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RESUMEN

M.C. Mariana Elizondo Zertuche Fecha de obtencion del grado: Enero
del 2015

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Titulo del estudio: CARACTERIZACION MOLECULAR Y FENOTIPICA DE
AISLAMIENTOS CLINICOS Y AMBIENTALES DEL COMPLEJO Pseudallescheria
boydii.

Numero de Paginas: 148 Candidata al Grado de Doctor en Ciencias con
orientacion terminal en Microbiologia Médica

Area de estudio: Microbiologia.

Propésito y Método de estudio: A nivel mundial la scedosporiosis es
una micosis emergente con un amplio espectro de manifestaciones clinicas y
de dificil tratamiento, cuya incidencia es cada vez mayor en pacientes
iInmunocomprometidos. Recientemente con base en hallazgos moleculares, se
demostrd que P. boydii es un complejo, por lo que es importante llegar a una
identificacion precisa de sus especies. El objetivo principal de este trabajo fue
aislar y caracterizar muestras clinicas y ambientales del complejo
Pseudallescheria boydii por medio de estudios fenotipicos y moleculares. Se
recolectaron 101 muestras ambientales de suelo de distintas areas y regiones
geograficas de México, ademas se recolectaron los datos clinicos y
epidemioldgicos de 17 muestras de pacientes con diagnostico mediante cultivo
de scedosporiosis las cuales fueron recolectadas en un periodo de 13 afios
(2000 - 2013) en el Centro Regional de Enfermedades infecciosas (CREI) del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina, UANL., del estado
de Nuevo Leon. A todos los aislamientos clinicos y ambientales se les realizd
identificacion microbiolégica mediante la observacibn macroscépica y
microscopica, pruebas fisiolégicas, enziméticas y la identificacion molecular
para obtener la identificacion definitiva mediante secuenciacion de una region
parcial del ITS del ADNr. Posteriormente se llevd a cabo la determinacién del
pH y nitrogeno total de las muestras de suelo positivas. Se llevo a cabo el
estudio de susceptibilidad in vitro a diferentes antifungicos. Por otro lado,
partiendo de la identificacion molecular se realiz6 el estudio de carga fungica e
histopatologia en un modelo murino de scedosporiosis sistémica. Por ultimo se
siguidé con el analisis estadistico para establecer posibles correlaciones entre
los hallazgos fenotipicos y genotipicos con las caracteristicas ambientales,
geograficas y epidemioldgicas de las especies obtenidas.



Conclusiones y contribuciones : Se llevd a cabo un estudio
filogenético basado en el analisis de una region parcial del ITS del
ADNr, lo que corrobor6 que el complejo de Scedosporium esta
compuesto por una variedad de especies cripticas.La secuenciacion de
la region parcial del gen del ITS del ADNr aporté informacién
filogenética para la identificacion de las especies del complejo, sin
embargo; es necesaria la secuenciacion de otros genes conservados
como -tubulina, region D1 y D2 del ADNr, calmodulina, etc., para
corroborar esta identificacion.

Se logro el aislamiento de 7 especies del complejo Scedosporium (S.
boydii, S. apiospermum, S. aurantiacum y S. dehoogii, P. angusta, P.
fusoidea y P. ellipsoidea), asi como también cepas de L. prolificans a
partir de aislamientos clinicos.Se logro el aislamientos de las especies
del complejo a partir de distintos origenes y areas geograficas del pais,
destacando a Scedosporium apiospermum como la especie mas
ampliamente distribuida en México. El sitio donde se obtuvieron el
mayor numero de aislamientos fue de jardin urbano y parques
industriales.

Mediante las determinaciones fisioldgicas no fue posible llegar a una
identificacion precisa de las especies del complejo.Se demostré que
todas las especies del complejo obtenidas son muy resistentes in vitro a
los antifingicos convencionales. Los aislamientos de L. prolificans
fueron lo que mostraron mayor resistencia a todos los antifingicos
probados.S. apiospermum, S. aurantiacum y L. prolificans fueron las
especies mas virulentasen un modelo murino de infeccién sistémica sin
inmunosupresion.

Dr. C. Gloria Maria Gonzalez Gonzéalez
Director de tesis



CAPITULO |

INTRODUCCION

Generalidades sobre el género  Scedosporium

Scedosporium es un género de ascomicetos que pertenece a la familia
Microascaceae [1]. Este género se caracteriza por presentar una morfologia
polimorfica, ya que pueden presentar hasta tres formas diferentes; una forma
sexual o teleomorfa y dos formas asexuales o anamorfas [2,3]. Estas dos formas
asexuales se clasifican en los géneros Scedosporium y Graphium [4].El género
teleomorfo (Pseudallescheria) se caracteriza por la produccion de cuerpos
fructiferos llamados peritecios (abiertos) o cleistotecios (cerrados), esféricos, con
paredes finas, membranaceas y de textura rugosa [5]. Los ascos son esféricos,
de paredes delgadas, evanescentes y contienen generalmente ocho ascosporas.
Dichas ascosporas son frecuentemente simétricas, elipsoidales o fusiformes. El
anamorfo Scedosporium, posee conidioforos frecuentemente no ramificados, los
cuales son portadores de células conididgenas anelidicas, es decir, a medida
que producen los conidios, éstos, tras su liberacion, dejan una serie de cicatrices
anulares en el cuello de las mismas [6,7]. Dichas células conidiégenas o
anélides pueden crecer incluso directamente de hifas indiferenciadas. Los

conidios suelen tener forma ovoide y son de color marrén.



Por otro lado, en género Graphium posee conidiéforos ramificados, los
cuales se organizan en forma de sinemas o coremios. El coremio consiste en la
union de varios conidiéforos que forman un tronco erguido, de color amarillo-
marrdn, estos terminan en una especie de cepillo de células conidibgenas
delgadas en cuyo apice se acumulan los conidios. La conidiogénesis es similar a
la de Scedosporium, pero las células conidiégenas son mas pequefas y los
conidios mas estrechos y menos pigmentados [3]. Este anamorfo no siempre

esta presente en los cultivos.

1.2 Historia

El género Pseudallescheria ha sufrido diversos cambios en su
nomenclatura y ubicacion a nivel de familia. Su historia inicia en 1922 con la
descripcion de la primera especie del género, Pseudallescheria boydii, que
recibio inicialmente el nombre de Allescheria boydii [5]. En 1970 pas6 a formar
parte de la familia Microascaceae, pero bajo el nombre de Petriellidium malloch
[8]. EI nombre del género Pseudallescheria fue propuesto en el afio 1944 por
Negroni y Fischer para denominar a un ascomiceto, Pseudallescheria shearii,
aislado de un micetoma humano [1], sin embargo, McGinnis y col. (1982)
determinaron que Petriellidium boydii y Pseudallescheria shearii era el mismo
hongo. Asi el género Pseudallescheria incluiria finalmente las siguientes
especies: Pseudallescheria africana, Pseudallescheria angusta,
Pseudallescheria boydii, Pseudallescheria desertorum, Pseudallescheria

ellipsoidea, Pseudallescheria fimeti y Pseudallescheria fusoidea [2, 4, 9, 21].



Todas estas especies son morfologicamente muy similares y se distinguen
principalmente por el tamafio de sus cleistotecios y de sus ascosporas [10], tabla

1.

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas mas relevantes de las especies de

Pseudallescheria.

Ascosporas

Cleistotecios

Especie GLIPHWUR | Tamano/zjlaprr)letro Forma
Teleomorfo of S. 140 - 480 7-8 x 4-5 fusiformes
apiospermum
P. angusta 55-110 5.5-6.5x3-3.5 fusiforme
P. boydii 55 - 200 6-9 x 5-6 fusiformes
P. desertorum 80 - 110 11-14 x 7.5-10 elipsoidales
P. ellipsoidea 55 - 150 7-9 X 5-6 elipsoidales
P. fusoidea 50 - 160 6-7 x 4-4.5 fusiformes
P. munutispora 50 - 150 5-7 x 3-4 elipsoidales

A partir del analisis de secuencias de los espaciadores intergénicos (ITS)
del ADNr realizados por Rainer y col. (2000) se encontré que P. angusta, P.
ellipsoidea y P. fusoidea eran especies sinénimas de P. boydii [11]. En el2005
Gilgado y col., base ala VHFXHQFLDFLYQ GH YDULRV JHQHV FRQ\
tubulina y calmodulina) determinaron que este grupo de microorganismos son un
complejo de 8 especies distintas, P. boydii sensu estricto (anamorfo
Scedosporium boydii), P. minutispora, S. aurantiacum, P. angusta, P. fusoidea y
P. ellipsoidea, éstas Ultimas tres especies eran distintas pero estrechamente
cercanas a P. boydii [12]. Posteriormente en el 2008 estos mismos
investigadores en base a estudios de analisis genéticos de una region parcial del

JH Q -tubulina propusieron dos nuevas especies para este complejo S.



apiospermum (teleomorfo Pseudallescheria apiosperma) determinando que esta

especie no es el anamorfo de P. boydii y S. dehoogii [13].

Por otro lado, el anamorfo Scedosporium fue descrito por primera vez en
el afio 1911 y recibié el nombre de Monosporium apiospermum, a partir de una
cepa aislada de un micetoma. Sin embargo, en la revisibn realizada por
Castellani y Chalmers en 1919 se recibe en el nuevo género Scedosporium y es
a partir de entonces denominada como S. apiospermum [14]. No obstante, no
fue hasta 1944 donde se relacioné a S. apiospermum como el anamorfo (fase
asexual) de P. boydii ya que los pacientes infectados con estos microorganismos
presentaban datos clinicos similares y el anamorfo asociado a P. boydii era
morfolégicamente similar a S. apiospermum [15]. Actualmente se sabe que S.
apiospermum es un especie completamente diferente y se ha nombrado a
Pseudallescheria apiosperma como el teleomorfo (fase sexual) de S.

apiospermum [10].

Graphium eumorphum fue descrito en el afio 1886 por Saccardo.
Inicialmente situé a esta especie en el género Sporocybe, pero fue el mismo
autor quien a través de un estudio del género Graphium emplazé a esta especie
en este ultimo género [16-18]. Mas tarde fue considerada una segunda fase
asexual de P. boydii, pero Okada y col. (1998) comprobaron que G. eumorphum
era una especie diferente de P. boydii. [19]. Actualmente se emplea Unicamente
el nombre de Graphium para denominar al anamorfo de P. boydii. Sin embargo,
hoy en dia pese a su creciente importancia en la clinica, son aun pocos los

estudios realizados sobre esta especie.
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Recientemente Lackner y col. (2014), realizaron una revision de
Pseudallescheria, Scedosporium y géneros relacionados proponiendo cambios
en el coédigo internacional de nomenclatura en el uso de los nombres por
separado para los estados sexual y asexual de estos hongos, considerando que
el nombre de Scedosporium tiene prioridad sobre el de Pseudallescheria
proponiendo los siguientes cambios: en primer lugar Scedosporium prolificans el
cual es filogenéticamente distinto de otras especies de Scedosporium, sera
nombrado Lomentospora prolificans mientras Pseudallescheria minutispora se
renombrara como Scedosporium minutisporum; por otra parte el estatus
taxondmico de P. angusta, P. ellipsoidea, P. fusoidea y S. deficiens se
encuentran aun bajo investigacion por lo tanto la nomenclatura para estas

especies no tendra cambio [20].

1.3 Biologia y ecologia

El ciclo bioldgico de P. boydii (Figura 1), consiste en el desarrollo de una
fase sexual o teleomorfo, caracterizado por la produccién de esporas sexuales
(ascosporas), y una fase asexual o anamoérfica. En esta fase, no solo se
desarrolla una Unica forma asexual productora de conidios, sino también es
capaz de producir dos anamorfos, como se describio anteriormente. Uno de ellos
se le conoce con el nombre de Scedosporium, el cual siempre se encuentra en
los aislados del complejo y el otro anamorfo llamado Graphium se desarrolla con

mucha menos frecuencia especialmente en cultivos envejecidos, pero se ha



visto que ambas formas pueden estar presente en los aislamientos del complejo

de Scedosporium [3, 10, 21].

El nicho natural de P. boydii es poco conocido, pero se aisla con
frecuencia de suelos y aguas altamente contaminadas. Son hongos
cosmopolitas, que se encuentran preferentemente en regiones con climas
templados y tropicales, el aislamiento de estos hongos estd relacionado
intimamente con suelos donde se presenta actividad humana (zonas
industriales, urbanas, parques publicos y jardines de casa habitacién, etc.); sin
embargo no se ha logrado su aislamiento de areas naturales como selva o
bosques. También se ha aislado del guano de palomas, gallinas, murciélagos, y
en algunos anfibios, lo que pone de manifiesto el requerimiento de altas
concentraciones de nitrégeno y bajo pH para su reproduccion. Este tipo de
microorganismo es capaz de tolerar altas concentraciones sal (5%), bajas
concentraciones de oxigeno y una alta presién osmdtica. L. prolificans en cambio
se ha aislado de suelo y animales como gatos, caballos, o anterior sugiere un
habitat mas restringido al suelo y las plantas. S. apiospermum posee una amplia
distribucion a nivel mundial en cambio L. prolificans esta restringido a la parte
norte de la peninsula Ibérica y Australia, asi como también en California y el sur
de los Estados Unidos [21]. Dicho fenémeno hace suponer la adaptacion de
estas especies con éxito a ambientes dominados por el hombre, ademas, podria
existir un proceso de competicion entre los genotipos, seleccionandose aquellos

capaces de sobrevivir en estos ambientes [22].
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col., 2000.



1.4 Caracteristicas fenotipicas

En base a las condiciones de crecimiento que presentan estos
microorganismos son considerados de crecimiento rdpido a 25 °C en agar
dextrosa Sabouraud, donde en 7 dias son capaces de desarrollar estructuras de
reproduccion que permiten su identificacion. Sin embargo, estos hongos pueden
crecer a temperaturas desde los 30 a 45°C. Son anaerobios facultativos, son
considerados hongos hialinos, sin embargo se ha observado una pigmentacion
oscura en sus conidios relacionada con produccion de pigmentos melanicos, las
colonias tienen aspecto algodonoso o aterciopelado, planas de bordes definidos
o irregulares, lo cual los diferencia de L. prolificans. El color de la colonia
inicialmente es banco y conforme madura va adquiriendo coloraciones marron

grisaceas en base a la produccion de sus conidios [21].

No todas las cepas de S. boydii tienen la capacidad de desarrollar el
teleomorfo, aunque su formacién se ve favorecida con la siembra de las mismas
en agar harina de avena o en medios pobres como el agar papa zanahoria. Los
ascomas se caracterizan por ser de color amarillo parduzco o negro, esféricos y
FRQ XQ GLIiPHWUR GH D P ORV FXDOHV DFRV\
sumergidos en el agar. En el interior del ascoma se producen las ascosporas
gue son de forma elipsoidal, de color dorado y su tamafo oscila entre 6-7 x 3.5-4

P de diamero [5, 21].

Algunas cepas nunca originan ascomas pero en cambio, la forma

Scedosporium siempre se desarrolla. Esta se caracteriza por tener células
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conididgenas anelidicas, hialinas, que pueden surgir de hifas indiferenciadas.
Las células conididogenas producen conidios de un tamafio de 4-9 x 6- P S.
apiospermum se distingue facilmente de la otra especie del género, L.
prolificans, porque sus células conidiégenas son cilindricas, mientras las de L.
prolificans son infladas en su base y con frecuencia nacen de conidiéforos

ramificados.

Tal y como ocurre en el teleomorfo, el anamorfo Graphium no siempre
esta presente. Este, como ya hemos comentado anteriormente, se caracteriza
por la formacion de coremios. La conidiogénesis es similar a la del anamorfo S.
apiospermum, y los conidios que originan suelen ser claviformes, subhialinos o
marrones palido, de base trunca, y su tamafio oscila entre 6-12 x 3.5- P de
didmetro. Dichos conidios son mucosos y se acumulan en el apice del
conidi6éforo formando grandes masas de color amarillo o grisaceo [3, 21].

(Figuras 2-5).

(2) Anamorfo #$Scedosporium. (3) L. prolificans.
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(4) Anamorfo #raphium. (5) Teleomorfo #seudallescheria.

Desde el punto de vista fisiologico, las especies del complejo
Scedosporium apiospermum, toleran elevadas concentraciones de cloruro de
magnesio (5%) mas que altas concentraciones de cloruro de sodio; son hongos
proteoliticos y amiloliticos, tienen la capacidad de asimilar urea, asparagina,
nitrato de potasio y nitrato de amonio, ademas de azlcares como: lactosa,
sacarosa, maltosa, D-ribosa, manitol y L-arabinitol asi como crecen en presencia
de ciloheximida (8 mg/mL). Bajo estos parametros fisiolégicos se pueden
diferenciar claramente las cepas del complejo Scedosporium apiospermum de
las de L. prolificans, sin embargo; estas caracteristicas fisiolégicas no

determinan una identificacion precisa de las especies del complejo [13,21, 23].

En el 1996 Larcher y col, describié por primera vez la produccion de una
proteasa extracelular de 30 kDa; sin embargo, Santos y col., reportan en una
revision algunas moléculas como factores de virulencia entre ellos estan los
glucanos, peptidoramnomananos, glicolipidos (glicoceramidas) y enzimas
hidroliticas catalogadas como: proteasas (clase metaloproteasas), fosfolipasas y

superéxido dismutasa, las cuales estdn implicadas en algunos procesos
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fundamentales para el hongo como crecimiento, diferenciacién e interaccién con

las células del hospedero [24].

Los peptidoramnomananos son polisacéridos y peptidopolisacéridos que
juegan un papel muy importante en la arquitectura celular fungica y algunas de
estas moléculas actian como mediadores que regulan la patogénesis y la
respuesta inmune del hospedero, dichas moléculas pueden ser reconocidas
ampliamente por los anticuerpos del suero por lo tanto estas moléculas pueden
ser utilizadas como pruebas diagndsticas en la scedosporiosis y posibles
blancos para estudios de antigenos presentes en la pared celular de estos

hongos. [24].

Por otra parte, los glucanos son patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP’s) reconocidos por los receptores tipo Toll, se ha determinado
que la respuesta inmunolégica a las infecciones fangicas es en parte
dependiente de la interaccion de (PAMP’s) con los receptores de los fagociticos.
/ RV -glucanos de P. boydii tienen una gran relevancia en la virulencia ya que
estan involucrados con la inhibicion de la fagocitosis de manera dosis
dependiente, por ejemplo una concentracion de 100 pg/mL G H-glucano es
capaz de inhibir el 50% del proceso de fagocitosis [24]. Estas moléculas también
juegan un papel muy importante en la internalizacion del conidio al macréfago,
enensa\RV GRQGH VH Uglusahts @ tr@d&iento enzimatico conduce
a una reduccion significativa de la fagocitosis. En estudios in vitro empleando
macréfagos de raton estimulados con los conidios se induce la produccion de

TNF-. A2 y estimula a las células dendriticas por medio de los receptores
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TLR2, CD14 y MyD88 [24]. Por otra parte, los (1- 3) -glucanos acttan como
ligando para los receptores tipo Toll activando de esta manera la respuesta
inmune celular, son un marcador importante en infecciones fangicas invasivas

cuando el paciente no ha recibido tratamiento [24, 26].

