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Resumen

Introduccion: Aspergillus es un hongo de importancia clinica, del cual se conocen
aproximadamente 446 especies, las cuales no pueden diferenciarse empleando
caracteres morfoldgicos. EI 90% de las infecciones causadas por este género se
atribuyen a la seccién Fumigati. Se ha evidenciado, en este género, un incremento en la
resistencia a azoles; y el mecanismo mas descrito, asociado a resistencia, son
mutaciones del gen CYP51.

Objetivo: Caracterizar aislamientos de Aspergillus seccion Fumigati pertenecientes al
cepario del grupo Biologia celular y molecular de la Corporacion para Investigaciones
Biologicas (CIB), mediante herramientas morfoldgicas y genéticas e identificar, en estos
aislamientos, mutaciones asociadas a resistencia a azoles y su perfil fenotipico de
sensibilidad.

Metodologia: La caracterizacion morfoldgica se realiz6 empleando herramientas macro
y microscopicas para llegar a nivel de seccion. Para la identificacion a nivel de especie
se secuencid el genoma completo, se ensamblo y posteriormente se realizé un BLAST.
Para la busqueda de mutaciones se comparé el gen CYP51 de los aislamientos con un
genoma de referencia (AF338659.1). La concentracion inhibitoria minima (CIM) para
Itraconazol, voriconazol y posaconazol se realizé siguiendo las recomendaciones del
EUCAST para hongos filamentosos.

Resultados: Los 13 aislamientos secuenciados correspondieron a la especie
Aspergillus fumigatus, 8 de ellos presentaron la mutacion N298K en el gen CYP51
reportada en China que se ha asociado a resistencia a azoles. Once de los aislamientos
que se evaluaron mediante el método EUCAST fueron resistentes por lo menos a uno
de los azoles evaluados.

Conclusiones: El 55% de los aislamientos presento resistencia por lo menos a un azol,
lo que genera una seinal de alerta epidemioldgica, unicamente 4 de los aislamientos con
MIC elevada presentaron mutaciones en el gen CYP51, los aislamientos restantes no
mostraron cambios respecto a la secuencia de referencia. Podria sospecharse que el
origen de su resistencia no es a causa de mutaciones en este gen.

Palabras clave: Aspergillus fumigatus, Familia 51 del Citocromo P450, azoles,

Secuenciacion Completa del Genoma, microscopia, medios de cultivo.
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Abstract

Introduction: Aspergillus is a clinically important fungus, of which approximately 446
species are known, which cannot be differentiated using morphological characteristics,
90% of infections caused by this genus are attributed to the Fumigati section. An
increase in resistance to azoles has been evidenced in this genus; and the most
described mechanism, associated with resistance, are mutations of the CYP57 gene.
Objective: To characterize isolates of Aspergillus Fumigati section belonging to the
strain collection of the Cellular and Molecular Biology group of the Corporacion para
Investigaciones Bioldgicas (CIB), using morphological and genetic tools and to identify,
in these isolates, mutations associated with resistance to azoles and their phenotypic
sensitivity profile.

Methodos: The morphological characterization was carried out at the macro and
microscopic tools to reach the section level. For species-level identification, the
complete genome was sequenced, assembled, and subsequently BLASTed. To search
for mutations, the CYP51 gene of the isolates was compared with a reference genome
(AF338659.1). The minimum inhibitory concentration (MIC) for Itraconazole,
voriconazole, and Posaconazole was performed using the EUCAST method for
filamentous fungi.

Results: The 13 sequenced isolates correspond to the species Aspergillus fumigatus
species, 8 of them presented the N298K mutation in the CYP51 gene, reported in China,
which has been associated with resistance to azoles. Eleven of the isolates that were
evaluated by the EUCAST method were resistant to at least one of the azoles
evaluated.

