingiensis.®®
" En la actualidad las aspergilosis son clasificadas, de acuerdo con su
importancia clinica, en primarias y secundarias (Cuadros 2 y 3), las que a su
vez generan tanto enfermedades de tipo localizado como sistémicas y pueden

ser causadas por diferentes especies (Cudaro 4).

2.4.1 Aspergilosis primaria. Incluye infecciones del tracto respiratorio
(pulmonar), infecciones de tipo subcutaneo, infecciones invasivas, ulceraciones
71-74

y fungemias que son causadas por varios agentes del género Aspergillus

(Cuadro 4).

2.4.2 Aspergilosis secundaria. Son todas aquellas que resultan de una
infeccion primaria y pueden infectar al sistema nervioso central, piel y otros

71,74

6rganos, causadas por diferentes especies del género Aspergillus (Cuadro

4).
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Cuadro 2. Clasificacion de aspergilosis primarias

Tipo de Caracteristicas clinicas Factores predisponentes Referencias
aspergilosis
Alergia Aumento de linfocitos Th2, sistema Historial de atopia, exposicion 13,71,73
inmune relacionado localmente, ocupacional
exagerada respuesta inflamatoria, forma
extrema del asma, afecciones de senos
paranasales, bronquiectasis o fibrosis
quistica
Aspergilosis Forma extrema del asma, fiebre, Pacientes atdpicos, factor 71,74,75,76
Broncopulmonar hemoptisis, bronquiectasias, destruccion  ocupacional
Alérgica de las vias respiratorias, fibrosis
Neumonica Se presenta en individuos con Uso de corticosteroides, 77,78
(Invasiva) enfermedad pulmonar cronica neoplasias hematoldgicas,
obstructiva agudizada, tos, dolor de trasplantes y antecedentes de
pecho, con o sin hemoptisis, disnea, absceso amebiano
frote pleural y fiebre
Aspergiloma Bola fungica, se ubica en senos Cavidades por tuberculosis 89, 73
paranasales, preexiste en I6bulos
superiores, fatiga, dolor de cabeza,
pérdida de peso, tos productiva,
hemoptisis y disnea
Micetoma Infeccion granulomatosa crénica de piel  Ocupacion y género (hombre: 80, 81
y tejidos subcutaneos, afecta tejido é6seo  mujer 4:1)
y principalmente extremidades, prurito,
dolor, fiebre y adenopatias
Ulceracion Inflamacién progresiva con necrosis de Terapia esteroidea, diabetes, 74, 82, 83
Necrética area afectada, como piel, tejido celular alcoholismo, enfermedad
Postraumatica subcutaneo, facscia y ocasionalmente vascular
musculo, edema, ampollas, ausencia de
linfadenitis
Otomicosis Colonizacion del canal auditivo por Natacion, uso de audifonos, 73,74
masas de colonias fungicas, afeccién falta de  higiene, uso
unilateral del conducto auditivo externo, prolongado de gotas con
prurito, eritema y descamacién antibidticos y esteroides
Queratomicosis  Invasion del epitelio corneal por su Traumatismo ocular, 73,74, 84
abrasién o rotura que causa fotofobia, tratamiento con
dolor o inflamacién ocular subita, Glcera inmunosupresores, uso
corneal indolora y se reduce la agudeza indiscriminado de
visual glucocorticoides y antibiéticos
Endocarditis y Fatiga, disnea, fiebre, hipertensién Pacientes 74, 85
trombosis inmunocomprometidos,

prétesis valvulares cardiacas,

catéteres venosos centrales
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Cuadro 3. Clasificacion de aspergilosis secundaria

Tipo de Caracteristicas clinicas Factores predisponentes Referencias
aspergilosis
Sistema Principalmente pacientes de edad avanzada, Diabetes mellitus, 86, 87, 88, 89, 90
Nerviso postrasplante y malignidad hematoldgica, neutropenia, uso de
Central necrosis hemorragica masiva, meningitis corticosteroides, VIH,
purulenta focal, aneurismas mic6ticos, quemaduras
infartos o abscesos, pardlisis de los nervios
craneales, alteracion de la conciencia,
convulsiones
Onicomicosis Distrofia, traumatismo, paroniquia, onicolisis, Manicure, uso de ufas, 74,91, 92, 93, 94

Piel

Otros

érganos

melanoniquia, mal olor

Pueden ser primarias (traumatismos) o
secundarias  (diseminacién hematégena),
papulas eritematosas, ampollas

hematolégicas, abscesos, noédulos rojizos,
ulceraciones

Se presenta como una aspergilosis invasiva,
diseminacién vascular, trombosis y embolia
que disemina al hongo hacia diferentes

6rganos, reacciones granulomatosas,
diferentes manifestaciones dependiendo de

los 6rganos afectados

artificiales, edad avanzada,

enfermedades  vasculares
periféricas

Inoculacion traumatica,
vendajes oclusivos,
quemaduras, intervencion

quirdrgica, antibidticos de
amplio espectro, esteroides
Pacientes  neutrépenicos,
enfermedades

hematolégicas, trasplantes,
enfermedad granulomatosa

cronica

74, 95, 96

74,97
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Cuadro 4. Agentes etiologicos de las variedades clinicas de aspergilosis

Variedad clinica

Agente etiologico

Pulmonar

Aspergiloma

Neuméonica
(invasiva)

Micetomas
Ulceracion Necrotica Postraumatica

Otomicosis

Queratomicosis
Endocarditis y trombosis

Sistema Nervioso Central

Piel

Onicomicosis

Otros organos

PRIMARIA

A. flavus, A. glaucus, A. oryzae, A. fumigatus, A.
terreus, A. ustus, A. ochraceus, A. unguis

A. glaucus, A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A.
terreus, A. restrictus, A. sydowii, A. lentulus

A. chevalieri, A. candidus, A. fisheri, A. glaucus,
A. quadrilineatus, A. restrictus, A. lentulus, A.
fumigatus, A. niger, A. flavus, A. terreus

A. nidulans, A. flavus, A. fumigatus

A. glaucus, A. ochraceus

A. tubingensis, A. niger, A. sclerotiorum, A.
fumigatus, A. candidus, A. wentii

A. fisheri, A. ustus

A. fisheri, A. restrictus, A. ustus

SECUNDARIA
A. candidus, A. clavatus, A. glaucus, A. granulosus,

A. ustus, A. fumigatus
A. chevalieri, A. fisheri, A. fumigatus, A. niger, A.
terreus, A. ustus, A. flavus, A glaucus, A. tamarii

A. sydowii, A. welwitschiae, A. terreus, A. flavus, A.

tubingensis, A. unguis, A. niger, A. uvarum, A.
nomius, A. tamarii, A. melleus, A. pseudonomius
A. avenaceus, A. protuberans, A. carneus,

A. clavatus, A. fisheri, A. fumigatus, A. flavus, A.
glaucus, A. nidulans, A. niger, A. granulosus, A.
quadrilineatus, A. ustus, A. lentulus, A.
westerdijkiae, A. ochraceus, A. tanneri, A.

alabamensis, A. pseudonomius, A. fumigatiaffinis,

A. fumisynnematus, A. parasiticus, A.
novoparasiticus, A. hortai, N. hiratsukae, N.
pseudofischerii, N. udagawae, A. deflectus
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2.5 Reproduccion sexual

Hasta hace poco tiempo, A. fumigatus formaba parte del grupo de hongos
considerados exclusivamente asexuales; empero, diversas evidencias llevaron a
cuestionar su asexualidad, sugiriendo que podria existir algun estadio sexual aun
por descubrir 0 algun otro mecanismo para promover la recombinaciéon sexual.
Estos hallazgos preliminares se referian tan solo a la potencialidad de A. fumigatus
para llevar a cabo la reproduccién sexual y no a una situacién real comprobada
experimentalmente. Para explicar la asexualidad de A. fumigatus se llegd a
contemplar la posibilidad de que la especie hubiese perdido en el curso de su
evolucion parte de la maquinaria genética necesaria para la reproduccion
sexual.”® Sin embargo, la demostracién definitiva de que A. fumigatus tiene una

fase sexual que fue realizada por O’Gorman et al.>®

quienes lograron reproducir en
el laboratorio el ciclo sexual completo, 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 y
denominado como N. fumigata.>®®° El proceso de apareamiento en este hongo se
rige por genes de entrecruzamiento constituidos por dos alelos que estan
localizados en un solo locus,®® donde se localiza un idiomorfo (MAT7-2) que
contiene un Unico marco de lectura abierto (ORF) que codifica una proteina
reguladora con un dominio de uniéon al DNA de tipo de alta movilidad (HMG),
mientras que el otro ideomorfo (MATT7-1) contiene una ORF que codifica una

proteina con un motivo llamado caja alfa. En A. fumigatus se han descrito ocho

cromosomas conteniendo 9926 genes estimados.'%
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El descubrimiento de la fase sexual de este hongo abre la posibilidad de inducir en
el laboratorio la ocurrencia de un ciclo sexual completo en A. fumigatus, lo que
podria facilitar de manera considerable el analisis de la herencia de muchos de los
caracteres relacionados con su patogenicidad. Considerando las ventajas y
desventajas atribuibles a la reproduccion sexual, cabe preguntarse ¢por qué A.
fumigatus y muchos otros patégenos fungicos limitan al minimo la aparicion de sus
estados teleomorfos? Aunque todavia no existe una respuesta clara a esta
pregunta, se sugiere que la limitacién de la reproduccion sexual podria ser una
estrategia de virulencia.’® Segln esta hipétesis, muchos agentes patdgenos se
reproducen asexualmente, pero al mismo tiempo, mantienen la capacidad para
reproducirse sexualmente en respuesta a cambios extremos en las condiciones
ambientales o dentro del huésped.'”'"'% De este modo, la reproduccién sexual
permitiria a estos organismos expandir su intervalo ambiental, infectar nuevos
huéspedes, evadir el sistema inmune o hacer frente a la terapia antimicrobiana.'®®

Aunque son muchos los autores que han discutido las posibles implicaciones de la
reproduccion sexual sobre la patogenicidad fungica, actualmente existen pocas
evidencias experimentales que sirvan para confirmar o refutar las hipbtesis
planteadas. Entre las especies fungicas de importancia clinica para las que se
dispone de un mayor conocimiento sobre el ciclo sexual y su posible relacién con la
patogenicidad, destaca Cryptococcus neoformans.'®* En el caso de A. fumigatus,
aun no se han llevado a cabo trabajos experimentales que permitan relacionar la
ocurrencia de un ciclo sexual con la patogenicidad. Tampoco se tienen datos sobre
las posibles diferencias entre los tipos MAT1-1y MAT1-2, y su relacion con la

patogenicidad o resistencia a los agentes antifungicos. De hecho, hasta hace poco
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la distribucion de tipos sexuales en aislamientos ambientales y clinicos revelaba

9105 o una prevalencia superior del tipo MAT1-2.'% Esta

una relacion 1:1,°
distribucién de tipos sexuales, menos desequilibrada que la observada en otros
patdgenos fungicos, no parece sugerir una diferencia entre los tipos sexuales de A.
fumigatus y su virulencia. Sin embargo, los resultados de un trabajo llevado a cabo

recientemente por Alvarez-Pérez et al.'®”

quienes caracterizaron 102 cepas de A.
fumigatus de diferente origen (tanto ambiental, como de pacientes con aspergiloma
o con Al), constataron que el tipo sexual MAT7-1 no solo fue el mas prevalente
entre los aislados clinicos, sino que, ademas, mostr6 una asociacion
estadisticamente significativa con la IA.'%” Por otro lado, también se observé que el
tipo sexual MATT1-1 parece estar relacionado con la actividad elastasa, siendo mas
prevalente entre los aislados que presentan una mayor habilidad para degradar
este sustrato.'® Esta Gltima observaciéon debe ubicarse en el contexto de otros
trabajos llevados a cabo anteriormente, que sugieren la importancia de la actividad
elastasa como posible factor implicado en la patogenicidad de A. fumigatus.'®®1°
Pese al interés de los resultados experimentales, debe reconocerse que la
asociacién existente entre el tipo sexual de A. fumigatus y sus posibles factores de
virulencia es aun especulativa, pues no se ha encontrado hasta ahora prueba
alguna de que el locus MAT esté ligado a algun otro locus relacionado con su
patogenicidad. Ademas, la posible asociacion entre el tipo sexual y la
patogenicidad de A. fumigatus deberia ser confirmada en modelos animales. Esta
aproximacion experimental, que permitiria identificar cualquier posible ventaja de

uno de los dos tipos sexuales de A. fumigatus en la colonizacién e infeccién del

huésped, requeriria la construccidn de cepas isogénicas que se diferencien tan solo
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en el locus MAT. Por otro lado, resulta interesante el hecho de que diferentes
aislamientos de A. fumigatus procedentes de un mismo paciente puedan

pertenecer a diferente tipo sexual, tal y como lo han descrito Paoletti et al.'®

y
Alvarez-Pérez et al.'® Esta observacion puede considerarse indicativa de la
ocurrencia de infecciones policlonales de este hongo oportunista, ya que los
aislados de diferente tipo sexual han de ser necesariamente distintos,
independientemente de los resultados de tipificacion molecular. La coexistencia de
cepas de A. fumigatus sexualmente compatibles en el interior de un huésped
también sugiere la posibilidad de que los dos tipos sexuales tengan predileccion
por diseminarse en distintos tejidos y érganos, o incluso, que pudieran llegar a
aparearse dentro del huésped. Esta ultima posibilidad, en caso de demostrarse,
seria ciertamente preocupante, ya que la aparicion de nuevas variantes genéticas
del hongo durante el curso de una colonizaciébn o infeccion podria llegar a
comprometer la eficacia de los tratamientos. Sin embargo, parece poco probable
que la reproduccidén sexual entre cepas compatibles de A. fumigatus se lleve a
cabo a 30 °C. Ademas, todavia no se ha demostrado la expresién de los genes
relacionados con el ciclo sexual de A. fumigatus bajo condiciones diferentes al
cultivo en el laboratorio, como puede ser la infeccidn experimental de cultivos
celulares o en modelos animales de aspergilosis. Finalmente, el caracter
multifactorial de la patogenicidad de A. fumigatuspuede complicar el andlisis de la
relacion entre el tipo sexual y la virulencia. ''"'"''® Por ejemplo, podria ocurrir que el
tipo sexual estuviera relacionado con ciertos factores de patogenicidad, pero no
con otros, de manera que dos cepas de distinto tipo sexual que se diferencien en

cuanto a sus factores de virulencia, considerados de manera individual, muestren la
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misma patogenicidad. Ademas, podria ocurrir que el fondo genético de cada cepa
de A. fumigatus juegue algun papel en la determinacion del efecto del tipo sexual
sobre la virulencia, como se ha demostrado en el caso de C. neoformans serotipo

D36.1"

2.6 Patogenicidad

Las infecciones oportunistas, como la Al se relacionan directamente con factores
de predisposicién asociados al huésped; sin embargo, los agentes infecciosos
también tienen un papel crucial para que la enfermedad se establezca. Diversos
estudios han demostrado que la virulencia de las especies de Aspergillus es
multifactorial; dado que A. fumigatus es el patdgeno oportunista causante del 90%
de las aspergilosis invasivas con un 50-95% de mortalidad, los estudios se han
enfocado en determinar los factores relevantes en el desarrollo de la infeccion.™®
Dentro de los numerosos factores que se han descrito hasta el momento se
encuentran los sistemas de adherencia, las toxinas y las enzimas extracelulares.'®
La adherencia de A. fumigatus es un paso crucial para el establecimiento de la
aspergilosis. El hongo posee la habilidad de adherirse especificamente a los tejidos
del huesped a través de adhesinas, proteinas presentes en la superficie de los
conidios que brindan un caracter hidrofébico y que les permite unirse a otras
proteinas del epitelio pulmonar como el fibrinégeno, laminina, albumina y colageno,
entre otras.?""’

Asimismo, A. fumigatus produce metabolitos secundarios (toxinas) o extrolitos que

secreta en el medio donde se desarrolla; entre las sustancias que sintetiza se

encuentran la fumigalina, el acido helvdlico y la gliotoxina, los que ejercen un efecto
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inmunosupresor al inhibir la fagocitosis y la expresion de citocinas por los
macréfagos.®®'13

Un mecanismo asociado a la patogenicidad de Aspergillus es la produccion de
melanina, que constituye también un mecanismo de evasion del sistema inmune.
La melanina es un pigmento verde azulado de caracter hidrofébico presente en los
conidios que protege el patdgeno contra especies reactivas de oxigeno y la
fagocitosis.' 8119

Por otro lado, Aspergillus se caracteriza por la produccion de una gran variedad de
enzimas extracelulares como nucleasas, fosfatasas, peptidasas y proteasas que
pueden degradar macromoléculas complejas con el fin de proveerle nutrimentos.
Uno de los factores necesarios para que A. fumigatus se disemine en los tejidos es
la degradacién del sustrato donde se encuentra; dado que las membranas
celulares del huésped estdn compuestas por lipidos y proteinas, principalmente
coldgeno y elastina en los pulmones, ha sido de gran interés el estudio de

proteasas en especies de Aspergillus como posibles factores de virulencia.''>'"”

2.7 Elastasa

La elastasa es una enzima proteolitica presente tanto en los humanos (granulos
azurédfilos de los neutréfilos) como en algunos microorganismos. Esta proteasa
cuenta con una amplia especificidad de sustrato y es una de las pocas enzimas
que son capaces de degradar la elastina, proteina de la matriz extracelular del
pulmén.12°’121

Se ha demostrado que las elastasas estan involucradas en infecciones pulmonares

ocasionadas por microorganismos como Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides
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nodosus y Staphylococcus epidermidis.''®'? Por lo anterior, se ha abordado el
estudio de esta enzima en A. fumigatus y su papel en el desarrollo de la

aspergilosis invasiva. Kothary et al.'??