La actividad enzimatica proteolitica en los hongos juega un papel muy
importante en la patogenicidad ya que muchas de estas enzimas estan
intimamente relacionadas con la invasion en las células del hospedero, se han
descrito una gran variedad de enzimas liticas en géneros como Candida,
Aspergillus y de manera particular para P. boydii se han descrito enzimas
extracelulares como proteasas (clase metaloproteasas), fosfolipasas vy
superoxido dismutasa. El primer reporte de la produccion de proteasas por parte
de estos hongos fue en 1996 por Larcher y col., ellos purificaron una proteina de
30 kDa que compartia muchas similitudes estructurales y bioquimicas con una
serina proteasa de A. fumigatus, capaz de degradar el fibrinbgeno sugiriendo un
papel como mediador en el proceso inflamatorio crénico broncopulmonar en
pacientes con fibrosis quistica. Posteriormente se aislaron nuevas enzimas
proteoliticas de la clase de las metaloproteasas de 20 +90 kDa capaces de
hidrolizar albumina, caseina, hemoglobina e inmunoglobulina G, ademas,
poseen capacidad para unirse a la componentes de la matriz extracelular como
laminina y fibronectina y a moléculas de acido sialico presente en las células
epiteliales del tracto respiratorio lo que permite al hongo evadir la respuesta
inmune innata. Estas enzimas son producidas en mayor concentracion por el

micelio comparado con los conidios, donde se ha observado que los conidios

12



producen una sola proteasa de 28 kDa y el micelio es capaz de producir hasta 6
metaloproteasas distintas entre los 28 - 90 kDa. La regulacion de la produccion
de estas enzimas estd dada por las etapas de crecimiento del hongo lo que
representan un blanco importante en el estudio de sus caracteristicas
bioquimicas [24]. Las cepas de Scedosporium/Pseudallescheria son capaces de
eliminar proteinas de la cascada del complemento como C3 y C1g mediante

degradacion proteolitica [24, 25].

Las fosfolipasas estan involucradas en la invasion a los tejidos, se han
descrito ecto-fosfolipasas en el micelio de P. boydii, capaz de hidrolizar
diferentes  sustratos  ( -glicerolfosfato, fosfoaminoacidos: fosfoserina,
fosfotirosina y fosfotreonina), éstas se producen tanto en condiciones &cidas
como alcalinas lo que podrian estar involucradas en procesos de interaccion
celular y patogénesis; sin embargo, se conoce poco de los mecanismo
involucrados en estos procesos. Por otra parte, se ha descrito también la
produccion de una superdxido dismutasa (SOD) la cual se ha caracterizado
como una Cu, Zn-SOD, la cual se encuentra presente en el micelio de P. boydii
dicha enzima posee una similitud de hasta el 83% con las proteasas de A.
fumigatus y Neurospora crassa. De manera interesante, se ha observado que en
bajas concentraciones de hierro el hongo excreta al medio sideréforos para
captar esta molécula del ambiente extracelular y a la vez estimula los niveles de

actividad de SOD para activar el mecanismo de proteccion antioxidativo [24].
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1.5 Analisis molecular aplicado a la taxonomia de los ho ngos

En base a lo anterior, se puede pensar que el complejo Scedosporium son
especies bien caracterizadas, no obstante numerosos trabajos demuestran una
gran variabilidad intraespecifica en estas especies, tanto a nivel fenotipico como

genético.

De Hoog y col. (1994) estudiando la homologia entre el ADN nuclear de
diferentes cepas de P. boydii encontraron la existencia de tres grupos intra-
especificos bien diferenciados [21]. Rainer y col. (2000) comprobaron la
existencia de hasta 5 longitudes diferentes en el gen 18S del ADNr. Williamson y
col. (2001) encontraron hasta 20 genotipos en 52 aislados secuenciando la
region 1GS del ADNr. Defontaine y col. (2002) en un total de 129 aislados
obtenidos de enfermos de fibrosis quistica usando la técnica de los RAPD
(Amplificacién al azar de fragmentos polimérficos de ADN) se encontraron hasta
60 genotipos diferentes. Con el analisis de las secuencias correspondientes a los
ITS del ADNr, Rainer y col. (2000) demostraron también una alta variabilidad
intra-especifica, variabilidad genética que se ha encontrado en otros géneros
como: Trichophyton spp., Hortaea spp., y Cladophialophora spp., [11, 23, 27 -

31].

La taxonomia, hasta hace poco tiempo, se basaba casi exclusivamente en
las caracteristicas morfolégicas para delimitar las especies o los diferentes
niveles taxondmicos. Sin embargo, dichas caracteristicas presentan una serie de

problemas asociados como es la dificultad de diferenciar hongos estrechamente
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relacionados, la laboriosidad de sus métodos de estudio y, en algunos casos,
incluso la insuficiente resolucion para la delimitacion de los taxones [32]. Es por
ello que actualmente los taxbnomos han recurrido a la biologia molecular como
una herramienta de apoyo para permitirles solucionar algunos de los problemas

mencionados.

Hoy en dia son numerosas las técnicas moleculares utlizadas para
resolver problemas taxonémicos, muchas ya estan en desuso y otras, como el

andlisis filogenético con multiples genes, son las de eleccion.

El analisis del polimorfismo en patrones de restriccion (RFLPs), basado en
la digestion con enzimas de restriccion de productos de amplificacion de genes o
secuencias de ADN polimorficas, es una técnica que se ha utilizado para
clasificar cepas fungicas dentro de una determinada especie, para ver
conexiones anamorfo #eleomorfo, asi como para establecer variabilidad genética
entre cepas de una misma especie, un ejemplo es el ADN mitocondrial (ADNmt)

y el ADNr [33 - 37].

Por otra parte, las técnicas electroforéticas de RAPDs, se basan en la
amplificacion por PCR de regiones del genoma al azar, para ello se utilizan uno
0 varios iniciadores con una longitud de entre 10 y 12 nucleétidos que hibridan
con regiones inespecificas del genoma. Ha sido basicamente utilizada para el
tipado de cepas de una misma especie, aunque el principal problema es la baja

reproducibilidad de la técnica [38 - 41].
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Otra de las técnicas utilizadas para la identificacion de cepas fungicas y
tipado es la de los polimorfismos de fragmentos de amplificacion (AFLPs). Esta
técnica se basa en la union de adaptadores al ADN gendmico previamente
digeridos, seguido de una PCR con iniciadores especificos para estos
adaptadores que incluyen un is6topo radiactivo. Los patrones que se obtienen
suelen tener entre 40 y 200 bandas. Sin embargo, la verdadera revolucion en la
taxonomia de los hongos ha tenido lugar con la secuenciacion del ADN. El
andlisis de secuencias, especialmente de los fragmentos del ADNr, ha ayudado
a los taxbnomos a reorganizar la sistematica de los hongos de acuerdo a sus
relaciones filogenéticas [42 - 47]. No obstante, en algunos grupos o taxones
incluso el analisis del ADNr ha resultado poco informativo o insuficiente para
dilucidar la ubicacion taxondmica o incluso delimitarlo como especie. Es por ello
que, en los ultimos afios, para los estudios de filogenia molecular se tiende a
utilizar, ademas del ADNr, el analisis comparativo de las secuencias de mas de
un gen, y se han seleccionado principalmente aquellos genes que codifican

proteinas.

1.5.1 Identificacion molecular del complejo ~ Scedosporium apiospermum

Como se ha mencionado anteriormente, este complejo de especies tiene
una amplia variabilidad inter especie lo que ha llevado a la aplicacion de distintas
pruebas moleculares para poder dilucidar las especies que lo conforman, debido

a su distinta virulencia y sensibilidad a los antifingicos convencionales. La
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secuenciacion de genes conservados ademas del ITS del ADNr ha sido

fundamental para la identificacion de estas especies.

Gilgado y col., (2005) analizaron 60 aislamientos clinicos y ambientales
del complejo de Scedosporium apiospermum mediante secuenciacion de tres
regiones parciales de los genes -tubulina, calmodulina e ITS del ADNr. De
acuerdo al andlisis de estas regiones, se encontraron que tres especies
anteriormente relacionadas como sinénimos de P. boydii eran especies distintas
(P. angusta, P. fusoidea y P. ellipsoidea), asi como también propusieron dos
nuevas especies P. minutispora y S. aurantiacum. Posteriormente Rainer y col.,
mediante el analisis filogenético a partir de la region parcial del ITS y de la
subunidad larga del ADNr lograron diferenciar especies de Pseudallescheria,
Petriella y L. prolificans. Sin embargo, para el 2007 Zeng y col., establecieron
mediante el analisis de las secuencias parciales de la subunidad larga de la
region D1/D2, del ITS del gen del ADNr y una region parcial del gen del factor de
elongacion 1-. () -. que existe una amplia variabilidad genética entre las
especies del complejo S. apiospermum, en este mismo trabajo establecieron que
la regiobn D1/D2 es suficientemente variable para llevar a cabo una identificacion
precisa de todas las especies en comparacion con los genes del ITS del ADNry

EF 1-. [12, 48, 49].

Posteriormente en el 2008 Gilgado y col., a partir de 141 aislamientos del
complejo de Scedosporium apiospermum mediante el andlisis de la region
SDUFLDO G H-@bdlid& pepgdnen dos nuevas especies: S. dehoogii y S.

apiospermum esta Ultima se identific6 como una especie distinta del anamorfo
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de P. boydii por lo tanto proponen designar el nombre de Scedosporium boydii al
anamorfo de ésta. También proponena OD VHFXHQFLD -®Biulihg cdnd G H
un buen marcador de identificacion para estos microorganismos. Desde
entonces se han implementado una amplia variedad de pruebas moleculares a
partir de esta secuencia como PCR tiempo real, LAMP (amplificacion isotérmica
ciclica), PCR- RLB (PCR de hibridacién inversa), FTA-LAMP, RFLP, PCR-rep
(prueba semiautomatica repetitiva de PCR) y RCA (amplificacion ciclica), las
cuales han mostrado especificidad variable y solo se ha conseguido identificar
algunas de las especies, es por ello que hasta hoy en dia la técnica de
secuenciacion de distintos genes siguen siendo el estandar de oro para llegar a

una identificacién precisa de estas especies [13, 50 - 53].

1.5.2 Filogenia molecular

La filogenia molecular es el estudio de la evolucién de los organismos a
través del andlisis de sus secuencias de ADN o de aminoacidos. La filogenia nos
proporciona el fundamento para la clasificacion de los organismos; mediante
ésta es posible establecer una comparacién con moléculas de ADN de diversos

organismos, ya que estan formadas por el mismo lenguaje de bases [54, 55].

Las relaciones filogenéticas entre organismos basadas en las secuencias
de ADN o de proteinas, se ilustran mediante un arbol filogenético, el cual nos
muestra los organismos que estadn mas intimamente relacionados. Estos arboles

incluyen un conjunto de nodos conectados por ramas (o0 ejes). Los nodos
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terminales representan las secuencias conocidas de los organismos, los nodos
internos representan divergencias ancestrales entre dos o mas grupos de
organismos genéticamente aislados, es decir, los ancestros hipotéticos que
comparten estos grupos; cada nodo interno esta unido a una rama (internodo)
representante de la evolucién desde su ancestro y del mismo pueden partir dos
0 mas ramas que representan a sus descendientes. El ancestro de todos los
taxones que forman el arbol es la raiz del mismo; la longitud de las ramas en los
arboles puede representar en algunos andlisis, las distancias evolutivas que
separan los nodos y la topologia del arbol es la informacién aproximada de las

relaciones entre dichos taxones

Los diferentes métodos de inferencia filogenética como la maxima
parsimonia, neighbor-joining, méxima verosimilitud, etc., tienen como resultado
la construccion de estos arboles, en los cuales las diferencias entre secuencias
homélogas de los organismos incluidos son el resultado de los procesos

evolutivos que han sufrido cada uno de ellos (Tesis 2007, Gilgado y col).

1.5.2.1 Inferencia filogenética

La reconstruccidbn de las relaciones evolutivas entre un grupo de
organismos a partir de datos moleculares requiere de un trabajo riguroso.
Existen multiples programas para inferir filogenias, pero el procedimiento a
seguir para la obtencion de los arboles filogenéticos es comudn y consiste en: el

disefio del muestreo, la secuenciacion y alineamiento de las secuencias, el
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analisis de los datos, la inferencia filogenética y el soporte de los arboles

obtenidos.

Para obtener un buen muestreo taxonomico, éste debe de ser lo mas
grande y diverso posible, y se debe escoger un grupo externo (outgroup) lo méas
cercano posible a las muestras en estudio (ingroup). El outgroup permite
3 H Q U Del Hitbul filogenético, dandole una direccion. Este puede estar formado
por uno 0 mas organismos, los cuales se saben que son distantes de las
muestras en estudio. Para realizar una mejor inferencia se recomienda que el
outgroup sea cercano al grupo de estudio ya que de este modo compartiran
caracteres histéricamente similares. También se recomienda incluir un amplio
namero de outgroups, pues esto permitird que los resultados sean méas estables.
Lo siguiente es realizar el alineamiento de las secuencias a estudiar, en este
paso se puede identificar si las secuencias son o no homdlogas, seleccionando
solamente las posiciones claramente homologas, evitando aquellas posiciones
dudosas [56 *59, 117].Posteriormente se realiza el analisis de los datos, previo
a la reconstruccion filogenética, este andlisis aporta informacion de como son y

cOmo se comportan los datos.

Existen diversos métodos para el estudio filogenético de los organismos,
todos ellos tienen un mismo objetivo: estimar una historia evolutiva o mas
proxima posible a la realidad a partir de los datos moleculares de que se
disponen. De entre los métodos para inferir filogenia, los mas utilizados por los
taxbnomos moleculares son: el Neighbor-joining, el cual un método algoritmico

que calcula la distancia entre dos taxones, entendida ésta como una medida de
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su similitud genética, y que se relaciona directamente con sus relaciones
filogenéticas. Las distancias genéticas se corrigen para tener en cuenta los
posibles cambios super impuestos, es decir, cambios que se producen en una
misma posicion. Asi la matriz de caracteres se transforma en una matriz de
distancias que representa el grado de diferencia entre los diferentes taxones. A
partir de esta matriz de distancias se construye un arbol inicial en forma de
estrella. Este arbol se va, construyendo a medida que se unen los nodos con las
distancias méas cortas. El hecho de ser un método de andlisis rapido hace que
sea muy empleado, sin embargo presenta inconvenientes: la topologia del arbol
varia segun el orden de los taxones en el alineamiento, s6lo muestra un arbol, y

utiliza modelos evolutivos. [60 +62, 117].

El método de maxima parsimonia, supone que el camino evolutivo més
probable es el mas simple, el que se explica con el menor numero de cambios.
Esta metodologia utiliza las secuencias obtenidas intactas y selecciona los
arboles con el menor nimero de pasos evolutivos. Esta sencillez y la ausencia
de modelo evolutivo son las ventajas que presenta este método. Pero es
justamente esta ausencia de modelo evolutivo la critica mas grande, ya que
contra mas divergentes son las secuencias, mas grande es el grado de
homoplasia, y si ésta no se corrige, la maxima parsimonia falla al recuperar el
verdadero arbol. Otro problema se da cuando se introducen en el analisis
taxones con tasas de sustitucion mas elevadas que el resto. A estos organismos

se los denomina fast-clock (cambios genéticos rapidos), y en los arboles

21



aparecen en el extremo de ramas largas, generando topologias erréneas [63, 64,

117].

Por otra parte la maxima verosimilitudes un método estadistico utilizado
para la construccion de filogenias, el cual considera todos los escenarios
posibles que han podido dar lugar a las secuencias observadas y establecer sus
probabilidades utilizando un modelo evolutivo. El analisis consiste en hallar el
arbol mas verosimil, es decir, aquel que hace mas probable los datos
observados. Este método tiene el problema que es computacionalmente muy
costoso y requiere de computadoras de gran potencia. Es el método menos
afectado por errores de muestreo o por la presencia de organismos fast-clock

[65, 67, 117].

Y finalmente esta el método de inferencia bayesiana, este se basa en el
calculo de la probabilidad posterior de un arbol, es decir, la probabilidad de que
dicho arbol sea el correcto en funciéon de los datos y el modelo evolutivo. La
filosofia es ligeramente parecida a la maxima verosimilitud. Es un método rapido
y aporta medidas probabilisticas de la robustez del arbol que son facilmente

comparables a las medidas de la estadistica tradicional [68, 69, 117].

La ultima fase consiste en el soporte de los arboles obtenidos, ésta
robustez se estima en base al soporte estadistico para cada una de las ramas

del arbol o ver cuanto mejor es una topologia obtenida respecto a otra, probando
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asi su fiabilidad, uno de estos métodos es el bootstrap el cual se basa en
generar un nuamero elevado de pseudoréplicas de la matriz original y analizarla
utilizando cualquiera de los métodos de reconstruccion filogenética. Las
pseudoréplicas se obtienen mediante el re-muestreo al azar con repeticiones de
las columnas (caracteres) de la matriz original para obtener una nueva matriz del
mismo tamafio que el original. El resultado final es el valor de bootstrap, éste
indica el total de veces que una rama determinada se ha obtenido en el total de
réplicas. Dicho valor se expresa en tanto por ciento, considerando solo aquellos

grupos con un valor superior al 75% tienen un buen soporte estadistico [70, 117].

1.5.2.2 Genes empleados en la filogenia de los  hongos

1.5.2.2.1 ADN ribosémico

El ADNr es la region del genoma flngico més utilizada para estudios
filogenéticos. Esta region ha sido seleccionada principalmente por el hecho de
que los genes del ADNr son multicopia y estan organizados en tAndem de hasta
200 copias por nucleo, lo que asegura un minimo de una copia intacta por
nacleo pese a que la calidad del ADN sea baja. Las regiones del ADNr mas
comunmente estudiadas son los tres genes codificantes 18S (1800 pb) el cual se
ha utilizado para distinguir géneros pero no especies debido a la elevada
similitud entre estas, el 5.8S (160 pb) se ha utilizado como punto de unién de
iniciadores universales para amplificar las regiones espaciadoras flanquéates,
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secuencias del ADNr. Sin embargo, en determinados casos estas secuencias no
han sido lo suficientemente, es por esto que en los Ultimos afios se ha extendido
el uso del anadlisis de multiples genes codificantes de proteinas para los estudios
filogenéticos, lo que ha demostrado que el andlisis de mdultiples loci puede
aportar mas resolucion y permitir hacer hipotesis filogenéticas mas fiables, un
ejemplo de estos, son los genes de -tubulina y la calmodulina, ambos han
demostrado tener una gran eficacia para resolver problemas taxonémicos [81-

85, 117].