Conclusions: Fifty-five percent of the isolates presented resistance to at least one
azole, which generates an epidemiological alert signal, only four of the isolates with high
MIC presented mutations in the CYP571 gene, the remaining isolates didn't show
changes with respect to the sequence of the reference. It could be suspected that the

origin of their resistance is not due to mutations in this gene.
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Introduccién

Aspergillus es un hongo filamentoso que se encuentra dentro del orden
Eurotiales,
su taxonomia varia conforme se avanza en su analisis genético; hasta el momento se
han aceptado 6 subgéneros, 27 secciones y alrededor de 446 especies (1); la seccidn
Fumigati es una de las mas ricas e importantes del género (2), la especie Aspergillus
fumigatus es la mas representativa y estudiada de la seccién ya que se le atribuyen el
90% de las infecciones causadas por este género(3,4). Empleando herramientas
morfologicas sélo es posible llegar a nivel de seccion, esto debido a que las especies
no pueden distinguirse facilmente utilizando las herramientas convencionales de
identificacion, por ello se denominan como miembros de complejos(5,6).

Su presencia ha sido reportada en casi todos los ambientes , sus propagulos se
transportan de un lugar a otro a través del viento y el polvo, ventilacion o ingreso y
salida de personas a determinados espacios y cuando las condiciones son favorables
(7) puede causar una alta gama de infecciones (5). Se considera como la segunda
micosis oportunista en el mundo (8), mas de 14 millones de personas padecen o han
padecido aspergilosis (9), siendo el complejo A. fumigatus el que se encuentra mas
comunmente asociado a infeccion invasiva en pacientes inmunosuprimidos (5,10), la
mortalidad puede ir hasta el 90% dependiendo del tipo de huésped y la presentacion
clinica (5).

La gravedad a la que puedan progresar las diferentes patologias causadas por
Aspergillus como fibrosis pulmonar, aspergilosis cronica necrosante, incluso
diseminacion a sistema nervioso central (SNC) con mortalidad hasta del 80%, hacen
evidente la necesidad de implementar una terapia antimicoética dirigida a cada agente
especifico. Usualmente la terapia se realiza con anfotericina B y azoles; sin embargo,
en los ultimos afios se ha evidenciado un incremento en la resistencia a este ultimo

grupo de antimicéticos y aunque no se conoce su origen, se atribuye al uso prolongado



CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE Aspergillus SECCION Fumigati...

de estos antimicrobianos y posiblemente a aspectos ambientales como el uso de ciertos
fungicidas en la agricultura (5)

Segun un analisis realizado en aislamientos de A. fumigatus enviados al
Centro de Referencia de Micologia de Manchester, el 23% de los aislamientos
obtenidos en el afio 2008 y el 31% de los obtenidos en el 2009 fueron resistentes por lo
menos a un azol. Dentro de los aislamientos el 97% era resistente al itraconazol; solo el
3% a voriconazol, y el 78% a multiples azoles (4).

Un estudio realizado en la ciudad de Bogota en el afio 2016, donde se
recuperaron 45 aislamientos de muestras clinicas y ambientales, y utilizando el método
E-Test, indicaron que el 32% de los aislados de A. fumigatus presentaron resistencia a
voriconazol y sensibilidad intermedia a itraconazol (11).

Actualmente un mecanismo de resistencia comunmente descrito en A. fumigatus
es la mutacion en el gen CYP51, este codifica para la enzima lanosterol 14 a-
desmetilasa que se encarga de la biosintesis del ergosterol, y que actua como blanco
de los azoles; la resistencia asociada a estos antimicéticos se debe principalmente a un
aumento en la expresion de esta enzima, a causa de duplicaciones en la region
promotora o mutaciones puntuales dentro del mismo gen. La mutacién T34 /L98H
presenta una repeticion en tandem de 34 pb en el promotor, a lo que se suman
mutaciones puntuales dentro de este gen ocasionando un reemplazo de leucina por
histidina en el codon 98 (12-15), otro mecanismo similar implica una repeticién en
tandem de 46 pb en la regién promotora acompanada de sustituciones de fenilalanina
por tirosina en el codén 121 y alanina por treosina en el 289 (TR 46 / Y121F / T289A)
confiriendo resistencia a voriconazol (16)