estudiaron la patogenicidad de cepas
productoras y no productoras de elastasa en aislados ambientales de A. fumigatus
en un modelo de infeccion en ratones. Los aislados de A. fumigatus se obtuvieron
de muestras del aire, cerca de una planta de tratamiento de aguas residuales y
monitorearon la produccion de elastasa; posteriormente compararon las cepas
productoras y no productoras de esta enzima con su capacidad para producir
aspergilosis invasiva en ratones inmunocomprometidos con acetato de cortisona.
Todos los ratones expuestos a las cepas productoras de elastasa murieron dentro
de 48-96 h y presentaron gran cantidad de hifas en los pulmones y necrosis de los
alveolos; en contraste, dos tercios de los ratones infectados por cepas fungicas no
productoras de elastasa sobrevivieron. De esta forma, la actividad elastasa estuvo
implicada en la invasién fungica y patogenicidad.'?® En otro estudio se investigé la
produccién de elastasa en aislados clinicos de Aspergillus; los aislados
involucrados en procesos invasivos produjeron elastasa, pero no todos los aislados
que mostraron actividad de la enzima estuvieron asociados con enfermedades
invasivas. Por su parte, Blanco et al.'® evaluaron la actividad de elastasa in vitro
de cepas ambientales y clinicas de A. fumigatus en un medio con elastina y rosa de
bengala. Ademas, calcularon el indice de actividad elastasa al dividir el diametro
del halo de lisis de la elastina entre el diametro de la colonia. Mediante este indice
determinaron un punto de corte a 0.9, el cual mostré6 una sensibilidad del 97% y
una especificidad del 83.3%, lo que permitié la prediccion de la Al en cepas

patdégenas o no patégenas.
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Con base en estos estudios, el interés por demostrar una correlacion entre la
actividad elastasa y el desarrollo de la Al ha ido en aumento; sin embargo, hay
autores que también se han enfocado en el estudio de otras enzimas que
posiblemente estén involucradas en esta infeccion, tales como las fosfolipasas o

las proteasas &cidas.'""'%3

2.8 Variabilidad genética

Dentro de las técnicas que se han aplicado para evaluar la diversidad genética en
Aspergillus estan el RFLP (restriction fragment length polymorphism), el AFLP
(amplified fragment length polymorphism) y el RAPD (random amplification of
polymorphic DNA)."'2#'% Dyarte-Escalante et al.’®® evaluaron la diversidad
genética de aislados de A. fumigatus de diferente origen geografico (México,
Argentina, Francia y Perl). Sus resultados mostraron una mayor variabilidad
génetica en los aislados clinicos que en los ambientales, mientras que el modo de
reproduccion de los aislados clinicos y ambientales fue recombinante. Asimismo,
una red de haplotipos mostré que la mayoria de los aislados se agrup6 de acuerdo
con su origen geografico. Posteriormente, Frias De Ledn et al.'?” llevaron a cabo el
analisis de la variabilidad fenotipica de los mismos aislados de A. fumigatus

seccién Fumigati utilizados por Duarte-Escalante et al.'®

y estimaron la relacién
entre la variabilidad fenotipica, el origen geografico y las caracteristicas
genotipicas. Los aislados de Peru mostraron caracteristicas fenotipicas especificas
que claramente los diferenciaron del resto, ademas de que correlacionaron con los

datos genotipicos, mostrando una asociacién estadisticamente significativa. Otro

método que se ha utilizado para tipificar aislados de A. fumigatus es el MLST
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(multilocus sequence typing), en el que se incluyen siete fragmentos de secuencias
de genes; sin embargo, presenta un bajo nivel de discriminacion entre cepas,
dando como resultado una baja diversidad genética debido a que los marcadores
que se utilizan son regiones que codifican para proteinas conservadas, lo que
resulta en una baja eficiencia para diferenciar cepas.'®'?® Debido a la extrema
diversidad genética de A. fumigatus,®® un método muy preciso de tipificacion debe
ser aplicado para realizar estudios epidemioldgicos de infecciones con el fin de
determinar la presencia de brotes infecciosos, la fuente de la infeccién hospitalaria
y la presencia de caracteristicas moleculares que confieran resistencia a los
antifingicos, entre otros aspectos.'® Por tanto, se han propuesto otros marcadores
moleculares como los microsatélites de 12-mer, que se encuentran en la regién que
codifica una proteina putativa de superficie celular (AFUA_3G08990). Este método
se utilizd6 para tipificar aislados de A. fumigatus obtenidos de seis brotes
nosocomiales de Al, y se identificé clonalidad y genotipos distintos entre aislados
del hongo, ademéas de que fue concordante con el método Afut1-RFLP que tiene

alto poder discriminatorio.'3%'3

Con base en lo anterior, la tipificacién con el
marcador microsatélite CSP (celular surface protein) es una alternativa para
distinguir aislados de A. fumigatus; la diversidad de secuencias dentro de la region
repetida del gen CSP es mucho mayor que la observada con los marcadores
previamente reportados. Tomando en consideracién las caracteristicas de este
marcador, Klaassen et al.'® subtipificaron una coleccién de aislados clinicos de A.
fumigatus recuperados de varios hospitales e identificaron linajes CSP de tipos

relacionados estrechamente dentro de los aislados estudiados. Ademas,

propusieron una nomenclatura para repetidos individuales, asi como para los tipos
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CSP, para normalizar la presencia de tipos CSP distribuidos en el mundo.
Posteriormente, Kidd et al.’™ y Gao et al.’™ aplicaron la misma estrategia
propuesta por Klaassen et al.'® para tipificar aislados clinicos y ambientales
procedentes de Australia y China e identificar diferencias filogeograficas de los
aislados procedentes de Europa y Norte América. Sin embargo, la mayoria de las
variantes CSP son compartidas, reportando nuevas variantes para cada regién

geografica estudiada.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Los estudios epidemioldgicos acerca de A. fumigatus en México son escasos; sin
embargo, nuestro grupo de trabajo ha mostrado que la diversidad genética entre
aislados clinicos de A. fumigatus de diferente fuente y origen geografico (México,
Argentina, Francia y Perd) poseen una mayor variabilidad genética que los
ambientales, mientras que el modo de reproduccién de los aislados clinicos y
ambientales es recombinante. Asimismo, Duarte-Escalante et al.'®® evidenciaron a
través una red de haplotipos, que aislados de A. fumigatus de México, Argentina,
Francia y Peru, se agruparon de acuerdo con su origen geografico. Posteriormente,
Frias De Ledn et al.'® llevaron a cabo el andlisis de la variabilidad fenotipica de los
mismos aislados de A. fumigatus seccion Fumigati, utilizados por Duarte-Escalante

et al.'®

y estimaron la relacion entre la variabilidad, el origen geogréfico y las
caracteristicas genotipicas. Los aislados de Perl mostraron caracteristicas
fenotipicas particulares que claramente los diferenciaron del resto, ademas de que
correlacionaron con los datos genotipicos, mostrando una asociacion

estadisticamente significativa. Estos trabajos constituyen la base para continuar
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con el estudio de diferentes aspectos biolégicos del hongo, entre otros, obtener una
coleccion de aislados de Aspergillus ya que no existen en el pais bancos de
informaciéon reglamentaria y consistente, ni centros de referencia sobre los
aislados. A pesar de la escasa informacion existente y de los datos no oficiales, se
sugiere que la frecuencia de esta micosis ha ido en aumento.

Las preguntas centrales de investigacion en que estd basado este trabajo son
¢ Cudl es la diversidad fungica en ambientes hospitalarios de México? ;Cual es la
frecuencia y la variabilidad genética de A. fumigatus en esos ambientes
hospitalarios, y su relacién con el riesgo de contraer la aspergilosis? ¢Qué factores
especificos de A. fumigatus estan asociados con el desarrollo de la aspergilosis
invasiva? La comprension de las relaciones entre los diferentes aspectos
involucrados en el presente estudio, permitira entender mejor la enfermedad,
determinar factores de riesgo y evaluar el potencial de las rutas de dispersién del
patdgeno. Lo anterior permitira desarrollar mejores lineamientos para el manejo de
pacientes y determinar la existencia y frecuencia del patégeno para incidir en las

estrategias de prevencién ante la expansién de la enfermedad.

4. HIPOTESIS
Existen especies de Aspergillus no reportadas y una alta frecuencia y diversidad
genética en aislados de A. fumigatus de ambientes hospitalarios, en los que

predomina el tipo sexual MAT1-1 asociado con la produccion de elastasa.
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5. OBJETIVO

5.1 Objetivo general

Determinar la diversidad fungica, asi como la frecuencia y variabilidad genética de

A. fumigatus en ambientes de hospitales de la Ciudad de México para evaluar el

riesgo de contraer la aspergilosis, y establecer factores asociados con la Al.

5.2 Objetivos particulares

Aislar hongos ambientales en diferentes areas de dos hospitales, ubicados
en el centro y norte de la Ciudad de México.

Identificar y caracterizar Aspergillus spp. por métodos fenotipicos
(termotolerancia, tamafo de conidios y vesiculas) y moleculares (genes
BenAy ActA).

Determinar la actividad elastasa e identificar los genotipos MAT1-1y MAT1-
2 de los aislados obtenidos de A. fumigatus para establecer su relacion con
la Al

Estudiar la variabilidad genotipica de aislados ambientales de A. fumigatus,

a través del microsatélite CSP.

6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Areas de muestreo. El muestreo se llevé a cabo de mayo a octubre de 2012

(temporada de lluvias) y de noviembre de 2012 a abril de 2013 (estacidén seca) en

dos instituciones de salud ubicadas en la Ciudad de México: un hospital de

especialidad de nivel Il (ubicado al norte de la ciudad) con casi 1,400 pacientes por

27



mes y un Instituto de Oftalmologia (ubicado en el centro de la ciudad) con
capacidad para 100 pacientes. Las instituciones fueron designadas como hospital 1
y 2, respectivamente. Las areas seleccionadas en el hospital 1 fueron hematologia,
unidad de cuidados intensivos para adultos y unidad de cuidados intensivos
pediatricos. Las areas de la sala de operaciones, sala de recuperacién y sala de
pacientes ambulatorios fueron muestreadas en el hospital 2. El muestreo de aire en

las diferentes areas se realizé siempre los mismos dias y en el mismo horario.

6.2 Procedimiento de muestreo de aire. Las muestras de aire se obtuvieron con
un muestreador de particulas viables Termo-Andersen de una sola etapa (Thermo
Electron Corporation, MA, USA) que contenia una placa Petri con medio agar
Sabouraud (Bioxén, Becton Dickinson, CDMX, MX). El muestreador se colocé a
una altura de 1.5 m en cada area y en el centro de cada habitacion de muestreo. La
muestra fue captada con un flujo de vacio de 28.3 L/min durante 15 min. El

muestreo se realiz6 por triplicado.

6.3 Determinacion de unidades formadoras de colonias (UFC). De cada area
de muestreo se calculé el nimero promedio de todas las colonias cultivadas en las
tres placas de agar Sabouraud (Bioxén) y se determiné el nimero de UFC/m® de
aire, segun las instrucciones descritas en el protocolo del muestreador Termo-
Andersen. Ademas, las UFC/m® de aire se calcularon por separado para cada

colonia diferente observada en las placas.
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6.4 Aislamiento e identificacion de hongos. Después de tres dias de incubacion
a 28 °C se examinaron todas las placas y se contaron las colonias. Todas las
colonias morfoldégicamente diferentes fueron identificadas por su macro y

micromorfologia.

6.5 Identificacion por macro y micromorfologia. Los aislados cultivados en agar
Sabouraud a 28 °C durante 4-7 dias se observaron para identificar la morfologia
tipica de cada hongo como el color y la textura colonial. Las caracteristicas
micromorfoldégicas de todos los aislados se analizaron segun el método de
microcultivo de Riddell (1950),"*® que consisti6 en cortar asépticamente bloques de
1 cm® de medio agar Sabouraud, cada bloque se colocé sobre un portaobjetos
estéril y se inocul6 con el aislado correspondiente, en las cuatro aristas superiores
del medio de cultivo, sobre el bloque se colocd un cubreobjetos estéril y se incubd
dentro de una caja de Petri a 37 °C durante 4 dias. Para evitar la deshidratacién del
agar durante la incubacion, se colocd un algodén humedecido con agua estéril
dentro de las cajas de Petri. Posteriormente, se separd cuidadosamente el
cubreobjetos del agar y se deposité sobre un portaobjetos con una gota de azul de
algodoén y se observo al microscopio (Olympus América Inc., Melvilla, NY), con el
fin de analizar las caracteristicas morfolégicas de los conidios (tamafio y forma) y el
tamano y forma de las vesiculas de cada uno de los aislados. Las caracteristicas

microscopicas de los aislados se registraron a través de una camara digital.®®

6.6 Diversidad fungica. La riqueza y abundancia de organismos se determiné en

cada area de muestreo en los dos hospitales. La riqueza se obtuvo con base en el
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numero de especies aisladas en cada area de muestreo. La abundancia fue
determinada por el niumero de ocurrencias de cada microorganismo en cada area
dividido por el total de UFC de cada area y multiplicado por 100. La diversidad
fungica se calculd para cada institucion con base en la construcciéon de una matriz
de presencia y abundancia de la especie. La diversidad se calculé usando los
indices Shannon-Wiener (H) y Simpson con el software PAST version 1.89

(//folk.uio.no/ohammer/past).'®

6.7 Analisis estadistico. La prueba de Kruskal-Wallis se utilizé6 para determinar
diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de conidios en el
ambiente (UFC/m®), entre las estaciones seca y fria de cada area de muestreo, y
entre cada hospital. Para los datos con y sin distribucion normal, se realiz6 el
analisis de ANOVA. Todas las pruebas se llevaron a cabo con un nivel de

significancia del 5% utilizando el paquete NCSS 7.0 (www.ncss.com).

6.8 Caracterizacion fenotipica de aislados de las diferentes secciones de
Aspergillus
6.8.1 Termotolerancia. Se llevd a cabo con los aislados identificados como

Aspergillus spp. (Tabla 8), de acuerdo con lo descrito por Frias-De-Leén et al.'?’

y
Mesa-Arango et al.'® de la siguiente manera: a partir del crecimiento de cada
aislado durante 4 dias en agar Sabouraud a 37 °C, se preparé una suspensiéon de 5
x 10° conidios/mL con solucién salina isoténica amortiguadora de fosfatos con

Tween 20 utilizando una camara de Neubauer y se inocularon por triplicado, para

cada temperatura (28 y 50 °C). Se monitoreé el crecimiento de las mismas por 7
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dias (168 horas). En cada observacion se midi6 el diametro de las colonias y
posteriormente se realizé el calculo de tasa de crecimiento (TC) y porcentaje de
inhibicién del crecimiento (%IC) utilizando las siguientes formulas de acuerdo con el
modelo de Baranyi y Roberts."® TC = C/D (TC = tasa de crecimiento, C = diametro
de la colonia/D = dias de incubacion), %IC = E — F/E X 100 (%IC = porcentaje de
inhibicion del crecimiento, E = didmetro de la colonia a 28 °C - F=diametro de la

colonia a 50 °C/E = diametro de la colonia a 28 °C).

6.8.2 Tamano de conidios y vesiculas. Se midi6 el diametro de 30 conidios y 10
vesiculas de cada aislado de Aspergillus seccidn Fumigati cultivado en agar

Sabouraud a 28 °C durante 4 d, con un micrometro ocular calibrado (Olympus).

6.9 Caracterizacion genotipica

6.9.1 Extraccion de DNA. A partir de cada cultivo monosporico de las secciones
de Aspergillus identificadas previamente por métodos fenotipicos, y sembrados en
PDA (papa-dextrosa-agar), se obtuvo una suspension de conidios de la siguiente
manera: se agreg6é a cada tubo 1 mL de amortiguador de fosfatos (Soluciéon A
(NaH.PO4 0,2 M): disolver 27.6 g de NaH.PO,. H20 en agua destilada,
completando un litro. Solucién B (NazHPO4 0,2 M): 53.65 g de Na2HPO4. 7 H20 se
disuelven en agua destilada, llevando el volumen final a 1 litro. Para obtener el pH
de 7.5, mezclar 80 ml de solucion A con 20 ml de la soluciéon B) adicionado con
tween 80 y se resuspendié por agitacion en vortex-Genie 2 (Daigger Scientific
Industries. Inc, Bohemia, NY, USA) a 5,000 rpm; posteriormente, se sembré en 50

mL de medio liquido ELPD (extracto de levadura-peptona-dextrosa) (papa sin pelar
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200 g, dextrosa 10 g, agar 18 g y agua destilada 1 litro), se incub6é a 37 °C en
agitacion durante 2 dias o hasta observar crecimiento micelial. Se cosechd
individualmente la biomasa micelial de cada aislado por filtracién con jeringas de 20
mL con filtros swinex, utilizando papel filtro Whatman No. 1. Enseguida se lavo el
micelio 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, Austin,
TX, USA), de la siguiente manera: se tomaron 100 mg de masa micelial hiumeda 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 el amortiguador
de extraccion AP1 del Kit DNeasy Plant Mini (Qiagen). Los tubos fueron colocados
en un equipo FastPrep (Thermo Savant Instruments, Holbrook, NY, USA) y el
método para el rompimiento de la pared del hongo, fue el propuesto por Williams et
al.,'®y Calderdn et al.,'*. El ensayo para obtener la mayor cantidad de micelio roto
inicié con las condiciones reportadas por Calderén et al."*® es decir, 6 periodos de
40 s a 6 m/s con 2 min de enfriamiento en hielo entre cada periodo. Se analizaron
las suspensiones de micelio resultantes bajo el microscopio, para determinar el
tiempo y la velocidad éptima para obtener el mayor porcentaje de micelio roto y su
contenido liberado dentro de la suspension. Posteriormente, se modificaron las
condiciones a 4 periodos de 40 s a 4 m/s con 5 min de enfriamiento en hielo entre
cada periodo. Después de este procedimiento, se adicionaron 4 uL de RNAsa a
100 mg/mL, se agité vigorosamente en vortex y se incubd la mezcla por 10 min a
65 °C, mezclando 2 6 3 veces, por inversion. Enseguida, se adicionaron 130 pL del
amortiguador AP2 y se incubd por 5 min en hielo, se centrifugé durante 5 min a

14,000 rpm. Se transfirio el volumen total del sobrenadante a la columna lila
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QIAshredder 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 transfirié a
un nuevo tubo, se adicionaron 1.5 volumenes del amortiguador AP3/E y se mezcl6
rapidamente con una micropipeta. Se transfirieron 650 uL de la mezcla anterior a la
columna DNeasy mini spin sostenida en un tubo colector de 2 mL y se centrifugé 1
min a 9000 rpm; se desecho el sobrenadante y se repitidé este paso hasta acabar el
volumen. Posteriormente, se cambid el tubo colector y se realizaron dos lavados
con 500 uL del amortiguador AW; el primero se centrifugé por 1 min a 8,000 rpm y
el segundo 2 min a 14,000 rpm. Por ultimo, la columna se colocd en un tubo
Eppendorf nuevo de 1.5 mL, y se adicionaron 50 uL de agua Milli Q, se dejo6
incubar por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugé por 1 min a 8,000 rpm
para eluir el DNA. La concentracién y pureza del DNA (cociente de absorcion
260/280 =1.8-2.0) se determiné en un espectrofotdmetro DS-11 (DeNovix,
Wilmington, DE, USA) y por electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, teiido con
GelRed (10000X, Biotium, Fremont, CA, USA), en una camara de electroforesis,
comparando con diferentes concentraciones del fago Lambda (GIBCO BRL®,
Waltham, MA, USA) de 10, 20 y 50 ng, 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., Hercules, CA, USA).

Posteriormente, la concentracion del DNA de cada uno de los aislados de las
secciones de Aspergillus identificadas, fue ajustada a una concentracién de 5 ng/

UL para su utilizacion en ensayos posteriores.
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6.9.2 Amplificacion de la secuencia parcial del gen de la actina (ActA). Se

utilizé el método descrito por Carbone y Konh'’

, el cual utiliza los oligonucleétidos
Act-783R (5 TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3") y Act-512F (5-
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3’) que delimitan una region de 300 pb. Se
emplearon las siguientes condiciones iniciales: en un volumen de reaccién de 25 pL,
contenia amortiguador 1X (Tris-HCI pH 8.8 100 mM, KCI 500 mM, Nonidet P40 (v/v
0.8%), 200 uM de dNTPs (Applied Biosystems Inc. Foster, CA, USA), 2 mM de
MgCl,, 0.5 U de Taq polimerasa (Applied Biosystems Inc.) y 0.5 pM de cada
oligonucledtido, 10 ng/uL de DNA, con las siguientes condiciones: un ciclo a 95 °C
por 8 min, seguido por 35 ciclos a 95 °C por 15 s, 55 °C por 20 s, y 72 °C por 60 s,
con una extension final a 72 °C por 5 min. Las amplificaciones se llevaron a cabo
en un termociclador Esco Swift®Maxi™ThermalCycler Block (Esco Healthcare Pte.
Ltd., Singapore). Los productos amplificados fueron separados en geles de agarosa
al 2% tenidos con GelRed (10000X, Biotium Inc.), en amortiguador 0.5 X TBE (Tris-
Base 45 mM, &cido bérico 45 mM, EDTA 1 mM), a 100 V por un tiempo aproximado
de 60 min. Se utiliz6 el marcador de tamafno molecular de DNA Ladder de 100 bp
(Invitrogen, CA, USA). El gel fue visualizado en un sistema de fotodocumentacion
Gel Doc™ XR (Bio-Rad). Para obtener las condiciones 6ptimas para la PCR, se
realizaron curvas de concentracién de DNA y de MgCl, y se probaron diferentes

temperaturas de alineamiento.'’

6.9.3 Amplificacion de la secuencia parcial del gen de la B-tubulina (BenA). Se
llevé a cabo el procedimiento reportado por Glass y Donaldson.'*? Inicialmente, en

un volumen final de 25 pyL de reaccién, se emplearon 10 ng de DNA gendmico, 2.0
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mM MgClz, 200 uM dNTPs (Applied Biosystems Inc.), 1 U Taq polimerasa (Applied
Biosystems Inc.) y 30 pmoles de cada oligonucleétido Bt2a (5'-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") y Bt2b (5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3). La amplificacion se realizd en un
termociclador (ESCO, Swift Maxi) con las condiciones: 95 °C por 8 min, 35 ciclos
de 95 °C por 15 s, 55 °C por 20 s y 72 °C por 1 min, y un ciclo de 72 °C por 5 min.
Los productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% tefido con 0.8 uL/100 mL de GelRed (10000X, Biotium Inc.). El corrimiento
electroforético se llevé a cabo a 100 V, en amortiguador TBE 0.5 X. Se utiliz6 el
marcador de tamano molecular de DNA Ladder de 100 bp (Invitrogen). Las
imagenes de los geles se capturaron en un Fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-
Rad). Para obtener las condiciones Optimas para la PCR, en este estudio se
realizaron curvas de concentracién de DNA, dNTPs, MgCl,, oligonucleétidos y se

probaron diferentes temperaturas de alineamiento.'?