(O JHQ G-Hib@ima es uno de los mas utilizados en los ultimos afios
para el estudio de filogenias. Este gen pertenece a la superfamilia de las
WXEXOLQDY OD FXDO SUHVHQWD RWUDVYcomdsohl@LDV TXF
- - 4 \ OIWREXOLOWXEBOLQD M X W I6sR@raibulos y
han mostrado TXH HO JH Q-tibiinaDdporta 3.5 veces mas informacion

filogenética que el gen 18S del ADNr mitocondrial[83, 117].

La calmodulina es una proteina que liga el calcio y media el efecto de los
iones calcio en numerosos sistemas biolégicos, incluyendo sefiales de
transduccion, motilidad, secrecion y regulacion del ciclo celular. Este gen ha sido
utilizado en numerosos estudios filogenéticos para el estudio taxonémico a nivel
de especie, aunque también puede ser utilizada para el estudio de grupos
taxonomicos superiores debido a que su secuencia de aminoacidos esta

altamente conservada [57, 84, 86, 88, 117].
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1.6 Infecciones causadas por el complejo  Scedosporium apiospermum

En los ultimos afios el complejo ha adquirido especial relevancia como
agente causal de infecciones oportunistas, especialmente en pacientes
iInmunosuprimidos, y se asocia a una mortalidad elevada debido a la resistencia
intrinseca a los tratamientos antifungicos convencionales [21, 89, 90]. Las
infecciones causadas por P. boydii comprenden un amplio espectro de
manifestaciones clinicas (Tabla 2) donde a menudo reciben el nombre genérico
GH 3VFHGRVSRULRVLV™ \D T X Ho beQidRSE &pipermidivi.RSih
embargo, el término scedosporiosis también incluye a infecciones causadas por
otra especie, Scedosporium prolificans (hoy en dia Lomentospora prolificans).
Ambas especies son patdgenos oportunistas causantes de infecciones graves y
de dificil tratamiento. P. boydii se encuentra en pacientes con fibrosis quistica
con una frecuencia del 8.6%, lo cual lo ubica como el segundo hongo mas

comun en pulmones después de Aspergillus spp. [21, 91].

Las infecciones por P. boydii suelen adquirirse por traumatismo o herida
penetrante, frecuentemente tras la contaminacién con suelo o estiércol. También
puede ocurrir en infecciones de heridas quirdrgicas, inmersién accidental en
aguas contaminadas, pacientes con neutropenia e inmunosupresion celular
pacientes que van a recibir un trasplante, sindrome de inmunodeficiencia
adquirida, pacientes con tratamiento de corticoides, etc. Las manifestaciones
clinicas que causa P. boydii se pueden agrupar en tres sindromes: a)
enfermedad localizada la cual puede darse en personas sanas, b) colonizacion

asintomatica o sintomatica de cavidades, las cuales se observan en pacientes
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con predisposicién a desérdenes pulmonares y ¢) enfermedad sistémica invasiva

se presenta principalmente en pacientes inmunosuprimidos [21, 90, 117]. Las

diferentes manifestaciones de estos tres sindromes, se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Espectro clinico de la scedosporiosis (Gilgado y col, 2007).

Cuadro clinico

Manifestaciones

Localizado

Eumicetoma

Artritis

Osteomielitis
Infecciones oculares
Onicomicosis

Infecciones linfocutaneas

Colonizacion

Sinusitis

Otitis

Bola fungica pulmonar
Alergia broncopulmonar

Colonizacién pulmonar en fibrosis quistica

Sistémico

Infeccidn invasiva pulmonar

Endocarditis

Infeccion diseminada

Infecciones por P. boydii en pacientes de SIDA
Infecciones en el SNC

Near-drowning

A nivel mundial la incidencia de las infecciones por Scedosporium spp., no

se ha podido determinar con exactitud, sin embargo existen algunos estudios

donde se ha reportado una alta frecuencia de las infecciones causadas por

Scedosporium spp y L. prolificans. En un estudio realizado en Australia en 2009
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a partir de 118 casos de scedosporiosis se observé la colonizacion en el 65.5% e
infeccion en el 34.4% de los pacientes, y se asociaron factores de riesgo como:
enfermedad pulmonar cronica (37.8%), malignidades hematoldgicas (21.7%); asi
como factores predictores para desarrollar una enfermedad invasiva en
pacientes con infeccion como: leucemia, diabetes mellitus, trasplante de medula
Osea. Se aislo a L. prolificans (41%) y a especies del complejo de Scedosporium
(59%) de los casos. S. aurantiacum tuvo una prevalencia >15.8% al igual que S.

apiospermum [92].

Por otra parte Rodriguez-Tudela reporté en el mismo afio una revision de
162 casos con infecciones por L. prolificans, la media de edad de los pacientes
fue de 45 afos y 102 (63%) fueron hombres, los factores de riesgo asociados a
estos casos fueron: malignidades (45.7%), fibrosis quistica (11.7%), trasplante
de oOrganos (8.6%). La presentacién clinica con mayor prevalencia fue la
infeccion diseminada (44.4%), posteriormente la micosis pulmonar (29%) y
finalmente la infeccion en articulaciones y hueso con una prevalencia del 10.4%.
Se observo una mortalidad mayor al 87% en infecciones diseminadas. Ademas
el tratamiento antifngico no disminuyd el riesgo de muerte debido a la alta

resistencia a los antifingicos convencionales [93].

Se puede clasificar las infecciones causadas por estos hongos de acuerdo
al estado inmunolégico del paciente, aquellos pacientes inmunocomprometidos
presentan las patologias mas graves, dentro de las cuales se encuentra la
colonizacion pulmonar primaria la cual suele confundirse facilmente con un

aspergiloma, lo que con lleva una falla terapéutica y la subsecuente
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diseminacién provocando una scedosporiosis invasiva pulmonar, tal como lo
demuestra Lackner y col., en un estudio realizado en Espafia en el 2011 en
pacientes con fibrosis quistica e inmunocomprometidos, ellos reportaron a L.
prolificans como el agente causal con mayor prevalencia en tracto respiratorio de

estos pacientes seguido de P. boydii, P. apiospermay P. ellipsoidea [93].

Actualmente las infecciones causadas por estos microorganismos han
cobrado cada vez mayor importancia ya que hoy en dia se reportan un mayor
namero de casos de infecciones graves no solo asociadas a pacientes
inmunocomprometidos sino a pacientes inmunocompetentes desarrollando

infecciones diseminadas.

Los mayores problemas para resolver en estas infecciones son: (1) el
agente causal es de dificil diagnostico, en la fase infectiva presenta una
morfologia y ramificacion de hifas en tejido similar a la de Aspergillus, con la que
es habitualmente confundido, (2) aunque se llegue a diagnosticar la infeccién,
los tratamientos terapéuticos habituales son inadecuados, y (3) el conocimiento
de su potencial clinico, su virulencia y sus rutas de transmisién e infeccién son

pobremente conocidas.

1.7 Estudios de sensibilidad antifungica

Los estudios de sensibilidad antifungica permiten valorar la sensibilidad in

vitro de un hongo a uno o mas antifingicos, correlacionar la actividad de los
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farmacos en estudios in vivo y predecir el prondstico terapéutico. Son Uutiles
también para detectar el desarrollo de cepas resistentes y determinar el
potencial valor terapéutico de un nuevo agente antifingico [94]. Es por ello
sumamente importante su estudio en las especies fungicas que sean patégenas

u oportunistas.

1.7.1 Susceptibilidad in vitro a los antifangicos

Los métodos y técnicas de estudio de la sensibilidad in vitro de los hongos
a los antifungicos son similares a los de los antibacterianos, sin embargo, en el
caso de los hongos filamentosos se presentan dificultades con estos métodos
debido a determinados factores lo que conlleva una dificil evaluacién de las
pruebas in vitro. Entre ellos podemos citar su lento crecimiento, lo cual se
traduce en periodos de incubacibn mas largos provocando la pérdida de
actividad de los antifungicos, y la baja incidencia de las infecciones fungicas

haciendo que la definicién de los puntos de corte sea dificil de establecer.

En 1982 el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (anteriormente,
National Comite for Clinical Laboratory Standards NCCLS) cre6 un subcomité
con el objeto de establecer una normativa para las pruebas de sensibilidad a los
antifangicos. El primer objetivo fue unificar los criterios metodologicos, primero
para las levaduras y posteriormente para los hongos filamentosos, con el fin de
establecer correlaciones entre los resultados obtenidos en el laboratorio y en

clinica. Tras la revision de diversas publicaciones, en el 2002 el CLSI publico el
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documento M38-A (NCCLS, 2002b) para los hongos filamentosos vy
posteriormente en el 2008 aparece el M38-A2 con actualizaciones que permiten
incluir a otros hongos filamentosos como los dermatofitos. Este documento
propone un método de microdilucion y macrodilucibn en medio liquido vy
establece las variables experimentales criticas para los ensayos in vitro. Desde
el inicio de su utilizacion, estos protocolos han sido aceptados universalmente
como el método de referencia para el ensayo de la susceptibilidad in vitro de los
compuestos antifungicos tanto frente a levaduras como para hongos

filamentosos.

1.7.2 Sensibilidad in vitro del complejo Scedosporium a los antifingicos

La mayoria de trabajos publicados sobre la sensibilidad in vitro a los
antifangicos de P. boydii han demostrado una pobre eficacia de la mayoria de
éstos frente a dicha especie. Asi, antifungicos como la anfotericina B (AMB),
nistanina, nistatina liposomal, itraconazol (ITC), 5-flucitosina (FCT), fluconazol
(FLC), terbinafina (TBF) y ketoconazol (KTC) han mostrado ser ineficaces para
la mayoria de cepas ensayadas [96, 97, 117]. Varios estudios han mostrado CMI
(concentracion minima inhibitoria) para estos farmacos que pueden indicar
resistencia. Sin embargo, los nuevos triazoles han mostrado tener una buena
actividad in vitro. Carrillo y col., en el 2001 reportaron CMlgy G H J para
el voriconazol (VRC), el ravucRQD]RO 5%$98 PRVWUy vy el

SRVDFRQD]RO 326 G;Hoor otra phrte /Meletiadis y col., en el 2002
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UHSRUWD J P/ SDUD HO p&&el\PGH En el2006 Gonzélez
y col., en un estudio realizado a 28 cepas de P. boydii en México reportan una
CMlggy GH mL para RAVU H ,7& \ GH par® VRC y POS
respectivamente. Sin embargo, para el 2006 Gilgado y col., realizaron un estudio
de susceptibilidad in vitro de 84 aislamientos del complejo Scedosporium frente a
AMB, FLC, ITC, VRC, RAVU, POS, albaconazol (ABC), micafungina (MICA),
terbinafina (TBF) y KTC, y encontraron una amplia diferencia en las
susceptibilidades entre las diferentes especies, S. aurantiacum fue la mas
resistente a los farmacos y de manera general el VRC con un rango de CMI
(0.12 - J P) fue el antifungico con mejor actividad seguido del POS con un

rangode 0.5 + J P96, 98 - 100].

Por otra parte, recientemente Lackner y col., en el 2012 realizaron un
estudio de 332 aislamientos clinicos y ambientales de especies de
Scedosporium/Pseudallescheria frente a ocho antifungicos (AMB,
anidulafungina (ANI), caspofungina (CAS), micafungina (MICA), isavuconazol
(ISA), POS, VRC e ITC reportando la media geométrica de CMI y CME
(concentracion minima efectiva) para P. apiosperma de 0.9, 2.4, 7.4, 16.2, 0.2,

\ J @&ra VRC, POS, ISA, ITC, MICA, ANI, CAS y AMB
respectivamente y para P. boydii de 0.7, 1.3, 5.7, \
para VRC, POS, ISA, ITC, MICA, ANI, CAS y AMB respectivamente. El VRC
presentd mejor actividad antifingica frente a los aislamientos de S. aurantiacum,

y la droga con el valor mas bajo de CMlgy GH ” J pafa P. apiospermay P.
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boydii. La MICA y el POS presentaron una actividad moderada frente a los

aislamientos de Scedosporium spp [96, 101].

Considerando esta pobre actividad de los diferentes antifingicos in vitro,
algunos investigadores han intentado determinar la actividad combinando
algunos farmacos. Walsh y col., en 1995 determinaron la actividad antifungica in
vitro de la AMB sola y combinada con varios azoles. Demostraron que algunas
cepas eran sensibles a la AMB y que las combinaciones ensayadas mostraban
una interaccion sinérgica frente a un amplio nimero de aislados, no se detectd
antagonismo en ningun caso. La combinacion AMB/FLC mostré los mejores
resultados (indice de concentracién inhibitoria fraccional = 0.61), aunque en la
actualidad los valores indicativos de sinergia deben ser inferiores a 0.5 (Johnson
y col., 2004). Por otra parte la combinacion de AMB/MICA ha mostrado un buen
sinergismo aunque el mecanismo de este efecto no esta del todo claro, se cree
que la MICA al inhibir la sintesis de (1,3)- -D-glucano lo que conlleva a interferir
en la sintesis de la pared celular provocando dafios estructurales lo que facilita la

accion de la AMB en la membrana celular a bajas concentraciones [101, 117].

Por lo anterior hoy en dia existe la necesidad de obtener nuevas terapias
antifangicas para el tratamiento de las infecciones causadas por estos hongos e
incluso intensivar los ensayos en terapias combinadas que logren obtener
mejores resultados y se puedan extrapolar en el tratamiento de las infecciones

causadas por estos microorganismos.
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1.7.3 Tratamiento de las infecciones por el complejo Scedosporium

Se ha puesto de manifiesto anteriormente que las infecciones invasivas
provocadas por las especies del complejo Scedosporium son dificiles de tratar
debido a la resistencia de estas especies a una gran variedad de antifingicos
entre los que se encuentran el FLC y la AMB [100- 102]. El tratamiento de
eleccion para las infecciones producidas por este hongo aun no ha sido bien
establecido debido al dificil diagnostico y la variabilidad que presentan en las
pruebas de susceptibilidad in vitro. La cirugia se utilizado en algunos casos y

terapias antifingicas con triazoles han sido eficaces en muchos casos.

Scedosporium apiospermum y L. prolificans afectan a pacientes
inmunodeprimidos, y causan aproximadamente el 25% de las infecciones
producidas por hongos filamentosos distintos de Aspergillus en receptores de
trasplante de 6rganos, se encuentran entre las micosis de mas dificil tratamiento
dado la frecuencia de diseminacion de la infeccién, la inmunosupresion de los
pacientes y la resistencia a los antifungicos expresada especialmente por L.
prolificans. La respuesta global positiva al VRC de las infecciones por
Scedosporium se encuentra alrededor del 30%. El estudio por especie
demuestra que esta tasa se eleva al 63% en las infecciones por S. apiospermum
mientras el 29% son causadas por L. prolificans, concordando con los estudios
de susceptibilidad in vitro donde demuestran una mayor actividad del VRC,
respecto a otros azoles. Estos datos se pueden confirmar en pacientes con

trasplante de organos en los que se obtuvo una tasa global de supervivencia
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significativamente superior de los tratados con VRC, con respecto a los tratados

con AMB o ITC [103].

En la casuistica de Diaz-Pedroche y col.,, en los cinco pacientes
infectados por S. apiospermum, la terapia con VRC dio lugar a una respuesta
favorable completa en tres de ellos y parcial en los otros dos, mientras que
fracaso en el Unico paciente infectado por L. prolificans. En infecciones causadas
por S. apiospermum, en varios casos en los que se ha descrito la eficacia clinica
del VRC en el tratamiento de infecciones diseminadas y localizadas, destacando

las infecciones del sistema nervioso central (SNC) y las oculares [103].

El POS ha mostrado ser activo in vitro frente a P. boydii, lo que concuerda
con la actividad mostrada in vivo en un modelo animal, siendo incluso mas eficaz
que el ITC [104]. Existe todavia muy poca experiencia clinica con el POS, pero
se puede destacar un caso de un paciente con multiples abscesos cerebrales
por P. boydii que fue tratado previamente y sin éxito con ITC, AMB y KTC y que

curé después de tratarlo con POS [105].

1.8 Estudios invivo en modelos animales de scedosporiosis sistémica

Existen pocos estudios en modelos animales que permitan conocer a
fondo la patogenicidad, virulencia, respuesta inmune e interaccion celular de las
especies del complejo del Scedosporium; sin embargo desde hace mas de diez

afnos se han implementado modelos animales para el estudio de la
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scedosporiosis sistémica principalmente modelos murinos. En el 2002 Gonzalez
y col., desarrollaron un modelo murino de scedosporiosis sistémica en ratones
inmunocompetentes e inmunosuprimidos, utilizando indculos de 1 x 10° UFC/mL
a 5 x 10° UFC/mL, correlacionan la mortalidad con la concentracién de indculos
y la inmunosupresién; en los ratones inmunocompetentes se establecid una
infeccion sistémica que afecta a una gran variedad de érganos como el higado,
bazo y cerebro y prevalece en este Ultimo a diferencia de los ratones
inmunodeprimidos en los que persiste la infeccién en la mayoria de los 6rganos

con una mortalidad elevada [106].

Ortoneda y col., por otra parte realizaron una comparacion en la virulencia
de cepas de L. prolificans de diferentes origenes (infeccion diseminada, fibrosis
quistica asintomatica y ambientales), y dos cepas de S. apiospermum en un
modelo murino de infeccion sistémica, no observaron una diferencia significativa
entre las cepas con distintos origenes pero si establecen claramente que las
cepas de L. prolificans son mas virulentas que las de S. apiospermum ya que
provocaron la muerte del 100% de los ratones inmunocompetentes a las 2

semanas [107].

Por otra parte para el 2009 con los trabajos publicados por Gilgado y col.,
estableciendo que P. boydii era un complejo de especies distintas estos autores
realizaron un estudio de virulencia en un modelo murino de scedosporiosis
sistémica con ratones inmunocompetentes donde evaluaron dos cepas de cada
una de las especies encontradas (S. boydii sensu estricto, S. minutisporum, S.

apiospermum, S. aurantiacum y S. dehoogii), utilizaron un inéculo de 5 x
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10°UFC/mL en ratones inmunosuprimidos y de 1 x 10° UFC/mL en ratones
inmunocompetentes respectivamente. S. aurantiacum y S. dehoogii fueron las
cepas mas virulentas y causan la muerte del 80% y 70% de los ratones
inmunocompetentes respectivamente, el resto de las especies solo caus6 del 0 +

20% de muerte [108].

