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RESUMEN

Los avances actuales en el manejo y tratamiento de los pacientes inmunocomprometidos han
contribuido a incrementar la incidencia de infecciones invasivas causadas por hongos tanto
patdgenos como oportunistas. La mayoria de estas micosis son atribuidas a especies de los
géneros Candida y Aspergillus. Asimismo, se ha observado que la répida identificacion del
agente etioldgico es necesaria para el manejo correcto del paciente, asi como la
administracion de la terapia antifungica apropiada para reducir la mortalidad en este tipo de
pacientes donde puede ser de hasta un 40%. En el presente estudio se utiliz6 el método
PCR/RFLP en los polimorfismos de espacios internos transcritos 2 (ITS2) de los genes
ribosomales para identificar y diferenciar entre trece especies de importancia clinica, siete de
Candida spp. y seis de Aspergillus spp. Para su validacion, se aplicé el método propuesto a
71 asilados clinicos previamente identificados por métodos microbiolégicos, 67 provenientes
de pacientes con candidiasis sistémica y cuatro con aspergilosis pulmonar. El anélisis por
PCR se llevo a cabo a partir de ADN genomico con oligonucle6tidos especificos para
amplificar la region ITS2-5.8S del ARN ribosomal Las amplificaciones por PCR fueron
caracterizadas por analisis de los fragmentos con enzimas de restriccion previamente
determinadas para diferenciar entre las cepas de referencia. Cuando se aplicd este método a
los 71 aislados clinicos de pacientes se determind que: 23 correspondian a C. albicans, 13 a
C. tropicalis, 24 a C. parapsiolosis, 7 a C. glabrata, 2 de A. flavus, 1 A. terreus y 1 A.
fumigatus. Por lo anterior se determiné que la PCR combinada con la RFLP es un método

rapido, sensible y til para determinar el agente etiolégico en una infeccion flngica.
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ABSTRACT

Recently, advances in the management and treatment of immunocopromised patients have
contributed to an increased incidence of invasive infections caused by primary and
opportunistic fungal pathogens. Most of these life-threatening infections are still attributable
to Candida and Aspergillus species. Rapid identification of the etiologic agent is a
prerequisite for the correct onset of an appropriate antifungal therapy to reduce the mortality
that in this kind of patients can be at least of 40%. In this study we evaluated a combined
PCR/RFLP strategy based on internal transcribed spacer 2 region polymorphisms (ITS2) to
identify and differentiate between different Candida and Aspergillus species. 67 Yeasts
isolates from systemic candidiasis patients and four molds from pulmonary aspergillosis
patients were previously identified by conventional culture and microbiological methods.
PCR analysis was performed from genomic DNA with a primer pair targeted to the 1TS2-
5.8S rRNA region. The PCR positive samples were specie-specific characterized by
restriction fragment analysis with enzymes previously proved to differentiate between eleven
reference strains of Candida and Aspergillus species. A PCR/RFLP combined strategy was
successful to identify among six Candida and five different Aspergillus species using
reference strains. When this method was applied to 71 clinical isolates from patients with
fungal infections we were able to identify that 23 of them were infected with C. albicans, 13
C. tropicalis, 24 C. parapsilosis, 7 C. glabrata, 2 A. flavus, 1 A. terreus and 1 A. fumigatus.
PCR is a rapid sensitive and useful method to probe fungal etiology in fungal infections and

combined with RFLP can identify with high precision the causal specie in the clinical isolate.



1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el
caso de micosis sistémicas ha aumentado en morbilidad y mortalidad, tanto por resistencia a
los antimicoticos por su uso indiscriminado asi como por emergencia de patdgenos antes

poco convencionales.

Los principales grupos que se ven afectados por micosis sistémicas son aquellos que
su estado inmune se encuentra comprometido, sin embargo se reconocen cuatro

principalmente, y son: pacientes con VIH/SIDA, oncolégicos, transplantados y neonatos.