6.9.4 Secuenciacion de los fragmentos amplificados. Los fragmentos
amplificados de los genes ActA y BenA de los 77 aislados de las secciones de
Aspergillus spp. se enviaron a secuenciar en ambos sentidos a Macrogen USA

(Rockville, MD, USA).

6.9.5 Analisis de secuencias. Las secuencias obtenidas de los aislados fueron
editadas con el programa BioEdit ver. 7.1.9.

(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Inicialmente se revisé la secuencia para

identificar bases degeneradas; esos sitios fueron comparados con el
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electroferograma respectivo y se corrigieron las bases editando la secuencia.
Posteriormente, fueron analizadas con el algoritmo Blast

(www.blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cqgi) para verificar la identidad (coincidencia total

entre dos secuencias), similitud (grado de coincidencia entre dos secuencias), y e-
valor (estimacion del numero de alineamientos que se espera para una puntuacion
X [o superior] en la busqueda que se esta realizando si la base de datos fuese una

coleccion de letras al azar; para que sea real el valor “e” debe ser cercano a cero).
Enseguida, el alineamiento de las secuencias se llevé a cabo con el programa

MAFFT (//mafft.cbrc.jp/alignment/server/).'** Finalmente, se eligié el mejor modelo

evolutivo aplicado a este alineamiento con el programa JModelTest 2

(www.github.com/ddarriba/jmodeltest?2).'*

6.9.6 Analisis filogenético. Con el propésito de tipificar las especies de
Aspergillus spp., se utilizaron los métodos estadisticos de Maxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana. En el primer caso se utilizd una prueba de filogenia que
incluye el método de bootstrap con 1,000 réplicas y el modelo evolutivo GTR G+l;

se aplicé el método heuristico NNI (Nearest-Neighbor-Interchange) y el analisis se

llevé a cabo con el programa MEGA7 (www.megasoftware.net/).'*® Para el método
de Inferencia Bayesiana se aplicaron los siguientes ajustes: una longitud de cadena
de 1,100,000, frecuencia de submuestreo de 200, cadenas calientes 4, temperatura
de las cadenas 0.2, el modelo evolutivo fue GTR G+l y el analisis se realizd con el

programa MrBayes 3.2.2 (//mrbayes.sourceforge.net/download.php).'*
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6.10 Determinacion de la actividad de elastasa en aislados de A. fumigatus.

Se utilizaron los aislados identificados previamente como A. fumigatus, con base en
caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Los aislados se sembraron en tubos
estériles de 15 mL conteniendo agar Sabouraud (Bioxén) y se incubaron a 37°C

durante tres dias, o hasta observar crecimiento.

6.10.1 Estandarizacion para determinar la actividad de elastasa. La actividad
elastasa se evalué en el medio de elastina,'® que contiene 0.05% de elastina,
0.05% de base de carbono para levaduras, 0.01% de rosa de bengala y 1.5% de
agar, en amortiguador de boratos 0.05 M pH 7.6 (acido bérico 3.09 g, NaCl 75 mM
2.19 g, tetraborato de sodio 4.77 g disolver en 500 mL de agua destilada). Durante
la preparacién del medio de cultivo, para evitar la desnaturalizacién de la elastina
primero se afnadieron todos los demas componentes en el amortiguador, y se
esterilizd en autoclave; una vez estéril se dej6 enfriar y posteriormente se anadio la
elastina disuelta en agua estéril. El indice de actividad de elastasa (IAE) se reporté

| 109

de acuerdo con Blanco et a usando la siguiente férmula: IAE= didmetro del halo

de degradacién de elastina (DE)/diametro de crecimiento (DC).'®

Inicialmente, tomando en cuenta que A. fumigatus se caracteriza por tener una
rapida velocidad de crecimiento, se realizaron curvas de crecimiento para verificar
que el rosa de bengala retardara el mismo, asi como para seleccionar el in6culo
adecuado que permitiera realizar las mediciones durante 15 dias.'® Para el
experimento se seleccionaron cuatro aislados de A. fumigatus (9A, A10, B4y 411A)

y un aislado de A. niger como testigo negativo. A partir de cada aislado se preparé

una suspensién de conidios en 1 mL de solucién salina isoténica-tween 20 al
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0.05% (NaCl 0.85% 99.95 mL, tween 20 0.05 ml); los conidios fueron cuantificados
en una camara de Neubauer y se ajustaron a 1x10°, 1x10° y 1x10” conidios/mL. Se
inocularon 10 puL de cada suspension en tres medios de cultivo: agar Sabouraud,
agar Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% y medio de elastina (Figura 1).'%
Dado que a nivel fisiolégico la concentracién de sales es de fosfatos y no de
boratos, los ensayos se realizaron utilizando medios con elastina preparados con
amortiguador de boratos y con amortiguador de fosfatos.'® Las suspensiones de
conidios se inocularon sobre un disco de papel filtro colocado en el centro de cada

medio de cultivo. Los cultivos se incubaron a 37 °C y la lectura de su crecimiento y

del halo de lisis se realiz6 a los 7, 10 y 15 dias.

Figura 1. Medios de cultivo sin in6culo: A) Sabouraud, B) Sabouraud con rosa de bengala y C)
Medio con elastina

Para determinar que el testigo negativo no ocasionara falsos positivos, se repitio el
experimento anterior. Se probaron tres muestras ambientales (9A, A10 y B4) para
ver si el halo de lisis de elastina era mayor. De cada una de las muestras se
prepararon inéculos de 1x10” conidios/mL y de aqui se inocularon 7 pL sobre un
circulo de papel filtro colocado en el centro de los diferentes medios de cultivo:

Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% (testigo positivo de crecimiento), medio
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de Kothary et al.'® con amortiguador de fosfatos y medio de Kothary et al.'?? con

amortiguador de boratos.

6.10.2 Determinacion de la actividad de elastasa. Con base en las condiciones
estandarizadas, se determiné el |IAE de todos los aislados de A. fumigatus. El I1AE
se calculé con la férmula previamente mencionada.'® El experimento se realiz6 por

triplicado.

6.10.3 Analisis de datos. El analisis estadistico de los datos generados se realiz

con base en el modelo del test Chi-cuadrada.

6.11 Determinacion del genotipo sexual

Se utilizé la técnica de PCR multiple para identificar los genotipos MAT1-1y MAT1-
2, de acuerdo con las condiciones reportadas por Paoletti et al.'®.Se utilizaron los
oligonucleétidos MATT1-1, AFM1 (5-CCTTGACGCGATGGGGTGG-3"), y MAT1-2,
AFM2 (5"-CGCTCCTCATCAGAACAACTCG- 37), junto con un oligonucleétido
comun, AFM3 (5-CGGAAATCTGATGTCGCCACG-3"), que amplifican wun
fragmento de 834 pb en el genotipo MAT1-1y otro de 438 pb en el genotipo MATT-
2. La mezcla de reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 L,
conteniendo: 20 ng de DNA, 200 uM dNTPs, 2.5 mM MgCl,, amortiguador 1X (Tris-
HCI pH 8.8 100 mM, KCI 500 mM, Nonidet P40 (v/v 0.8%), 1 U de Taq polimerasa,
50 pmoles de los oligonucledtidos AFM1y AFM2, y 100 pmoles del oligonucleétido

AFM3. La amplificacion se realizé en un termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-
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Rad) con las siguientes condiciones: 5 min a 95 °C, 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s

a 60 2C, 1 min a 72 °C, con una extension final de 5 min a 72 C.

Los productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5% en amortiguador TBE 0.5X tefiido con GelRed™ (10000X, Biotium Inc.). El
corrimiento de la electroforesis se llevd a cabo a 100 V en una cédmara de
electroforesis Sub-cell® GT y mini-sub® cell GT (Bio-Rad). El marcador de tamano
molecular fue 100 bp DNA Ladder (Applied Biosystems Inc.). Las imagenes de los

geles se capturaron en un fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-Rad).

6.12 Tipificacion de los aislados de A. fumigatus con el microstélite CSP

6.12.1 Amplificacion de microsatélite CSP. La amplificacion de las secuencias
parciales del gen CSP de los aislados de A. fumigatus se realizd bajo las
condiciones reportadas por Balaje et al."*” con los oligonucledtidos CSP-F (5'-
TTGGGTGGCATTGTGCCAA-3') y CSP-R (5-GGAGGAACAGTGCTGTTGGTGA-
3’) (Sigma-Aldrich Corp., CA, USA) que amplifican un fragmento de ~ 550 a 700 pb.
Con la finalidad de encontrar las condiciones 6éptimas de amplificacién, se
realizaron curvas de concentracion de reactivos (DNA, oligonucleétidos y MgCly).
Inicialmente, se llevé a cabo la curva de DNA utilizando 10, 20, 25 y 30 ng. La
mezcla de reaccidn (25 uL) consistio en dNTPs 200 uM (Applied Biosystems Inc.),
MgCl> 1.2 mM (Applied Biosystems Inc.), 100 pmol de cada oligonucle6tido CSP-F
y CSP-R (Sigma-Aldrich) y Taqg polimerasa 1 U (Applied Biosystems Inc.) en
amortiguador 1X (Tris-HCI pH 8.8 100 mM, KCI 500 mM, Nonidet P40 (v/v 0.8%)
(Applied Biosystems Inc.). Las condiciones fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a
94 °C, seguido de 35 ciclos de 15 s a 94 °C, 30 s a 62 °C, 30 s a 68 °C, 1 ciclo de
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extension final de 2 min a 68 °C en un termociclador ESCO-Switf (ESCO). Una vez
determinada la cantidad adecuada de DNA, se realizaron las curvas de
oligonucleétidos (10, 25, 50, 100, 200 pmol) y MgCl, (1.2, 1.5, 2.0, 2.5 mM). Los
productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en una camara Sub-
cell® GT y mini-sub® cell GT (Bio-Rad) en gel de agarosa al 1.5%, tenido con 0.8
uL de GelRed (10000 X), el corrimiento se realiz6 a 90 V en amortiguador TBE
0.5X. El marcador de tamafo molecular empleado fue 100 bp DNA Ladder (Applied
Biosystems Inc.). Las imagenes de los geles se capturaron en un

fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-Rad).

6.12.2 Analisis de las secuencias del microsatélite CSP. Para este andlisis se

utilizé el programa GeneDoc ver. 2.7 (www.psc.edu/biomed/genedoc), el cual

busca los repetidos en tandem y le asigna un color a cada repetido.'*®

Posteriormente se analiz6é el tipo de CSP como sigue: en la secuencia del gen
CSP, se localiza cada secuencia de repeticion distinta y se le asigna un ndmero
arbitrario. Ademas, a cada combinacién Unica de repeticiones CSP se le asigna un
tipo CSP. Esto lleva al reconocimiento de diferentes tipos de CSP, cada uno con
prevalencias muy diferentes. Ademas del analisis de la secuencia de DNA de la
regidn de repeticion, se examinan las variaciones de la secuencia de DNA rio arriba
y rio abajo. Las variaciones en la secuencia de DNA se encuentran en las

posiciones de codones - 1, - 14, - 15.13%134
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7. RESULTADOS

De acuerdo con el primer objetivo que fue: “aislar hongos ambientales en

diferentes areas de dos hospitales, ubicados en el centro y norte de la Ciudad de

México”, se obtuvieron los siguientes resultados.

7.1 Cuantificacion de UFC/m® en las instituciones 1 y 2. Se analizaron un total
de 144 muestras del aire obtenidas en las dos instituciones. En ambas estaciones
(lluviosa y seca), la abundancia de propagulos fungicos en el aire fue similar y no

se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de hongos

(UFC/m®) (p > 0.05) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Unidades formadoras de colonias (UFC) en cada area de muestreo de las Instituciones 1y 2

Hospital Area de muestreo Estacion Estacion seca
lluviosa UFC /m®+ DE
UFC/m?®+ DE
1 Hematologia 85.98 £ 13.87 97.09 £ 8.55
1 Sala de cuidados intensivos 43.51 £9.37 40.22 +10.03
adultos
1 Sala de cuidados intensivos de 41.24 £8.09 43.75 £6.99
pediatria
2 Sala de consulta externa 56.30 + 14.77 53.79 + 10.24
2 Sala de recuperacion 50.57 £ 13.99 53.59 + 6.66
2 Quiréfano 8.53 + 2.06 8.95 + 2.69

DE = Desviacién estandar



En la Institucion 1 la concentracion méas alta de propagulos en el aire (UFC/m?®) fue
registrada como sigue en orden decreciente: hematologia, sala de cuidados
intensivos de pediatria y sala de cuidados intensivos de adultos. Las diferencias en
las UFC/m® entre las tres areas muestreadas en la instituciéon 1 fueron
estadisticamente significativas (p < 0.05). En la Institucibn 2, la mas alta
concentracién de UFC/m® en el aire fue registrada como sigue en orden
decreciente: sala de consulta externa, sala de recuperacion y quiréfano; también se
identificaron diferencias estadisticamente significativas entre las tres areas (p <

0.05) (Cuadro 5).

7.2 Identificacion por macro y micromorfologia de los hongos. En la Institucién
1 los hongos identificados fueron: Acremonium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Aspergillus seccion Flavi, Aspergillus seccion Fumigati, Aspergillus seccion Nigri,
Aspergillus seccion Terrei, Cladophialophora bantiana, Cladosporium sp., Fusarium
proliferatum, Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., R.
stolonifery Trichoderma sp. (Figura 2). En la Institucién 2, los hongos identificados
fueron: Alternaria sp., Aspergillus sp., Aspergillus seccidn Flavi, Aspergillus seccién
Fumigati, Aspergillus seccion Nigri, Aspergillus seccién Terrei, Cladosporium sp.,
Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., P. griseofulvum, Trichoderma sp.,

Rhizopus sp. y R. stolonifer (Figura 3).
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7.3 Diversidad fungica. La diversidad fangica en la Institucién 1 mostré6 una
rigueza fungica distribuida como sigue: 7 géneros y 6 especies estuvieron
presentes en la unidad de cuidados intensivos de adultos, 6 géneros y 5 especies
en la unidad de cuidados intensivos de pediatria y 7 géneros y 5 especies en la
unidad de hematologia. En la Institucion 2 fue como sigue: 8 géneros y 6 especies
identificados en la sala de consulta externa, 8 géneros y 5 especies en la sala de
recuperacion, y 4 géneros y 3 especies en quirdéfano (Figuras 2y 3).

Los hongos mas abundantes en cada area en la Institucion 1 fueron: A. seccion
Flavi, A. seccidn Fumigati, A. seccidon Nigri, Cladosporium sp. y Penicillium sp. en la
unidad de cuidados intensivos de pediatria; Acremonium sp., Cladosporium sp.,
Penicillium sp., Rhizopus sp. y Trichoderma sp. en hematologia; A. seccién Flavi,
A. seccion Fumigati, A. seccion Nigri, Cladosporium sp. y Penicillium sp. en la
unidad de cuidados intensivos de adultos (Figura 2). Mientras, los hongos mas
abundantes en cada area de la Institucion 2 fueron: Alternaria sp., A. seccidon Flavi,
A. seccion Fumigati, Penicillium sp., Rhizopus sp., y Trichoderma sp. en sala de
consulta externa; A. seccion Nigri, A. seccion Terrei, Paecilomyces sp., Penicillium
sp. y Trichoderma sp. en la sala de recuperacion; A. seccion Flavi, A. seccion Nigri,
Cladosporium sp. y Penicillium sp. en quir6fano (Figura 3). Los valores de
diversidad estimados tanto con el indice de Shannon-Wiener como con el de

Simpson fueron mas altos en la Institucién 1 (Cuadro 6).
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Cuadro 6. indices de diversidad de hongos en diferentes areas muestreadas en las Instituciones 1y 2

Institucion Area de muestreo Indice de Indice de
Simpson Shannon-Wiener
1 Sala de cuidados intensivos adultos 0.7784 1.822
1 Hematologia 0.7822 1.942
1 Sala de cuidados intensivos de 0.7915 1.879
pediatria
Sala de consulta externa 0.6593 1.668
Sala de recuperacion 0.6494 1.677
Quir6fano 0.6172 1.204

De acuerdo con el segundo objetivo que fue: “identificar y caracterizar
Aspergillus spp. por métodos fenotipicos (termotolerancia, tamano de conidios y
vesiculas) y moleculares (genes BenA y ActA), se obtuvieron los siguientes
resultados.

Dentro de la diversidad fungica se identificaron por macro y micromorfologia 97

aislados de Aspergillus spp. (Cuadro 7).

Cuadro 7. Aislados ambientales de Aspergillus spp.

Institucion Institucion

Aislado 1 2 Total

Aspergillus seccion
Fumigati 18 11 29
Aspergillus seccién Terri 3 2 5
Aspergillus seccién Nigri 21 21 42
Aspergillus seccion Flavi 7 10 17
Aspergillus spp. 1 3 4

Total 50 47 97
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7.4 Caracterizacion fenotipica de los aislados de las diferentes secciones de
Aspergillus

7.4.1 Termotolerancia. Todos los aislados del género Aspergillus obtenidos en
ambas instituciones crecieron a 28 °C, mientras a 50 °C sélo crecieron los aislados
identificados como Aspergillus seccion Fumigati, y de acuerdo a esto se presentan
sus tasas de crecimiento (TC) (Cuadro 8), mostrando diferencias estadisticamente

significativas (p < 0.05).

Cuadro 8. Tasa de crecimiento de las secciones de Aspergillus

Institucion Seccidn Tasa de crecimiento (mm/dia) + DE
28°C 50°C
1 Fumigati 16.95 + 1.63 6.53 + 5.13
1 Nigri 22.95+1.92 NC
1 Flavi 17.07 + 1.19 NC
1 Terrei 8.54 + 0.35 NC
2 Fumigati 17.94 + 2.16 12.61 +7.13
2 Nigri 23.04 +1.39 NC
2 Flavi 18.34 + 2.72 NC
2 Terrei 9.38 + 0.26 NC

DE = Desviacién estandar; NC = No creci6

7.4.2 Tamano de conidios. Todos los aislados del género Aspergillus obtenidos en
ambas instituciones presentaron diferencias en sus didmetros de conidios de
acuerdo a cada seccion (Cuadro 9).

7.4.3 Tamano de vesiculas. Todos los aislados del género Aspergillus obtenidos

en ambas instituciones presentaron diferencias en sus diametros de conidios de
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acuerdo a cada seccién (Cuadro 9). Los analisis estadisticos mostraron diferencias
significativas en el tamafo de las vesiculas entre los aislados de las diferentes
secciones de Aspergillus (p < 0.05). No se encontraron diferencias significativas en
el tamano de las vesiculas de los aislados de las diferentes secciones de

Aspergillus entre las dos Instituciones (p > 0.05).

Cuadro 9. Diametro de conidos y vesiculas de las secciones de Aspergillus

Institucion Seccidn Diametro conidios Diametro vesiculas
(Hm) (Hm)
1 Fumigati 1.24 —4.50 15.64 — 23.84
1 Nigri 2.29-4.43 24.36 — 64.36
1 Flavi 3.02 -4.98 27.95 - 42.56
1 Terrei 1.13-2.13 15.64 — 32.56
2 Fumigati 1.58 — 3.27 14.87 — 23.59
2 Nigri 2.20 - 4.23 30.77 - 59.99
2 Flavi 2.78 - 5.05 22.56 — 50.51
2 Terrei 2.20-2.90 23.84 - 26.15

7.5 Caracterizacion genotipica de los aislados de las secciones de
Aspergillus

7.5.1 Extraccion de DNA. De acuerdo con el andlisis espectrofotométrico y
electroforético, la cantidad e integridad de los DNAs obtenidos de los aislados
ambientales de las secciones de Aspergillus fue adecuada para los ensayos de
PCR. Las lecturas realizadas en espectrofotdmetro mostraron concentraciones
entre 9.8 y 365 ng/uL, con una pureza adecuada, segun los valores de la relacidén

260/280 nm (1.7-1.9); ademas, en la electroforesis se observd una sola banda
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(Figura 4), lo que corrobord una buena calidad de los DNAs. Asimismo, las
concentraciones de DNA determinadas por comparacién con diferentes
concentraciones del fago A concordaron con las determinadas por
espectrofotometria. Los DNAs obtenidos de cada uno de los aislados de

Aspergillus spp. se ajustaron a una concentracioén final de 10 ng/uL (Figura 4).