En base a los reportes de la alta tasa de mortalidad por infecciones
diseminadas causadas por L. prolificans y los estudios recientes en los se aislo
S. aurantiacum en esta misma patologia surge la inquietud de determinar la
virulencia de estas dos especies, para ello en el 2010 Harun y col., realizaron un
estudio en un modelo murino de infeccion sistémica con un inéculo de 2 x 10°
UFC/mL, determinando que no existi6 diferencia significativa entre S.
aurantiacum y L. prolificans y provocan la muerte del 60 £100% de los animales

[109].

Los modelos animales en el estudio de las infecciones fungicas han sido
de gran relevancia ya que han permitido conocer los mecanismo de
patogenicidad, respuesta inmune y la eficacia terapéutica frente una gran
variedad de hongos donde las especies del complejo Scedosporium no son la
excepcion ya que se han utilizado una amplia variedad de animales como los
ratones (distintas cepas), conejos, entre otros. Los modelos murinos han sido los
mas utilizados debido a su bajo costo y facil manejo. En estudios de eficacia
terapéutica estos han sido de gran utilizad ya que los resultados obtenidos en
dichos estudios pueden ayudar a predecir el comportamiento de un antifingico

en una infeccion determinada [110, 111].
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1.9 OBJETIVOS

1.9.1. Objetivo general

Aislar 'y caracterizar muestras clinicas y ambientales del complejo

Pseudallescheria boydii por medio de estudios fenotipicos y moleculares.

1.9.2. Objetivos especificos

1.- Aislar e identificar morfolégicamente las especies del complejo P. boydii a partir

de muestras de suelo de distintos estados de Republica Mexicana.

2.- Determinar la concentracion de nitrégeno total y pH del suelo donde se obtengan

las muestras ambientales.

3.- Caracterizar a nivel de especie mediante métodos moleculares los aislamientos

clinicos y ambientales.

4.- Caracterizar fenotipicamente los aislamientos clinicos y ambientales

identificados previamente como P. boydii/Scedosporium spp.

5.- Determinar la virulencia de las especies encontradas en nuestro pais mediante

un estudio de carga fungica en un modelo murino de scedosporiosis sistémica.

6.- Determinar la correlacion de los datos epidemiolégicos y moleculares entre las

especies del complejo P. boydii encontradas en nuestro pais.
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JUSTIFICACION

A nivel mundial la scedosporiosis es una micosis emergente con un amplio
espectro de manifestaciones clinicas y de dificil tratamiento, cuya incidencia es
cada vez mayor en pacientes inmunocomprometidos. Recientemente con base
en hallazgos moleculares, se demostré que P. boydii es un complejo, por lo que

es importante llegar a una identificacion precisa de sus especies.

Existe poca informacién acerca de este microorganismo y en México, no
hay reportes de la ecologia, virulencia y distribucion de las especies que
conforman el complejo Scedosporium, motivo por el cual surge la necesidad de

estudiar el comportamiento epidemiologico de las mismas en nuestro pais.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Estrategia general

En la figura 7 se muestra la estrategia general que se siguié para cumplir
con los 6 objetivos especificos planteados para llevar a cabo este estudio. Se
recolectaron 101 muestras ambientales de suelo de distintas areas y regiones
geogréficas de Meéxico, ademas se recolectaron los datos clinicos y
epidemiologicos de 17 muestras de pacientes con diagnostico mediante cultivo
de Scedosporiosis las cuales fueron recolectadas en un periodo de 13 afios
(2000 - 2013) en el Centro Regional de Enfermedades infecciosas (CREI) del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina, UANL., del estado
de Nuevo Ledn. A todos los aislamientos clinicos y ambientales se les realizé
identificacion  microbiol6égica mediante la observacion macroscopica y
microscoépica, pruebas fisioldgicas, enzimaticas y la identificacion molecular para
obtener la identificacién definitiva mediante secuenciacion de una regién parcial
del ITS del ADNr. Posteriormente se llevdo a cabo la determinacion del pH y
nitrégeno total de las muestras de suelo positivas. Se llevo a cabo el estudio de
susceptibilidad in vitro a diferentes antifingicos. Por otro lado, partiendo de la

identificacion molecular se realizé el estudio de carga fungica e histopatologia en
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2.2 Cepas clinicas

Se obtuvieron 17 aislamientos clinicos de  Scedosporium
spp./Pseudallescheria spp., recolectadas en un periodo de 13 afios (2000 +
2013) los cuales se aislaron en el laboratorio de Micologia del Centro Regional
de Control de Enfermedades Infecciosas. Los aislamientos se realizaron en agar
dextrosa Sabouraud o agar papa dextrosa (APD), fueron incubados a 30°C por 4
dias. Se realizaron pruebas de morfologia microscépicas para la observacién de
las caracteristicas tipicas del complejo P. boydii. Las cepas se mantuvieron en
suspensiéon con agua destilada estéril a temperatura ambiente hasta que los

ensayos se llevaron a cabo.

2.3 Cepas ambientales

Todas las cepas ambientales estudiadas fueron aisladas a partir de 101
muestras de suelo recolectadas durante un periodo de 2 afios, donde se
obtuvieron de 1 a 5 muestras de suelo de 26 estados de México de diferentes
areas con alta actividad humana como: jardin de casa, jardin urbano, parque

industrial y deportivo y lodos de plantas tratadoras de agua (Tabla 3).
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Tabla 3. 101 muestras ambientales recolectadas de 26 estados de México.

Lista de estados muestreados (~ 1 a 5 muestras/estado)

9 Chihuahua 9 Baja California Sur
9 Puebla 9 Quintana Roo
9 Morelos 9 Yucatan

9 Edo. de México 9 Hidalgo

9 Distrito federal 9 Guanajuato
9 San Luis Potosi 9 Durango

9 Tamaulipas 9 Tabasco

9 Coahuila 9 Jalisco

9 Nuevo Lebdn 9 Zacatecas

9 Guerrero 9 Veracruz

9 Campeche 9 Oaxaca

9 Sonora 9 Sinaloa

9 Aguascalientes

9 Baja California

2.3.1 Activacion de suelos, aislamiento y obtencién de cultivos puros

Las muestras de suelo fueron recolectadas de los estratos superficiales,

para ello se utilizaron bolsas de polietileno estériles. Un gramo de este material

se suspendié en 10 mL de agua estéril (dilucion 1:10) y 1 mL de esta suspension

se depositd en el medio selectivo Agar Dicloran Rosa-Bengala Cloranfenicol
$'5% 'LIFR FRQ EHQRPLOR DxDGLGR D XQD FRQFHQW!

(Benomyl, Sigma Aldrich) y se incubaron a una temperatura de 30°C. Los

cultivos se observaron regularmente durante los primeros 3 dias hasta detectar

crecimiento fangico.

A partir de las colonias que presentaron la morfologia propia de P. boydii
(Figura 8), se realizaron montajes en azul de lactofenol para su observaciéon

microscopica. Si la observacion de las estructuras fungicas correspondia a una
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2.5 Identificacién molecular

2.5.1 Extraccién de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico, partiendo del micelio del
hongo, crecido en APD durante 7 dias a 30°C, se transfiri6 aproximadamente
1cm? de micelio a un tubo eppendorf de 2 mL, se agreg6 200 R. de buffer de lisis
(Tris-HCI pH 8 20mM, EDTA 2mM, 1.2% triton x-100), se afadié lisozima y
quitinasa a una concentracion de 2 mg/mL respectivamente, se mezclé e incubo
por 4 horas a 37° C. Posteriormente se agregaron 390 R. de TE 1X con SDS al
10% mas 4 R de proteinasa K (2mg/mL) y se incubd por 1 hora a 55°C. Se
agregaron100 R. de NaCl 5M y se mezcld, luego se agregaron 80 R. de
cetyltrimethylamomoniumbromide (CTAB), se mezcld e incubd por 1 hr a 65°C.
Posteriormente se agregdé un volumen igual de cloroformo-alcohol-isoamilico
(24:1) y fenol saturado (250 R)y 100 R TE 1X. Se mezclo y se centrifug6 a 14
000 Xg por 8 min, se separo la fase acuosa. Se repitié el paso anterior. A la fase
acuosa final se agregaron 0.6 volumen de alcohol-isopropilico y 80 R. de acetato
de sodio al BM y un pH 5.2 r 1, posteriormente se incub6 a -20°C toda la noche.
Se centrifugd a 14 000 Xg por 8 min. Se desechd el sobrenadante y la pastilla
gue quedo, se lavo con un 1mL de etanol al 70%. Posteriormente se centrifugd a
14000 Xg por 8 min. Se desechd el sobrenadante, la pastilla se dejé secar a
temperatura ambiente y posteriormente se resuspendio en 50 R de TE 1X y se

calent6 a 65° C por 15 min. Para finalizar el ADN, se cuantificO por
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espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Se almaceno a -20°C

hasta su utilizacion.

2.5.2 Amplificacion de la region ITS y el gen 5.8S del ADNr

Para la amplificacion de la regién ITS completa (ITS1-5.8S-ITS2), se
utilizaron los iniciadores ITS5 e ITS4 (ver Tabla 4) [77]. La mezcla de reaccion
para PCR fue con un volumen final de /, contenia ~30 ng de ADN templado,
1X de GoTag® Colorless Master Mix (Promega, Madison, WI) y Ode cada
primer. El programa de amplificacion incluyé un paso inicial de desnaturalizacion
a 94°C por 4 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30
segundos, alineamiento a 55°C por 30 segundos, y extensién a 72°C por 30

segundos, ademas de un paso final de extension a 72°C por 3 min.

Tabla 4. Iniciadores utilizados para la PCR y secuenciacion

Iniciador Locus Secuencia5 a3’ Referencia
ITS5 ITS ADNr GAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  White y col. (1990)
ITS4 ITS ADNr TCCTCCGCTTATTGATATGC White y col. (1990)
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2.5.3 Purificacién de los productos amplificados

Posterior a la PCR, los productos fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI) bajo los lineamientos del

fabricante y fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacién.

2.5.4 Secuenciacién de los productos de la PCR

La reaccion de secuenciacion fue realizada utilizando el kit de secuenciacion
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EU) de acuerdo con el protocolo del fabricante, las reacciones fueron corridas y
analizadas en el equipo Avant 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Termociclador Px2 Thermal cycler (Termo Electro Corporation Milford, MA,
EU). Los productos amplificados de la reaccion de secuenciacion se analizaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de etidio y
revelados con luz UV (UVP Biolmaging System. EpiChemi 3 Darkroom). Para
comprobar el tamafio de las amplificaciones se utiliz6 un marcador de peso
molecular de 1000 pb HyperLadder IV (Bioline, MA, EU).

La secuenciacion se realizé en la Unidad Académica de Medicina Humana y

Ciencias de la Salud, Universidad Autbnoma de Zacatecas, Zacatecas, México.
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2.5.5 Alineamiento y andlisis de las secuencias nucleotidicas

Las secuencias consenso fueron obtenidas utilizando el software
*HQH6WXGLR E 3URIHVVLRQDO (GLWLRQ 9HUVLYQ
secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias consenso del ITS
de Scedosporium spp./Pseudallescheria spp., reportadas utlizando Ila
herramienta de alineamiento BLAST del sitio National Center for Biotechnology

Information (http://blast.nchi.nim.nih.gov). Las secuencias alineadas fueron

comparadas con base a la similitud con los datos disponibles en el GenBank.

2.5.6Dep0sito de secuencias en el GenBank

Todas las secuencias obtenidas fueron depositadas en la base de datos del

GenBank a través de la pagina web del National Center for Biotechnology Information

(NCBI) www.ncbi.nlm.nih.gov .
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2.6 Estudios fenotipicos

2.6.1 Caracteristicas morfologicas

2.6.1.1 Macroscopicas

La caracterizacibn macroscopica de las colonias se llevd a cabo en el
medio de cultivo APD. Todos los aislamientos se incubaron a diferentes
temperaturas (30, 37, 40 y 45°C en oscuridad), donde se observaron las
caracteristicas macroscopicas de las mismas a los 7 y 14 dias posteriores a su
inoculacién, determinando los siguientes parametros:

x Diametro

x Color (anverso)

x Textura (algodonosa, pulverulenta, granulosa, aterciopelada, etc.)
X Margenes (definidos, irregulares, etc.)

x Pigmento difusible (ausencia, presencia y color)

x Gotas de exudado (ausencia, presencia)
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2.6.1.2 Microscopicas

La caracterizacion microscopica de los aislamientos se llevé a cabo mediante
la técnica de micro cultivo en APD a 30°C durante 7 dias. Los parametros
microscopicos que se llevaron a cabo fue la medicion de las estructuras fungicas de
reproduccion sexual y asexual (conidios, cleistotecios y coremios). Se hizo el analisis
morfométrico en el microscopio Nikon eclipse 50i, con cdmara digital DS-2Mv
obteniendo la medida de cada una de las estructuras antes mencionadas. Se realizo
la documentacién gréafica mediante tomas con los objetivos de 40 x y 100 x de cada

una de las estructuras.

2.7 Estudios fisioldgicos y enziméticos

2.7.1 Pruebas de asimilaciéon de carbohidratos

Se realizaron un total de 5 pruebas fisioldgicas, la asimilacién de
carbohidratos probadas fueron: D-ribosa, L-arabinosa, sacarosa, maltosa y

lactosa. También se realizaron pruebas de termotolerancia a 30, 37, 40 y 45°C.

El in6culo se prepard raspando la colonia fungica, después de 7 dias de
crecimiento en APD, suspendiendo el micelio en solucion salina estéril. La
suspension fungica se agité en vortex durante 15 segundos y se filtro a través de
una gasa estéril, con el objetivo de eliminar las hifas y obtener una suspension
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exclusivamente de conidios. La concentracion de la suspension de conidios fue
ajustada en una camara de Neubauer a 10° conidios/mL. Se realizé una dilucién
seriada en solucién salina y se verificé la viabilidad de los conidios sembrando
/| H LQFXEDQGR SRVWHULRUPHQWH D 2& (@HFUHFLF
asimilacion fueron probados en medio liquido siguiendo el protocolo descrito por
<DUURZ 6H GLVSHQVY XQ YROXPHQGG®HORYV ILGHFRD®
en los tubos con los diferentes sustratos se incub6 en oscuridad a temperatura
de 25°C por 14 dias, posteriormente se realizé la lectura determinada por la

presencia o ausencia de crecimiento.

2.7.2 Pruebas de actividad enziméatica

Se realizaron pruebas de actividad enzimatica: hidrélisis de la urea,
licuefaccion de la gelatina, produccién de actividad proteasa y fosfolipasa. La
hidrélisis de la urea fue probada usando el agar urea Christensen (BBL™),
incubando a 25°C durante 4 dias, y el resultado se consideré positivo si el medio
viraba a rosa. La licuefaccion de la gelatina se probd en un medio compuesto por
100 g gelatina, 5 g glucosa, 6.7 g de medio de nitrégeno base y 1 L de agua
destilada e incubado a 21°C durante 3 semanas. Las lecturas fueron realizadas
después de 2 hr de incubacion a 4°C (Yarrow, 1998). Las pruebas de actividad
proteasa y fosfolipasa se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Treviilo-Rangel y col., con ligeras modificaciones ya que estos estudios se

realizaron de manera cualitativa y no semi-cuantitativa como marca el protocolo
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establecido para levaduras [113]. Para los estudios de termo tolerancia los
aislados fueron cultivados en APD e incubados en oscuridad durante 14 dias y
posteriormente se realizaron las mediciones del diametro de las colonias a los 7

y 14 dias.

2.8 Estudios de susceptibilidad in vitro a los antifungicos

2.8.1 Método de microdiluciéon

Se realizaron los estudios de susceptibilidad in vitro siguiendo el método

de referencia M38-A2 del CLSI [114].

2.8.2 Agentes antifungicos

Los agentes antifungicos utilizados fueron proporcionados por sus
respectivas comparfias farmacéuticas, (ver tabla 5). Todos los antifungicos
empleados se obtuvieron como sustancias puras y fueron disueltos en dimetil
sulfoxido (DMSO) al 1%, excepto anfotericina B la cual se disolvidé en agua. Se
prepararon diluciones seriadas de cada antifungico y se dispenso 0.1 mL en
cada pocillo de la placa de 96 pozos. Las placas con los diferentes antifingicos

se guardaron a -70°C hasta su utilizacion.
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Tabla 5. Antifangicos utilizados, rango de concentraciones utilizadas y compafiias

farmacéuticas.
Antifingico REMELE _de Compania farmacéutica
concentraciones

Anfotericina B (AMB) 0.03 + J P/ Bristol Myers Squibb. (Princeton, NJ, USA)
Posaconazol (POS) 0.03 £ J P/ Shering-Plough. (Kelnilworth, NJ, USA)
Voriconazol (VRC) 0.03 £ J P/ Pfizer, Inc. (New York. NY, USA)

. Merck Sharp & Dohme (Haarlem,
Caspofungina (CAS) 0015+ J P/ Netherlands)
Anidulafungina (ANI) 0.015 £+ J P/ Pfizer, Inc. (New York. NY, USA)
Micafungina (MICA) 0.015 + J P/ Astellas Pharma, Inc. (Ibaraki, Japan)
Flucitocina (ECT) 0.125 + 3 p/ Sglarj)g Pharmaceutical, Inc. (Allendale, NJ,
Fluconazol (FLC) 0.125 + J P/ Pfizer, Inc. (New York. NY, USA)

2.8.3 Preparacion del in6culo

Se prepard el indculo segun los lineamientos del documento M38-A2 del

CLSI. Se partio de una placa de APD de un cultivo con el crecimiento de 7 dias a

30°C. Se adicionaron 5 ml de solucion salina estéril a cada placa, se rasparon

las colonias con un aplicador de madera estéril, para obtener una suspension

homogénea, la cual se llevo a vortex para separar los conidios de las hifas, luego

se filtr6 en gasa estéril. Se ajustd el in6culo a una absorbancia de 0.15 +0.17,

posteriormente se realizé una dilucién 1:50 en medio RPMI-1640 (0.4 x 10* a 5 x

10* UFC/mL), se afiadié 0.1mL de esta suspension a cada uno de los pocillos de

la placa con los farmacos.
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2.8.4 Condiciones del micrométodo e interpretacion de resultados

La placa se incubo a 37°C, las lecturas se realizaron de forma visual cada
24, 48 y 72 horas con la ayuda de un espejo invertido. La concentracion minima
inhibitoria  (CMI) se defini6 para la anfotericina B y equinocandinas
(caspofungina, anidulafungina y micafungina) como la concentracion mas baja
de droga que mostré el 100% de inhibicion en el crecimiento y para los azoles y
flucitosina la CMI se defini6 como la concentracion mas baja de droga que
mostrd el 80% de inhibicion del crecimiento, al compararla con el control libre de
droga. Para las equinocandinas se realizaron también lecturas de la
concentracion minima efectiva (CME), la cual se define como la concentracion
mas baja que provoque un cambio morfoldgico en el crecimiento de las hifas. Se
utilizaron como cepas control de calidad, Paecilomyces varioti MYA-3630 y

Candida albicans ATCC 66027.