Se han reportado frecuencias globales de resistencia a este grupo de
antimicoticos
quevan hasta el 28%, observandose variaciones en los diferentes estudios. En Paises
Bajos se encontré que 127 de 952 cepas clinicas presentaban los mecanismos de
resistencia ambiental TR34 / L98H y TR46 / Y121F / T289A (17) En otro estudio
realizado con la participacion de 19 paises se encontré que el 55,3% de los aislados de
A. fumigatus que presentaron resistencia a azoles compartia el mecanismo anterior

(18). En Colombia y especificamente en Medellin, la prevalencia de la resistencia de
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Aspergillus seccidn Fumigati a los azoles se desconoce, lo que hace necesario indagar
las caracteristicas de susceptibilidad que tienen los aislamientos a estos antimicoticos.
Dada la dificultad que se presenta para identificar las especies por su similitud

morfologica, es importante realizar una caracterizacion a nivel macro y microscopico
qué permita identificar los aislamientos hasta el nivel de seccidn, y posteriormente
mediante marcadores moleculares determinar la especie, lo que es importante ya que
los patrones de sensibilidad pueden ser diferentes entre estas. La distribucion de este
hongo es amplia a nivel ambiental, la alta mortalidad a la que puede llegar la
aspergilosis en individuos inmunocomprometidos, los reportes sobre el incremento de la
resistencia a la primera linea de tratamiento que son los azoles y el desconocimiento en
Colombia y especificamente en Medellin de la prevalencia de la resistencia de
Aspergillus seccion Fumigati a los azoles refuerzan la importancia de realizar estudios
que evaluen el perfil de susceptibilidad y las mutaciones mas frecuentes en la enzima
blanco de estos antimicoticos; esto con el fin de orientar nuevas investigaciones que
deriven en la generacion de nuevos conocimientos en cuanto a terapias alternativas y
ademas conocer la epidemiologia local puede servir como insumo para adoptar

medidas que frenen la expansion de esta problematica.
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Materiales y métodos

Tipo de estudio y muestra

Este trabajo es un estudio de tipo descriptivo transversal, cuya poblacion de estudio
fueron 24 aislamientos de Aspergillus. Se eligieron aquellos clasificados como seccidn
Fumigati del cepario Aspergillus del grupo Biologia Celular y Molecular CIB-UdeA,

aislados de muestras clinicas, y ambientes intra y extrahospitalarios.

Tabla 1. Fuente de origen de cada aislamiento
Fuente

Hospitalari
Ambiental Clinica a

MAA-8 MCA-2 MHA-1
MAA-11 MCA-4 MHA-2
MAA-12  MCA-5 MHA-4

MCA-6 MHA-13

MCA-9 MHA-38

MCA-13  MHA-43

MCA-14  MHA-60

MCA-15  MHA-71

MCA-16  MHA-73

MCA-17  MHA-77

MHA-80
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Caracterizacion macroscopica

Para confirmar la seccién a la que pertenecian los aislamientos seleccionados, se
realizé inicialmente una caracterizacidn macroscopica. A partir del banco de conidias se

cultivd un preinéculo en medio papa dextrosa agar (PDA). Después de 5 dias de

crecimiento, se prepard un in6culo de 1x10° conidias/mL, que fueron cultivadas por
triplicado (2,5 yL por cada siembra) en los medios Sabouraud, extracto de malta (MEA),
agar autolizado de levadura Czapek (CYA) y papa dextrosa agar (PDA). Las cajas de
petri se incubaron a 25°C y 37 °C en condiciones de oscuridad.

En el dia 7 se registraron las caracteristicas macroscoépicas: color en anverso y reverso,
diametro, textura (algodonoso denso o laxo, aterciopelada, pulverulenta fino o grueso),
topografia (Plana, elevada, con depresion central), presencia de pigmentos y exudados.
Los aislamientos se cultivaron nuevamente hasta el dia 40 para la busqueda de
estructuras especiales como esclerotes y cleistotecios.

Los medios incubados a una temperatura de 37°C se evaluaron a los 3 dias de
incubacion, se determind el crecimiento y esporulacion.

De cada una de estas observaciones se realizd un registro fotografico por el anversoy
reverso con camara Canon con el fin de determinar el cédigo de color de la colonia con
el programa Adobe Color en la escala de colores RGB.