En la actualidad, los métodos empleados para la deteccion e identificacion de
organismos involucrados en micosis sistémicas requieren de un periodo de tiempo largo de
cinco dias, lo cual causa el retraso en la decision del experto para aplicar un tratamiento
efectivo al paciente. Por otra parte, los sistemas de deteccion inmediata de levaduras en

muestras solo detectan la presencia o ausencia del organismo.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo llegar a un diagnostico
temprano a través de la identificacion de especies del género Candida spp y Aspergillus spp
en aislados de muestras clinicas de pacientes con micosis mediante el uso de PCR/RFLP, esto
redundard en la seleccion de antifingicos efectivos para el tratamiento a tiempo de los

pacientes inmunocomprometidos.



2. HIPOTESIS

Es factible realizar una identificacion molecular de las especies de Candida y Aspergillus en
muestras clinicas de pacientes inmunocomprometidos utilizando los polimorfismos
longitudinales de fragmentos de restriccion en amplificados de la regién ITS2-5.8S ARN

ribosomal.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Identificar las especies del género Candida y Aspergillus en aislados clinicos de

pacientes inmunocomprometidos por PCR/RFLP.

3.2 Objetivos particulares

3.2.1 Analizar y caracterizar las secuencias ITS2-5.8S ARN ribosomal de Candida

spp. y Aspergillus spp.

3.2.2 Estandarizar la técnica de PCR/RFLP para diferenciar las especies de Candida

spp. y Aspergillus spp de importancia clinica.

3.2.3 Identificar en aislados clinicos de pacientes con compromiso inmunolégico las

especies de Candida spp. y Aspergillus spp. mediante PCR/RFLP.

3.2.4 Comparar los resultados obtenidos con los presentados en la practica clinica

convencional



4. ANTECEDENTES

4.1 Micosis

La existencia de los hongos se remonta a mas de 300 millones de afios, existen
cerca de dos millones de especies y 100,000 variedades. Son organismos de vida libre y
no dependen para su subsistencia de plantas, animales o del humano, por lo tanto su
patogenicidad esta bien delimitada.

Aproximadamente son 200 las especies de hongos asociadas a enfermedades
humanas, siendo un pequefio nimero de casos los que causan enfermedades graves
significativas, sin embargo, durante las Gltimas dos décadas del siglo pasado se observo
una emergencia de casos clinicos de micosis consideradas raras incrementando la
morbilidad y mortalidad asi como la aparicion de cepas resistentes a los farmacos. Se
cree que las causas de emergencia de infecciones podrian estar relacionadas por un lado,
por la migracion al encontrarse bien determinadas las regiones endémicas del patégeno,
por otro lado al clima y por ultimo a la aparicion de infecciones por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (Van den Saffele y Boelaert, 1995).

Los factores necesarios para la aparicién de una micosis invasiva en general se
consideran la exposicion al hongo, la adquisicion del huésped de un patgeno potencial,
competencia del patégeno con la flora microbiana, fallas en las barreras fisicas que
proporcionan inmunidad o desarrollo del patdgeno muy por encima de las defensas del
huésped (Coleman et al., 1998).

4.1.1 Micosis en pacientes inmunocomprometidos

La emergencia de infecciones micoéticas oportunistas se encuentra ligada al
incremento de pacientes inmunocomprometidos, ya que un hongo inocuo, 0 no virulento
puede convertirse en patdgeno en esta clase de pacientes. La inmunodeficiencia puede ser
ocasionada por varias causas: a) puede ser inducida por farmacos como es la

administracidn de quimioterapia, de esteroides o agentes inmunosupresores en pacientes



con Cancer o enfermedades autoinmunes; b) por inmunodeficiencias congénitas
como es la enfermedad granulomatosa crénica, inmunodeficiencia combinada severa, c)
por desordenes mieloproliferativos, d) por una hipogamaglobulinemia transitoria del
lactante, e) por inmunodeficiencias adquiridas como la causada por el VIH, f) otro tipo de
infecciones virales como la ocasionada por el citomegalovirus y por otras causas
relacionadas a desnutricion, la edad como neonatos y adultos mayores (Fridkin y Jarvis,
1996).