2.8.5 Andlisis estadistico

Se determiné la media geométrica (MG), la concentracibn minima
inhibitoria necesaria para inhibir el 50 y 90% de las cepas (CMlsp) y (CMilg), el
rango de susceptibilidad de cada droga y fueron calculados usando Microsoft®

Office Excel 2007.
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2.9 Estudio de carga fungica y andlisis histopatoldgico en un modelo murino

de Scedosporiosis sistémica

Se realizaron estudios piloto con grupos de 10 ratones ICR machos de
4 semanas de edad para una especie de Scedosporium y L. prolificans para
determinar la virulencia de la cepa a distintas concentraciones de inoculos, lo
que nos permitié establecer el inéculo mas adecuado para poder llevar a cabo el

estudio de carga fungica durante un periodo de 15 dias aproximadamente.

Se seleccionaron dos cepas de cada una de las especies del complejo
Scedosporium identificadas por métodos moleculares en este estudio (S. boydii
sensu estricto, S. apiospermum, S. aurantiacum, S. dehoogii, P. ellipsoidea, P.
angusta y P. fusoidea), las cuales presentaban distinta actividad de fosfolipasa
(una positiva y otra negativa). Por otro lado se seleccionaron tres asilamientos

clinicos identificados como L. prolificans con actividad fosfolipasa positiva.

2.9.1 Preparacion del indculo

El inéculo se prepar6 raspando las colonias fungicas, después de 7 dias
de crecimiento en APD, suspendiendo el micelio en solucién salina estéril. La
suspension se agitd en vortex durante 15 segundos y se filtré a través de una
gasa estéril, con el objetivo de eliminar las hifas y obtener una suspension
exclusivamente de conidios. La concentracion de la suspension de conidios fue

ajustada en una camara de Neubauer a 3 x 10* conidios/mL para las cepas de L.
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prolificans en el estudio de carga flingica y de 1 x 10° UFC/mL en el de
supervivencia. Por otra parte, se ajusté el inéculo a 5 x 10* UFC/mL para las
especies del complejo Scedosporium en los estudios de carga fangica de
acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo piloto, posteriormente se realizo
una dilucién seriada en solucion salina y se verificd la viabilidad del indculo

VHPEUDQGR /| HLQFXEDQGRO®RVWHULRUPHQWH D

2.9.2 Estudio de carga fungica e histopatologia para especies del complejo

Scedosporium

Se trabajé con grupos de 12 ratones ICR machos de 4 semanas de edad
inmunocompetentes por cepa, los cuales fueron infectados el dia 0 con 0.2 mL
del in6culo via intravenosa a través de la vena caudal del raton bajo los
lineamientos de asepsia y los criterios de un manejo adecuado de los animales
de laboratorio. Posteriormente se sacrificaron 4 ratones por grupo/cepa los dias
3, 6 y 15 post-infeccion a los cuales se les extrajo de manera aséptica el
cerebro, bazo y rifiones; se separé la mitad del 6rgano para las pruebas
histopatoldgicas colocando los 6rganos en 100 mL de formalina al 10% vy la otra
mitad para la determinacion de la carga fungica mediante el homogenizado de
los 6rganos en 1 mL de solucion salina, se realizé una dilucion seriada y se
sembré en placas de APD a 30°C por duplicado para determinar las UFC/gr de
tejido después de 48 y 72 hr de incubacién. Los 6rganos fijados en formalina al

10% vy buffer de fosfatos fueron posteriormente incluidos en parafina y se
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realizaron cortes de tejido de 5 um de grosor. Los cortes obtenidos fueron
tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina para observar el proceso

inflamatorio y de Gomori Grocott para observar las estructuras flngicas.

2.9.3 Estudios de supervivencia, carga fungica e histopatologia para L.

prolificans

2.9.3.1 Estudio de supervivencia

Se trabajé con grupos de 10 ratones ICR machos de 4 semanas de edad
inmunocompetentes por cada cepa, los cuales fueron infectados el dia 0 con 0.2
ml del in6culo de 1 x 10° UFC/mL a través de la vena caudal del raton bajo los
lineamientos de asepsia y los criterios de un manejo adecuado de los animales
de laboratorio. Posteriormente se monitorearon diariamente durante 30 dias

llevando a cabo un registro de muerte en cada uno de los grupos.

2.9.3.2 Estudio de carga fangica e histopatologia

Se trabajoé con grupos de 12 ratones ICR machos de 4 semanas de edad
inmunocompetentes por cepa, los cuales fueron infectados el dia 0 con 0.2 mL
del in6culo de 5 x 102 UFC/mL en la vena caudal del raton bajo los lineamientos

de asepsia y los criterios de un manejo adecuado de los animales de laboratorio.
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Posteriormente se sacrificaron 4 ratones por grupo/cepa los dias 4, 7 y 10 post-
infeccion a los cuales se les extrajo de manera aséptica el cerebro, bazo y
riiones; de los cuales se separdé la mitad del érgano para las pruebas
histopatologicas colocando los 6rganos en 100 mL de formalina al 10% vy la otra
mitad para la determinacion de la carga fungica mediante el homogenizado de
los érganos en 1 mL de solucion salina, se realizd una dilucidon seriada y se
sembro en placas de APD a 30°C por duplicado para determinar las UFC/gr de
tejido después de 48 y 72 hr de incubacion. Los 6rganos fijados en formalina al
10% vy buffer de fosfatos fueron posteriormente incluidos en parafina y se
realizaron cortes de tejido de 5 um de grosor. Los cortes obtenidos fueron
tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina para observar el proceso

inflamatorio y de Gomori Grocott para observar las estructuras flngicas.

2.9.4 Correlacion de los datos epidemiol6gicos con los hallazgos fenotipicos y

moleculares

Se busco la posible correlacion entre las caracteristicas moleculares y el
area geogréfica de los aislamientos, el origen, las caracteristicas del suelo (pH,
nitrégeno total), la actividad enzimética, mediante la prueba de Chi cuadrada. La
FRUUHODFLYQ HQWUH OD LGHQWLILFDFLYQ PROHFXODU

mediante la prueba de Mann-Whitney.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Aislamientos

Se procesaron un total de 101 muestras ambientales de 26 estados de
la republica mexicana, de cada estado se procesaron de 1 a 5 muestras en
promedio (ver Tabla 6). Del total de colonias fangicas obtenidas se
seleccionaron todas aquellas con una morfologia de sospecha para especies del
complejo Scedosporium apiospermum cabe mencionar que aunque una muestra
de suelo presentara varias colonias con esta morfologia todas se aislaron y
purificaron ya que se ha descrito que en el mismo nicho ecolégico pueden estar

presente una o varias de las especies de este complejo.
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Tabla 6. Muestras procesadas y aislamientos.

Baja California 3 3 20 19.3
Baja California Sur 1 1 1 0.97
Chihuahua 5 2 3 2.9
Coahuila 11 2 7 6.8
Nuevo Ledn 8 3 12 11.6
Tamaulipas 15 2 3 2.9
Durango 1 1 1 0.97
Zacatecas 7 2 1 0.97
San Luis Potosi 5 1 3 2.9
Jalisco 2 1 2 1.94
Guanajuato 1 1 3 2.9
Hidalgo 3 2 4 3.9
Edo. de México 4 1 1 0.97
Morelos 2 2 7 6.8
Distrito Federal 3 1 1 0.97
Puebla 2 2 3 2.9
Veracruz 6 2 6 5.8
Guerrero 3 1 2 1.9
Oaxaca 4 1 3 2.9
Tabasco 1 1 1 0.97
Campeche 5 2 8 7.8
Yucatan 1 1 4 3.8
Quintana Roo 4 1 5 4.8
Aguascalientes 2 0 0 0

Sinaloa 1 0 0 0

Sonora 1 0 0 0

Como se puede observar el estado de Baja California fue donde se
obtuvieron el mayor nimero de aislamientos 20 (19.3%), seguido del estado de
Nuevo Ledn con 12 (11.6%), por otra parte en los estados de Sonora, Sinaloa y
Aguascalientes no se logr6 obtener ninguno aislamiento, sin embargo; no
podemos aseverar que en estos estados no estén presentes este tipo de

microorganismos ya que el nimero de muestras de suelo que se procesaron fue
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pequefio. No obstante; en otros estados donde se procesé una sola muestra de

suelo se obtuvieron resultados positivos.

3.2 Determinacion de nitrégeno totaly  pH

De acuerdo a los reportes se ha descrito que estos hongos son capaces
de crecer en presencia de altas concentraciones de nitrégeno y en pH acidos.
Los resultados obtenidos se clasificaron de acuerdo al INEGI donde México es

clasificado en 8 zonas geogréficas: Noroeste, Noreste, Centro norte, Occidente,

Centro sur, Oriente, Suroeste y Sureste (ver Tabla 7).

Podemos observar que los rangos de nitrogeno total van de 0.10 *
0.8% y el pH de 4.8 +7.65, en las diferentes zonas geograficas, a pesar de ello
no se observé una diferencia significativa al compararse las diferentes zonas

geogréficas con el nitrdgeno total (p > 0.0638) y el pH (p > 0.0734).
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Tabla 7. Nitrogeno total y pH de las muestras de suelo positivas.

Zona

Nitrogeno

Geografica ESIRGE L Total PH
M1 0.6 7.25

Baja California M2 0.4 5.6

M3 0.51 5.9
Noroeste Baja California Sur M1 0.36 7.65

. M1 0.74 7

Chihuahua M2 0.61 6.2

Durango M1 0.36 7.6

Coahuila M1 0.63 7.6

M2 0.46 6.8

M1 0.74 7.4

Noreste Nuevo Ledn M2 0.60 6.5
M3 0.71 5.6

Tamaulipas M1 0.47 75

P M2 0.51 7.2
Zacatecas M1 0.61 7.36

Centro Norte . M2 0.54 5.2
San Luis Potosi M1 0.53 7.4

Guanajuato M1 0.45 7.3
Occidente Jalisco M1 0.49 6.23
Estado de México M1 0.77 4.8
Distrito Federal M1 0.5 7.13

Centro Sur Morelos M1 0.71 57
M2 0.46 6.6
: M1 0.39 6.27

Al M2 0.51 7.1

. M1 0.63 5.8
Oriente Puebla M2 0.72 75
Veracruz M1 0.40 7.5

M2 0.48 6.8

Oaxaca M1 0.105 7.1

Sllrgesie Guerrero M1 0.52 7.3
Tabasco M1 0.10 7.11

Campeche M1 0.31 7.4

Sureste P M2 0.42 6.9
Yucatan M1 0.52 7.65
Quintana Roo M1 0.8 5.37
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Tabla 8. Aislamientos clinicos: numero de referencia del laboratorio, nUmero acceso

GenBank, especie, origen geogréfico y diagndstico presuntivo.

No. No. acceso Identificacion

Referencia GenBank molecular g S Diagnostico
10-1167 KJ176703 L. prolificans L. bronquioalveolar NL Aspergilosis

09-1125 KJ176702 L. prolificans L. bronquioalveolar NL Bola fungica pulmonar
05-835 KJ176698 L. prolificans Sangre NL Infeccion diseminada
09-2399 KJ914838 S. boydii LCR NL Infeccion diseminada
06-1714 KJ176696 L. prolificans Seno maxilar NL Aspergilosis

07-2242 KJ176704 L. prolificans L. bronquioalveolar NL l. Invasiva pulmonar
00-320 KJ914803 S. apiospermum  Lavado bronquial NL Bola fungica pulmonar
05-1734 KJ914802 S. apiospermum  Lavado bronquial NL Bola fungica pulmonar
04-2673 KJ176697 L. prolificans L. bronquioalveolar NL Infeccién diseminada
05-2409 KJ914837 S. boydii Liquido peritoneal NL Infeccion diseminada
05-2190 KJ176699 L. prolificans Lavado peritoneal NL Infeccion diseminada
08-1220 KJ176700 L. prolificans Biopsia de piel NL Micetoma

09-98 KJ914805 S. boydii Liquido peritoneal NL Infeccidon diseminada
08-1370 KJ914836 S. boydii Lavado bronquial NL Aspergilosis

08-2239 KJ176701 L. prolificans LCR NL Infeccién diseminada
12-261 KJ176705 L. prolificans Sangre NL Infeccion diseminada
13-196 KJ176706 L. prolificans L. bronquioalveolar NL l. Invasiva pulmonar
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Tabla 9. Aislamientos ambientales: nimero de referencia del laboratorio, niUmero acceso

GenBank, especie, origen del sitio y geografico.

No. _ No. acceso Identificacion Estado Origen
referencia GenBank molecular
171-HG KJ1766709  S. aurantiacum Hidalgo Parque deportivo
174-HG KJ1766710 Hidalgo Jardin urbano
175-HG KJ1766711 Hidalgo Jardin urbano
176-HG KJ1766712 Hidalgo Parque industrial
164-GR KJ1766708 Guerrero Jardin de Casa
118-DF KJ1766707 Distrito Federal Jardin urbano
070-MC KJ577993 Estado de México Jardin de Casa
002-NLA KJ5779985  S. dehoogii Nuevo Ledn Lodo PTA
003-NLA KJ5779986 Nuevo Ledn Lodo PTA
005-NLA KJ914777 Nuevo Ledn Lodo PTA
006-NLA KJ5779987 Nuevo Ledn Lodo PTA
013-NLA KJ5779988 Nuevo Ledn Lodo PTA
019-NL KJ914778 Nuevo Leodn Parque industrial
103-NL KJ5779989 Nuevo Leodn Jardin urbano
007-NL KJ914801 S. apiospermum  Nuevo Leén Jardin urbano
044-BC KJ914799 Baja California Parque deportivo
053-BC KJ914798 Baja California Parque deportivo
075-BC KJ914792 Baja California Jardin urbano
078-BC KJ914791 Baja California Jardin urbano
079-BC KJ914790 Baja California Parque industrial
080-BC KJ914789 Baja California Parque industrial
082-BC KJ914788 Baja California Jardin urbano
058-VvZ KJ914797 Veracruz Jardin urbano
060-VZ KJ914796 Veracruz Parque deportivo
062-VZ KJ914795 Veracruz Parque deportivo
028-QR KJ914800 Quintana Roo Jardin urbano
071-PL KJ914794 Puebla Jardin urbano
072-PL KJ914793 Puebla Parque industrial
108-GT KJ914787 Guanajuato Parque industrial
109-GT KJ914786 Guanajuato Parque industrial
110-GT KJ914785 Guanajuato Parque industrial
122-MS KJ914784 Morelos Jardin urbano
125-MS KJ914783 Morelos Parque industrial
145-TC KJ914781 Tabasco Parque industrial
148-0OC KJ914780 Oaxaca Jardin urbano
149-0C KJ914779 Oaxaca Jardin urbano
112-CL KJ607255 Coahuila Jardin de Casa
127-CH KJ914782 Chihuahua Jardin urbano
011-NL KJ914835 S. boydii Nuevo Ledn Jardin urbano
020-NL KJ914834 Nuevo Ledn Jardin urbano
043-BC KJ914829 Baja California Jardin urbano
047-BC KJ914828 Baja California Jardin urbano
048-BC KJ914827 Baja California Jardin urbano
049-BC KJ914826 Baja California Parque industrial
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050-BC KJ914825 Baja California Parque deportivo
051-BC KJ914824 Baja California Parque deportivo
074-BC KJ914819 Baja California Parque deportivo
076-BC KJ914818 Baja California Parque industrial
077-BC KJ914839 Baja California Parque industrial
087-BC KJ914817 Baja California Parque industrial
025-ZS KJ914833 Zacatecas Jardin urbano
026-0OR KJ914832 Quintana Roo Jardin urbano
029-QR KJ914831 Quintana Roo Jardin urbano
102-QR KJ914815 Quintana Roo Jardin urbano
142-GR KJ914807 Guerrero Jardin de Casa
038-CL KJ914830 Coahuila Jardin urbano
114-CL KJ914813 Coahuila Jardin urbano
057-VZ KJ914823 Veracruz Parque deportivo
061-vZ KJ914822 Veracruz Jardin urbano
064-VZ KJ914821 Veracruz Jardin urbano
066-TS KJ914820 Tamaulipas Jardin urbano
097-YN KJ914816 Yucatan Jardin de Casa
106-MS KJ914814 Morelos Jardin urbano
121-MS KJ914811 Morelos Jardin urbano
124-MS KJ914810 Morelos Parque industrial
130-SP KJ914809 San Luis Potosi Jardin urbano
140-BS KJ914808 Baja California Sur ~ Jardin urbano
162-CC KJ914806 Campeche Jardin urbano
033-CL KJ607247 P. ellipsoidea Coahuila Jardin urbano
035-CL KJ914776 Coahuila Jardin de Casa
153-CC KJ607248 Campeche Jardin urbano
154-CC KJ607251 Campeche Parque industrial
159-CC KJ607252 Campeche Parque industrial
160-CC KJ607250 Campeche Parque industrial
161-CC KJ607262 Campeche Jardin urbano
089-YN KJ914774 Yucatan Jardin de Casa
090-YN KJ914773 Yucatan Jardin de Casa
092-YN KJ607254 Yucatan Jardin de Casa
131-SP KJ607259 San Luis Potosi Jardin urbano
132-SP KJ607260 San Luis Potosi Jardin urbano
120-MS KJ607256 Morelos Jardin urbano
123-MS KJ607257 Morelos Parque industrial
68-TS KJ607253 Tamaulipas Parque industrial
129-TS KJ607258 Tamaulipas Parque industrial
137-PL KJ607261 Puebla Jardin urbano
100-CH KJ914772 Chihuahua Parque deportivo
083-BC KJ914775 Baja California Parque deportivo
016-NL KJ914771 P. fusoidea Nuevo Ledn Parque industrial
018-NL KJ914770 Nuevo Ledn Parque industrial
022-DG KJ914769 Durango Jardin urbano
030-0OR KJ914768 Quintana Roo Jardin urbano
039-BC KJ914767 Baja California Parque deportivo
046-BC KJ914766 Baja California Jardin urbano
099-CH KJ914765 Chihuahua Jardin urbano
157-CC KJ914764 Campeche Jardin urbano
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158-CC KJ914763 Campeche Parque industrial
147-0OC KJ577992 Oaxaca Jardin urbano
034-CL KJ914761 P. angusta Coahuila Jardin urbano
107-CL KJ914762 Coahuila Jardin urbano
166-JC KJ577990 Jalisco Parque deportivo
169-JC KJ577991 Jalisco Parque deportivo

3.3.1 Andlisis filogenético

La filogenia se determind mediante arboles de maxima verosimilitud
(ML) y Bayesianos, donde el arbol ML se construyé en base al alineamiento
hecho con el modelo evolutivo seleccionado y con un soporte nodal evaluado via
bootstrap con 2,000 replicaciones, usando una busqueda total heuristica
mediante TOPALI v2 para todos los aislamientos ambientales[115, 116]. En este
mismo software se realiz6 el arbol Bayesiano empleando tres analisis
independientes por 10 millones de generaciones y muestreados cada 2,000
generaciones para los aislamientos clinicos. En ambos el grupo externo lo
conformaron secuencias ITS de L. prolificans para los arboles de los aislamientos
ambientales y de Graphium basitruncatum para los aislamientos clinicos

identificados como L. prolificans.

