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RESUMEN

El objetivo del estudio fue identificar molecularmente cepas de aspergillus aislados de pacientes con aspergilosis
invasiva (Al), que fueron tipificadas primariamente como Aspergillus fumigatus sensu lato por métodos fenotipicos
convencionales. Se trabajo con 20 cepas de la micoteca de la seccidon de micologia del Instituto de Medicina Tropical
“Daniel A. Carrién”. Para obtener el ADN fungico se emplearon las técnicas de choque térmico, tratamiento enzimatico
y columnas de silica-gel; y se almacené a -20 °C para conservarlo. En el procedimiento de la reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (QPCR) se incluyeron primers marcados con fluorocromo, los cuales amplificaron las
secuencias especificas de A. fumigatus. La fluorescencia se midié con el termociclador al final de la fase de hibridacién
de cada ciclo. Se identific6 molecularmente que sélo el 50% de las cepas estudiadas pertenecen a la especie Aspergillus
fumigatus sensu stricto.
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF Aspergillus fumigatus ISOLATED FROM

PATIENTS WITH INVASIVE ASPERGILLOSIS

ABSTRACT

The objective of the study was to identify molecularly-isolated strains of Aspergillus from patients with invasive aspergillosis
(IA); these strains were primarily typed as Aspergillus fumigatus sensu lato by conventional phenotypic methods. We
worked with 20 strains from the mycology section of the Institute of Tropical Medicine “Daniel A. Carrién.” To obtain the
fungal DNA, thermal shock, enzymatic treatment, and silica gel column techniques were used; and it was stored at -20°C
to preserve it. The real-time polymerase chain reaction (QPCR) procedure included fluorochrome-labeled primers, which
amplified the specific sequences of A. fumigatus. Fluorescence was measured with the thermocycler at the end of the
hybridization phase of each cycle. It was molecularly-identified that only 50% of the strains studied belong to the species

Aspergillus fumigatus sensu stricto.
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INTRODUCCION

La aspergilosis invasiva (Al) es causada por varias especies
de micromicetos del género Aspergillus, en la mayoria de
los casos reportados, el agente etiologico fue Aspergillus
fumigatus . El diagnéstico de la Al involucra el analisis
microbioldgico, el cual se efectiia mediante el estudio de las

caracteristicas fenotipicas del micromiceto; de esta manera
se identifica a las principales especies de Aspergillus
causantes de Al @. Sin embargo, en los ultimos afios se
ha evidenciado la existencia de cepas resistentes a los
antimicéticos y de caracteristicas moleculares diferentes,
en aislamientos considerados morfolégicamente como A.
fumigatus, lo cual ha puesto en duda la identificacion
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fenotipica convencional, motivando la aplicacion de técnicas
moleculares, lo que ha conducido a un cambio significativo
en la taxonomia de la especie Aspergillus fumigatus.

Actualmente, se considera como Aspergillus fumigatus sensu
lato a las especies tipificadas morfolégicamente y como
Aspergillus fumigatus sensu stricto a las tipificadas mediante
estudios moleculares ©. Asimismo, se ha creado la seccion
Fumigati “9, que incluye a A. fumigatus, que consta de
25 especies, ocho en estado anomorfo (Aspergillus) y
17 en estado teleomorfo (Neorsartorya) €. Debido a ello,
mediante técnicas moleculares se han diferenciado especies
morfolégicamente similares a A. fumigatus, creandose
nuevas especies como A. lentulus, y A. viridinutans las
cuales han sido incluidas en dicha seccion.

Aplicando técnicas moleculares, se ha demostrado hasta en
6% que las Al en humanos son causadas por especies
del complejo Aspergillus fumigatus sensu lato diferentes a
Aspergillus fumigatus sensu stricto ®. En aislamientos
de otras fuentes, los resultados son variados, por ejemplo,
de 146 cepas de Aspergillus fumigatus sensu lato aisladas
principalmente de humanos, suelo y animales, se comprobd
que 140 (95,8%) eran A. fumigatus sensu stricto ®; en otro
estudio en el que se analizaron 17 muestras de suelo se
aislaron 23 cepas de aspergillus seccion Fumigati y
se demostré que sélo nueve (34,13%) eran A. fumigatus
sensu stricto®.

En las ultimas décadas, se ha producido un incremento
significativo de Al. Aun cuando han aumentado las opciones
terapéuticas, las tasas de mortalidad se mantienen
elevadas (9. Diversos estudios, han revelado un incremento
de la resistencia de A. fumigatus a los antifungicos .
Asimismo, las especies de aspergillus de la seccién
Fumigati han presentado patrones variables de sensibilidad
a los antifungicos que incluyen resistencia intrinseca y
sensibilidades reducidas ("?. Actualmente, no se dispone de
estudios sobre la identificacion molecular de las especies
de aspergillus que vienen afectando a la poblacion peruana,
por lo que, no se puede establecer un esquema terapéutico
adecuado ni un programa apropiado de control y vigilancia
epidemioldgica.