El concepto de inmunosupresion, al menos de manera superficial, puede ser
definido como la facilidad o la predisposicion de adquirir infecciones que habitualmente
no se presentarian en personas con un sistema inmunoldgico competente (Garcia-Ruiz,
2004).

Las causas de falla en la defensa del hospedero de las enfermedades flngicas es
principalmente por dafios o disfuncionalidad en los 6rganos tales como, cirugias o dafios
en tegumento, introduccidn de catéteres o dispositivos intravenosos, quemaduras, ulceras
en tracto digestivo, disminucién de secrecion de moco por tejido ciliado, diabetes, falla
en rifidn, higado o pulmones y administracion de antibidticos (Riichel, 1996). Asimismo,
el Centro Nacional de Control de Enfermedades de los Estados Unidos de América
(CDC) evalué las infecciones nosocomiales estimando que afectaron 2 millones de
pacientes por afio produciendo un gasto de 450 millones de délares extra al padecimiento
original, en la mayoria de los casos prevalecieron las especies de Candida.

Los hongos que son considerados patdgenos nosocomiales clasicos son especies
del género Candida, Aspergillus, Cryptococcus y Zygomycetes; los patdgenos emergentes
son especies del género Fusarium y Trichosporum beigelii. (Fridkin y Jarvis, 1996).

Diferentes factores fisicos y bioldgicos causan las infecciones nosocomiales, entre
ellos la carencia de aire filtrado, los sistemas de ventilacion, el polvo, agua, algunos
alimentos funcionan como reservorios de hongos para Aspergillus y Zygomycetes. Los
reservorios para especies de Candida son intrinsicos, por ser un organismo comensal, 0
puede ser a traves de infecciones cruzadas por trabajadores de la salud. (Fridkin y Jarvis,
1996)

En pacientes con cancer, se observa una alta incidencia de micosis nosocomiales

por inmunosupresion producida por quimioterapia, radioterapia, corticoesteroides



desnutricion y ulceracion de mucosa producida por quimioterapia; factores no
relacionados a la inmunosupresion se consideran los antibioticos y cirugias (Richel,
1996). Las micosis oportunistas son favorecidas en un gran namero por factores ligados
principalmente a procedimientos terapéuticos, como el uso indiscriminado de antibioticos
y esteroides, transplantes de médula dsea y organos sélidos, nutricion parenteral asi como
drogadiccion, neoplasias, SIDA, colagenopatias, neonatos prematuros y diabetes mellitus
(Hernandez-Hernandez et al., 2003).

Cada dia es mayor el indice de infecciones en pacientes inmunocomprometidos,
causadas por hongos de bajo potencial patogeno como Candida, Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y Geotrichum (Coleman et al., 1998; Méndez-Tovar et al., 1999). Las
infecciones por hongos altamente virulentos como Criptococcus neoformans,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Sporothrix
schenckii y Paracoccidioides brasiliensis también son causa de un nimero creciente de
infecciones en este tipo de pacientes (Casanova y Ruiz, 1993).

El aislamiento de hongos, considerados no patdégenos primarios, a partir de
especimenes que contienen una flora diversa y abundante, representa un problema en la
interpretacion del papel patégeno, por lo que es necesario establecer y reunir ciertos
parametros para definir su participacion en la enfermedad (Pfaller y Herwald, 1997;
Esandi et al., 1999).

4.2 Candidiasis
4.2.1 Aspectos epidemioldgicos

Candida spp. son microorganismos comensales ubicuos del hombre y de muchos
animales de sangre caliente que residen principalmente en el tracto gastrointestinal pero
que también pueden estar presentes en uretra, vagina, piel, ufias o en el medio ambiente,
ya que han sido identificados en suelo, aire y agua, tanto dulce como salada; en fomites
como la ropa y objetos manipulados. Candida desarrolla patogenicidad utilizando una
serie de factores de virulencia que la facultan para producir infecciones; de ellos varios
han sido descritos, principalmente en C. albicans, entre los que puede destacarse la

capacidad de cambiar morfolégicamente bajo ciertas circunstancias de estrés facilitando



su adaptacion a los microambientes donde se hospeda. Estos cambios llevan a la
formacion de estructuras tubulares, hifas o pseudomicelios, dotadas de una mayor
capacidad adhesiva que facilitan la invasion. También, al menos C. albicans, tiene la
capacidad de crecer y dividirse siguiendo las sefiales derivadas del contacto con la
topografia del tejido huésped, éste movimiento es llamado tigmotréfico (Garcia-Ruiz,
2004).