Concentraciones de fago A DNAs de aislados ambientales de Aspergillus spp.

| |

B18 411A 31E A35 220A 87B 257C B23

' 10 20 50 100‘ |

|

Figura 4. Cuantificacién de DNA de aislados ambientales de Aspergillus. Las concentraciones de
DNA fueron ajustadas a 10 ng/uL. La cuantificacién se llevé a cabo por comparacién con diferentes
concentraciones de DNA del fago A (10, 20, 50, y 100 ng/uL). La electroforesis se realizé a 90 V en
gel de agarosa al 1%, tefido con GelRed.

7.5.2 Amplificacion de la secuencia parcial del gen ActA con los aislados de
las secciones de Aspergillus. Para la amplificacién de la secuencia parcial del
gene ActA se estandarizaron las condiciones de reaccion mediante la realizacidén
de curvas de concentraciéon de DNA, dNTPs, MgCl,, oligonucle6tidos y se probaron
diferentes temperaturas de alineamiento.

Curva de DNA. La estandarizacion para la amplificacion de la secuencia parcial del

gen ActA se inici6 con una curva de DNA, en donde se probaron las

concentraciones 5, 10, 15, 20, 25, 30 ng/uL de DNA. Como se observa en la figura
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5, la amplificacién del fragmento de 300 bp se observé con las seis
concentraciones de DNA; sin embargo, con 10 ng/uL el amplicdn se visualiz6 muy
bien, por lo que se selecciond esta concentracion para continuar los ensayos de

estandarizacién de la PCR.

Concentraciones DNA (ng/pL) utilizando el aislado
B23

-

=
= =
S 8 =
® 3 s
sa | ) e
© O =

=
= E =

S

300 pb

Figura 5. Curva de DNA para la estandarizacién de la amplificacién de la secuencia parcial del gen
ActA del aislado ambiental B23 utilizando concentraciones de 5, 10 15, 20 25 y 30 ng/uL de DNA. Se
utilizé gel de agarosa al 1.5%. Marcador de tamano molecular de 100 pb DNA ladder.

Curva de MgCI,, Se realizé la amplificaciébn con diferentes concentraciones de
MgClz (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, y 2.5 mM). La amplificacién del fragmento de 300 bp se
observé sélo con 1.0, 2.0 y 25 mM de MgCl, (Figura 6), de las cuales la

concentracion éptima de MgCl, fue 1.0 mM.
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Concentraciones de MgCl; (mM) utilizando el aislado
B23

Marcador
molecular

o—
Control de reaccion

—
—

1.0 15 2.0 2.5

0.5

300 pb

Figura 6. Curva de MgCl, Se utilizaron diferentes concentraciones de MgCl, (0.5, 1.0, 1.5,2.0y 2.5
mM). En gel de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafo molecular de 100 pb DNA ladder.

Temperatura de alineamiento. Se probaron temperaturas de alineamiento que
fueron de 55°, 56°, 57° y 58 °C. La amplificacion se observé en algunas de ellas
(Figura 7); sin embargo, las bandas mejor definidas se obtuvieron con la
temperatura de 58 °C, por lo que la amplificacién de todos los aislados se realizé a

esta temperatura.
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Temperatura de 56°C

Temperatura de 55°C
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Figura 7. Curva de temperatura de alineamiento para la estandarizacion de la PCR de la secuencia
parcial del gen ActA con las temperaturas de 55 °C, 56 °C, 57 °C y 58 °C. Se utilizé gel de agarosa
al 1.5%. Marcador de tamafo molecular de 100 pb DNA ladder.

Con base en los resultados de la estandarizacion de la amplificacién de la
secuencia parcial del gen ActA, las condiciones Optimas fueron: DNA 10 ng/uL,
amortiguador 1X, dNTPs 200 uM, MgCl> 1.0 mM, 10 pmol de cada oligonucleétido,
Taq polimerasa 1 U/uL, el volumen final de cada reaccion fue de 25 uL y la
temperatura de alineamiento de 58 °C. Con estas condiciones se amplificé el gen
en todos los DNAs de los aislados ambientales de las secciones de Aspergillus
(Figura 8).
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Figura 8. Ampilificacion del gen ActA a partir de DNA’s de los aislados flngicos de las diferentes
secciones de Aspergillus. Se utilizé gel de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafo molecular de 100
pb DNA ladder.

7.5.3 Amplificacion de la secuencia parcial del gen BenA con los aislados de
las secciones de Aspergillus

Curva de DNA. La estandarizacion de la amplificacién de la secuencia parcial del
gen BenA se inici6 con una curva de DNA, en donde se probaron las
concentraciones de 1, 5, 10 y 20 ng/uL de DNA. En la figura 9 se observa la
amplificacion del fragmento de 420 bp con las cuatro concentraciones de DNA
probadas; sin embargo, con 10 ng/uL el amplicén fue mas definido. Esta curva se
realiz6 con dos muestras de DNAs, de los aislados B11 y B23, obteniendo los
mismos resultados. Se seleccionaron 10 ng/uL para continuar los ensayos de

estandarizacién de la PCR.
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Concentraciones DNA (ng/pL|
Concentraciones DNA (ng/pL) (ng/uL)
utilizando el aislado utilizando el aislado
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Figura 9. Curva de DNA para la estandarizaciéon de la amplificacién de la secuencia parcial del gen
BenA de los aislados ambientales B11 y B23 utilizando concentraciones de 1, 5, 10 y 20 ng/uL de
DNA. Se utilizé gel de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafo molecular de 100 pb DNA ladder.

Curva de dNTPs. La curva se realizé con concentraciones de 50, 100, 150 y 200
uM de dNTPs. La amplificacion esperada se observé con las cuatro
concentraciones probadas (Figura 10); sin embargo, se eligié la concentracion de
200 pM, reportada por Glass y Donaldson,'*? para continuar los ensayos de

estandarizacién de la PCR.

Concentraciones dNTPs (uM) utilizando el aislado B11

Marcador molecular
Control de reaccion

[ so 100 150 200 \

420pb —

Figura 10. Curva de dNTPs para estandarizacién de la PCR de la secuencia parcial del gen BenA
utilizando el aislado B11. Se utilizaron las concentraciones de 50, 100, 150 y 200 uM. Se utiliz6 gel

de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA ladder.
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Curva de MgCl.. Se realiz6 la amplificaciéon con una curva de MgCl,, en donde se
probaron concentraciones de 1, 1.5, 1.7 y 2 mM. La amplificacion del fragmento de
420 pb se observo solo con 1, 1.5y 1.7 mM de MgCl, (Figura 11), de las cuales se
eligié la concentracion de 1.5 mM para continuar los ensayos de estandarizacién de

la PCR, ya que la banda se visualiz6 mejor.

Concen traciones de MgCl, (mM) utilizando
el aislado B11

Control de reaccidn

»

N

o

T

o
4 l
} Marcador molecular
‘ |

A

[ 10 15 17 20 |

Figura 11. Curva de MgCl, para la estandarizacion de la amplificacion de la secuencia parcial del
gen BenA. Se amplificé el aislado B11, con diferentes concentraciones de MgCl, (1, 1.5, 1.7 y 2.0

mM). Se utilizé gel de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA ladder.

Curva de oligonucleétidos. La curva de oligonucleétidos para la amplificacién del
gen BenA por PCR se realizd con las concentraciones de 10, 30, 50, 100 y 200
pmol/uL. La amplificacién del fragmento se observé con todas las concentraciones
probadas (Figura 12); sin embargo, la banda se visualizé mejor con 30 pmol/uL, por
lo que se selecciond esta concentracion para continuar los ensayos de

estandarizacién de la PCR.
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Concentraciones de oligonucledtidos
(pmol) utilizando el aislado B11
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Marcador molecular
Control de reaccion
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Figura 12. Curva de oligonucleoétidos para la estandarizacién de la amplificacion de la secuencia
parcial del gen BenA, utilizando las concentraciones de 10, 30, 50, 100 y 200 pmol. Se utilizé gel de

agarosa al 1.5%. Marcador de tamafo molecular de 100 pb DNA ladder.

Temperatura de alineamiento. Se probaron temperaturas de alineamiento de 56°,
57°, 58° y 59 °C; la amplificacién se observd con todas ellas (Figura 13); sin
embargo, las bandas con mejor definicién se visualizaron a 58 °C, por lo que la

amplificacion de todos los aislados se realiz6 a esta temperatura.
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Figura 13. Curva de temperatura de alineamiento para la estandarizacién de la amplificacién de la
secuencia parcial del gen BenA con las temperaturas de 56 °C, 57 °C, 58 °C y 59 °C. Se utiliz6 gel
de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA ladder.
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Con base en los resultados de la estandarizacién de las condiciones para la
amplificacion de la secuencia parcial del gen BenA, las condiciones éptimas fueron:
DNA 10 ng/pL, amortiguador 1X, dNTPs 200 uM, MgCl, 1.5 mM, oligonucle6tidos
30 pmol, Taq polimerasa 1 U/uL, el volumen final de cada reaccién fue de 25 pL y
una temperatura de alineamiento de 58 °C.

Con estas condiciones se amplificd la secuencia parcial del gen en todos los DNAs

de los aislados ambientales de Aspergillus spp. (Figura 14).

DNA’s de aislados ambientales de Asperegillus spp.
Amplificacion del gen BenA

Marcador
molecular

Control de reaccion

314A l 8scC esC geC B49 B49 Bas B20 820 B20 140A 140A 140A I

400 pb

~— - e e s B ) e ) i v v

DNA’s de aislados ambientales de Asperegillus spp.
Amplificacion del gen BenA

Control de reaccion
s

Marcador
molecular

400 pb

Figura 14. Amplificacion del gen BenA de aislados de las diferentes secciones de Aspergillus. Se
utilizé gel de agarosa al 1.5%. Marcador de tamafo molecular de 100 pb DNA ladder.
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7.5.4 Analisis de las secuencias de los genes ActA y BenA. Con las secuencias
obtenidas, una vez editadas y alineadas se eligidé el mejor modelo evolutivo. Para el
caso de Maxima Verosimilitud se consideré el valor de informacién de AKAIKE
(AIC), y para la Inferencia Bayesina se consideré el criterio de informacion
Bayesiana (BIC). El mejor modelo evolutivo para las secuencias de los dos genes
fue GTR+G+l. Al usar un método de reconstruccion con base en un modelo de
evolucion como es MV e IB se requiere seleccionar el modelo que mejor se ajuste a
la matriz de datos a analizar. Se eligio modelo GTR (Modelo General de Tiempo
Reversible) que de acuerdo al sofwore Jmodeltest considera la frecuencia de
bases, la tasa de sustitucion y la distribucion gamma como los parametros que

mejor se ajustan a los datos analizados.

7.5.5 Construccion filogenética de aislados de las diferentes secciones de
Aspergillus con el gen de la ActA por métodos de Maxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana

El conjunto de datos que se obtuvo con el alineamiento de las secuencias
amplificadas del gen de la ActA, incluyé 398 caracteres, de los cuales 133 sitios
fueron conservados, 232 variables y 198 de informacion parsimosiosa, con 279 de
cobertura.

Con el propésito de llevar a cabo la ubicacion filogenética de los aislados
estudiados se utilizaron secuencias tipo de especies de las diferentes secciones de

Aspergillus, las que se obtuvieron del Gen Bank. (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
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Maxima verosimilitud con el gen ActA. Con el propésito de determinar la
posicion filogenética de los aislados de las diferentes secciones de Aspergillus se
construyé un arbol con Maxima Verosimilitud utilizando como grupo externo A.
clavatus con numero de acceso AB489853.1 (Figura 15). Este arbol formd cuatro
grupos; el grupo | incluyé 6 secuencias de referencia de la seccidbn Fumigati (A.
fumisynnematus nimero de acceso AB894615.1, A. unilateralis nimero de acceso
HE974402.1, A. lentulus niumero de acceso AB894620.1, A. brevipes numero de
acceso DQO094848.1, A. novofumigatus numero de acceso DQ094868.1 y A.
fumigatiaffinis namero de acceso DQ094865.1) con un bootstrap de 83%; el grupo
Il incluyé los aislados identificados previamente dentro de la seccion Fumigati, los
cuales se agruparon con la secuencia de referencia de A. fumigatus numero de
acceso DQ534108.1, con un bootstrap de 99%; el grupo Il incluyé aislados
identificados previamente dentro de la seccion Nigriy formé 3 subgrupos, donde el
subgrupo llla se form6 con 1 aislado con un bootstrap de 100%, el lllb incluy6 14
aislados que se asociaron con la secuencia de referencia de A. niger con numero
de acceso de AY704271.1, con un bootstrap de 97% y el subgrupo llic incluy6 23
aislados, con un bootstrap de 97%. Finalmente, el grupo IV se form6 con dos
subgrupos, el IVa incluyé 1 aislado con un bootstrap de 100% y el IVb incluyé 14
aislados identificados previamente dentro de la Seccion Flavi con un bootstrap de
93% (Cuadro 10). El soporte de todos los grupos, calculado por la Maxima

Verosimilitud y bootstrap estuvo en un intervalo de 70-100%.
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Figura 15. Arbol filogenético construido por el método de Maxima Verosimilitud,con las secuencias
parciales del gen ActA amplificadas del DNA de aislados de las diferentes secciones de Aspergillus
de ambientes intrahospitalarios. Se utilizé el programa MEGA?.
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Cuadro 10. Grupos y subgrupos de arbol filogenético por el método de Maxima
Verosimilitud, a partir de secuencias del gen ActA

GRUPO

AISLADO

SECCION

I
Sec. de referencia

Il
Subgrupo lla
Subgrupo llb

M
Subgrupo llla
Subgrupo lllb

Subgrupo llic

v

Subgrupo IVa
Subgrupo Vb

Grupo Externo

. fumisynnematus AB894615.1
. unilateralis HE974492 1

. lentulus AB894620.1

. brevipes DQ094848.1

. novofumigatus DQ094808.1

. fumigatiaffinis DQ094865.1

>>x>>>>

B23HJ

314AHJ, B23HJ, 394AHJ, B21HJ,
392AHJ, B20HJ, 411AHJ, B18HJ,
A36CV, 312BHJ, 270BHJ, B4HJ,
100AHJ, B11HJ, A28CV, 262AHJ,
9ACV, 233ACV, 257CCV, 176ACV,
235ACV, B17HJ, A10CV,

A. fumigatus DQ534108.1

140AHJ, 381DCV,

A39CV, A25CV, 360BHJ, B49HJ,
31ECV, 87BHJ, 387AHJ, 24CCV,
B12HJ, 88CCV, 314BCV, 335BCV,
307ACV,

202BCV, B25HJ, 412AHJ, 395AHJ,
264AHJ, A26CV, 250AHJ, 146AHJ,
243ACV, A13CV, 281CCV, 88CHJ
264BCV, B52HJ, 220ACV, 166ACV,
103BCV, 217ACV, 2ACV, B39HJ,
B27HJ, B13HJ, 373AHJ,

A. niger AY704271 .1

127DCV

27DCV, 237CCV, 370BHJ, 312AHJ,
A17CV, 57BHJ, 369BHJ, 87ACV,
A38CV, 316AHJ, 24DCV, 323CHJ,
A15CV, 55CHJ

A. clavatus AB 489853.1

Fumigati

Fumigati

Nigri

Flavi
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Inferencia Bayesiana con el gen ActA. Con el propésito de determinar la posicién
filogenética de los aislados de las diferentes secciones de Aspergillus, asi como de
compararlo con el método filogenético de Maxima Verosimilitud, se construy6é un
arbol con el método de Inferencia Bayesiana, utilizando como grupo externo A.
clavatus con numero de acceso AB489853.1 (Figura 16). Este arbol formé tres
grupos; el grupo | incluyé 15 aislados identificados previamente dentro de la
Seccion Flavi, con una probabilidad posterior de 1.0; el grupo Il incluyé 6
secuencias de referencia de la seccion Fumigati (A. fumisynnematus numero de
acceso AB894615.1, A. unilateralis numero de acceso HE974402.1, A. lentulus
numero de acceso AB894620.1, A. brevipes numero de acceso DQ094848.1, A.
novofumigatus numero de acceso DQ094868.1 y A. fumigatiaffinis numero de
acceso DQ094865.1) y los aislados identificados previamente dentro de la seccién
Fumigati, los cuales se agruparon con la secuencia de referencia de A. fumigatus
numero de acceso DQ534108.1, con una probabilidad posterior de 0.97; el grupo I
incluy6 aislados identificados previamente dentro de la seccion Nigri y formé 3
subgrupos, donde el llla se form6 con 1 aislado con una probabilidad posterior de
1.0, el lllb incluyé 13 aislados que se asociaron con la secuencia de referencia de
A. niger con numero de acceso de AY704271.1, con una probabilidad posterior de
1.0 y el subgrupo llic incluy6é 24 aislados, con una probabilidad posterior de 0.89
(Cuadro 11). El soporte de todos los grupos se dio por la Inferencia Bayesiana y

probabilidad posterior (con un intervalo de 0.7-1.0).
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Figura 16. Arbol filogenético construido por el método de Inferencia Bayesiana, con las secuencias
parciales del gen ActA amplificadas del DNA de aislados de las diferentes secciones de Aspergillus
de ambientes intrahospitalarios. Se utilizé el programa MrBayes 3.2.2.
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Cuadro 11. Grupos y subgrupos de arbol filogenético por el método de Inferencia
Bayesiana, a partir de secuencias del gen ActA

GRUPO

AISLADO SECCION

M
Subgrupo llla
Subgrupo lllb

Subgrupo lllc

Grupo Externo

127DCV, 27DCV, 237CCV, Flavi
370BHJ, 312AHJ, A17CV,

57BHJ, 369BHJ, 87ACV,

A38CV, 316AHJ, 24DCV,

323CHJ, A15CV, 55CHJ

A. unilateralis HE974492 .1 Fumigati
A. lentulus AB894620.1

A. brevipes DQ094848.1

A. novofumigatus DQ094808.1

A. fumigatiaffinis DQ094865.1

A. fumisynnematus AB894615.1
B23HJ, 314AHJ, B23HJ, 394AHJ,
B21HJ, 392AHJ, B20HJ, 411AHJ,
B18HJ, A36CV, 312BHJ, 270BHJ,
B4HJ,100AHJ, B11HJ, A28CV,
262AHJ, 9ACV, 233ACV, 257CCV,
176ACV, 235ACV, B17HJ, A10CV,
A. fumigatus DQ534108.1

Nigri
381DCV,
B49HJ, 24CCV, A39CV, A25CV,
31ECV, 360BHJ, 87BHJ, 387AHJ
B12HJ, 88CCV, 335BCV, 314BCV
307ACV

140AHJ, 202BCV, B25HJ, 412AHJ,
395AHJ, 264AHJ, A26CV, 250AHJ,
146AHJ, 243ACV, A13CV, 281CCV,
88CHJ, 264BCV, B52HJ, 220ACV,
166ACV, 103BCV, 217ACV, 2ACV,
B39HJ, B27HJ, B13HJ, 373AHJ,

A. niger AY704271 .1

A. clavatus AB 489853.1
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7.5.6 Construccion filogenética de aislados de las diferentes secciones de
Aspergillus con el gen BenA por métodos de Maxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana.

El conjunto de datos que se obtuvo con el alineamiento de las secuencias
amplificadas del gen BenA, incluyo 584 caracteres, de los cuales 210 sitios fueron
conservados, 349 variables y 263 de informacién parsimosiosa, con 357 de

cobertura.