El objetivo del presente estudio fue identificar molecularmente
cepas de aspergillus aisladas de pacientes con Al, que
fueron tipificadas como Aspergillus fumigatus sensu lato por
métodos fenotipicos.

EL ESTUDIO

DISENO DE ESTUDIO Y POBLACION

Se realizd un estudio descriptivo y observacional. Se
trabajo con 20 cepas de Aspergillus fumigatus sensu

lato (identificados morfolégicamente) de la micoteca
de la Seccion de Micologia del Instituto de Medicina
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Motivacion para realizar el estudio. En las tltimas décadas, se ha
producido un incremento significativo de las aspergilosis invasiva
(AI); el agente causante principal es Aspergillus fumigatus, el cual es
identificado con técnicas fenotipicas por métodos convencionales.
En algunos casos, la infeccion ha sido resistente al tratamiento, lo cual
puede deberse a que no siempre se trata del mismo micromiceto. Ello
ha conducido a realizar un estudio que permita una identificacién
mis precisa del patégeno aplicando técnicas moleculares.

Principales hallazgos. Solo el 50% de los aislamientos clinicos
de Al previamente tipificados por su fenotipo como A. fumigatus
sensu lato fueron confirmados por procedimientos moleculares
como A. fumigatus sensu stricto.

Implicancias. Identificar especificamente la etiologia de la Al
permitira establecer un esquema terapéutico adecuado. Asimismo,
brindara informacion para que la autoridad de salud implemente
medidas de control y vigilancia.

Tropical «Daniel A. Carrién» (IMT/DAC) de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM); las cepas fueron aisladas de muestras
seriadas de esputo (14), de biopsia de tejido pulmonar (4)
y de aspirado bronquial (2), de pacientes con diagndstico
clinico de Al procedentes de dos hospitales publicos de
Lima (Hospital Nacional Dos de Mayo y Hospital Nacional
Daniel Alcides Carrion). El estudio molecular se realizé en
el laboratorio de la Seccién de Epidemiologia Molecular y
Genética del IMT/DAC.

IDENTIFICACION FENOTIPICA DE ASPERGILLUS
FUMIGATUS SENSU LATO

Las cepas de A. fumigatus sensu lato fueron estudiadas
morfolégicamente segun la técnica de Klich y Pitt ?. Cada
cepa se sembrd en dos placas de Petri que contenian
agar Czapek con extracto de levadura, se incubaron a
25 °C y 37 °C durante siete dias. Para la identificacion
macroscopica, se tomd en consideracion, el diametro,
el color y el aspecto de la colonia, ademas, se tomd en
cuenta la difusion de pigmento en el medio de cultivo.
Para el estudio microscopico, se utilizaron microcultivos
coloreados con azul de lactofenol y se tomé en cuenta la
disposicién de las métulas o fialides sobre la vesicula, la
forma y el diametro de la vesicula, y la forma y color de
los conidios.

IDENTIFICACION MOLECULAR DE A. FUMIGATUS
SENSU STRICTO POR PCR EN TIEMPO REAL

Las cepas de Aspergillus fumigatus sensu lato fueron
reaisladas en agar papa dextrosa, 72 horas antes del
procedimiento de extracciéon de ADN. Se cosecharon
conidios e hifas mediante el raspado del micelio (1 cm?), se
lavaron con 8 mL de solucién salina estéril y se centrifugaron
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a 3000 g por cinco minutos. Se descarto el sobrenadante y
se transfirié 400 uL del sedimento a tubos de microcentrifuga
estériles de 1,5 mL y luego se les agregé 360 uL de buffer
(buffer AL Qiagen).

Para determinar cual es el procedimiento mas eficiente para
obtener ADN, se ensayaron tres métodos: congelacién-
descongelacion, congelacion-ebullicién (choque térmico) y
batido en perlas de vidrio con buffers de lisis. Se demostrd
que, el método de choque térmico fue el mas eficiente;
por ello, las muestras se sometieron a dicho método.
Primero, fueron congeladas a -70 °C por diez minutos y
sometidas a ebullicién a 100 °C por dos minutos, luego
se les dejo enfriar. Se les agregd 20 uL de proteinasa K a
una concentracion de 20 mg/mL (Qiagen) y se les incubd
por dos horas a 56 °C. La purificacion del ADN se realizd
con el Mini Kit QIAamp DNA (Qiagen) siguiendo el protocolo
establecido. La concentracion de ADN fue determinada
mediante la medicion de la absorcion a 260 nm, obteniendo
una concentracion minima de 100 ng/mL 4,