(https://color.adobe.com/es/create/color-contrast-analyzer)
Caracteristicas microscépicas

Para evaluar las caracteristicas microscopicas se empled inicialmente la técnica de
microcultivo: en una caja de petri estéril se pone un papel filtro, sobre este dos palillos
de madera y un portaobjetos con 2 recortes de medio PDA de 1cm x 1cm, en cada

vértice del agar se inocula un pequeno fragmento de colonia, se cubre cada uno con
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una laminilla y se deposita agua estéril al papel filtro para proporcionar humedad,
finalmente se incuba a 25°C. Las laminas portaobjetos se desmontaron el dia 4; para su
preservacion se utilizé azul de lactofenol con y sin liquido de montaje.

Se evaluaron: caracteristicas del conidiéforo (longitud, grosor de la pared, textura,
ramificacion, pigmento, color del pigmento), célula pie (presencia, tipo de simetria),
vesicula (forma, tamafo), métula (presencia), fialides ( fertilidad), conidias (forma,
tamano, textura, color, organizacién), penicilias, vesicula proliferante y estructuras
especiales como cleistotecios (presencia, tamafo, color), ascosporas (presencia,
tamano, color, pared, forma, textura, tipo de ornamentacién), células de Hdlle
(presencia, tamano, color, forma) con las claves taxonémicas de Samson y Pitt, Klich 'y
Visagie (19).

Se realizd un registro fotografico en los objetivos de 10x, 40x y 100x con el software
Leica LAS EZ version 3.4.0 en el microscopio DM750 y camara ICC50W Las
mediciones se realizaron a partir de las fotos con el programa ImageJ versién 1.8.0. Se

evaluaron 200 conidias, entre 23-50 conididforos, 25y 50 vesiculas.

Identificacion genémica

Se seleccionaron 13 aislamientos identificados morfolégicamente como Asperqgillus
seccion Fumigati, Las secuencias de los genes Betatubulina, Calmodulina, RNA
polimerasa |l y espaciadores transcritos internos (ITS) de los 13 aislamientos (10 de
ambientes intrahospitalarias y 3 clinicas), fueron proporcionados por las por el grupo
Biologia Celular y Molecular CIB-UdeA del area de biologia computacional. Para la
identificacion a nivel de especies se realizé un BLASTnN
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST SPEC=GeoBlast&P
AGE_TYPE=BlastSearch) por cada secuencia y se tuvieron en cuenta parametros
como porcentaje de identidad y cobertura cercanas al 100%, cobertura y un E value de

0,0 con secuencias de centros de referencia.
Busqueda de mutaciones en el gen CYP51

Para evaluar la presencia de mutaciones el gen Cyp51 se hizo analisis del gen y su

region promotora en los 13 aislamientos elegidos, esto mediante un alineamiento


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST_SPEC=GeoBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch
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multiple en Geneious, con la secuencia de referencia de este gen en A. fumigatus tipo
silvestre con cddigo del GenBank AF338659.1. Después de tener el alineamiento se

realizd una busqueda de los cambios de bases respecto a la secuencia de tipo silvestre.
Prueba de susceptibilidad para diferentes antimicéticos

Se evalud la sensibilidad a voriconazol, posaconazol, itraconazol en todos los
aislamientos, la concentracidn minima inhibitoria (MIC) se determind utilizando el

método de microdilucién en caldo para hongos filamentosos propuesto por EUCAST. Se

utilizé el caldo RPMI 1640 con 2% de glucosa, con un indéculo inicial de 2 x10 SUFC/mL,
esto se hizo por duplicado y se incubd durante 48 horas a 37°C, la lectura se realizo

con ayuda de un espejo.
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Resultados

Identificacion morfolégica

Basados en las claves morfolégicas, 24 aislamientos fueron clasificados como
Aspergillus seccidn Fumigati, y se tuvieron en cuenta las caracteristicas como color
verde-grisaceo de la colonia, cabezuelas uniseriadas y columnares, y conidias globosas

0 subglobosas que pueden ser lisas o0 rugosas.