Maxima verosimilitud con el gen BenA. Con el propédsito de determinar la
posicion filogenética de los aislados de las diferentes secciones de Aspergillus se
construyd un arbol con Maxima Verosimilitud utilizando como grupo externo A.
clavatus con numero de acceso EF669802.1 (Figura 17). Este arbol formé cuatro
grupos; el grupo | incluyé a los aislados identificados previamente dentro de la
seccidn Fumigati, y formd dos subgrupos, el subgrupo la incluyé 1 aislado, el
subgrupo Ib incluy6 23 aislados que se agruparon con la secuencia de referencia
de A. fumigatus con numero de acceso EF669791.1, con un bootstrap de 97%. El
grupo Il lo integraron los aislados identificados previamente dentro de la seccidn
Nigri, y formé dos sugrupos, el lla integrado por 14 aislados que se asociaron con
la secuencia de referencia de A. niger con niumero de acceso EF661089.1 con un
bootstrap del 100%, el llb incluyé 24 aislados que se asociaron con las secuencias
de referencia de A. tubingensis con numeros de acceso EF661086.1 y LC168474.1
con un bootstrap del 98%. El grupo Il incluyé 1 aislado identificado previamente

dentro de la seccion Flavi, sin embargo, el analisis filogenético lo asocié con la
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secuencia de referencia de A. westerdijkiae (seccidén Circundati) nimero de acceso
EF661329.1 con un bootstrap del 100%. El grupo IV incluyé a los aislados
identificados previamente dentro de la seccion Flavi los cuales se agruparon con la
secuencia de referencia de A. flavus con nimero de acceso EF661485.1 con un
bootstrap de 99% (Cuadro 12). El soporte de todos los grupos se dio por la Maxima

Verosimilitud y bootstrap (con un intervalo de 70-100%).
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Figura 17. Arbol filogenético construido por el método de Maxima Verosimilitud, con las secuencias
parciales del gen BenA amplificado del DNA de aislados de las diferentes secciones de Aspergillus
de ambientes intrahospitalarios. Se utilizé el programa MEGA?7.
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Cuadro 12. Grupos y subgrupos de arbol filogenético por el método de Maxima
Verosimilitud, a partir de secuencias del gen BenA

GRUPO

AISLADO SECCION

I
Subgrupo la
Subgrupo Ib

Il
Subgrupo lla

Subgrupo llb

Grupo Externo

Fumigati
9ACV
314AHJ, B23HJ, 394AHJ, B21HJ,
392AHJ, B20HJ, 411AHJ, B18HJ,
A36CV, 312BHJ, 270BHJ, B4HJ,
100AHJ, B11HJ, A28CV, 262AHJ,
233ACV, 257CCV, 176ACV,
235ACV, B17HJ, A10CV, B23HJ
A. fumigatus EF669791.1

Nigri
A39CV, A25CV, 360BHJ, B49HJ,
31ECV, 87BHJ, 387AHJ, 24CCV,
B12HJ, 88CCV, 314BCV, 335BCV,
307ACV, 381DCV,
A. niger EF661089.1

202BCV, B25HJ, 412AHJ, 395AHJ,
264AHJ, A26CV, 250AHJ, 146AHJ,
243ACV, A13CV, 281CCV, 88CHJ
264BCV, B52HJ, 220ACV, 166ACV,
103BCV, 217ACV, 2ACV, B39HJ,
B27HJ, B13HJ, 373AHJ, 140AHJ

A. tubingensis LC168474.1,

A. tubingensis EF661086.1

237CCV, A. westerdijkiae Circundati
127DCV, 27DCV, 370BHJ, 312AHJ,  Flavi
A17CV, 57BHJ, 369BHJ, 87ACV,

A38CV, 316AHJ, 24DCV, 323CHJ,

A15CV, 55CHJ, A. flavus EF661485.1

A. clavatus EF669802.1
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Inferencia Bayesiana con el gen BenA. Con el propésito de determinar la
posicion filogenética de los aislados de las diferentes secciones de Aspergillus, asi
como de compararlo con el método filogenético de Maxima Verosimilitud, se
construydé un arbol con el método de Inferencia Bayesiana utilizando como grupo
externo A. clavatus con numero de acceso AB489853.1 (Figura 18). Este arbol
formd cuatro grupos; el grupo | incluyd los 24 aislados identificados previamente
dentro de la seccién Fumigati, que se agruparon con la secuencia de referencia de
A. fumigatus con numero de acceso EF669791.1, con una probabilidad posterior de
1.0. El grupo Il incluyé 1 aislado identificado previamente dentro de la seccion Flavi,
sin embargo, el analisis filogenético lo asocid con la secuencia de referencia de A.
westerdijkiae (A. seccion Circundat) numero de acceso EF661329.1 con una
probabilidad posterior de 1.0. El grupo Il incluyé a los aislados identificados
previamente dentro de la seccion Flavilos cuales se agruparon con la secuencia de
referencia de A. flavus con numero de acceso EF661485.1 con una probabilidad
posterior de 1.0. El grupo IV lo integraron los aislados identificados previamente
dentro de la seccidn Nigri, con una probabilidad posterior de 1.0, y formé dos
sugrupos, el IVa integrado por 14 aislados que se asociaron con la secuencia de
referencia de A. niger con numero de acceso EF661089.1 con una probabilidad
posterior de 1.0, el IVb incluyé 24 aislados que se asociaron con las secuencias de
referencia de A. tubingensis con numeros de acceso EF661086.1 y LC168474.1
con una probabilidad posterior de 0.84 (Cuadro 13). El soporte de todos los grupos
se dio por la Inferencia Bayesiana y la probabilidad posterior (con un intervalo de

0.7-1.0).
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Figura 18. Arbol filogenético construido por el método de Inferencia Bayesiana con las secuencias
parciales del gen BenA amplificadas del DNA de aislados de las diferentes secciones de Aspergillus

de ambientes intrahospitalarios. Se utilizé el programa MrBayes 3.2.2.
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Cuadro 13. Grupos y subgrupos de arbol filogenético por el método de Inferencia
Bayesiana, a partir de secuencias del gen BenA

GRUPO AISLADO SECCION

I 9ACV, 314AHJ, B23HJ, 394AHJ, Fumigati
B21HJ, 392AHJ, B20HJ, 411AHJ,
B18HJ, A36CV, 312BHJ, 270BHJ,
B4HJ,100AHJ, B11HJ, A28CV,
262AHJ, 233ACV, 257CCV, 176ACV,
235ACV, B17HJ, A10CV, B23HJ
B. fumigatus EF669791.1

Il 237CCV, A. westerdijkiae Circundati
[ Flavi

lla 127DCV,

b 27DCV, 370BHJ, 312AHJ,

A17CV, 57BHJ, 369BHJ, 87ACV,
A38CV, 316AHJ, 24DCV, 323CHJ,
A15CV, 55CHJ, A. flavus EF661485.1

Subgrupo [Va A39CV, A25CV, 360BHJ, B49HJ, Nigri
31ECV, 87BHJ, 387AHJ, 24CCV,
B12HJ, 88CCV, 314BCV, 335BCV,
307ACV, 381DCV,
B. niger EF661089.1

Subgrupo Vb 202BCV, B25HJ, 412AHJ, 395AHJ,
264AHJ, A26CV, 250AHJ, 146AHJ,
243ACV, A13CV, 281CCV, 88CHJ
264BCV, B52HJ, 220ACV, 166ACV,
103BCV, 217ACV, 2ACV, B39HJ,
B27HJ, B13HJ, 373AHJ, 140AHJ
A. tubingensis LC168474 .1,

A. tubingensis EF661086.1

Grupo Externo A. clavatus EF669802.1




De acuerdo con el tercer objetivo que fue: “Determinar la actividad elastasa e
identificar los genotipos MAT1-1 y MAT1-2 de los aislados obtenidos de A.
fumigatus para establecer su relacion con la Al”, se obtuvieron los siguientes
resultados.

7.6 Determinacion de la actividad de elastasa en aislados de Aspergillus
fumigatus

7.6.1 Estandarizacion de las condiciones para determinar la actividad de
elastasa. Al realizar las curvas de crecimiento con las tres suspensiones evaluadas
(1x107, 1x10% y 1x10° conidios/mL), los indculos de A. fumigatus (aislado 9A)
sembrados en medio Sabouraud cubrieron toda la caja de Petri (8.0 cm de
diametro) dentro de los primeros cinco dias, mientras que el medio con rosa de
bengala disminuyé la velocidad de crecimiento de los hongos. Como se aprecia en
la figura 19 el tamano de la colonia fungica fue menor en el medio con rosa de
bengala al 0.01% y en el medio con elastina (Kothary et al., 1984), en comparacion
con el medio Sabouraud. Los resultados fueron similares en los cuatro aislados

evaluados (Figuras 20 y 21).

Figura 19. Crecimiento al dia 4 de 1x10’ conidios/mL de A. fumigatus (aislado 9A) en medio de
cultivo: A) Sabouraud, B) Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% y C) Medio con elastina.
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Figura 20. Curvas de crecimiento de los aislados 9A (A) y A10 (B) de A. fumigatus. El crecimiento
se llevo a cabo en medio Sabouraud (S), Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% (S+R) y medio
con elastina (K).
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Figura 21. Curvas de crecimiento de los aislados B4 (A) y 411A (B) de A. fumigatus. El crecimiento
se llevé a cabo en medio Sabouraud (S), Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% (S+R) y medio
con elastina (K).
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Respecto al tamafio de indculo, se decidié descartar el de 1x10° conidios/mL ya
que a esta concentracion el crecimiento era muy lento, y en el medio de elastina'?
no se logré observar halo de degradacién. Al evaluar los inéculos de 1x10° y 1x10’
conidios/mL en medios de elastina'®® con amortiguador de fosfatos y boratos, se
disminuy6 a 7 uL la cantidad de inéculo que se colocé sobre el papel filtro, ya que
con 10 pL el disco se movia y en ocasiones se despegaba del medio. Todos los
aislados crecieron tanto en medio de elastina'®® preparado con el amortiguador de
fosfatos, como con el amortiguador de boratos; sin embargo, el halo de la
degradacion de la elastina fue mas evidente en el amortiguador de fosfatos; en
algunas muestras el halo de degradacién comenz6 a desarrollarse el dia 4 aunque
no era muy marcado. En la figura 22 se muestra un aislado que presento lisis de

elastina.

Figura 22. Halo de lisis de elastina generado por el aislado de A. fumigatus en medio de Kothary et
al. (1984). DC: Diametro de crecimiento; DE: Didmetro de actividad de elastasa.
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Con los datos obtenidos durante la estandarizacion, se calcul6 el IAE. En la Cuadro
14 se muestran los resultados de la produccién de elastasa en el medio elastina'??
y amortiguador de fosfatos. En ambos inéculos (1x10” y 1x10° conidios/mL) los
valores de los IAE fueron mayores en el dia 7 y para el dia 10 comenzaron a
disminuir. Aun cuando en el dia 15 hubo buen crecimiento de los aislados, la
degradacion de la elastina ya no era visible, por lo que no fue posible determinar el
IAE. Se obtuvieron mejores lecturas de los diametros tanto de crecimiento como del
halo de lisis al utilizar el inéculo de 1x10” conidios/mL, por lo que se consideré la

concentracién mas adecuada.

Cuadro 14. indices de actividad de elastasa (IAE) de A. fumigatus en medio de elastina con
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.6.

1x107 conidios/mL 1x10° conidios/mL
IAE IAE
Aislado 7 (d) 10(d) 15 (d) Aislado 7(d) 10(d) 15 (d)
C- 0.0 0.0 0.0 C- 0.0 0.0 0.0
92 0.7 0.5 ND 9A 0.0 0.0 ND
A10 1.2 04 ND A10 0.9 0.0 ND
B4 1.3 1.2 ND B4 1.3 1.3 ND
411A 1.3 1.2 ND 411A 1.2 0.0 ND

C-: Testigo negativo (A. niger); ND: No determinado; d: dias

Los resultados con el medio de elastina'?® preparado con amortiguador de boratos
(Cuadro 15) fueron inconsistentes, ya que el testigo negativo (A. niger) en la mayor
concentracion del inéculo parecié degradar la elastina al tornar el medio
transparente (Figura 23). Por otro lado, los IAE en algunos aislados disminuyeron
para el dia 10, mientras que en otros casos aumentaron y en el dia 15 no se

observo halo de lisis de la elastina
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Cuadro 15. indices de actividad de elastasa (IAE) de aislados de A. fumigatus en medio de elastina

con amortiguador de boratos 0.05 M pH 7.6.

1x10" conidios/mL 1x10°% conidios/mL
IAE IAE
Aislado 7 (d) 10 (d) 15 (d) Aislado 7 (d) 10 (d) 15 (d)

C- * * * C- 0.0 0.0 0.0
9A 1.2 1.5 ND 9A 1.3 0.0 ND
Al0 0.8 0.0 ND Al0 1.2 1.4 ND
B4 0.0 1.8 ND B4 0.7 0.5 ND
411A 0.0 0.0 ND 411A 1.2 0.0 ND

C-: Testigo negativo (A. niger); *Alrededor de la colonia el medio se observé transparente; ND: No
determinado; d: dias

Figura 23. Decoloracion del medio de cultivo de elastina con amortiguador de boratos en
presencia de A. niger.

Al repetir el experimento se observd que A. niger generaba resultados falsos
positivos, ya que el medio se torné mas claro. En la figura 24 se muestra el
crecimiento del hongo en Sabouraud con rosa de bengala a los dias 3y 7; en este
ultimo se observa como el medio ha pasado de un color rosa fuerte a uno mas
claro.
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Figura 24. Crecimiento de A. niger en medio Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% a los dias 3
(A)y7(B).

De los tres aislados evaluados, solo el A10 mostré6 un indice alto de actividad
elastasa (Cuadro 16). Como se mencioné anteriormente, también se realiz6 el
experimento en medio de elastina'®® con amortiguador de boratos; sin embargo,
fueron pocos los aislados que crecieron y ninguno presenté degradacién de la

elastina.

77



Cuadro 16. indices de actividad de elastasa (IAE) de A. fumigatus en medio de elastina en
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.6. El inéculo utilizado fue de 1x10” conidios /mL.

IAE
Aislado 7(d) 10(d) 15(d)
C- * * *
Aislados Al10 1.1 0.2 ND
ambientales 257C 0.7 0 ND
411A 0 0 ND

C-: Testigo negativo (A. niger); *Alrededor de la colonia el medio se hall6 transparente
(degradacién); ND: No determinado; d: dias

Con base en los resultados obtenidos, finalmente se establecié que las condiciones
Optimas para realizar la determinacidén de la actividad de elastasa fueron: 7 uL de
in6culo con 1x10” conidios/mL y el tiempo para medir el crecimiento y la
degradacion fue el dia 7 en medio de elastina'®® preparado con amortiguador de
fosfatos (0.05 M, pH 7.6). Se descarté a A. niger como control negativo y se eligio
el medio de cultivo sin elastina como testigo negativo para la produccién de

elastasa.

7.6.2 Determinacion de la actividad elastasa. De los 28 aislados de A. fumigatus
evaluados, el 86.2% mostrd actividad elastasa al degradar la elastina presente en
el medio y formar el respectivo halo de degradacion. El restante 13.8% de los
aislados sélo crecieron en el medio de cultivo pero no presentaron actividad de
elastasa; dentro de éstos se hallaron algunos cuyo crecimiento fue escaso o nulo

en el medio de cultivo y por lo tanto no produjeron halo de degradacién, y otros que
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a pesar de tener buen crecimiento, no degradaron la elastina presente en el medio

(Figuras 25y 26).

Figura 25. Ausencia de la actividad de elastasa en el aislado 392A: A) crecimiento en medio
Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% y B) crecimiento escaso en medio de elastina en el dia 7.

Figura 26. Ausencia de la actividad de elastasa en el aislado B23: A) crecimiento en medio
Sabouraud con rosa de bengala al 0.01% y B) crecimiento en medio con elastina en el dia 7.

79



Los diametros de crecimiento, el halo de degradacion y el IAE se muestran en la
Cuadro 17. Los resultados evidenciaron valores altos, bajos e incluso nulos de IAE;

el promedio fue de 0.9 0.5 de IAE.

Cuadro 17. indices de Actividad de Elastasa (IAE) de aislados ambientales de A. fumigatus

Aislado Diametro de Diametro del halo IAE
crecimiento (cm) de lisis (cm) IAE Promedio + DE
a 3.0 6.0 2.0
9A b 4.3 6.7 1.6 1.8£0.2
c 3.2 6.0 1.9
a 4.8 6.3 13
A10 b 5.2 6.0 192 1.2 0.0
c 4.2 5.2 19
a 6.4 7.0 1.1
A28 b 6.6 75 11 1.1+£0.0
c 6.8 7.5 1.1
a 6.5 7.3 1.1
A35 b 7.0 75 11 1.1 +0.0
c 6.6 7.5 1.1
a 7.0 0.0 0.0
A36 b 7.0 0.0 0.0 0.0 £0.0
c 7.0 0.0 0.0
a 5.3 6.5 1.2
176A b 53 7.0 13 1.3+0.0
c 5.7 7.2 1.3
a 6.4 6.0 0.9
222A b 6.5 7.0 11 1.0 £ 0.1
c 6.6 7.0 1.1
a 3.5 5.5 1.6
233A b 3.5 5.0 1.4 1410.1
c 4.5 5.8 1.3
a 7.0 7.0 1.0
235A b 6.7 7.0 1.0 1.1 £0.1
c 6.3 7.0 1.1
a 6.5 7.5 1.2
257C b 6.5 75 1.2 1.1+0.0
c 6.8 7.4 1.1
a 6.5
B4 4.0 0.6
b 6.8 4.7 0.7 0.6 £0.0
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1.1 +£0.1
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0.0 £0.0

0.8 £0.1

1.2+0.0

0.0 £0.0

1.3+x0.4

1.1+£0.1

1.1+£0.0

1.1+£0.0

0.0 +0.0
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c 0.0 0.0 0.0
a 6.0 7.5 1.3

394A b 5.6 7.0 13 1.2+0.0
c 5.7 7.0 1.2
a 3.7 6.5 1.1

411A b 6.3 6.9 1.1 1.1 +£0.0
c 6.3 6.8 1.1
a 7.0 4.3 0.6

435A b 6.7 4.3 0.6 0.6 £0.0
c 6.7 4.3 0.6

El ensayo se realize por triplicado (a, b y ¢)

7.7 Determinacion del genotipo sexual. La determinacién del genotipo sexual

MATT a través de la PCR, se realiz6 inicialmente de acuerdo con las condiciones

reportadas por Paoletti et al."®® No obstante, se estandarizaron las condiciones

para optimizar la PCR, obteniendo una concentracion éptima de 20 ng de DNA

molde, 50 pmol de los oligonucle6tidos AFM1 y AFMZ2, 100 pmol del

oligonucleétido AFM3, 2.5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs y 1 U deTaq

polimerasa.

En la figura 27 se muestra el corrimiento electroforético de algunos de los
productos de amplificacién; la banda de 834 pb identifica el idiomorfo MAT1-1y la

de 438 pb el idiomorfo MAT1-2.
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100 pb

Figura 27. Productos de amplificacion de la PCR para la determinacion del genotipo sexual de los

aislados de Aspergillus fumigatus.

Para determinar la correlacién entre el genotipo sexual y la actividad elastasa en
los aislados de A. fumigatus seccidon Fumigati, se consideraron valores altos de la
actividad enzimatica aquellos cuyos IAE fueron mayores o iguales a 1, y valores
bajos aquellos cuyo IAE fuera menor a 1 (Cuadro 17).%819

Cuando los resultados fueron analizados estadisticamente, la correlacién entre el

genotipo sexual MATT7-1 y los indices altos de la actividad elastasa no fue

significativa (y°t = 3.84 > y%c= 2.53, p = 0.05).
De acuerdo con el cuarto objetivo que fue: “estudiar la variabilidad genotipica de

aislados ambientales de A. fumigatus, a través del microsatélite CSP’, se

obtuvieron los siguientes resultados.

83



7.8 Tipificacion de aislados de A. fumigatus con el microsatélite CSP

7.8.1 Amplificacion de microsatélite Inicialmente se probaron diferentes
concentraciones de DNA (10, 20, y 30 ng/uL) para la amplificaciéon. En la figura 28
se observa la amplificacién del fragmento de 550 bp con las tres concentraciones
de DNA probadas; sin embargo, con 20 ng/uL el amplicon fue mas definido, por lo

qgue esta concentacién fue la seleccionada para realizar los ensayos.