Para las reacciones de amplificacion se utilizaron: Primers
PCR: P1 (5 GAAAGG TCA GGT GTT CGA GTC A-3) y
P2 (5 CTT GGT TGC GGG TTT AGG GAT T-3), y sondas:
sonda “alta”, tRNAFL (5 TTC TTATTTATATGC GGG TTG
ATG TAA TAG TAA CA-3’), que contenia un marcador de
fluoresceina en la terminacion 3’y sonda «baja», tRNALC
(5-AGA TGG CTC ATG ACC ATAATATTT AGG TGC p),
que contenia un marcador LC Red 640 en la terminacion
5’. La mezcla de PCR optimizada (20 uL), contenia 1 uL de
cada primer a 0,5 uM, 1 uL de cada sonda a 0,15 uM, 5uL
de ADN molde, 9 uL de mastermix y 2 uL de agua PCR. Los
45 ciclos de amplificacion incluyeron desnaturalizacion a
95 °C durante diez segundos, hibridaciéon de los primers y
sondas a 60 °C durante diez segundos, y extension a 72 °C
durante ocho segundos. Cuando las dos sondas fueron
hibridadas a sus primers, la fluorescencia producida fue
detectada y medida por el termociclador (PikoReal, Thermo
Fisher Scientific) al final de la fase de hibridacion de cada
ciclo ®. La amplificacion del ADN molde en las reacciones
se midi6 usando el software Pico Real 2.2 del instrumento.
En este método, el valor CQ (ciclo de cuantificacion) fue el
punto de corte considerado por el equipo, a partir del cual,
se consideraron las amplificaciones como positivas (9.

RESULTADOS

IDENTIFICACION FENOTIPICA DE ASPERGILLUS
FUMIGATUS SENSU LATO

Macroscépicamente, las 20 cepas sembradas en agar
Czapeck con extracto de levadura e incubadas a 25 °C,
desarrollaron colonias de 35 a 70 mm de diametro, de color
verde azulado a verde grisaceo, con reverso incoloro o
amarillo y a 37 °C desarrollaron colonias de 50 a 80 mm de
diametro, de color blanco cremosas y en algunos casos de
aspecto algodonoso (Figura 1).

|
| —

Figura 1. Colonias de Aspergillus fumigatus sensu lato,
en agar Czapeck con extracto de levadura incubadas a
25°Cy37°C.

Microscdpicamente, tanto a 25 °C como a 37 "C, presentaron
las mismas caracteristicas: cabezas aspergilares uniseriadas,
vesiculas piriformes con fialides ocupando dos tercios de la
vesicula. Conidios globosos y superficie lisa. Por lo que, el
total de cepas corresponderian a Aspergillus fumigatus sensu
lato (Figura 2).

IDENTIFICACION MOLECULAR DE Aspergillus fumigatus
SENSU STRICTO POR PCR EN TIEMPO REAL

Las curvas de amplificaciéon de ADN por PCR en tiempo
real (QPCR) muestran de manera exponencial las unidades
relativas de fluorescencia (RFU) producidas a medida que
avanzan los ciclos del gPCR, hasta llegar a su plateau en
el ciclo 45. Cada linea coloreada representa una muestra
distinta ya amplificada. Las curvas de fluorescencia
obtenidas después del PCR en tiempo real muestran
amplificacion absoluta, estimada en RFU, consistentes en la
mayoria de las muestras. Se considera positiva, cuando una
curva esta sobre los 42 ciclos. Mediante este procedimiento
confirmamos la identificacion de Aspergillus fumigatus sensu
stricto en diez cepas de un total de 20 identificadas como A.
fumigatus por métodos convencionales (Figura 3 y Tabla 1).

Se considera una curva positiva cuando se encuentra
sobre los 42 ciclos. Cada linea coloreada representa una
especie distinta ya amplificada. Se identificaron diez cepas
de Aspergillus fumigatus sensu stricto, de 20 tipificadas

como Aspergillus fumigatus sensu lato.
DISCUSION

Los resultados obtenidos evidencian las limitaciones de los
métodos convencionales de diagnostico basados en las
caracteristicas morfolégicas, utilizando técnicas de cultivo o
histoldgicas para la identificacion de Aspergillus fumigatus,
aislados de muestras clinicas. En el Perd, han aumentado

| 83



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2019;36(1):81-0.

Béjar V et al.