Tabla 2. Diametro de crecimiento de los aislamientos en los medios Sabouraud, MEA,
CYAy PDA

Diametro de la colonia
Aislamiento

Sabouraud MEA CYA PDA

MCA-2 6,8 5 6,7 6,3
MCA-4 6,1 6,5 6,1 6,1
MCA-5 6,9 6,3 6,7 6,4
MCA-6 6 55 5,2 54
MCA-9 2 53 3,9 4,7
MCA-13 7,5 6,4 7,7 7,8
MCA-14 7,6 6,3 75 7,6
MCA-15 7,8 6,4 7,8 7,8
MCA-16 7,5 6,3 7,1 7.4
MCA-17 7,8 6,6 7,9 8

MAA-8 2,2 3,4 2,3 4,9
MAA-11 6,4 6 6,1 6,6
MAA-12 24 3,1 1,7 3,8

MHA-1 6,1 6,7 6,8 6,7
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MHA-2 5,8 6,6 6,6 6,5
MHA-4 6,2 6,5 6,4 6,4
MHA-13 5,9 3,6 5,2 5,9
MHA-38 6,6 6,7 6,6 6,7
MHA-43 6,5 6,6 6,5 6,5
MHA-60 5,1 5,1 4,8 5
MHA-71 6,4 6,1 6,1 6,6
MHA-73 6,1 6,4 6,4 6,2
MHA-77 6,2 6,4 6,7 6,7
MHA-80 6,4 6,7 6,7 6,7
Promedio 6,0125 5,85416667 6,0625 6,3625
Desviacion

estandar 1,69593351 1,08225978 1,5650566 1,07912101

Nota. Se muestra el aislamiento y el diametro de crecimiento en los medios SB, MEA, CYA y PDA en el
dia 7. Se obtuvieron colonias con un crecimiento promedio de 6 cm en el medio Sabouraud, 5,8 cm en
MEA, 6 cm en CYA, 6,4 cm en PDA.

El 68,4%, 78,9%, 68,4%,78,9% de los aislamientos presentaron una textura
pulverulenta fina y algodonosa en los medios Sabouraud, MEA, CYA y PDA
respectivamente. El 31,6%, 21,1%,10,5% y 21,1% presentaron una textura pulverulenta
fina en Sabouraud, MEA, CYA y PDA, respectivamente. En CYA se presentaron
texturas adicionales como algodonosa laxa en el 15,8% de las colonias y 5,3%

algodonosa densa.

Figura 1. Porcentaje de texturas en cada medio.
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Nota. Se evidencia graficamente el porcentaje de cada textura que se obtuvo en los diferentes medios de

cultivo, con mayor representacion de la textura pulverulenta fina y algodonosa.

El 26,3%, 42%, 57,9% de las colonias presentaron surcos en los medios Sabouraud,
MEA y CYA, respectivamente. También fue comun la topografia plana con un 52,6%,
36,8%, 26,3% y 100% en Sabouraud, MEA, CYA y PDA. El 5,3%fueron planas con
centro elevado y surcadas tanto en Sabouraud como en MEA. EIl 5,3% en MEA y CYA
fue umbonada surcada. El 10,5% en CYA tuvo una topografia elevada y el 5,3% plana

con centro elevado en Sabouraud y 5,3% elevada surcada. (Figura 2,3)

Figura 2. Porcentaje de topografias en cada medio
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Nota. Se evidencia graficamente el porcentaje de cada topografia que se obtuvo en los diferentes medios

de cultivo.
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Figura 3. Crecimiento de la colonia por anverso y reverso

FACATIT  / #BF \;{7?/ HBFR6IE J #pEDGC]

Nota. Colonias de Aspergillus Fumigati en su anverso y reverso a los 7 dias de crecimiento incubadas a
25°C. A. Colonia en medio Sabouraud, de textura pulverulenta fina y topografia plana, las flechas indican
el cédigo de color en ese punto de la colonia; B. Colonia en medio extracto de Malta, tiene una textura
pulverulenta fina y una topografia plana surcada con centro elevado; C. Colonia en CYA, de textura
pulverulenta fina y algodonosa y de topografia surcada. D. Colonia en PDA, de textura pulverulenta fina 'y
algodonosa y topografia plana.