Concentraciones DNA (ng/plL)
utilizando el aislado B39

Marcador molecular
Control de reaccion

I 20 10 30 - I

550 pb

Figura 28. Curva de DNA para la estandarizacion de la amplificacién de la secuencia parcial del gen
CSP del aislado B39 utilizando concentraciones de 10, 20 y 30 ng/uL de DNA. En gel de agarosa
1.5%. Marcador de tamario molecular de 100 pb DNA ladder.

Curva de MgCl,. Se realizdé una curva de concentracion de MgCly, en donde se
probaron 1.2, 1.5, 2.0 y 2.5 mM. La amplificacién del fragmento de 550-700 bp se
observé en 1.5y 20 mM de MgCl, (Figura 29), de las cuales se eligid la

concentracion de 2.0 mM, ya que la banda se visualizé mejor.
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Concentraciones de MgClz
(mM) utilizando el aislado
B39

Marcador molecular
Control de reaccion

I 12 15 20 25 I

550700 pb

Figura 29. Curva de MgCl, para estandarizacién de la PCR para la amplificacién de la secuencia
parcial del gen CSP. Se amplificé el aislado B39, con diferentes concentraciones de MgCl, (1.2
1.5,2.0 y 2.5). En gel de agarosa 1.5%. Marcador de tamarfio molecular de 100 pb DNA ladder.

Curva de oligonucleétidos. La curva de oligonucleétidos para la amplificacion de
la PCR se realizé con las concentraciones de 10, 20, 50, 100 y 200 pmol/uL. La
amplificacion del fragmento se observd unicamente en 100 pmol/uL (Figura 30), por

lo que se selecciond esta concentracion.

C

. de olig .
(pmol) utilizando el aislado B39

Marcador molecular

Control de reaccion

I1o 2% 5 100 2oo|

550 pb

Figura 30. Curva de oligonucleétidos para la estandarizacion de la amplificacién de la secuencia
parcial del gen CSP, utilizando las concentraciones de 10, 25, 50, 100 y 200 pmol. En gel de
agarosa 1.5%. Marcador de tamafio molecular de 100 pb DNA ladder.
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De acuerdo con los ensayos de la estandarizacion, las condiciones 6ptimas para
la amplificacién de la secuencia parcial del gen CSP fueron: oligonucle6tidos 100
pmol, MgCl, 2.0 mM, DNA 20 ng, dNTPs 200 uM y Taq polimerasa 1 U. Con estas
condiciones se amplificé el CSP de todos los DNAs de los aislados ambientales

de A. fumigatus (Figura 31).

DNA’s de aislados ambientales de Aspergillus spp.
utilizando el gen CSP

Marcador molecular
Control de reaccion

IB20 B20 B18B18 A10 A10 B43 B43 B43 9A 3858 I

550-700 pb

Figura 31. Amplificacion de la secuencia parcial del gen CSP en diferentes aislados de A.
fumigatus.

7.8.2 Tipificacion de los aislados de A. fumigatus con el microsatélite CSP
Una vez estandarizadas las condiciones para la PCR, se llevd a cabo el ensayo
con todos los aislados de A. fumigatus. Con las secuencias obtenidas de los

1.1%2 en el

amplicones, se procedié a tipificarlos segun el método de Klaassen et a
gue proponen una nomenclatura estandarizada para repeticiones individuales de
12-mer, asi como para tipos CSP con el fin de facilitar la portabilidad y el
intercambio de datos de tipificacién con base en el marcador CSP. Un total de 27

aislados ambientales de A. fumigatus procedentes de México fueron analizados por

tipificacion CSP; el 100% fueron tipificables de acuerdo con la nomenclatura
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propuesta (Tabla 15). En la figura 32 se muestra un ejemplo de los analisis de las
secuencias para identificar los tipos de repeticion. Mediante la inspeccion de las
secuencias de DNA dentro de la regién de repeticidbn en tdndem, asi como las
regiones flanqueantes de -45 pb y +9 pb, se identificaron 7 tipos de repeticién en
los aislados estudiados y un total de 5 tipos CSP, designados como t01, t02 y 103,
t04A y t10. Estos se encuentran dentro de los reportados por Klaassen et al.
(2009), los que se ubican en tres linajes (A, B y C) (Cuadro 18)."* Se calculé la
prevalencia de los tipos CSP observados en México y se compararon con los
reportados en otros paises (Holanda, Australia y China); se observé que en México
prevalecen en orden decreciente: t04A (55.6%), t01 (14.8%), 103, t010 (11.1%) vy
t02 (7.4%). Es importante mencionar que la mayor prevalencia del t04A en este
estudio concuerda con los resultados de los aislados ambientales de Australia

(Cuadro 19).

87



Cuadro 18. Patrones de los repetidos en tandem (tipos CSP) de aislados de A. fumigatus
recuperados del ambiente de dos Instituciones hospitalarias de la ciudad de México

No.de Tipo de Repetidos en tandem Numero de Linaje
aislado CSP repeticiones

373C t10 01-01-01-05-03-01-06-03-07 9 A
435A t10 01-01-01-05-03-01-06-03-07 9 A
314A t10 01-01-01-05-03-01-06-03-07 9 A
100A t01 01-01-01-01-05-03-01-06-03-07 10 A
222A t01 01-01-01-01-05-03-01-06-03-07 10 A
262A t01 01-01-01-01-05-03-01-06-03-07 10 A
394A t01 01-01-01-01-05-03-01-06-03-07 10 A
9A t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
235A t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
257C t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
A10 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
A28 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
A35 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
A36 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
312B t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
B11 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
B18 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
B20 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
B21 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
B43 t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
270B t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
385B t04A 01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 10 B
176A t02 01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 11 B
233A t02 01-01-02-03-04-05-03-01-06-03-07 11 B
392A t03 01-02-03-04-06-03-07 C
B4 t03 01-02-03-04-06-03-07 C
B23 t03 01-02-03-04-06-03-07 C
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257C CSP :

257C_CSP :

257C CSP

257C CSP

257¢ P

x 20 ¥ 40 ! 60 * 80 X
ACTCTCTTACCTTCTGCATGGAGGACACTGACATTGCGGTAATAGGGTCATTCTGGTTACCCTGGTCACACCCCTCCCACCAAGTGGCCAGCC?

0 » 140 E 160 . 180 4 200 ’
GACGGCAACGTACTTGACCACAACCTGCCCAGGTATGATGCTCCACCTGACCTTTTCAAGCGCATGTGTCTTAATACTATCATCGCAGTTTCCC

40 ¥ 260 s 280 X 300 » 320 ’
GACTTTGACTATTCCTATCACTCTGACTAGTACAATCACTGTGACTACCACTACCGTTGAGGACTCGAACACCCAGACTCGAGTGGTCATGCC

360 * 380 * 400 ¥ [ 440 ¥
TGGTTCCGACTICTGTCCCG AC G AcTcanaaceegacTerercccd

480 ¥ 500 % 520 X 340 X 560 ,

+ ACTATIGTGCCACCTCCARAGGTTGTCCCAACGGGTGTCCCCGGCCAGARCACTACTGTTGTCCCACCCCCCAGGCCCGCTCCTTTCACCAACT

Figura 32. Patron de repeticiones en tandem de un aislado de A. fumigatus



Cuadro 19. Prevalencia de los tipos de CSP observados en diferentes regiones del mundo.

México China Australia
Tipo CSP Amb (n=27) Clin (n=162) Clin (n=95) Amb (n=27) Total (n=122)
t01 4 14.8% 11.7% 22.1% 18.5% 21.3%
t02 2 7.4% 9.9% 7.4% 7.4% 7.4%
t03 3 11.1% 20.4% 26.3% 14.8% 23.8%
t04A 15 55.6% 31.5% 25.3% 40.7% 28.7%
t05 1.2% 2.1% 1.6%
t0BA 3.1% 3.2% 2.5%
to6B 5.6% 1.1% 0.8%
t07
t08
t09 1.1% 7.4% 2.5%
t10 3 11.1% 3.7% 2.1% 1.6%
t11
t12 1.9%
t13 7.4% 1.6%
t14 1.9% 1.1% 0.8%
t15
t16
t17 0.6% 1.1% 0.8%
t18A 21% 1.6%
t18B 1.9%
t19 4.2% 3.7% 41%
t20 1.1% 0.8%
t21 0.6%
t22 4.9%
t23 0.6%
t24 0.6%

(Klaassen et al.®?; Kidd et al.”®; Gao et al.™*



8. DISCUSION

En las ultimas décadas, se ha evidenciado un aumento global de las infecciones
fungicas nosocomiales debido, entre otros factores, a los avances en terapias
médicas y quirirgicas cada vez mas eficaces, pero también mas agresivas.'® Las
enfermedades fungicas invasivas causadas por hongos filamentosos estan
asociadas con una elevada morbilidad y mortalidad, lo que se debe en parte a la
dificultad de realizar un diagnédstico precoz, que en consecuencia provoca un
retraso en el inicio del tratamiento adecuado. Aunque los hongos tienen varias vias
de entrada en el huésped, la mas comun es a través de la inhalacién; por lo tanto,
se requiere mantener una buena calidad del aire en areas criticas de hospitales
para reducir la incidencia de infecciones fungicas invasivas. De ahi la importancia
de llevar a cabo estudios orientados en la busqueda de hongos aerotransportados
en el ambiente, principalmente en areas intrahospitalarias, ya que los pacientes
pueden ser un blanco de los patégenos fungicos detectados.

Objetivo 1: “Aislar hongos ambientales en diferentes areas de dos
hospitales, ubicados en el centro y norte de la Ciudad de México”

El presente trabajo, enfocado en la deteccién de especies fungicas en ambientes
intrahopitalarios de dos instituciones de salud, mostré resultados coincidentes con
otros estudios de aeromicologia realizados en México y Brasil.'**'®? Durante el
periodo de muestreo, la concentracién de propagulos flingicos en el aire (UFC/m®)
en ambas instituciones fue similar, tanto en la estacion seca como en la lluviosa
(Cuadro 5), independientemente de las condiciones o estructura de cada area de
muestreo. Las UFC/m? en las areas de muestreo de ambas instituciones mostraron
en promedio 40.22 UFC/m®, con excepcion del quiréfano de la Institucién 2, donde
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se hallaron valores de 8.53 y 8.95 UFC/m® en las estaciones lluviosa y seca,
respectivamente. Por otro lado, la carga de hongos en las areas muestreadas de
ambas instituciones, no corresponde con lo reportado en otros paises,’*™* sin
embargo, de manera individual, los datos de UFC/m® en el quiréfano (5-10 UFC/m?)
si coinciden con estos trabajos, lo que se explica por las rigurosas medidas
higiénicas en los quiréfanos. Del mismo modo, no existen criterios establecidos a
nivel institucional en México sobre los intervalos de UFC/m® que se consideren
aceptables, ya que solo se ha reportado un estudio de este tipo."? La
homogeneidad en el niimero de UFC/m® encontrados durante las dos estaciones
(lluviosa y seca) puede explicarse por la similitud entre estas temporadas en la
Ciudad de México, en comparacion con los paises de Norteamérica y Europa,
donde las estaciones estdn marcadas por cambios abruptos en la temperatura
ambiente y por una separacion fisica eficiente entre ambientes intramuros vy
extramuros, lo que no ocurre en México.

En ambas instituciones hospitalarias, también la diversidad fungica fue similar.
Fueron identificados los hongos Penicillium spp., Cladosporium spp, A. seccion
Nigri, A. seccion Flavi y A. seccion Fumigati, todos médicamente relevantes,
ademas de que fueron los mas abundantes en ambas instituciones. Estos
resultados son consistentes con los reportados por Hao et al.'® quienes
examinaron la carga fangica ambiental en dos hospitales en China y demostraron
que Penicillium spp., Aspergillus spp., Cladosporium spp., Alternaria spp. y
Fusarium spp. estuvieron presentes en el aire, en las superficies y en el agua del

grifo. También informaron que la carga de hongos en el aire fluctué durante el afio

de muestreo, y las densidades mas altas de estos microorganismos se observaron
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durante el verano y la primavera. Azimi et al."®® también reportaron que Penicillium
spp., Aspergillus spp. y Cladosporium fueron los géneros mas comunes en
diferentes areas de hospitales. La diversidad de hongos identificados en este
trabajo puede explicarse porque los hongos suspendidos en la atmdsfera suelen
ser transportados rapidamente como bioaerosoles a grandes distancias con el
movimiento del aire, lo que representa el mecanismo éptimo de dispersion.
Asimismo, ciertos hongos han desarrollado mecanismos que favorecen su
supervivencia y dispersibn en la atmosfera, como su transportacién sobre
particulas de polvo, fragmentos de hojas, piel, fibras de ropa o en gotas de agua.'™’
Por otro lado, las condiciones fisicoquimicas de la atmésfera no favorecen el
crecimiento o la supervivencia de los microorganismos; por lo tanto, la mayoria sélo
sobreviven durante un corto periodo de tiempo. Sin embargo, los conidios fungicos,
a diferencia de las hifas, son formas de vida con tasas de supervivencia largas y
tienen varias propiedades que contribuyen con su capacidad de sobrevivir en la
atmésfera, tales como paredes gruesas que los protegen de la desecacion, y
pigmento (melanina), que les protege de la radiacién ultravioleta.'™ Asimismo, los
conidios poseen otras habilidades, como la termotolerancia y la versatilidad
nutricional, lo que les permite utilizar una amplia gama de fuentes de carbono y
nitrégeno, como ocurre en las especies del género Aspergillus.'’® La capa externa
conidial, rica en hidrofobinas, les permite a estos propagulos permanecer
suspendidos en el aire. Las hidrofobinas son proteinas ricas en cisteina y estan
relacionadas con la alta actividad tensoactiva de los hongos; se ensamblan en la
interfase hidréfila-hidrofébica y forman una monocapa anfipatica.'®®'®® Estas

moléculas reducen la tensién superficial del medio o sustrato en el que crece el
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hongo, lo que permite romper la interfase aire-agua y evitar que la hidrosaturacion
mantenga la permeabilidad al gas. El grado de hidrofobicidad entre los hongos
varia de leve a muy hidréfobo, lo que afecta la eficiencia de la capacidad de
dispersion de esporas; por ejemplo, los conidios de A. fumigatus son
significativamente mas hidrofébicos que otras especies de este género,
caracteristica que les permite permanecer en el aire.”®' Sin lugar a dudas, la
presencia de especies fungicas en entornos hospitalarios es una advertencia para
tomar medidas de control mas estrictas, ya que entre estos hongos se encuentran
especies del género Aspergillus, consideradas la principal causa de enfermedades
fungicas invasivas por hongos filamentosos en pacientes inmunocomprometidos
(40-90%)."® Ademas, las enfermedades invasivas causadas por hongos
filamentosos distintos de Aspergillus spp. también han aumentado en frecuencia y
mortalidad en los ultimos afnos, especialmente en pacientes inmunocomprometidos.
Asi, hongos como los Mucorales, incluyendo Mucor, Rhizopus, Lichtheimia,
Fusarium, Scedosporium, Acremonium, Penicillium, Paecilomyces, Trichoderma y
hongos dematidceos, como Bipolaris, Exophiala, Alternariay Cladosporium, deben
controlarse dependiendo de los factores de susceptibilidad de los diferentes
huéspedes.'®® Las enfermedades flingicas invasivas causadas por estos hongos
son menos frecuentes que las ocasionadas por especies del género Aspergillus; sin
embargo, Penicillium spp. puede causar ciertos tipos de asma,'®' y Cladosporium
spp. ha sido asociado con cambios en la funcién pulmonar en nifios.'®® Ademas,
estos hongos suelen ser mas virulentos y dificiles de tratar, debido a su resistencia
contra la mayoria de los farmacos disponibles y el tipo de paciente afectado, como

aquellos que reciben tratamiento hematoldgico o trasplantes de érganos sélidos.'*®
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Objetivo 2: “ldentificar y caracterizar Aspergillus spp. por métodos
fenotipicos (termotolerancia, tamaio de conidios y vesiculas) y moleculares
(genes BenAy ActA)”

Por otro lado, los ensayos de termotolerancia realizados a 28 °C y a 50 °C para
confirmar la identificacion de A. fumigatus seccion Fumigati permitieron distinguir a
A. fumigatus de otras especies de importancia clinica que pertenecen a otras

secciones. Previamente, Balajee et al.'

mostraron la habilidad de A. fumigatus
para crecer a temperaturas de 55 °C y sobrevivir hasta 75 °C, caracteristicas que
permiten que el organismo se desarrolle en materia organica en descomposicién e
infecte huéspedes mamiferos. 6%

Los resultados del presente estudio mostraron que los aislados identificados como
A. seccién Fumigati crecieron a 28 y 50 °C. Sin embargo, los hongos identificados
como A. seccion Flavi, A. seccidon Nigri, y A. seccion Terrei sélo crecieron a 28 °C.
Por lo tanto, esta caracteristica fenotipica es fundamental para la confirmacién de
la identificacién de A. fumigatus seccién Fumigati.'®

Las tasas de crecimiento calculadas para todos los aislados del género Aspergillus
se realizaron para identificar diferencias entre secciones y entre los aislados de A.
seccidbn Fumigati a 50 °C. La habilidad de estos hongos para resistir altas
temperaturas puede desempenar un papel crucial en la seleccién de especies
patdbgenas, como A. fumigatus que se adapta a cambios extremos en las
condiciones ambientales. Ello favorece el desarrollo de infecciones invasivas
porque el microambiente proporcionado por el cuerpo humano parece suministrar

condiciones excelentes para su crecimiento e invasion, mientras que los aislados

de A. flavus y A. niger no pueden adaptarse a condiciones similares porque no
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pueden soportar altas temperaturas.'®® Las tasas de crecimiento mas rapidas a 28 °
C correspondieron a aislados de A. seccidn Nigri, seguidos por A. seccion Flavi, A.
seccidn Fumigati y A. seccidn Terrei de ambos hospitales. Este resultado fue

consistente con el trabajo de Marin et al.'®

quienes observaron que el crecimiento
de conidios ocurre mas rapidamente en A. seccion Nigri a temperaturas entre 28-30
° C. Sin embargo, a pesar de la abundancia y la alta tasa de crecimiento de A.
seccion Nigri, es menos termotolerante que A. seccidbn Fumigati porque su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 °C. Por lo tanto, es dificil para A.
seccidn Nigri germinar a 37 °C, que es la temperatura del cuerpo humano. Tal vez
esto es un factor determinante de por qué los casos nosocomiales de aspergilosis
son causados principalmente por A. fumigatus y no A. niger.

La siguiente etapa de este proyecto consistié en identificar los aislados ambientales
a nivel de especie a través de su ubicacion filogenética, ya que previamente fueron
identificados por métodos fenotipicos s6lo a nivel de seccién. La ubicacion
filogenética de las especies es importante, ya que Aspergillus comprende un grupo
diverso de especies clasificadas con base en caracteres morfoldgicos, fisiol6gicos y
filogenéticos, lo cual impacta significativamente en biotecnologia, produccién de
alimentos, ambientes internos y salud humana. El primer tratado taxonémico mas
completo del género se llevd a cabo con base en criterios morfologicos y se
incluyeron 150 taxa que se separaron en "grupos".®” Estos grupos de especies
("grupos") fueron posteriormente renombrados como 18 "secciones" con 6
subgéneros, con el fin de obtener un estatus en la nomenclatura.®® Posteriromente,
se describio una lista de 182 especies con nombres validos,'®” que se amplié a ~

250 especies, '®® sin embargo, actualmente se consideran mas de 344 especies.*
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Asimismo, durante la ultima década se ha llevado a cabo una revision del género
Aspergillus y los analisis moleculares han permitido una mejor comprensién de las
relaciones taxondémicas y filogenéticas.’®®'"® Ademas, la revisién se ha llevado a
cabo con base en un enfoque polifasico que incluye datos moleculares, asi como
caracteristicas morfologicas, fisiolégicas y ecolbgicas, ya que un método Unico no
es suficiente para el reconocimiento de las especies.'® Para la tipificacion
molecular de las especies de Aspergillus, se ha sugerido el uso de secuencias de
los genes BenA, CaM, ActA, ITS y RNA polimerasa |l segunda subunidad mas

grande (RPB2); ésta Ultima no es facil de amplificar,**¢170172

concatenarla y
utilizarla como una unidad, para intentar resolver las ambigliedades taxonémicas
existentes. La utilizacion de estos marcadores, ha dado como resultado la
reevaluacion del género Aspergillus.*®' De esta manera, en el presente estudio se

utilizaron secuencias de los genes BenA y ActA para identificar las especies de

Aspergillus, las que amplificaron adecuadamente.