Como se aprecia en los arboles filogenéticos de los aislamientos
clinicos y ambientales de las especies del complejo Scedosporium, existe una
amplia variabilidad genética intra-especie en S. apiospermum, S boydii, S.
dehoogii, P. angusta, P. fusoidea y P. ellipsoidea. Se aprecia que los 7

aislamientos de S. aurantiacum presentaron una homologia del 100% por lo que
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no se encontré esta variabilidad intra-especie como en el resto de las especies
(ver Figuras 11-13). Es por esto que es necesario la secuenciacion de otra region
SDUFLDO GH JHQHV FR Qubdliday BatnBduliraRredion D1 y D2 del
ADNr y hacer comparaciones entre estas regiones y determinar si por medio de

estas es posible dilucidar de manera mas precisa las especies de este complejo

encontradas en México.

L. prolificans

KJ176696 NL(x10)

KJ176705 NL

KI577986 NL
90| 1S. dehooygii
k3577987 NL(x3)

KJ577985 NL

914777 NL
Vao14778 NL

KJ914795 VS

KJ914802 NL

100

KJ914792 BC
KJ914786 GT(x3)
KJ914787 GT
KJ914785 GT
KJ914799 BC
KJ914800 QR(x4)

KJ914780 OC
e 914801 NL
S. apiospermum
s [ 1914793 PL
KJ914794 PL(x2)

KJ914798 BC

90 S. aurantiacum
V176707 DF(x7)

0.01

Figura 11. Representacion esquematica del arbol filogenético de las especies S.
apiospermum, S. dehoogii y S. aurantiacum. Los valores de soporte de Bootstrap son

superiores al 90% como se indica en los nodos.
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L. prolificans
KJ176696 NL(x10)

e [ 176705 NL
P. angusta
_l l_ KJ577991 JC
KJ577990 JC

KJ914833 ZS
KJ914836 NL
KJ914761 CL

KJ914764 CC
KJ914763 CC

KJ577992 OC

KJ914768 QR

KJ914830 CL

P. fusoidea
KJ914767 BC
KJ914765 CH
KJ914770 NL
KJ914769 DG
KJ914771 NL

KJ914820 TS
KJ914809 SP
KJ914807 GR
KJ914810 MS(x2)

KJ914828 BC(x2)
P KJ914824 BC
KJ914812 PL

KJ914766 BC
—KJ914838 NL(x5)
S. boydii
KJ914832 QR(x4)

KJ914813 CL
KJ914814 MS

100

KJ914823 VS(x2)
KJ914837 NL
KJ914816 YN
KJ914762 CL
f—KJ914827 BC

KJ914817 BC(x4)

KJ914825 BC(x3)

b KJ914829 BC

KJ176698 NL

0.01

Figura 12. Representacion esquematica del arbol filogenético de las especies S. boydii, P.

angusta y P. fusoidea. Los valores de soporte de Bootstrap son superiores al 90% como se

indica en los nodos.
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L. prolificans

KJ607251 CC

KJ607248 CC

KJ607252 CC

KJ607250 CC

KJ176696
- KJ176705 NL
90 KJ607247 CL
P. ellipsoidea
P KJ914776 CL
e KJ607258 TS
100 KJ607259 SP
_E KJ607257 MS
KJ607256 MS
KJ914775 BC

KJ914774 YN

K J607253 TS

KJ607254 YN

KJ607260 SP
0.005

KJ914772 C+

Figura 13. Representacion esquematica del arbol filogenético de P. ellipsoidea. Los valores

de soporte de Bootstrap son superiores al 90% como se indica en los nodos.
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Por otra parte se obtuvieron 11 aislamientos clinicos identificados como
L. prolificans, como ya se menciondé anteriormente. Est4 especie esta
filogenéticamente separada del complejo de Scedosporium, sin embargo; son
importantes agentes causales de infecciones diseminadas en pacientes con
inmunosupresion grave. Al realizar la secuenciacion de la region parcial del ITS
del ADNr se encontr6 que todos los aislamientos presentaron un 99.9% de
homologia, por lo cual al hacer el andlisis en la extension de los 476 nucleotidos
que abarcaron la secuencia comparada, se encontrd solo un sitio variable dentro
del grupo interno (ver Figura 14). Sin embargo, al alinear las secuencias con
otras muestras tomadas de regiones distintas, se encontraron 69 sitios variables
entre ellas (ver Figural5) /D PD\RUtD GH pVWRYV VH XELFDURQ KDFI
\' 1 GH ODV VHFXHQFLDV HVSHFtILFDRMB Qawdpudsal WD DQW
313, generando una region constante de 165 nucle6tidos donde solo uno, en la

posicion 275, fue variable.
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mencionar que estos parametros tampoco son determinantes para llegar a una

identificacion precisa de las especies del complejo Scedosporium.

Por otra parte a L. prolificans si es posible identificarlo de forma
microcopia ya que a diferencia de las especies del complejo presenta un
conidiéforo globoso lo que facilita su identificacion morfologica microscopica (ver

Figura 22).
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3.4.2.2 Asimilacion de carbohidratos

Se realizaron las pruebas de asimilacion de diferentes azucares como:
lactosa, L-arabinosa, sacarosa, maltosa y D-ribosa utilizando el protocolo
descrito por Yarrow (1980), sin embargo; mediante estas pruebas, las especies
del complejo no pudieron ser diferenciadas. La mayoria de las especies del
complejo Scedosporiumpresentaron un patron de asimilacion variable. Se
encontraron 6 patrones de asimilacion en los 103 aislamientos ambientales (ver
Tabla 11), donde se puede observar en la figura 24 que el patron B (lactosa, L-
arabinosa, sacarosa, maltosa y D-ribosa fueron positivos) es el méas frecuente
entre las especies del complejo Scedosporium. Cabe mencionar que aunque S.
aurantiacum solo presenté el patron A (lactosa, L-arabinosa, sacarosa, maltosa
fueron positivos y D- ribosa negativo) no es posible poder diferenciarlo bajo
estos parametros ya que otras especies presentaron este mismo patron. Por otra
parte, S. apiospermum fue la especie con mayor variedad de patrones de
asimilacion lo que podria estar relacionado con la alta variabilidad genética intra-

especie que presentan estos hongos.

La variacion de asimilacién de carbohidratos que se encontré en los 17
aislamientos clinicos fue de 3 patrones diferentes donde el patrén A se presento
en el 100% (ver Figura 25) de las especies de L. prolificans (ver tabla 12). Los
patrones encontrados en S. apiospermum concuerdan con los patrones de

asimilacion de los aislamientos ambientales, sin embargo; de forma diferencial 3
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aislamientos clinicos de S. boydii presentaron el patron de asimilacion C (L-
arabinosa, sacarosa y maltosa positivas y D- ribosa y lactosa negativas) a
diferencia de los aislamientos ambientales que presentaron los patrones A, By D

(ver Tabla 11).

Tabla 11. Patrones de asimilacion de carbohidratos de los aislamientos ambientales del

complejo Scedosporium.

Patrén Lactosa L-arabinosa Sacarosa Maltosa D-ribosa

A + + - + -
B + + + +
C - + + + -
D - + + - -
E - + + + +
F - + - + -
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(n)

Figura 24. Distribucion de los aislamientos ambientales del complejo Scedosporium en los

diferentes patrones de asimilacién.

Tabla 12. Patrones de asimilacion de carbohidratos de los aislamientos clinicos del

complejo Scedosporium y L. prolificans.

Patron Lactosa L-arabinosa Sacarosa Maltosa D-ribosa

A + + - + -
C - + + + -
D - + + - -
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(n)

S. boydii 1

Figura 25. Distribucién de los aislamientos clinicos del complejo Scedosporium y L.

prolificans en los diferentes patrones de asimilacion.

3.4.2.3 Actividad enzimatica

Se evalu6 la actividad de 4 enzimas: ureasa, gelatinasa, proteasa y
fosfolipasa en los 120 aislamientos ambientales y clinicos. Se realizé la actividad
de proteasa y fosfolipasa siguiendo el procedimiento descrito para Candida
albicans el cual es un método semicuantitativo. Se realizé una variacion al
método determinando la actividad enzimatica de manera cualitativa debido a la

presencia de un precipitado en el centro de la colonia donde se encuentra el
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Por otra parte en los aislamientos clinicos, se observo solo el patron B en
las cepas de L. prolificans, sin embargo para el resto de las especies se
presentaron los mismos patrones que en los aislamientos ambientales (ver Tabla
14). En estos aislamientos se observé una correlacion (p <0.007)entre la
identificacion molecular con respecto a los patrones enziméticos encontrados ya
que L. prolificans presentd un solo patrén enzimatico. Sabemos que los
aislamientos de S. boydii y S. apiospermum son pocos para esta comparativa,
por lo que tendriamos que aumentar el nimero de éstos para obtener resultados

estadisticamente confiables (ver Figura 28).

Tabla 13. Patrones de actividad enzimatica de los aislamientos ambientales del complejo

Scedosporium.

Patron  Ureasa Gelatinasa  Proteasa  Fosfolipasa

A + + - -
B + + - +
C - - - -
D + + + +
E + - + +
F - + - -
G - + - +
H + - - +
| + - - -
J - + + -
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(n)

Figura 27. Distribucién de los aislamientos ambientales del complejo Scedosporium en los

diferentes patrones de actividad enzimatica.

Tabla 14. Patrones de actividad enzimatica de los aislamientos clinicos del complejo

Scedosporium y L. prolificans.

Patron  Ureasa Gelatinasa  Proteasa  Fosfolipasa

A + + - -
B + + - +
D + + + +
I + - - -
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(n)

S. boydii 1

Figura 28. Distribucion de los aislamientos clinicos del complejo Scedosporium y L.

prolificans en los diferentes patrones de actividad enziméatica.

3.4.2.4 Susceptibilidad in vitro

Los resultados de susceptibilidad in vitro que se muestran en la tabla
15son lecturas realizadas a las 72 hr de acuerdo a los tiempos estipulados por el
protocolo M38-A2.Se puede observar que las diferentes especies del complejo
presentan CMIs muy altas con rangos de 8 - >16ug/mL para la AMB, >8 pug/mL

para las equinocandinas CAS, MICA y ANI, 8 - 64ug/mL para el FLC, >64 pg/mL
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para FCT, lo que nos indica que son resistentes a la mayoria de los antifingicos
probados. Sin embargo, el VRC es el que tuvo una mejor actividad antifungica
con una CMI que va de 0.5 - 4 ug/mL, seguido del POS con una CMl de 1 - 16
pug/mL. Cabe destacar que en el caso de las equinocandinas se determind otro
parametro para evaluar su efectividad; la CME que es la concentracion minima
del antifangico capaz de provocar cambios morfolégicos en la pared celular del
hongo, en base a los anterior se pudo determinar que las equinocandinas
presentan un buen efecto antifungico ya que las CMEs van de 0.06 - 4 pug/mL
para ANI, 0.06 -8ug/mL para MICA y de 0.06 - 4pg/mL para CAS. Estos
resultados son un buen indicativo para uso de antifingicos con distinto
mecanismo de accion en terapias combinadas para el tratamiento de las
infecciones por estos hongos que presentan una alta resistencia a los

antifangicos convencionales (ver Tabla 15).

Por otra parte, los aislamientos identificados como L. prolificans muestran
CMIs muy altas presentando resistencia a todos los antifungicos probados, de
igual manera se presentaron altas CMEs para las equinocandinas con rangos

que van de 1 - 8ug/mL para ANI, MICA y CAS (ver Tabla 16).
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Tabla 15. Susceptibilidad in vitro de 109
complejo Scedosporium.

aislamientos ambientales y clinicos del

CMI 72 hr (ug/mL)

CME 72 hr (ug/mL)

Cepa /Farmaco Rango MG? 50%° 90%° Rango MG? 50%" 90%°
S. apiospermum
(26)
AMB 8->16 1249 16 > 16
ANI > 8 >8 >8 > 8 0.25-4 0.86 0.5 2
MICA > 8 >8 >8 > 8 0.03-0.5 0.10 0.125 0.25
CAS > 8 >8 >8 > 8 0.25-4 0.82 0.5 2
VRC 1-4 1.81 2 4
POS 2-16 4.87 4 16
FLC 8-64 33.62 32 64
FCT > 64 >64 >64 >64
S. aurantiacum (7)
AMB 161('; 16 16 >16
ANI >8 >8 >8 >8 0.25-4 1.59 2 2
MICA >8 >8 >8 >8 0.125-8 0.79 0.25 4
CAS >8 >8 >8 >8 05-4 159 1 4
VRC 05-1 0.56 0.5 0.5
POS 1-2 141 1 2
FLC 16-32 20.16 16 32
FCT > 64 >64 >64 >64
S. dehoogii (7)
AMB 16 - >16 16 >16 >16
ANI >8 >8 >8 >8 0.06-4 0.50 2 4
MICA >8 >8 >8 >8 0.015-0.25 0.08 0.25 0.125
CAS > 8 >8 >8 >8 0.125-4 05 1 4
VRC 05-1 0.76 1 1
POS 1-8 1.74 2 8
FLC 16 - 64 32 32 64
FCT > 64 >64 >64 >64
S. boydii (36)
AMB O>'f6' 8 >16  >16
ANI 8->8 8 >8 >8 0.25-2 0.29 0.25 2
MICA >8 >8 >8 >8 0.03-2 0.16 0.25 2
CAS >8 > 8 > 8 >8 0.25-2 0.38 0.25 2
VRC 0.5-16 1 0.5 >16
POS 1-16 2.30 2 >16
FLC 16-64 2786 32 > 64
FCT > 64 >64 >64 >64

MG, media geométrica
® CMI que inhibe al 50% de la cepas
¢ CMI que inhibe al 90% de las cepas
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& R Q Wakla 15. Susceptibilidad in vitro de 109 aislamientos ambientales y clinicos del
complejo Scedosporium.

CMI 72 hr (ug/ml)

CME 72 hr (ug/ml)

Cepa /Farmaco a b . a b .
Rango MG® 50%" 90% Rango MG®  50% 90%
P. angusta (4)
AMB 8->16 1270 >16 >16
ANI > 8 >8 >8 >8 0.125-05 0.25 0.5 0.25
MICA > 8 >8 >8 >8 0.06-0.125 0.08 0.06 0.125
CAS > 8 >8 >8 >8 0.25 0.25 0.25 0.25
VRC 0.5 0.5 05 05
POS 1-2 1.26 1 2
FLC 32 32 32 32
FCT > 64 >64 >64 >64
P. fusoidea (10)
AMB 8->16 12.13 16 >16
ANI 8->8 8 >8 >8 0.03-1 0.19 0.25 1
0.015 -

MICA > 8 >8 >8 >8 0.125 0.05 0.06 0.125
CAS > 8 >8 >8 >8 0.06-05 0.26 0.25 0.5
VRC 0.25-2 0.76 1 2
POS 1-2 1.52 2 2
FLC 16-64 27.86 32 64
FCT > 64 >64 >64 >64
P. ellipsoidea (19)
AMB 4->16 1234 16 >16
ANI >8 >8 > 8 >8 0.25-2 0.71 0.5 2
MICA > 8 >8 >8 >8 0.06-1 0.13 0.125 0.25
CAS 8->8 8 >8 >8 025-2 071 05 2
VRC 025-1 05 0.5 1
POS 1-8 1.68 1 4
FLC 8-64 2263 16 64
FCT > 64 >64 >64 >64

MG, media geométrica
® CMI que inhibe al 50% de la cepas
¢ CMI que inhibe al 90% de las cepas
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Tabla 16. Resultados de susceptibilidad in vitro de los asilamientos clinicos de L. prolificans.

CMI 72 hr (ug/ml) CME 72 hr (pg/ml)

Cepa /Farmaco
Rango MG®* 50%° 90%° Rango MG?® 50%° 90%°

L. prolificans (11)

AMB 16->16 16 16 >16

ANI 8->8 8 > 8 > 8 2-8 3.36 2 8
MICA 8->8 8 > 8 > 8 1-8 4 4 8
CAS 8->8 8 > 8 > 8 1-8  4.36 4 8
VRC 16->16 16 16 16

POS 16->16 16 >16  >16

FLC 64->64 64 >64 >64

FCT 64->64 64 >64 >64

MG, media geométrica
® CMI que inhibe al 50% de la cepas
¢ CMI que inhibe al 90% de las cepas

3.5 Modelo murino de scedosporiosis sistémica

3.5.1 Carga fangica para especies del complejo  Scedosporium

Se seleccionaron dos cepas de cada una de las especies identificadas del
complejo, cada una de ellas con distinta actividad fosfolipasa, una positiva y la
otra negativa con la finalidad de poder comparar la virulencia de cada una de
ellas y si ésta estaba directamente relacionada con la produccion de esta

enzima.

En la tabla 17 se puede observar la carga fungica para cada una de las

especies expresada en Log CFU/g tejido a los 3, 6 y 15 post-infeccion en
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cerebro, bazo y rifidn para cada cepa y de una especie. Para S. apiospermum se
puede observar claramente una diferencia significativa p <0.005 en cerebro y
rifidn entre las dos cepas, donde vemos claramente que en cerebro las UFCs
van de manera ascendente del dia 3 al dia 15 en la cepa 00-320productora de
fosfolipasa al compararse con la cepa no productora CL-112 que va en
descenso, lo mismo se puede observar en rifion (p <0.025). En S. aurantiacum
se puede ver un comportamiento similar en la cepa HG-175 la cual es productora
de fosfolipasa al compararla con la cepa DF-118 no productora donde se puede
apreciar un incremento en la carga microbiana del dia 3 al dia 15 tanto en
cerebro como rifion con una diferencia significativa de p <0.017 y p <0.001

respectivamente.