El 25% de las colonias presentd un exudado transparente en el dia 7, Unicamente en el

medio extracto de malta.

Figura 4. Exudado
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Nota. Exudado transparente de colonias de Asperqgillus seccion Fumigati en medio Extracto de Malta

Ningun aislamiento mostré presencia de esclerotes, cleistotecios o alguna estructura
especial en las placas realizadas a los 40 dias de incubacion a 25°C.
Todos los aislamientos incubados a 37°C crecieron y esporularon en el dia 3 de

incubacion.

Figura 5. Crecimiento y esporulacion

Nota. Crecimiento y esporulacion a 37°C en los medios A. SB, B. MEA, C. CYAy D.PDA.

Microscopicamente los conidiéforos presentaron una longitud muy diversa entre cada
aislamiento, que va desde los 30 a los 350 uym, con una pared delgada, lisa, sin
ramificaciones y con un pigmento ligeramente café. La mayoria de los aislamientos
tenia presencia de célula pie asimétrica. Presentaron cabezuelas parcialmente fértiles

cuya vesicula tenia forma subglobosa e iba desde los 2,4 ym hasta los 42,6 ym de
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didmetro. Las conidias tenian una organizacion columnar, textura lisa, forma

subglobosa, pigmentacion café verdosa y un diametro entre 1,3y 3,9 um.

Figura 6. Morfologia microscépica

Nota. Morfologia microscépica de los aislamientos de Aspergillus seccidon Fumigati. En la parte superior
se encuentran las estructuras en liquido de montaje, en la parte inferior con azul de lactofenol.

A.Cabezuela de Aspergillus secciéon Fumigati en 10x. La flecha 1 sefala la célula pie asimétrica,
la 2 el conididforo, la 3 sefala la cabezuela uniseriada con organizacion columnar; B Vesicula de
Aspergillus seccidon Fumigati en 40x, la flecha 4 sefala una vesicula de forma subglobosa, la
flecha niumero 5 senala las fialides; C Se observan en 100x las conidias de forma subglobosa y
globosa, de pared lisa y con un pigmento verdoso.

La identificacion genémica revela a Aspergillus fumigatus como la especie mas

representada.

Los 13 aislamientos a los que se les realiz6 la identificacion gendmica, segun los genes
calmodulina, B-tubulina, RNA pol Il e ITS correspondieron a la especie Aspergillus
fumigatus. Los 11 aislamientos restantes del n total pertenecen a la seccién Fumigati
segun las caracteristicas morfoldgicas.
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Tabla 3. Porcentaje de identidad de las secuencias

%ldentidad para cada marcador

Aislamiento Especie
ITS Calmodulina RNA pol |l B-tubulina

MHA-1 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-2 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-4 100% 100% 100% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-13 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-38 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-43 100% 100% 99,9% 100% Asperqgillus fumigatus
MHA-71 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-73 100% 100% 100% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-77 100% 100% 100% 100% Aspergillus fumigatus
MHA-80 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MCA-4 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MCA-5 100% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus
MCA-6 99,83% 100% 99,9% 100% Aspergillus fumigatus

Pruebas de susceptibilidad y mutaciones en el gen CYP51.

Diez aislamientos presentaron resistencia por lo menos a un azol, dos aislamientos
fueron resistentes unicamente a la accion de itraconazol, uno a posaconazol y dos
aislamientos a voriconazol. Tres aislamientos fueron resistentes a posaconazol e
itraconazol, y dos aislamientos tuvieron resistencia panazdlica.