En este estudio, también para la construccion de la filogenia se tomaron en cuenta
las secuencias de referencia RefSeq, ya que el GenBank es un archivo publico de
bases de datos, lo que significa que acepta todas las secuencias y no siempre se
pueden verificar los nombres taxondmicos atribuidos a las mismas. Al llevar a cabo
una busqueda en el BLAST, a menudo se obtienen secuencias erroneamente
identificadas en la base de datos, por lo que se ha llevado a cabo la limpieza de
secuencias mal identificadas depositadas en el GenBank y estas secuencias

verificadas son resguardadas en el RefSeq (www.ncbi.nim.nih.gov/refseq/). En esta

base de datos se encuentran las secuencias /TS y secuencias representativas de

BenA y RPB2.' El no contar con secuencias verificadas y disponibles en las
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bases de datos fue una limitante, puesto que no fue posible definir correctamente

en algunos casos las especies del género Aspergillus.

La construccion filogenética con el gen ActA a través de Maxima Verosimilitud e
Inteferencia Bayesiana mostré concordancia en la topologia de los arboles. De los
29 aislados identificados fenotipicamente como Aspergillus seccidon Fumigati, solo
24 aislados fueron tipificados como A. fumigatus al asociarse con la secuencia de
referencia obtenida del GenBank, no obstante que se incluyeron secuencias de
referencia de otras especies de la seccion. Por otro lado, de los 42 aisaldos
identificados fenotipicamente como Aspergillus seccién Nigri, solo 38 aislados
fueron tipificados dentro de la seccion Nigri, 14 se asociaron con la secuencia de
referencia de A. niger obtenida del GenBank; el resto de los aislados no pudo ser
identificado a nivel de especie ya que no hay secuencias reportadas de otras
especies de la seccion Nigri amplificadas con este gen. Asimismo, en otro grupo
identificado previamente como seccion Flavi no se pudo identificar ninguna especie
de esta seccidn por no encontrarse niguna secuencia de referencia con este gen en

el GenBank (Figuras 15y 16).

De igual forma, cuando se llevé a cabo la construccion filogenética con el gen BenA
a través de Maxima Verimilitud e Inteferencia Bayesiana, también se encontr6
concordancia en la topologia de los arboles. De los 24 aislados identificados como
A. fumigatus seccidn Fumigati, todos fueron identificados como A. fumigatus,
observandose un mejor agrupamiento con Inferencia Bayesiana, de los 29 aislados
identificados fenotipicamente como Aspergillus seccion Fumigati, estos métodos

solo agruparon 24 secuencias de A. fumigatus con la secuencia de referencia del
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GenBank. Con Maxima Verosimilitud se formaron dos subgrupos, uno con 23
secuencias, las cuales se agruparon con la secuencia de referencia y el otro
relacionada con este grupo. Por otro lado, de los 42 aislados identificados
fenotipicamente como Aspergillus seccion Nigri, solo 38 aislados se tipificaron
como seccidon Nigri de los que 14 se asociaron con la secuencia de referencia de A.
niger obtenida del GenBank, los restantes se asociaron con las secuencias de
referencia de A. tubingensis. Asimismo, en otro grupo de 14 aislados identificados
previamente como seccion Flavi, todos se asociaron con la secuencia de referencia
de A. flavus obtenida del GenBank. Finalmente, un aislado identificado previamente
dentro de la seccion Flavi se agrup6 con una secuencia de referencia que
corresponde a A. westerdijkise, especie que pertenece a la seccidn Circundanti
(Figuras 17 y 18).

Objetivo 3: “Determinar la actividad elastasa e identificar los genotipos
MAT1-1y MAT1-2 de los aislados obtenidos de A. fumigatus para establecer
su relacién con la Al”

Otro aspecto que se analizé en este estudio fue identificar los genotipos MAT1-1y
MAT1-2 de los aislados identificados como A. fumigatus y su actividad de elastasa,
para establecer su relacion con la aspergilosis invasiva; los trabajos experimentales
llevados a cabo para relacionar la ocurrencia del tipo sexual con la patogenicidad
en A. fumigatus son escasos. "' Ademas, ninguno de éstos ha considerado la
identificacidon taxonémica del hongo, lo cual resulta inquietante, porque A.
fumigatus es en realidad un complejo de especies, cuyos miembros poseen
morfologia similar, pero presentan diferente patogenicidad y perfiles particulares de

susceptibilidad a los antiftingicos.3***'"*1”® Para |a determinacién del indice de
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actividad de elastasa, en el presente estudio se utilizé6 el medio de cultivo descrito
por Kothary et al.'”®® quienes fueron los primeros en evaluar la produccién de
elastasa de A. fumigatus en un modelo murino.'?? Inicialmente, se constaté que el
rosa de bengala contenido en el medio limitara el rapido crecimiento del hongo y
permitiera monitorear su desarrollo por mas de siete dias, como reportaron Kothary
et al.'??. Estos autores realizaron curvas de crecimiento y confirmaron la reduccién
en el crecimiento del hongo en los medios que contenian el colorante, permitiendo
realizar el monitoreo por mas de diez dias, a diferencia de lo que se observd en
medio Sabouraud, donde el desarrollo de las colonias fue dentro de los primeros
cinco dias de incubacion.’

Por otro lado, se esperaba que la tasa de crecimiento de los aislados en el medio
de Kothary et al.'® fuera similar en agar Sabouraud con rosa de bengala; sin
embargo, el crecimiento fue aun mas lento, lo que permitié evaluar el indice de
actividad de elastasa hasta los 10 dias de incubacién. Esto podria deberse a que
los aislados de A. fumigatus seccion Fumigati no asimilan rapidamente la elastina y
requieren de mayor tiempo para expresar la actividad proteolitica y asi degradar el
principal sustrato del medio, razdn por la cual en otros estudios evaltan la actividad
de elastasa durante 15 dias.'%'%"® Dyrante la estandarizacién de a metodologia
para la determinacion del indice de actividad de elastasa, también se tomé en
cuenta que la elastina se degrada a elevadas temperaturas. En algunos estudios, el
medio se esterilizé en autoclave sin considerar la posible desnaturalizacién de la
proteina, de manera que no se podia determinar con certeza si el halo de
degradacion se debia a la actividad de elastasa o a otras proteasas que pudieran

haber sido activadas por la degradacién de la elastina durante la esterilizacién.??
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Asimismo, aunque se traté de un modelo in vitro, se procurd que las condiciones en
el experimento fueran similares a las de una infeccidn por A. fumigatus a nivel
fisioldgico, por esto se probd el medio preparado con amortiguador de boratos y de
fosfatos, manteniendo la misma concentracién y pH.'"®'® La produccién del halo
de degradacién fue mas evidente en el medio preparado con el amortiguador de
fosfatos, en comparaciéon con el de boratos, aun cuando la actividad enzimatica
6ptima de la elastasa esta reportada en éste Ultimo."”® Esta diferencia pudiera
atribuirse al hecho de que en este trabajo se evalué la actividad producida por un
microorganismo al momento de cultivarlo en presencia del sustrato y no a partir de
la enzima purificada, como reporta Shotton'’®,

Durante la estandarizacion, se incluyd un aislado de A. niger como testigo negativo;

.22 como del

sin embargo, se observd decoloracion tanto del medio de Kothary et a
medio que sélo contenia rosa de bengala. Esto puede explicarse, ya que se ha
reportado la actividad de elastasa en aislados de A. niger,'®® o a que
probablemente el hongo puede estar utilizando el rosa de bengala como nutrimento
o secreta alguna sustancia al medio que propicie la decoloracién y genere
resultados falsos positivos en las lecturas. Por estas razones, se descartd la
utilizacion de este hongo como testigo negativo.

La actividad de elastasa en algunos de los aislados de A. fumigatus, mostrd valores
altos, sin embargo, de acuerdo con lo reportado en estudios previos,'%'% se
esperaba que todos los aislados presentaran valores bajos. No obstante, no se
puede afirmar que los aislados ambientales, que presentaron poca o nula actividad

de elastasa no sean patégenos, pues se ha visto que aun cuando los aislados de

Aspergillus carecen de la actividad de elastasa, son capaces de colonizar los
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tejidos, y que, después de inoculaciones sucesivas, la actividad de elastasa
aumenta debido a una adaptacién del hongo a las condiciones del medio donde se
desarrolla.’™®

Cuando se determind el genotipo MAT de los aislados de A. fumigatus seccion
Fumigati, se observd que el genotipo MAT1-1 fue predominante. Ello concuerda

con lo descrito por Alvarez-Pérez et al.'®

quienes observaron una mayor
proporcidén de aislados MAT1-1 en casos de Al en comparacién con los obtenidos
de otras fuentes, sugiriendo la posible asociacion entre el genotipo sexual y la
invasividad de los aislados. Estos autores, también mencionan que la distribucion
de ambos genotipos sexuales (MATT1-1 y MAT1-2) es similar en muestras
procedentes de procesos no invasivos y del ambiente; sin embargo, en las
muestras ambientales evaluadas en el presente estudio, el genotipo MAT1-1
prevalecidé sobre el genotipo MAT1-2. Estos resultados también contrastan con lo

|105

reportado por Paoletti et a quienes encontraron que la frecuencia del genotipo

MAT1-1 en aislados clinicos fue similar al de los ambientales, mientras que Bain et
al.’® reportaron una mayor frecuencia del genotipo MAT7-2 en aislados clinicos.

Cuando se analizé si existia correlacién entre el genotipo sexual y la actividad de
elastasa de los aislados de A. fumigatus, no se encontré que el genotipo MATT1-1
se asociara con valores altos de indice de actividad de elastasa, como ha sido
reportado en la literatura.'®®'”® Esto pudiera deberse a que en los pocos trabajos
reportados anteriormente, la identificacion del hongo no se realizd por métodos
moleculares, lo que deja en duda si esta relacién entre el genotipo sexual y la

actividad de elastasa corresponde realmente a A. fumigatus o a alguna de las otras

especies dentro de la seccidn Fumigati.
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Objetivo 4: “Estudiar la variabilidad genotipica de aislados ambientales de A.
fumigatus, a través del microsatélite CSP”

Finalmente, para examinar los mecanismos de los brotes nosocomiales y para
conocer mejor el alcance de la diversidad entre aislados, las relaciones entre
aislados clinicos y ambientales, y los patrones de colonizacion e infeccion invasiva
en pacientes, se requiere de técnicas de tipificacién reproducibles y estables. Sin
embargo, la aplicacion de una amplia variedad de técnicas no estandarizadas en
estudios de epidemiologia molecular de A. fumigatus han conducido a la
imposibilidad de comparar datos en diferentes regiones geograficas. Poco se sabe
sobre estos aspectos en las poblaciones de A. fumigatus en Meéxico, o las
similitudes y diferencias entre aislados de este pais y los de otras zonas del mundo.
La tipificacion con CSP es una estrategia que supera muchos de los problemas
relativos a la comparacién de datos. Esta técnica es altamente reproducible y
estable, y su poder discriminatorio es intermedio a la tipificacion MLST y STRAf,
haciendo su uso ideal como un método de primera linea para la tipificacion de

aislamientos de A. fumigatus y la determinacidbn de relaciones a nivel de

106,132,133,180 | 132
")

subpoblacién. Klaassen et a propusieron una nomenclatura

estandarizada para el sistema de tipificacion CSP, utilizado con gran éxito en cepas

181,132,133

de Staphylococcus aureus, que simplific6 en gran medida el

reconocimiento y la comunicacién de datos de tipo CSP. Kidd et al.™®

aplicaron la
tipificacidon de CSP en aislamientos australianos de A. fumigatus, identificaron otros
tipos de CSP y recomendaron una serie de modificaciones a la nomenclatura de

tipificacion.'® En otro estudio realizado en China,'®* se encontraron cinco variantes

CSP que no se observaron en estudios anteriores .'°*"'*% Actualmente, la
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tipificacion con CSP se ha utilizado para describir aislados de Australia,
Norteamérica, Paises Bajos y China y el numero total de variantes CSP
corresponde a 27. El presente estudio representa la primera investigacion de
tipificacion molecular de aislamientos de A. fumigatus procedentes de México,
utilizando esta nomenclatura. Esta técnica se aplic6 con éxito para todos los
aislados en este estudio, confirmando su utilidad, asi como la aplicacion de la
nomenclatura de tipificacion CSP para comparar con otros laboratorios. No se
identificaron nuevas variantes; los tipos CSP que se encontraron fueron t01, t02,
t03, t04A y t10. El reconocimiento de estos tipos de CSP en diferentes paises es de
gran importancia, ya que ayudara a mantener la nomenclatura estandarizada
utilizada para los tipos de CSPy facilitara la comprensién de la diversidad genética
de A. fumigatus. En nuestro estudio, en la tabla 16 se muestra que el tipo CSP mas

.33 en aislados

comun fue el t04A, lo que concuerda con lo reportado por Kidd et a
ambientales. Por otro lado, los tipos de CSP que no se observaron en los dos
hospitales de Meéxico tuvieron una prevalencia relativamente baja en otras

investigaciones'® y su ausencia en el presente estudio puede ser un reflejo del

tamano de la muestra.

9. CONCLUSIONES
Objetivo 1: “Aislar hongos ambientales en diferentes areas de dos hospitales,
ubicados en el centro y norte de la Ciudad de México”

e Lariquezay abundancia fungica en el aire en dos hospitales de la Ciudad de

México fue similar, destacando Aspergillus seccidbn Fumigati, grupo de
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hongos filamentosos cuyos miembros son los principales responsables de la
aspergilosis invasiva en todo el mundo.

e La diversidad de los hongos aislados fue mayor en los distintos sitios de
muestreo de la institucion hospitalaria 1, en comparacion con los de la
institucion 2.

Objetivo 2: “Identificar y caracterizar Aspergillus spp. por métodos
fenotipicos (termotolerancia, tamaino de conidios y vesiculas) y moleculares
(genes BenA'y ActA)”

e Los métodos fenotipicos sélo permitieron identificar los diferentes aislados
del género Aspergillus a nivel de seccion.

e De acuerdo con la termotolerancia, los aislados de la unica seccion de
Aspergillus que tuvieron una tasa de crecimiento a 50 °C en ambas
instituciones hospitalarias, pertenecieron a Fumigati.

e El tamano de conidios y vesiculas coincidi6 con lo reportado para las
diferentes secciones del género Aspergillus.

e Los métodos genotipicos permitieron la identificacion y agrupacién de las
especies en las diferentes secciones de Aspergillus.

e La topologia del arbol obtenido con las secuencias del gen codificador de la
B-tubulina (BenA) mostrd la mejor la agrupacién para la identificacién de las

especies de Aspergillus.
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Objetivo 3: “Determinar la actividad elastasa e identificar los genotipos MAT1-
1y MAT1-2 de los aislados obtenidos de A. fumigatus para establecer su
relacion con la Al”

e En los aislados de A. fumigatus el genotipo sexual MATT1-1 fue el que
predomind.

e El genotipo MAT1-1 no correlacion6 con los indices de actividad de elastasa
21 en los aislados estudiados.

Objetivo 4: “Estudiar la variabilidad genotipica de aislados ambientales de A.
fumigatus, a través del microsatélite CSP”

e No se identificaron nuevas variantes de los tipos CSP reportados
previamente en A. fumigatus.

e El método de tipificacion reportado por Klaassen et al. fue util en la
tipificacién de los aislados ambientales de A. fumigatus procedentes de
México.

e Eltipo CSP mas frecuente en los aislados hospitalarios de A. fumigatus fue

el t0O4A.

10. IMPLICACIONES

Objetivo 1: “Aislar hongos ambientales en diferentes areas de dos hospitales,
ubicados en el centro y norte de la Ciudad de México.

La identificacién de hongos ambientales presentes en las instituciones hospitalarias
es de gran relevancia, ya que la mayoria pueden ser potencialmente patégenos,
particularmente en pacientes que se encuentran en las unidades de cuidados

intensivos y en hematologia. Destacan aquéllos hongos que representan una
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amenaza mayor, como las especies del género Aspergillus, de manera que estas
areas deben ser monitoreadas con el fin de tomar medidas encaminadas en reducir
sustancialmente la morbilidad, la mortalidad y los altos costos de servicios
hospitalarios.

Objetivo 2: “ldentificar y caracterizar Aspergillus spp. por métodos
fenotipicos (termotolerancia, tamafo de conidios y vesiculas) y moleculares
(genes BenAy ActA)”.

El estudio filogenético realizado con los dos marcadores moleculares (BenA'y ActA)
contribuyd con la resolucién de las relaciones filogenéticas entre los diferentes
aislados de Aspergillus. También se confirmé que los analisis con base en un solo
gen no resuelven todas las ambigledades y no siempre representan la historia
evolutiva de la especie; por lo tanto, la combinacién de informacion de secuencias
de diferentes genes resuelve varias circunscripciones y relaciones de especies de
Aspergillus dentro de diferentes secciones, y demuestra las ventajas de este
enfoque multigénico. Ademas, hay que tomar en cuenta que, debido a la diversidad
del género, los marcadores moleculares propuestos para la identificacion de
especies pueden o no funcionar en aislados procedentes de diferentes areas
geograficas.

Objetivo 3: “Determinar la actividad elastasa e identificar los genotipos
MAT1-1y MAT1-2 de los aislados obtenidos de A. fumigatus para establecer
su relacion con la Al”.

El genotipo sexual MAT1-1 relacionado con la aspergilosis invasiva no correlacion6
con los indices altos de actividad de elastasa en los aislados estudiados; esto se

debe probablemente a que el tamano de muestra no fue significativo o que el
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genotipo MAT y la elastasa funcionen independientemente en la patogenicidad del
hongo.

Objetivo 4: “Estudiar la variabilidad genotipica de aislados ambientales de A.
fumigatus, a través del microsatélite CSP”.

Se confirmo y validd la utilidad de la tipificacién de los aislados ambientales de A.
fumigatus procedentes de México con el marcador microsatélite CSP. El tipo CSP
mas frecuente fue el t04A. La ampliacion de este estudio hacia aislados
procedentes de otras areas geograficas de México permitira tener una vision mas
precisa del intervalo de tipos CSPy su prevalencia en esta region. Estos resultados
seran depositados en un banco de datos de tipos CSP con el fin de definir los tipos
prevalentes en cada pais y establecer diferencias filogeograficas entre las
poblaciones de A. fumigatus de México, Europa, Asia y Norteamérica, asi como

para examinar la estructura de la poblacién en diferentes regiones.

11. APORTACIONES

El presente estudio es el primero en realizarse en México para registrar la
presencia de Aspergillus spp. en ambientes nosocomiales, y sienta las bases para
generar protocolos mas rigurosos de seguridad a los pacientes.

La tipificacidn molecular permitié identificar especies de Aspergillus no reportadas
en México como A. tubingensis 'y A. westerdijkiae.

Se evidencidé la presencia de A. fumigatus en ambientes nosocomiales con
genotipo MAT1-1 que se relaciona con la aspergilosis invasiva.

Se reportaron los primeros tipos de CSP de aislados de A. fumigatus en ambientes

nosocomiales de México.
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I Abstract
Introduction and objective. Nosocomial invasive fungal infections, particularly aspergillosis, are an increasing problem
in immunocompromised patients. The presented study evaluates fungal diversity and the presence of Aspergillus in air
samples from two hospitals.
Materials and methods. Over the course of one year (rainy and dry seasons), the air was sampled from three areas in two
hospitals (1 and 2) using a single-stage Andersen viable particle sampler (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The fungi
were identified by macro- and micromorphology, and the number of colony forming units (CFU)/m? air and their richness,
abundance, and diversity were determined. Isolates Aspergillus genus were characterized by their thermotolerance.
Results. The CFU/m? air was similar at both hospitals during the two seasons, but different between the sampled areas.
Results showed 10 fungal genera for hospital 1, and 8 for hospital 2. The most abundant were Penicillium, Cladosporium and
Aspergillus. The thermotolerance test confirmed the identification of A. fumigatus section Fumigati. The highest growth rate
was found in Aspergillus section Nigri.
Conclusion. Determining the fungal diversity in the two hospitals was important because all the species have the potential

to be pathogenic, especially the section Fumigati.