Por otra parte en S. dehoogii se puede observar en cerebro una diferencia
significativa de p <0.001 entre las cepa NL-103 fosfolipasa positiva y la cepa NL-
003 negativa, sin embargo; no existe diferencia en la carga microbiana del dia 3
al 15 en rifidn, ambas cepas presentaron una carga microbiana estable durante

la infeccion.

En el caso de S. boydii no se observé una diferencia en la carga microbiana
en cerebro pero si en bazo en los dias 3 y 15 post-infeccion con una diferencia
significativa de p <0.027 al comparar la cepa 08-1370 productora de fosfolipasa
con la cepa ZS-025 no productora. Para las demas especies no se observo
diferencia entre las cepas en los distintos érganos donde se registrO una
disminucion en la carga microbiana del dia 3 al dia 15 o se presenta una

estabilidad durante la infeccion.
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Tabla 17. Carga fungica del modelo murino de Scedosporiosis sistémica con diferentes especies
del complejo Scedosporium

Log CFU/g tejido (mediana [rango])

Dias post-infeccion

96

Cepa/ )
# de acceso Organo 3 6 15
GenBank
. *Cerebro  4.88 (4.80 +5.38) 5.30 (4.93 £5.72)  6.26 (5.93 6.43)
S a&%s&eg&um Bazo  3.73(3.25 +4.18) 3.45(3.22 +3.56)  3.61(2.90 +4.32)
RGN 2.92 (2.56 +3.20) 3.72(3.61 +3.73)  5.00 (4.55 +5.30)
(00-320)

K 1607255 Cerebro 3.64 (3.43 +3.64) 3.91(3.65 +4.38)  1.78 (1.72 +1.86)
(CL-112) Bazo  4.36 (4.20 +4.50) 4.44 (4.17 +4.60)  4.39 (4.18 +4.60)
RifiGn  3.22(2.85 +3.51) 4.30 (3.62 +4.47)  3.14 (2.83 +3.34)
S. aurantiacum *Cerebro 3.99 (3.57 £4.08) 4.95 (4.60 +5.18) 5.07 (4.62 +5.43)
KJ176711 Bazo  3.40(3.28 +3.63) 3.17 (3.11 +3.40)  3.20 (3.11 +3.64)
(HG-175) Rificn  2.57 (2.50 +2.84) 2.57 (2.49 +2.87)  2.57 (2.45 +2.58)
KI176707 Cerebro 4.86 (4.61 +5.14) 3.98 (3.63 £5.00)  2.70 (2.60 +3.04)
(DF-118) Bazo  3.10 (2.92 +3.42) 3.34(3.28 +3.68)  2.22 (2.08 +2.36)

Rificn  1.56 (1.48 +1.80) 2.62 (2.53 +2.85) 0
Skfg‘?o;gg Cerebro 3.90 (3.74 +4.04) 3.84 (3.61 +4.14)  2.82(2.60 3.34)
(NL-103) Bazo  4.00 (3.87 +4.08) 3.88(3.44 +3.98)  3.66 (3.50 4.18)
RifiGn  3.28 (2.95 +3.62) 3.04 (2.90 +3.30)  3.10 (3.04 +3.18)

KJ577986 Cerebro 3.74 (3.62 +3.90) 2.65 (2.59 +2.76) 0
(NL-003) Bazo  4.46 (4.34 +4.72) 4.22(3.99 +4.34)  4.11(3.99 +4.32)
Rifibn  3.19 (2.90 +3.20) 3.08 (2.81 +3.23)  3.00 (2.83 +3.15)
S. boydii Cerebro 4.15 (3.68 +4.32) 4.48 (4.14 +4.61)  2.68 (2.58 +2.85)
KJ914836 *Bazo  3.94 (3.63 +4.04) 4.73(4.34 +511) 552 (5.32 +6.18)
(08-1370) Rifion  2.97 (2.66 +3.30) 2.97 (2.72 +3.15)  2.98 (2.81 +3.36)
K 1914833 Cerebro 4.18 (3.64 +4.40) 4.34(3.90 +4.65)  1.63 (1.58 +2.56)
(25.025) Bazo  3.88(3.79 +4.23) 4.05(3.91 +4.18)  3.76 (3.60 4.23)
Rifidn  2.79 (2.72 +3.08) 2.78 (2.56 +2.92)  3.02 (2.80 +3.11)
'T{J%';%Ztg Cerebro 3.73(3.60 +3.88) 3.59 (3.54 +3.73)  2.68 (2.59 +2.94)
(C-166) Bazo  5.32(5.23 +5.38) 4.87 (4.58 £5.20)  4.45 (4.23 +4.52)
RifiGn  4.19 (3.98 +4.56) 3.96 (3.89 +4.20)  3.57 (3.17 +3.82)
KJ577991 Cerebro 3.71(3.66 +4.00) 3.67 (3.61 £3.96)  2.66 (2.58 +3.18)
(JC-169) Bazo  5.18 (4.87 +5.50) 4.92 (4.82 +5.00)  4.64 (4.04 +5.04)
RIi6n  4.20 (4.04 +4.25) 4.11(3.97 +4.17)  3.80 (2.49 +4.08)
P. fusoidea Cerebro 4.17 (3.70 +4.40) 3.68 (3.61 £3.74)  3.59 (3.50 +3.60)
KJ577992 Bazo  4.43 (4.32 +457) 4.16(4.14 +4.45)  4.02 (3.70 +4.08)
(0C-147) RifiGn  3.60 (3.30 +3.74) 3.54 (2.62 £3.56)  3.29 (3.15 +3.53)



KJ914764 Cerebro 3.36 (2.66 +3.75) 3.98 (3.81 14.08) 3.62 (3.54 +3.97)
(CC-157) Bazo 5.02 (4.11 £5.15) 4.76 (4.14 +4.83) 4.41 (4.17 +4.51)
Riidn  3.31 (2.72 +3.54) 3.47 (3.17 +3.62) 3.16 (2.89 +3.63)

P. ellipsoidea Cerebro 3.98 (3.61 +4.48) 3.82(3.64 %4.20) 2.60 (2.59 +2.60)
KJ914776 Bazo 4.84 (4.84 +4.20) 4.63 (4.43 £4.67) 4.19 (3.86 +4.42)
(CL-035) Rifibn  3.95(3.84 +4.20) 3.66 (3.59 +3.90) 3.60 (3.50 +3.90)
KJI607256 Cerebro 3.64 (3.43 +3.64) 3.91 (3.65 %4.38) 2.78 (2.72 £2.86)
(MS-120) Bazo 4.36 (4.20 +4.50) 4.44 (4.17 £4.60) 4.39 (4.18 +4.60)
Rifibn  3.22 (2.85 +3.51) 4.30(3.62 +4.47) 3.14 (2.83 +3.34)

Debido a que este complejo de especies esta ampliamente relacionado
con enfermedades sistémicas y que se ha reportado un tropismo hacia sistema
nervioso central tanto en pacientes inmucompetentes como con
inmunosupresion se decidié establecer una infeccion sistémica en ratones
iInmunocompetentes para determinar la virulencia de las distintas cepas y su

tropismo hacia los distintos 6rganos.

Los analisis histopatol6gicos muestran un fuerte proceso inflamatorio en
cerebro seguido de rifién en la cepa 00-320 de S. apiospermum, con respecto al
control tal y como se muestra en la Figura 29 donde se puede observar una gran
migracion celular formando zonas granulomatosas lo que conlleva al dafio
cerebral en los ratones. A partir del tercer dia post-infeccion se presento
descoordinacién, pérdida de peso y espasmos de manera progresiva hasta
llegar a la muerte. Claramente la cepa 00-320 productora de fosfolipasa fue méas
virulenta que la cepa no productora de fosfolipasa CL-112. De igual forma en la

tincion de Gomori-Grocott se pueden observar las estructuras fungicas en el
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tejido cerebral de ambas cepas de S. apiospermum, lo que concuerda con la
carga fungica obtenida (ver Figura 30). El mismo comportamiento se observo en
rfién y bazo para ambas cepas como se puede apreciar en los cortes

histopatolédgicos (ver Figuras 31 - 34).

De igual forma los aislamientos probados de S. aurantiacum presentaron
el mismo comportamiento que las cepas de S. apiospermum con respecto al
resto de las cepas donde se observd una disminucion en el proceso inflamatorio
del dia 3 al dia 15 en los diferentes 6rganos, lo que concuerda con los resultados
obtenidos en la carga microbiana para las cepas de S. boydii, S. dehoogii, P.
angusta, P. fusoidea y P. ellipsoidea, se anexa un ejemplo del proceso
inflamatorio y la presencia de estructuras fungicas en bazo y rifion donde se

puede apreciar claramente este comportamiento.
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Figura 29. Cortes histopatolégicos de cerebro de cepas de S. apiospermum tefiidos con

hematoxilina-eosina a los dias 3, 6 y 15 post-infeccion.

Control sandd ia S. apiospermum
KJ914803 KJ607255
(00-320) (Cl:112)
3
6
15
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Figura 30. Cortes histopatolégicos de cerebro de cepas de S. apiospermum tefiidos con

Gomori-Grocott a los 3, 6 y 15 dias post-infeccion.

Control sano/da S. apiospermum
KJ914803 KJ607255
(00-320) (CL112)
3
6
15
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Figura31l. Cortes histopatologicos de bazo de cepas de S. apiospermum tefiidos con

hematoxilina-eosina a los dias 3, 6 y 15 post-infeccion.

Control sano/dia S. apiospermum
KJ914803 KJ607255
(00-320) (Cl:112)
3
6
15
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Figura 32. Cortes histopatologicos de bazo de cepas de S. apiospermum tefiidos con

Gomori-Grocott a los 3, 6 y 15 dias post-infeccion.

Control sano/da S. apiospermum
KJ914803 KJ607255
(00-320) (CL112)
3
6
15
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Figura 33. Cortes histopatologicos de rifibn de cepas de S. apiospermum tefiidos con

hematoxilina-eosina a los dias 3, 6 y 15 post-infeccion.

Control sano/dia S. apiospermum
KJ914803 KJ607255
(00-320) (Cl:112)
3
6
15
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Figura 34. Cortes histopatoldgicos de rifion de cepas de S. apiospermum tefiidos con

Gomori-Grocott a los 3, 6 y 15 dias post-infeccion.

Control sano/da S. apiospermum
KJ914803 KJ607255
(00-320) (CL112)
3
6
15
3.5.2 Estudio de supervivencia y carga microbiana de cepas de L. prolificans

Debido a que L. prolificans es un hongo ampliamente reportado como
agente causal de infecciones diseminadas en pacientes inmunosuprimidos,
determinamos evaluar la virulencia de las cepas identificadas a partir de
aislamientos clinicos, las tres cepas evaluadas en el modelo murino de

supervivencia y de carga microbiana fueron productoras de fosfolipasa.
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Se llevo a cabo la infeccion via sistémica de los diferentes aislamientos
monitoreando la muerte de los animales por 30 dias. En la Figura 35 se puede
observar que la cepa 07-2239 fue la mas virulenta provocando una mortalidad del
100% a los 14 dias post-infeccion seguido de la cepa 11-2242 con el 90% y
finalmente la cepa 04-2673 la cual provoco la muerte del 60% de los animales a
los 30 dias post-infeccion. Al realizar el analisis estadisticos mediante la prueba
de Log Rankse puede ver que existe una diferencia significativa de P< 0.017

entre las tres cepas de L. prolificans probadas (ver Tabla 18).

100 4.\“\
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2 ——04-2673
[¢]
= —=—11-2242
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g —4—07-2239
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o 40
©
I
[}
o
o 20
o

0

0 10 20 30

Dias post-infeccién

Figura 35. Estudio de supervivencia en un modelo murino de infeccidon sistémica por

diferentes cepas de L. prolificans.
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Tabla 18. Media del tiempo de sobrevivencia (MTS) de ratones infectados con

diferentes cepas de L. prolificans.

Especie Cepa MTS [95% IC] (dias) Mortalidad (%)
L orolificans 04-2673 17.8 (10.85 +24.75) 60
P 11-2242 9.1 (4.11 +14.08) 90
07-2239 6.2 (4.18 - 8.22) 100

MTS [95% IC], media del tiempo de sobrevivencia [95% intervalo de confianza].
Log Rank test: diferencia significativa ( P< 0.017) entre las tres cepas de L. prolificans

Los estudios de carga fungica para las especies de L. prolificans en el
modelo murino de infeccidn sistémica se llevaron a cabo bajo criterios diferentes
a los establecidos para las especies del complejo, para esto se llevé a cabo un
estudio piloto estableciendo en base a estos resultados el inéculo y los dias de
experimentacibn mas adecuados para nuestro estudio. Los pardmetros
establecidos para este modelo fueron los siguientes: se trabajé con un inéculo
de 1 x 10° UFC/mL ya que este nos permitia la sobrevivencia de los animales

por 15 dias y se establecieron tres sacrificios los dias 4, 7 y 10 post-infeccion.

Los resultados obtenidos en el modelo de carga microbiana mostraron
un tropismo por el sistema nervioso central de igual manera que las especies del
complejo de Scedosporium, por otra parte no se observé diferencia significativa
en la carga microbiana entre las tres cepas probadas en los distintos organos

(ver Tabla 19).
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Debido al tropismo hacia cerebro y el comportamiento de las tres cepas

es muy homogéneo se anexan las imagenes correspondientes a este 6rgano en

particular. En la figura 36 se observo el proceso inflamatorio con abundante

migracion celular formando granulomas mediante la tincién de H y E en cerebro,

esto conlleva de manera progresiva al deterioro del sistema nervioso central

para llegar finalmente a la muerte en los animales infectados con las tres cepas

de L. prolificans. Por otra parte la figura 37 muestra las estructuras fangicas las

cuales se observan mediante la tincion de Gomori-Grocott en las tres cepas en

cerebro.

de L. prolificans.

Tabla 19. Carga fungica del modelo murino de infeccion sistémica con diferentes especies

Log UFC/g tejido (mediana [rango])

Dias post-infeccién

Cepa/# de )
acceso del Organo 3 6 15
GenBank
s. prolificans Cerebro  5.02 (4.73 +5.07)  4.96 (5.40 +4.60)  4.79 (4.67 +5.95)
KJ176701 Bazo 3.75(3.48 +4.01)  3.51(3.45 +3.60)  3.22 (3.12 +3.31)
(07-2239) Rifion  3.05(2.99 +3.14)  2.90 (2.85 +2.95)  2.56 (2.45 +2.82)
Cerebro  4.88 (4.74 +5.09)  4.73 (4.56 +4.94)  4.71 (4.64 +5.23)
l(<i]11-7262740£ Bazo 3.85(3.68 +3.95)  3.65(3.55 +3.66)  3.34 (3.08 +3.54)
Rifion  3.10 (3.04 +3.16)  2.98 (2.89 +3.00)  2.55 (2.49 +2.87)
KI176697 Cerebro  4.70 (4.25 +5.08)  3.65(3.58 +3.68)  3.81(3.71 +3.86)
(04-2673) Bazo 3.59 (3.49 +3.88)  3.31(3.12 +3.46)  2.28 (2.22 +2.44)
Rifin  2.70 (2.63 +3.11)  2.59 (2.48 +2.67)  2.11 (1.96 +2.26)
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Figura 36. Cortes histopatoldgicos de cerebro teflidos con hematoxilina-eosina a los dias 4,

7 y 10 post-infeccion con L. prolificans.

Control sano/dia L. prolificans
KJ176701 KJ176704 KJ176697
(07-2239) (11-2242) (04-2673)
4
7
10
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Figura 37. Cortes histopatologicos de cerebro tefiidos con Gomori-Grocott a los dias 4, 7'y

10 post-infeccién con L. prolificans.

Control sano/dia L. prolificans
KJ176701 KJ176704 KJ176697
(07-2239) (11-2242) (04-2673)
4
7
10
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3.6 Correlacion de la identificacion molecular, con los datos de sitio de
aislamiento, zona geografica, pH del suelo y actividad proteasa y fosfolipasa
entre los aislamientos clinicos y ambientales del complejo Scedosporium 'y

L. prolificans

Se realizaron diferentes comparaciones entre los hallazgos moleculares y
fenotipicos de los aislamientos clinicos y moleculares del complejo
Scedosporium para establecer la existencia de alguna correlacién entre las
especies encontradas y el area geogréfica, pH del suelo, sitio de aislamiento y la
actividad enzimatica especificamente de aquellas enzimas relacionadas con la

virulencia como la produccién de proteasa y fosfolipasa.

En la figura 38 se comparé la identificacion molecular con el é&rea
geografica donde los aislamientos identificados como S. boydii y S.
apiospermum tienen una distribucion muy amplia en todo el pais lograndose
aislar desde la zona norte hasta sur. Por otra parte los aislamientos de S.
aurantiacum presentaron una tendencia a encontrase del centro sur al sureste
del México y P. fusoidea presenté una tendencia hacia el sur y el norte pero no
hacia el centro y occidente del pais. Sin embargo no existi6 diferencia
significativa (p >0.215) entre la identificacibn molecular con respecto a la zona
geografica de aislamiento, cabe mencionar que el nUmero de cepas es pequefo

lo que hace dificil establecer una analisis estadistico mas confiable.
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Figura 38. Correlacion entre la identificacion molecular y la zona geogréfica de las especies

del complejo identificadas en México.
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En la siguiente grafica se llevd a cabo la comparacion entre la
identificacion molecular con el origen de los aislamientos, se puede observar que
la mayoria de las especies del complejo se aislaron con una mayor frecuencia de
jardines urbanos, seguida de parques industriales, cabe destacar que todos los
asilamientos de S. dehoogii fueron aislados a partir de muestras de lodos de
plantas tratadoras de agua (PTA). Por otra parte, aunque se encontrd6 una
diferencia significativa (p <0.015) entre el origen de los aislamientos y cada una
de las especies, debe tenerse en cuenta que para algunas especies del

complejo la muestra fue pequefia (ver Figura 39).

(n)

Figura 39. Correlacién entre la identificacion molecular y sitios de aislamiento de las

especies del complejo identificadas en México.
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De igual forma al comparar la identificacion molecular con el pH del suelo
se puede observar que la mayoria de las especies no tuvieron una predileccién
por un pH en particular o un rango establecido sino que éstas estan presentes
en una gran variedad de pH. S. boydii muestra una tendencia a encontrarse con
mayor proporcion en suelos con pH ya sea &cido o alcalino pero en una baja
proporcion a un pH neutro a diferencia del resto de las especies. P. ellipsoidea
mostré una tendencia a aislarse con mayor proporcion en suelos con pH
alcalino. Sin embargo; no hubo diferencia significativa (p >0.215) entre la

identificacion molecular y el pH del suelo (ver Figura 40).