No se encontraron mutaciones en la region promotora del gen CYP571A en ninguno de
los aislamientos. Ocho aislamientos presentaron una sustitucién en el codén 248
correspondiente a la mutacion N248K

Tabla 4. MIC de aislamientos resistentes y mutaciones en gen CYP51

MIC(mg/L)
Mutacién
AISLAMIENTOS  yor TR IPos
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RESISTENTES

MCA-4 1 2 0,25 |N/A
MCA-5 1 2 0,25 |N/A
MCA-9 1 4 0,5 N/A
MCA-13 1 1 0,25 |N/A
MCA-14 2 2 0,5 N/A
MCA-17 1 1 0,25 |N/A
MAA-11 1 1 0,25 |N248K
MHA-1 1 1 0,125 |N248K
MHA-2 1 1 0,5 N/A
MHA-4 1 2 0,5 N/A
MHA-13 1 2 0,5 N248K
MHA-43 1 1 0,25 |N248K
MHA-60 2 2 0,5 N248K
MHA-71 2 1 0,25 |N248K
MHA-73 1 0,5 10,25 |[N248K
MHA-77 2 0,5 10,25 |[N248K
MHA-80 1 0,5 0,25 |N248K

Nota. Se muestra la Minima concentracion inhibitoria de aislamientos que fueron resistentes para

voriconazol, itraconazol y/o posaconazol, y mutaciones encontradas en el gen CYP51.

Discusion

Las especies Aspergillus de la seccidon Fumigati son muy similares entre si a nivel
morfolégico, por lo cual es dificil diferenciarlas utilizando las claves taxondémicas
descritas, y esto evidencia las limitaciones que presentan los métodos diagnosticos
convencionales. Las especies de esta seccion presentan una coloracién caracteristica
verde-grisacea, su textura inicia algodonosa y se va tornando pulverulenta a medida

que el cultivo envejece, su topografia es predominantemente plana y con surcos
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dependiendo del medio de cultivo en el cual esta creciendo. En cuanto a las
caracteristicas microscopicas, esta seccion presenta una cabezuela columnar,
uniseriada, y parcialmente fértil, cuya vesicula puede medir hasta 30 um, y tiene forma
subglobosa, su conidioéforo es generalmente liso y su longitud puede alcanzar los 400
um, las conidias tienden a ser un poco rugosas o lisas y su didametro es
aproximadamente de 2-3um. Los hallazgos macro y micro morfoldégicos encontrados en
nuestro estudio coinciden con la descripcion que plantean Klich y Pitt para Aspergillus
seccion Fumigati en la mayoria de los aislamientos (20). Se encontraron diferencias
morfolégicas en 3 aislamientos de la seccidn, que pudieran ser sugestivas de
pertenecer a especies diferentes de esta seccion, su diametro de crecimiento por los
menos en 3 medios fue inferior a 40mm a diferencia de los demas aislamientos que en
general era superior a los 60mm, adicionalmente su textura fue predominantemente
pulverulenta, sin regiones algodonosas y estas caracteristicas generalmente
coexistieron en los demas aislamientos, también sus surcos y elevaciones fueron mas
pronunciados que los de los demas, esta agrupacién de caracteristicas macro
morfologicas diferentes podrian ser sugestivas de especies diferentes a A. fumigatus;
sin embargo las herramientas morfologicas no son suficientes para hacer tal
diferenciacion, y es necesario secuenciar su genoma para establecer con certeza la
especie a la que pertenecen (20)

No se ha descrito hasta el momento reproduccion sexual, ni presencia de estructuras
especiales como células de Hulle, cleistotecios o ascosporas para esta seccion de
Aspergillus, hecho que se reiter6 en este trabajo al realizar las placas de cultivos con 40
dias de incubacion en condiciones de oscuridad, y no hallar alguna de estas estructuras
(21)

Morfologicamente dentro de cada seccién del género Aspergillus se comparten
caracteristicas que hacen imposible la identificacion a nivel de especie; sin embargo,
mediante técnicas de secuenciacion se puede llegar a discernir entre cada una de ellas.
Aspergillus fumigatus es la especie mas descrita de la seccion Fumigati ya que es la
mas frecuentemente se aislada en pacientes con aspergilosis y se encuentra
ampliamente distribuida en el ambiente. En este estudio, los 13 aislamientos

secuenciados, corresponden a A. fumigatus, y se aislaron tanto de muestras clinicas
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como de muestras hospitalarias, sus caracteristicas morfolégicas como el diametro,
textura y topografia fueron similares entre si. Este hallazgo muestra una variacion
respecto a un estudio realizado en Peru en el que se encontré unicamente el 50% de
los aislamientos recuperados de pacientes con Aspergilosis invasiva correspondian a la
especie A. fumigatus (22).