- = F‘:’ I'{‘J_.l. ]

> o s
CAZ

Figura 2. Aspergillus fumigatus sensu lato, microcultivo con azul de lactofenol (40 X).

los casos de Al producidos por A. fumigatus sensu lato
resistentes al tratamiento, lo que motivo a utilizar la técnica de
gPCR para reidentificar molecularmente las cepas aisladas.
Logramos comprobar que solo el 50% de las cepas evaluadas
eran A. fumigatus sensu stricto, porcentaje significativamente
discordante con estudios previos, en los cuales reportaron
que entre 94% y 97% de las Al en humanos eran causados
por Aspergillus fumigatus sensu stricto €9,
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Es importante mencionar que, en el ambiente también se
encuentran cepas de A. fumigatus de la seccion Fumigati
que no corresponden a A. fumigatus sensu stricto; en un
estudio de146 cepas de A. fumigatus sensu lato aislados
de humanos, suelo y animales se determin6 que el 4,1% no
correspondian a A. fumigatus sensu stricto ®'y en otro de
23 cepas de aspergillus de la seccion Fumigati aisladas del
suelo, el 60,8% (14) no eran A. fumigatus sensu stricto ©
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Figura 3. PCR en tiempo real (QPCR) de 20 cepas de Aspergillus fumigatus sensu lato. Curvas de amplificacién de ADN
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Tabla 1. Amplificacién por PCR en tiempo real de 20 cepas tipificadas fenotipicamente como Aspergillus fumigatus

sensu lato.
Ndmero Cédigo-?epas de Aspergillus ] N!ue.stras de pacie.nte's ?on . Am;')lificaciép por gPCR' para.l
fumigatus sensu lato diagnéstico de aspergilosis invasiva  Aspergillus fumigatus sensu stricto
1 8 Biopsia tejido pulmonar Positivo
2 19 Esputo seriado Negativo
3 28 Aspirado bronquial Negativo
4 33 Esputo seriado Negativo
5 47 Esputo seriado Negativo
6 67 Esputo seriado Positivo
7 135 Esputo seriado Positivo
8 130 Biopsia tejido pulmonar Positivo
9 128 Esputo seriado Positivo
10 126 Esputo seriado Positivo
11 85 Aspirado bronquial Positivo
12 79 Esputo seriado Negativo
13 301 Esputo seriado Negativo
14 302 Esputo seriado Negativo
15 303 Biopsia tejido pulmonar Positivo
16 304 Biopsia tejido pulmonar Positivo
17 642 Esputo seriado Positivo
18 270 Esputo seriado Negativo
19 14 Esputo seriado Negativo
20 83 Esputo seriado Negativo

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

La discordancia entre nuestros resultados del estudio
fenotipico (A. fumigatus sensu lato) y del molecular (A.
fumigatus sensu stricto) se debe a la presencia de cepas de
aspergillus del grupo Fumigati que comparten caracteristicas
fenotipicas con A. fumigatus sensu stricto; resultado similar al
reportado en estudios previos de Al realizados en otros
paises ("8, Entre las especies erroneamente identificadas
como A. fumigatus se encuentran A. lentulus, A. viridinutans,
Neorsartorya fischeri, N. pseudofischeri, N. udagawae y N.
hiratsukae #5179 | os resultados obtenidos sugieren que
algunas de estas especies estarian involucradas en los casos
de Al en el Pert, contribuyendo a explicar la resistencia al
tratamiento; y evidenciando la importancia del ambiente en el
incremento de los casos.

La obtencion de ADN fungico es un reto en el diagndstico
molecular de las micosis invasivas, por ello, se evaluaron
tres métodos (420 y se seleccioné el de congelacion-
ebullicién (choque térmico) (*'418), |La aplicacién de este
método, el tratamiento enzimatico para la extraccion de
ADN flingico y la posterior purificacion mediante columnas
de silica-gel mostré ser el procedimiento mas efectivo,
porque permitié obtener mayores concentraciones de ADN.
No obstante por limitaciones del laboratorio, no fue posible
determinar molecularmente la especie de las cepas «no

A. fumigatus sensu stricto» ni evaluar la sensibilidad a los
antifungicos, de todas las cepas estudiadas.

De los resultados obtenidos, se concluye que al efectuarse
el estudio molecular de cepas aisladas de casos de Al,
identificadas fenotipicamente como Aspergillus fumigatus
sensu lato, un elevado porcentaje de las mismas no
corresponde a la especie Aspergillus fumigatus sensu
stricto. Asimismo, el método de congelacién-ebullicion
(choque térmico) seria el mas efectivo para la obtencién del
ADN fungico.
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realizaron una discusion critica y se encargaron de la escritura
final del manuscrito. SL y FV: establecieron el protocolo de trabajo,
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procesamiento del estudio fenotipico de las cepas y su analisis.
AU proporciond las cepas provenientes de aspergilosis invasivas
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