(n)

Figura 40. Correlacion entre la identificacién molecular y pH del suelo de los aislamientos de

las especies del complejo identificadas en México.
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La produccion de actividad proteasa y fosfolipasa esta relacionada con la
virulencia de los microorganismos, es por esta razén que se realizd la
comparacion entre la produccion de estas dos enzimas y la identificacion
molecular de las especies del complejo Scedosporium. Sin embargo, nose
encontré diferencia significativa (p >0.233). La mayoria de las especies fueron
productoras de fosfolipasa y negativas para la produccion de proteasa y otro

grupos de cepas no fueron capaces de producir ambas enzimas (ver Figura 41).

Patrén Proteasa Fosfolipasa

A - +

(n)

B
c + :
D

+ +

Figura 41. Correlacion entre la identificacion molecular y la actividad proteasa y fosfolipasa

de los aislamientos de las especies del complejo identificadas en México.
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En el caso de los aislamientos clinicos de L. prolificas y las especies del
complejo podemos ver que la mayoria de los aislamientos fueron de distintos
origenes clinicos y no hubo una tendencia que permitiera encontrar a estos
hongos en un sitio especifico. Sin embargo, la mayoria fueron aislados de
pulmén o de sitios relacionados con una infeccion diseminada, por lo que no
hubo diferencia significativa (p >0.107) entre la identificacion molecular con

respecto al origen de aislamiento (ver Figura 42).

Por otra parte, al comprar la identificacion molecular con la actividad
proteasa y fosfolipasa en los aislamientos clinicos se pudo observar que el 100%
de las cepas de L. prolificans son productoras de fosfolipasa pero no de
actividad proteasa, a diferencia de S. boydii y S. apiospermum gue muestran una
actividad variable es decir algunas de ellas presenta actividad proteasa y
fosfolipasa y otras solo proteasa o fosfolipasa. Aunque se encontré una
diferencia significativa (p <0.001) entre los parametros el nUmero de cepas de
cada una de las especies fue pequefia por lo que no permite establecer una

diferencia estadisticamente confiable (ver Figura 43).
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Figura 42. Correlacién entre la identificacion molecular y el origen de los aislamientos

clinicos de L. prolificans y las especies del complejo identificadas en México.
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Figura 43. Correlacion entre la identificacion molecular y la actividad proteasa y fosfolipasa

de los aislamientos clinicos de las especies del complejo identificadas en México.

117



CAPITULO 4

DISCUSION

S. boydii fue la especie mas frecuente del complejo Scedosporium y
también la de mayor interés por su cada vez mas elevada implicacién en clinica,
son capaces de causar infecciones de prondstico grave, dificiles de resolver y
con una elevada mortalidad (de Hoog y col., 2000). La importancia clinica de las
especies del complejo y las dificultades que representan su diagndstico derivado

en gran medida por la alta variabilidad fenotipica.

En numerosos trabajos se ha demostrado que S. boydii no so6lo presenta
variabilidad fenotipica (de Hoog y col., 1994; Gilgado y col., 2005) sino también
variabilidad genética entre las especies (Rainer y col., 2000; Williamson y col.,
2001; Defontaine y col., 2002; Gilgado y col., 2005). Lo cual corroboramos con
nuestros hallazgos ya que las 7 especies del complejo identificadas en nuestros
estudios presentan una alta variabilidad fenotipica y lo que hace que no se

pueda llegar a una identificacién precisa de las especies por estos parametros.

Aunque se sabe que la actividad enzimatica de proteasa y fosfolipasa esta
asociada a virulencia en muchos hongos, no observamos una diferencia
significativa (p >0.268) en la produccion de estas enzimas entre las diferentes

especies, sin embargo; no se ha reportado la produccion de éstas de forma
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especifica para cada especie del complejo, lo que significa una oportunidad de

bldsqueda.

Por otra parte, los estudios moleculares realizados por Gilgado y col., en
el 2005 concluyeron que P. angusta, P. ellipsoidea, P. fusoidea y S. boydii eran
especies genéticamente distintas y no deberian considerarse sinbnimas de S.

boydii de acuerdo a lo propuesto por Rainer y col., 2002.

Por lo anterior el loci ITS que se eligié para la identificacion molecular ya
habia sido utilizado por otros autores en estudios taxondmicos similares. La
informacion que nos aportd la secuenciacion parcial del gen de ITS del ARNr,
fue limitada debido a la alta variabilidad intra-especie observada en la mayoria
de las especies identificadas, sin embargo las especies de S. aurantiacum y L.
prolificans mostraron una homologia mayor al 99% lo que permiti6 una
identificacion precisa de estas especies. En México, se logro aislar 7 de las
especies del complejo Scedosporium (S. apiospermum, S. boydi, S.
aurantiacum, S. dehoogii, P. angusta, P. fusoidea y P. ellipsoidea) ademas de
especies relacionadas como L. prolificans. Sin embargo; S. minutisporum no se
logré aislar de las muestras de suelo colectadas y S. dehoogii tuvo una alta

prevalencia en los lodos de las muestras de las plantas tratadoras de agua.

Existe una amplia variabilidad genética intra-especie (ITS), en los
aislamientos encontrados en nuestro pais, lo anterior crea una problematica
debido a la estrecha relacion filogenética entre las especies de S. boydii, P.

angusta, P. fusoidea y P. ellipsoidea (Gilgado y col., 2008; Lacknery col.,
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2012).Debido a esta problematica es necesario llevar a cabo la secuenciacion de
otras regiones parciales de genes conservados como -tubulina, calmodulina o
la region D1 y D2 del ARNr tal y como lo sugieren otros autores con la finalidad

de poder dilucidar con precision cada una de las especies.

Las especies del complejo Scedosporium, se aislaron de distintas areas
geograficas de México, donde existe una amplia variedad de climas y
condiciones ambientales que han favorecido la amplia distribucién de estas
especies. La mayoria de las especies encontradas en México fueros aisladas de
areas con gran impacto humano como son: parques publicos, deportivos,
industriales, sedimentos de arroyos, rios, jardin de casa, etc., siendo el jardin
urbano e industrial donde se aislaron con mayor frecuencia, 10 que concuerda
con lo reportado por Rougeron y col., (2014).Por otra parte, los parametros de
pH (4.3 -7.8) y nitrogeno total (0.10 - 0.8) del suelo de las muestras positivas, asi
como, la cantidad de aislamiento de las especies del complejo concuerdan con
los resultados obtenidos por Kaltseis y col., (2009), donde establece una relacion
entre la concentracion de nitrégeno del duelo y el aislamiento de las especies del

complejo de Scedosporium.

L. prolificans, S. apiospermum y S. boydii fueron las especies mas
frecuentes en las muestras clinicas asociadas a patologias graves en este
estudio. En un estudio realizado por Ortoneda y col., (2002), L. prolificans,
especie cercana a S. boydii, en el cual utilizaron un modelo animal de infeccion
sistémica por dicha especie, demostraron que no existen diferencias en la

virulencia entre cepas ambientales y clinicas ni entre aquellas que habian
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causado infeccion invasiva o que se habian comportado como meramente

colonizadoras.

Las infecciones provocadas por Scedosporium spp., son de dificil
tratamiento debido a la resistencia que presentan a la mayoria de los
antifangicos disponibles (Guarro y col., 2006). Pudimos demostrar que el VRC,
antifingico recomendado en el tratamiento de la scedosporiosis (Guarro y col.,
2006; Pfaller y col., 2006 y Gilgado y col., 2006), fue el mas activo in vitro en
todas las especies ensayadas. El POS fue el segundo en actividad, una opcion
para las infecciones producidas por estas especies, el cual puede ser un

tratamiento alternativo en aquellos casos en que la terapia con VRC falle.

Por otro lado, las equinocandinas mostraron una buena CME frente a la
mayoria de los aislamientos clinicos y ambientales del complejo de
Scedosporium, concordando con lo publicado por Lackner y col.,, (2012).L.
prolificans mostré una alta resistencia a todos los antifingicos probados, lo
anterior es preocupante debido a la gravedad de las patologias que produce vy al

reto terapéutico para controlar la infeccion.

Mediante el estudio de infeccion sistémica en un modelo murino
determinamos la virulencia entre algunas de las especies del complejo de
Scedosporium ~ Numerosos estudios de virulencia en modelos animales habian
demostrado diferencias en la virulencia entre especies proximas que pertenecian
a un mismo género (Ortoneda y col., 2002; Gilgado y col., 2009, Rodriguez y

col., 2010). Para ello se implementé un modelo murino de infeccién diseminada
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en ratones inmunocompetentes determinando la carga microbiana en base a un
ensayo piloto para determinar las condiciones de experimentacibn mas
adecuadas para nuestros propésitos. Estos modelos de infeccién fueron
probados con 2 cepas de cada una de las siguientes especies: S. boydii, S.
apiospermum, S. aurantiacum y S. dehoogii, P. angusta, P. fusoidea y P.
ellipsoidea. Por otra parte se realizd otro modelo de infeccidn sistémica
probando tres cepas de L. prolificans determinando la supervivencia y carga

microbiana en ratones inmunocompetentes.

Este estudio puso de manifiesto que S. apiospermum y S. aurantiacum
fueron las especies del complejo que presentaban una mayor virulencia en el
modelo animal. Esta virulencia podia ser comparada con la de L. prolificans, mas
virulenta que S. boydii como habia sido demostrado por Ortoneda y col., (2002);

Gilgado y col., (2009).

Estos resultados demuestran la importancia de la correcta identificacion
de todas las especies del complejo. Hemos visto como S. apiospermum y S.
aurantiacum han demostrado ser las especies mas resistentes a los antifungicos
ensayados asi como las mas virulentas en un modelo animal, por lo que es muy
importante la correcta identificacion de esta especie en infecciones humanas.
Por otra parte es importante sefialar que los aislamientos de L. prolificans
probados mataron del 60 +100% de los ratones infectados lo que supone que

estas especies son muy virulentas.
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Aunque se buscO una correlacion entre la identificacion molecular y
distintas caracteristicas del suelo y caracteristicas fenotipicas, no se logré

establecer una relacion especifica entre las especies y dichos pardmetros.

123



CAPITULO 5

CONCLUSION

1. Se llevoé a cabo un estudio filogenético basado en el analisis de una
region parcial del ITS del ADNr, lo que corrobor6 que el complejo de

Scedosporium estd compuesto por una variedad de especies cripticas.

2. La secuenciacion de la region parcial del gen del ITS del ADN raportd
informacion filogenética para la identificacion de las especies del complejo, sin
embargo; es necesaria la secuenciacion de otros genes conservados como -
tubulina, region D1 y D2 del ADNr, calmodulina, etc., para corroborar esta

identificacion.

3. Se logro el aislamiento de 7 especies del complejo Scedosporium (S.
boydii, S. apiospermum, S. aurantiacum y S. dehoogii, P. angusta, P. fusoidea
y P. ellipsoidea), asi como también cepas de L. prolificans a partir de

aislamientos clinicos.

4. Se logré el aislamientos de las especies del complejo a partir de
distintos origenes y areas geogréficas del pais, destacando a Scedosporium
apiospermum como la especie mas ampliamente distribuida en México. El sitio
donde se obtuvieron el mayor numero de aislamientos fue de jardin urbano y

parques industriales.
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5. Mediante las determinaciones fisiolégicas no fue posible llegar a una

identificacion precisa de las especies del complejo.

6. Se demostré que todas las especies del complejo obtenidas son muy
resistentes in vitro a los antifingicos convencionales. Los aislamientos de L.
prolificans fueron lo que mostraron mayor resistencia a todos los antifingicos

probados.

7. S. apiospermum, S. aurantiacum y L. prolificans fueron las especies

més virulentas en un modelo murino de infeccion sistémica sin inmunosupresion.
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PERSPECTIVAS

1.- Secuenciacion de otro gen (CAL, -TUB, regién D1 y D2 del ADNr) para un

mejor andlisis de las variantes.

2.- Llevar a cabo un muestreo de suelo mas amplio a nivel nacional para establecer

la distribucion precisa de las especies.

3.- Llevar a cabo estudios in vitro e in vivo del tipo de respuesta inmune que

presentan cada una de las especies.

4.- Dilucidar el mecanismo por el cual se lleva a cabo el tropismo hacia el sistema

nervioso central.
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APENDICE A

MEDIOS DE CULTIVO

Agar de Sabouraud. Difco®

Peptona 1049
Glucosa 209
Agar 159
Cloranfenicol 5009
Agua destilada 1000 mL

Agar papa dextrosa. Bioxon®

Papa 200g
Glucosa 20g
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Agar nitrdgeno base (solucién concentrada)

Nitr6geno base 6.59
Sustrato (carbohidrato) 59
Agua destilada 100 mL

NOTA: 0.5 mL concentrado + 4.5 mL agua destilada estéril.
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Agar gelatina
Gelatina
Glucosa
Nitrdgeno base

Agua destilada

Agar BSA
Carbo6n base

Extracto de levadura

100 g
59
6.79

1000 mL

11.7 g

0.01g

Albumina de suero bovino (BSA) 0.2 g

Agar-agar 3%
Agua destilada

NOTA: Ajustar el pH a 5.0.

Agar yema de huevo

Agar Sabouraud

Glucosa 3%

NaCl 1M

CaCl,0.005 M

Agua destilada

NOTA: esterilizar en autoclave

Egg Yolk 50% Bacto™

5649

500 mL

3449
309
58.44 ¢g
0.55¢

1000 mL

80 mL

NOTA: Agregar la yema de huevoauna WHPSHUDWXUD”
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APENDICE B

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Bromuro de etidio 0.5 mg/mL (solucién stock)
Disolver 25 mg de bromuro de etidio en 40 mL de agua ultrapura. Aforar a 50 ml y

almacenar a 4°C protegido de la luz en un recipiente de vidrio ambar.

Bromuro de etidio 2 R./mL (solucién de trabajo)
Preparar una diluciéon 1:250 de la solucion stock para tefiir los geles de agarosa (1mL

de la solucién stock mas 249 mL de agua ultrapura).

EDTA 500 mM pH 8.0 (acido etilen diamino tetracético).
Disolver 9.306 g de Na,EDTA.2H,0O en 40 mL de agua ultrapura, ajustar el pH a 8.0

con lentejas de NaOH y aforar a 50 mL.

Etanol al 70%

Mezclar 70 mL de etanol al 100% mas 30 mL de H>O destilada estéril.

Fenol saturado
1. Destilacion: Se funde el fenol a 68°C. Se procede a destilarlo si su aspecto al
estar fundido no es cristalino (el fenol destila a una temperatura de 180°C, es

recomendable no conectar agua circulante porque el fenol puede cristalizarse en el
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mismo refrigerante). El fenol que va destilando se puede recibir en un pequefio
volumen de Tris- HCI 0.5 M para evitar su cristalizacion.

2. Saturacion: Antes de comenzar la saturacion, el fenol debe ser equilibrado a
un pH mayor de 7.8 debido a que el DNA puede quedar dentro de la fase organica si

el pH del fenol es acido.

3. Agregar hidroxiquinoleina a una concentracion final de 0.1% (funcion
antioxidante).
4. Afiadir un volumen de solucién amortiguadora Tris-HCI 0.5 M, pH 8.0 y

mezclar con una barra magnética hasta que el pH de la fase fendlica sea mayor de
7.8 (medir con papel indicador).

5. Agitar durante 48 h a temperatura de refrigeracion, dejar que se separen las
fases y eliminar la fase acuosa utilizando una pipeta conectada a una linea de vacio

con trampa o embudo de separacion.

6. Repetir la misma operacion pero utilizando solucion amortiguadora Tris-HCI
0.1 M, pH 8.0.
7. Eliminar la fase acuosa final y afiadir 0.1 volimenes de Tris-HCI 0.1 M pH 8.0

FR QW H Q tnt¢@aptBetanol a una concentracion 0.2%.
8. La solucion de fenol puede ser almacenada de esta forma en un frasco

obscuro a -20°C, las alicuotas de fenol en uso se almacenan a 4°C.
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Gel de agarosa al 2%
Disolver 2 g de agarosa por cada 100 mL de TBE 0.5X, calentar en microondas o en
plancha de calentamiento hasta que esté fundido, agregar 10 R. de bromuro de

etidio 2 mg/ R. por cada 100 mL de solucion y vaciar en la cAmara de electroforesis.

Gel de agarosa al 1.5%
Disolver 1.5 g de agarosa por cada 100 mL de TBE 0.5X, calentar en microondas o
en plancha de calentamiento hasta que esté fundido, agregar 10 R. de bromuro de

etidio 2 mg/ R por cada 100 mL de solucion y vaciar en la cAmara de electroforesis.

Jugo azul 6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glicerol 30%)

Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3.0 mL de glicerol en

TE 1X pH 8.0 aforar a 10 mL.

SEVAG (24:1)

Disolver 24 mL de cloroformo mas 1 mL de alcohol isoamilico.

Proteinasa K 10 mg / mL

Disolver 100 mg de Proteinasa K en 10 mL de Tris-HCI 10 mM, pH 7.5

SDS al 10% (Dodecil sulfato de sodio)

Disolver poco a poco 5 g de SDS en 50 mL de agua destilada.
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SDS al 1% (Dodecil sulfato de sodio)

Mezclar 5 mL de una solucion de SDS al 10% en 50 mL de agua destilada.

TBE 10X (Solucién stock)
Disolver 54 g de Tris base, 27.5 g de &cido boérico en 20 mL de EDTAO0.5 M pH 8.0y

en agua ultrapura aforar a 500 mL.

TBE 0.5X (Solucion de trabajo)

Disolver 50 mL de TBE 10X en 400 mL de agua ultra pura y aforar a 1000 mL.

TE 1X
Mezclar 500 mL de Tris- HCI 500 mM, pH 8.0 y 50 mL de EDTA 500 mM en agua

destilada, ajustar el pH a 8.0 y aforar a 25 mL.

TE 1X con SDS al 1%

Disolver 1 g de SDS en 100 mL de TE 1X.

Tris-HCI 500 mM, pH 8 (Solucion stock)

Disolver 30.3 g de TRIS base en 300 mL de agua ultrapura, ajustar el pH con HCI

concentrado y aforar a 500 mL.
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Acetato de sodio 3M pH 5
Disolver 12.3 g de acetato de sodio en 25 mL de agua destilada. Ajustar el pH con

acido acético glacial y aforar a 50 mL. Esterilizar en autoclave.
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