En este estudio se encontré que el 58% de los aislamientos son sensibles a la accion
de los 3 azoles, sin importar la fuente de la que se aislaron, 1 aislamiento fue resistente
unicamente a posaconazol, 9% fue resistente a todos los azoles, 21% a Itraconazol y
voriconazol , 9% a voriconazol unicamente. Los azoles son los tratamientos primarios
para combatir la aspergilosis, debe resaltarse que debido a los pocos estudios
realizados, no existe un valor de corte para determinar la resistencia de Aspergillus a
los antifungicos y unicamente se brindan valores de corte epidemioldgicos. El alto
porcentaje de resistencia encontrado podria ser una alerta epidemioldgica, para la
realizacion de mas estudios que puedan brindar datos sobre la resistencia real de las
cepas de Aspergillus que circulan en la ciudad.

Un estudio realizado en Bogota - Colombia en el afio 2016 recupero 45 aislamientos de
muestras clinicas y ambientales concluyendo, mediante el método E-Test, que el 32%
de aislados de A. fumigatus presentaba resistencia a voriconazol y sensibilidad
intermedia a itraconazol (23). En nuestro estudio se encontré un porcentaje mayor de
resistencia, el 55% de los aislamientos no fue susceptible a la accién de por lo menos
un azol, esta variacion puede deberse al tipo de ambiente evaluado, que en nuestro
caso es hospitalario y podria representar un mayor numero de aislamientos resistentes
por el uso de desinfectantes que cotidianamente son necesarios en estos lugares.

Las mutaciones que mas frecuentemente confieren resistencia a azoles son la T34
/L98H y TR 46 / Y121F / T289A, estas implican un aumento en la produccion de la
enzima lanosterol 14 a-desmetilasa encargada de la biosintesis del ergosterol, y que
actua como blanco de los azoles, también se disminuye la afinidad de los antimicéticos
sobre esta enzima, causando resistencia principalmente a Voriconazol. En los
aislamientos evaluados en este estudio no se encontraron estas mutaciones. Sin
embargo, se hallé una sustitucion en la posicién 248 del gen CYP51A, esta mutacion se

ha reportado como frecuente en China, pero en nuestro pais es el primer reporte
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conocido, a esta mutacion en conjunto con la mutacion V436A se le ha atribuido como
causante de resistencia a azoles; sin embargo, la mutacion N248K por si sola no ha
sugerido resistencia en Aspergillus fumigatus (24,25).

La mutacion N248K se encontré en 8 aislamientos cuya fuente de aislamiento fue
unicamente hospitalaria, 4 de estos aislamientos no presentaron resistencia a ningun
antifungico, los 4 aislamientos restantes que presentaron la mutacion (Tabla 4) fueron
resistentes a itraconazol+posaconazol, panazol y voriconazol respectivamente; sin
embargo no puede asegurarse que la presencia de esta mutacion sea la causante de la
resistencia. Los aislamientos restantes que presentaron resistencia a por lo menos un
antifungico no presentaron ninguna mutacién en el gen CYP51A, y el origen de su

resistencia puede deberse a mecanismos diferentes.
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Conclusiones

El estudio macro y micromorfolégico de Aspergillus seccion Fumigati permite determinar
certeramente la seccion; sin embargo es completamente necesario realizar analisis con
marcadores moleculares para identifilcar la especie a la que pertenecen.

El uso de los genes B-tubulina, Calmodulina, ITS y RNApol Il permitieron determinar
que los 13 aislamientos secuenciados son Aspergillus fumigatus.

El 42% de los aislamientos presento resistencia por Io menos a un azol, lo que genera
una sefial de alerta epidemioldgica, unicamente 4 de los aislamientos con MIC elevada
presentaron mutaciones en el gen CYP51A, los aislamientos restantes no mostraron
cambios respecto a la secuencia de referencia.

La mutacion N248K (CYP51A) no explica por si sola la resistencia a Itraconazol,
voriconazol y posaconazol. Podria sospecharse que el origen de su resistencia no es a

causa de mutaciones en este gen.
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