1 Key words
fungal diversity, Aspergillus spp., airborne, thermotolerance

INTRODUCTION

Exposure to bioaerosols is one of the greatest threats to public
health because of the adverse effects on humans, animals, and
plants [1, 2, 3]. Bioaerosols are aerial suspensions of particles
from living organisms, microorganisms or other biological
materials [4, 5], the bioaerosols can be dispersed over long
distances by air currents and then inhaled, ingested, or
otherwise contacted by humans [3]. Fungi are an important
component of the bioaerosols of the air and are widely
distributed in soil, water, and decaying vegetation [6], and
fungi can change benign superficial infections into invasive
mycoses [6-11]. Most of the fungi in the environment, both
indoors and outdoors, belong to the divisions Ascomycota,
Basidiomycota, and mitosporic fungi [12], with Penicillium,
Aspergillus, Cladosporium, and Alternaria the most
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abundant genera [13]. In intramural environments such as
those of hospitals, the diversity of fungi is similar, but the
concentration and abundance of conidia is associated with
their growth in building materials, food, pots, bedding,
dust, paint, etc.; under suitable temperature and moisture
conditions, conidia grow and sporulate on these substrates,
thus constituting a significant source of conidia and hyphal
fragments in the air. Numerous studies have been conducted
on the adverse effects on human health caused by fungi
in intramural and extramural environments [11]. In most
of these studies, the single-stage Andersen viable particle
sampler (Thermo Scientific; Waltham, MA, USA) is the
most frequently used air sampler [14-17] in the detection
of colony forming units (CFU) per cubic meter of air, after
which identification of the fungi is performed by culture or by
molecular techniques [14, 15, 17, 18]. Studies have shown that
the highest percentage of nosocomial infections is caused by
fungi such as Candida albicans and the previously mentioned
filamentous fungi [19-22]. A genus that has emerged most
often as an important cause of morbidity and high mortality in
immunocompromised patients is Aspergillus [23,24]. Invasive
aspergillosis (IA) and other infections caused by filamentous
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fungi occur in different groups of immunocompromised
patients, including patients with haematologic malignancies
[25] who have undergone transplantation [26], patients with
congenital immunodeficiencies [27], and patients undergoing
immunosuppressive drug therapy [28]. Therefore, the
objective of this study was to assess fungal diversity and the
presence of airborne fungi at two hospitals in Mexico City.

MATERIALS AND METHOD

Sampling area. Sampling was conducted from May — October
2012 (rainy season) and November 2012 - April 2013 (dry
season) in two hospitals located in Mexico City: a specialty
hospital, which houses nearly 1,400 patients per month,
and the Institute of Ophthalmology, which can house 100
patients; the hospitals were designated 1 and 2, respectively.
The areas sampled in hospital 1 were haematology, adult
intensive care, and paediatric intensive care units, whereas
the areas sampled in hospital 2 were the operating theatre,
recovery room, and outpatient room. The sampling of air
in different areas was always performed on the same day
(Monday and Wednesday) and at the same time (10:00).

Air sampling procedure. Air samples were obtained with
a single-stage Andersen viable particle sampler (Thermo
Scientific; Waltham, MA, USA). This system impacts the
microorganisms from the environment onto Sabouraud-agar
medium (Bioxo6n, D.F., Mexico). The sampler was placed ata
height of 1.5 m from the floor, in the center of each sampling
area, and each sample was collected with a vacuum flow of
28.3 L/min for 15 min. Three samples were collected from
each sampling area [29].

Fungal examination of airborne samples. After three days
of incubation at 28°C, all the plates were examined and
the colonies counted. For each sampled area, the average
number of all the colonies grown on the three Sabouraud-
agar plates was calculated, and the number of CFU/m’
air determined according to the manufacturer’s protocol
sampler. In addition, the CFU/m? air was calculated
separately for each different colony observed on the plates.
All the different colonies were identified by their macro
and micromorphologies. The isolates grown on Sabouraud-
agar at 28°C for 4-7 days were observed to identify the
typical morphology of each fungus, including the colour and
colonial texture. The micromorphological characteristics of
all isolates were analyzed using the microculture method
of Riddell [30]. The isolates with characteristics compatible
with Aspergillus species were inoculated and incubated at
25°Cin Czapek-Dox agar (Becton Dickinson, MD, USA) and
potato dextrose agar (Bioxon) to identify the species using
taxonomic keys [31]. Furthermore, the isolates identified
in the different sections of Aspergillus were tested in assays
of thermotolerance to corroborate those belonging to
A. fumigatus section Fumigati. The assays were conducted
as described by Frias-De-Ledn et al. [32]. A suspension of
5 x 10° conidia/mL was prepared with PBST (phosphate
buffered saline solution with tween 20) using a Neubauer
chamber and inoculated in triplicate for each temperature
(28 and 50°C). Growth rate (GR) of all Aspergillus isolates
studied was determined according to the model of Baranyi
and Roberts [33].

Fungal diversity. The richness and abundance of organisms
were determined in each area sampled at the two hospitals.
The richness was obtained based on the number of species
isolated in each sampling area; the abundance was determined
by the number of occurrences of each microorganism in
each area divided by the total CFU of each area and then
multiplied by 100. The fungal diversity was calculated for each
hospital based on a matrix of the presence and abundance
of the species using the Shannon-Wiener (H) and Simpson
indices and the software PAST version 1.89 (http:/folk.uio.
no/ohammer/past) [34].

Statistical analysis. Analysis of variance (ANOVA) was
performed to determine if there were statistically significant
differences in aero-conidial concentration (CFU/m?) between
the dry and cold seasons of each sampling area, and between
the hospitals. All tests were conducted at a significance level
of 5% using the software NCSS ver. 7.0 (www.ncss.com).

RESULTS

Quantification of CFU/m’ in hospitals 1 and 2. A total of
432 air samples obtained in the two hospitals were studied.
At both hospitals, the concentration of airborne fungi was
similar, and no significant differences in the levels of fungi
(CFU/m’) between the dry and rainy seasons (p>0.05) (Tab. 1)
were observed.

Table 1. Colony forming units (CFU) in each area sampled in hospitals
1and 2

Hospital Sampling area Rainy season Dry season
CFU/m? + SD CFU/m*+ SD
1 Haematology 85.98 + 13.87 97.09 +8.55
1 Adult intensive care unit 43.51+9.37 40.22 +10.03
1 Paediatric intensive care unit ~ 41.24 + 8.09 43.75 +6.99
2 Outpatient room 56.30 + 14.77 53.79+10.24
2 Recovery room 50.57 + 13.99 53.59 4+ 6.66
2 Operating theatre 8.53 +2.06 8.95+2.69

SD = Standard Deviation

At hospital 1, the highest concentration of conidia in the
air (CFU/m?) was recorded as follows (in descending order):
haematology unit, adult intensive care ward, and paediatric
intensive care ward. The differences in CFU/m’ between the
three areas sampled in hospital 1 were statistically significant
(p<0.05). At hospital 2, the highest concentration of CFU/m’*
in the air was recorded as follows (in descending order):
outpatient room, recovery room, and operating theatre. The
differences in CFU/m’ between the three areas sampled in
hospital 2 were also statistically significant (p < 0.05) (Tab. 1).

Identification of fungi isolated in hospitals 1 and 2 by
macromorphology and micromorphology. At hospital 1,
the fungi detected were: Acremonium sp., Alternaria sp.,
Aspergillus sp., Aspergillus section Flavi, Aspergillus section
Fumigati, Aspergillus section Nigri, Aspergillus section Terrei,
Cladophialophora bantiana, Cladosporium sp., Fusarium
proliferatum, Mucor sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp.,
Rhizopus sp., R. stolonifer and Trichoderma sp. (Fig. 1). At
hospital 2, the fungi detected were: Alternaria sp., Aspergillus
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sp., A. section Flavi, A. section Fumigati, A. section Nigri,
A. section Terrei, Cladosporium sp., Mucor sp., Paecilomyces
sp., Penicillium sp., P. griseofulvum, Trichoderma sp.,
Rhizopus sp., and R. stolonifer (Fig. 2).
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Figure 2. Richness and abundance of fungi in the sampled areas of hospital 2

Fungal diversity. The fungal diversity in hospital 1 showed a
richness of fungi distributed as follows: 7 genera and 6 species
were found in the adult intensive care unit, 6 genera and
5 species in the paediatric intensive care unit, and 7 genera
and 5 species in the haematology unit. In hospital 2: 8 genera
and 6 species in the outpatient consultation room, 8 genera
and 5 species in the recovery room, and 4 genera and 3 species
in the operating theatre (Figs. 1 and 2).

The most abundant fungi sampled in each area of hospital
1 were A. section Flavi, A. section Fumigati, A. section
Nigri, Cladosporium sp., and Penicillium sp. in the pediatric
intensive care unit; Acremonium sp., Cladosporium
sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. and Trichoderma sp. in
haematology; A. section Flavi, A. section Fumigati, A. section
Nigri, Cladosporium sp., and Penicillium sp. in adult intensive
care (Fig. 1). The most abundant fungi sampled in each area
of hospital 2 were: Alternaria spp., A. section Flavi, A. section
Fumigati, Penicillium sp., Rhizopus sp., and Trichoderma
sp. in outpatient consultation; A. section Nigri, A. section
Terrei, Paecilomyces sp., Penicillium sp. and Trichoderma
sp. in the recovery room; A. section Flavi, A. section Nigri,
Cladosporium sp. and Penicillium sp. in the operating theatre
(Fig. 2). The diversity values estimated by the Shannon-
Wiener and Simpson indices revealed a slightly higher
diversity in hospital 1 (Tab. 2).

Table 2. Fungal diversity in the different sampled areas in hospitals 1
and 2

Hospital 1 Hospital 2
Sampled Simpson Shannon Sampled Simpson Shannon
area Index Index area Index Index
AICU 0.7784 1.822 OPR 0.6593 1.668
HAEM 0.7822 1.942 RR 0.6494 1.677
PICU 0.7915 1.879 oT 0.6172 1.204

AICU = Adult intensive care unit; HAEM = Haematology; PICU = Paediatric intensive care unit;
OPR = Outpatient room; RR = Recovery room; OT = Operating theatre.

All the isolates of the genus Aspergillus from hospital 1 grew
at 28°C (Tab. 3). The GR for the A. section Fumigati isolates
was in the range of 13.90-19 mm/day and for A. section
Nigri was in the range of 18.13-25.44 mm/day. The GR for
A. section Flavi was in the range of 15.96-19.08 mm/day and
for A. section Terrei was in the range of 8.17-8.87 mm/day.
All the Aspergillus isolates from hospital 2 grew at 28 °C. The
GRfor A. section Fumigatiisolates was in the range of 14.79—
22.39 mm/day and for A. section Nigri was in the range of
20.49-25.69 mm/day. The GR for A. section Flavi was in the
range of 14.88-22.52 mm/day and for A. section Terrei was
in the range of 9.20-9.57 mm/day.

Only the isolates from hospitals 1 and 2 identified as
A. section Fumigati grew at 50°C (Tab. 3). Isolates from
hospital 1 presented a GR of 0.88-21.93 mm/day, whereas
isolates from hospital 2 presented a range of2.61-29.21 mm/day
(Tab. 3), showing statistically significant differences (p<0.05)
among their GR, both among and between isolates of
hospital 1 and hospital 2.

Table 3. Growth rate of Aspergillus spp. isolates

Growth rate (mm/day) + SD

Hospital Section
28°C 50°C
1 Fumigati 16.95 +1.63 6.53+5.13
1 Nigri 2295+1.92 NA
1 Flavi 17.07 £1.19 NA
1 Terrei 8.54+0.35 NA
2 Fumigati 1794 +2.16 1261+7.13
2 Nigri 23.04+1.39 NA
2 Flavi 18.34+2.72 NA
2 Terrei 9.38+0.26 NA

SD = Standard deviation; NA = Not applicable

DISCUSSION

In recent decades, there has been a global increase in
nosocomial fungal infections because of advances in
increasingly effective, but also more aggressive, medical
and surgical therapies [35]. Invasive fungal diseases caused
by filamentous fungi are associated with high morbidity
and mortality, which is partially because of the difficulty
in making an early diagnosis, thus resulting in a delay in
starting appropriate treatment. Although fungi have several
routes of entry into the host, the most common is through
inhalation of propagules; thus, maintaining good air quality
in critical areas of hospitals is required to reduce the incidence
of invasive fungal infections. Therefore, the presented study
is aimed at detecting airborne fungi in the environment of
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different areas of two hospitals (1 and 2) to illustrate the
occurrence of fungal species. The results obtained are in
accordance with the results of other aeromycology studies
from Mexico and Brazil [36-38].

During the sampling period, the concentration of fungi
in the air (CFU/m?) at both hospitals was similar for both
the dry and rainy seasons, regardless of the conditions
or structure of each sampling area. The CFU/m” in the
sampled areas of the two hospitals showed averages above
40.22 CFU/m?, with the exception of the operating theatre
in hospital 2, which produced values of 8.53 and 8.95 for
the rainy and dry seasons, respectively. The fungal burden
found in the sampled areas of the two hospitals is inconsistent
with that reported in other countries [28, 29]; however, the
CFU/m’ in the operating theatre is consistent with such
reports (5-10 CFU/m?), which can be explained by the
stringent hygienic measures in operating theatres. Similarly,
there are no established criteria at the institutional level in
Mexico regarding the ranges of CFU/m?® that are considered
acceptable, since only one study of this type has been reported
[38]. The homogeneity in the number of CFU/m® found
during the two seasons (rainy and dry) can be explained by
the similarity between these season in Mexico City, compared
with countries of North America and Europe, where seasons
are marked by abrupt changes in ambient temperature and a
true separation occurs between intramural and extramural
environments, which does not happen in Mexico.

In both hospitals, the fungal diversity was similar, with
Penicillium spp., Cladosporium spp, A. section Nigri,
A. section Flavi, and A. section Fumigati, which are all
medically relevant, and the most abundant in both hospitals.
These results are consistent with those reported by Hao et al.
[39], who examined the environmental fungal load of two
hospitals in China and demonstrated that Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Cladosporium spp., Alternaria spp., and
Fusarium spp. were present in the air, on surfaces, and in the
tap water. They also reported that the fungal load fluctuated
during the year of air sampling, and the highest densities of
these microorganisms were observed during the summer
and spring. Azimi et al. [40] also found that Penicillium
spp.» Aspergillus spp., and Cladosporium were the most
common genera in different hospitals areas. The diversity
of fungi found in this work can be explained because fungi
suspended in the atmosphere can be transported quickly as
bioaerosols over great distances with the movement of air,
which represents the optimal mechanism of dispersion [41].
Certain fungi have developed specialized adaptations that
favour their survival and dispersal in the atmosphere, with
their transport performed on dust particles, fragments of
leaves, skin, clothing fibers, or in drops of water [42]. The
physicochemical conditions of the atmosphere do not favour
the growth or survival of microorganisms; thus, the majority
can only survive in the atmosphere for a short period of time.
However, fungal conidia are life forms with longer survival
rates and have several properties that contribute to their
ability to survive in the atmosphere, such as thick walls, which
protect them from desiccation, and pigment (melanin), which
aids protects gainst ultraviolet radiation [43]. Additionally,
conidia possess other adaptations, such as thermotolerance
and nutritional versatility, which allows them to utilize a wide
range of carbon and nitrogen sources, as in the case of the
genus Aspergillus [43]. Also, their hydrophobin-rich conidial
external layer allows them to remain suspended in the air

without settling, because this cysteine-rich proteins are related
to the high surfactant activity of fungi; hydrophobins self-
assemble at the hydrophilic-hydrophobic interface to form
an amphipathic monolayer [44, 45]. These molecules reduce
the surface tension of the medium or substrate on which the
fungus grows, allowing it to break the air-water interface and
prevent hydrosaturation to maintain gas permeability. The
degree of hydrophobicity among fungi ranges from mild to
highly hydrophobic, which affects the efficiency of the spore
dispersion capacity; for example, conidia from A. fumigatus
are significantly more hydrophobic than other species in this
genus, allowing them to remain in the air [44, 45].

Undoubtedly, the presence of these microorganisms in
hospital environments is a warning for more stringent
control measures because among these fungi are species
of the genus Aspergillus, which is considered the main
cause of invasive fungal diseases by filamentous fungi in
immunocompromised patients, resulting in high mortality
rates of 40-90% [46]. Moreover, invasive fungal diseases
caused by filamentous fungi other than Aspergillus spp.
have also increased in frequency and mortality in recent
years, especially in immunocompromised patients. The
following fungi must be controlled for depending on the
susceptibility factors of different hosts: Mucorales, such as
Mucor, Rhizopus, and Lichtheimia, Fusarium, Scedosporium,
Acremonium, Penicillium, Paecilomyces, Trichoderma, and
dematiaceous fungi, such as Bipolaris, Exophiala, Alternaria,
and Cladosporium [35]. Invasive fungal diseases caused by
these fungi are less common than those caused by the genus
Aspergillus; however, Penicillium spp. can cause certain types
ofasthma [47], and Cladosporium spp. may be associated with
changes in lung function in children [48]. In addition, these
fungi are usually more virulent and difficult to treat because
of their resistance to most of the available drugs and type of
affected patient, with those receiving haematologic treatment
or solid organ transplants generally more affected [35].

Thermotolerance was conducted at 28°C and 50°C
to confirm the identification of the A. fumigatus section
Fumigati, because thermotolerance can be used to distinguish
A. fumigatus from other species of clinical significance
belonging to other sections. The Fumigati section [49] can
be distinguished because of its ability to grow at temperatures
of 55°C and survive at 75°C, allowing the organism to grow
in decaying organic matter and infect mammalian hosts
[50, 51]. The results of the presented study revealed that
the isolates identified as A. section Fumigati grew at 28 and
50°C. However, the fungi identified as A. section Flavi,
A. section Nigri, and A. section Terrei only grew at 28 °C. Thus,
this phenotypic characteristic is important for confirmation
of identification of A. fumigatus section Fumigati [51].

The GR assays of all the isolates of the genus Aspergillus
were performed to identify differences which were observed
between the GRs of the isolates of A. section Fumigati at
50°C. The ability of these fungi to resist high temperatures
may play a crucial role in the selection and promotion of
pathogenic species, such as A. section Fumigati, which is
a species that adapts to extreme changes in environmental
conditions, thus allowing it to develop invasive infections
because the microenvironment provided by the human body
appears to supply excellent conditions for its growth and
invasion. The isolates of A. flavus and A. niger cannot adapt
to similar conditions because they cannot withstand high
temperatures [52]. The faster GRs at 28°C corresponded
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to isolates of A. section Nigri, followed by A. section Flavi,
A. section Fumigati, and A. section Terrei from both hospitals.
This result was consistent with that of Marin et al. [53], who
observed that the growth of conidia occurs more rapidly in
A. section Nigri at temperatures between 28-30 °C. However,
despite the abundance and high GR of A. section Nigri, itisless
thermotolerant than A. section Fumigati because its optimal
growth temperature is 30 °C. Thus, it is difficult for A. section
Nigri to germinate at 37 °C, which is the temperature of the
human body. Perhaps this is a determining factor for why
the nosocomial cases of aspergillosis are primarily caused
by A. fumigatus and not A. niger.

The isolation of A. section Terrei reinforces the findings
of Rilping et al. [54] who reported its presence in hospital
environments, suggesting that its incidence has increased
in cases of TA.

CONCLUSIONS

The airborne fungi in both hospitals was similar,
highlighting Aspergillus section Fumigati, the filamentous
fungus responsible for invasive aspergillosis worldwide.
The current study presents one of the first to be performed
in Mexico for evidence of airborne fungi in nosocomial
environments. Furthermore, the isolation, identification and
characterization of airborne fungiin hospital environments
is a key task, because most of these fungi have the potential
to be pathogenic, particularly for patients in intensive care
and haematology units. Additionally, the presence of the
genus Aspergillus within hospital environments should be
monitored in areas that house immunosuppressed patients
susceptible to exposure to this pathogen. These findings
support the necessity to develop stricter safety protocols
that would substantially reduce morbidity and mortality in
patients and high hospital costs.
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