Figura 1. Fotografia en microscopio compuesto 40X de Candida albicans,
en laimagen izquierda se observan células en gemacion, y en la derecha
formando un pseudomicelio.

La formacion de hifas y el movimiento tigmotrofico probablemente sean los
responsables de la traslocacién sobre la mucosa del tracto gastrointestinal de Candida,
con su ulterior acceso a la circulacion sanguinea y consiguiente diseminacion,
fundamentalmente al higado por la via de circulacion portal (Garcia-Ruiz, 2004).

C. albicans es la levadura mas comin asociada con infecciones en pacientes
inmunocomprometidos (Fridkin y Jarvin, 1996; Pfaller, 1994; Vargas-Montiel et al.,
1999). Estudios realizados por Hernandez-Hernandez et al., (2003) en un hospital en la
Ciudad de México buscando la frecuencia de micosis en pacientes inmunosumprimidos
encuentran que los aislados de Candida asociados a infeccion el 68.64% correspondian a
C. albicans, resultando con grado significativo las Candida no albicans (31.4%), como
C. glabrata y C. krusei que manifiestan resistencia a los azoles de uso comdn en terapia
antimicotica. Asimismo, C. albidus aislada en 34.2% de los casos solo en la estacién de



verano, ha sido implicada en infecciones respiratorias severas, del sistema nervioso
central y en fungemias, principalmente en pacientes inmunosuprimidos.

La principal fuente de infeccion en los humanos es la via enddgena; es comensal
de la piel, del tubo digestivo, de las vias respiratorias superiores y del tracto genital
femenino; la piel y las mucosas intactas son la primera barrera defensiva frente a su
infeccion. También es posible la transmision entre pacientes en ambientes hospitalarios
(Odds, 1988). No obstante, han sido descritas infecciones invasoras de claro origen
exogeno, casi siempre nosocomial, procedentes de la manipulacion de catéteres,
dispositivos intravasculares, etc. (Garcia-Ruiz, 2004).

La importancia del sistema inmunitario, en especial la respuesta celular por
linfocitos, condiciona en gran parte las infecciones oportunistas que ocasionan este grupo

de hongos (Hernadndez-Hernandez et al., 2003).

4.2.2 Estrategia fangica invasiva

Para cambiar de su forma saprofitica a patdgena, Candida ssp., ha desarrollado
algunos caracteres fenotipicos que le permiten penetrar el organismo hospedero. La
propension de la célula fungica para cambiar es muy grande y depende de lo que hay a su
alrededor; esto ha sido demostrado con los cambios fenotipicos en las cepas de C.
albicans asociadas a infecciones invasivas. Para que Candida spp. realice una patogenia
exitosa necesita superar dos obstaculos principales: produccion de sustancias de adhesion
al hospedero y enzimas liticas. Para realizar la transicién dimorfica de blastospora a
estadio filamentoso, C. albicans incrementa sus propiedades de adhesividad y secrecion
de proteinasa (Senté, 1997).

Desde el punto de vista del huésped, junto con la integridad de las barreras
superficiales, la proteccidn de las mucosas esta asegurada por la respuesta inmune celular
de tipo Thl que, a través de la produccién de citocinas proinflamatorias, mejora la
eficacia de los fagocitos especificamente células polimorfo-nucleares y macréfago
(Senté,1997).

Los neutréfilos son particularmente importantes ya que la proliferacion de
Candida spp. en los tejidos estd principalmente asociada con la neutropenia. El

reconocimiento de las células del huésped por la levadura patégena Candida albicans es



probablemente un paso esencial en la patogenia del desarrollo de la enfermedad (Sente,
1997).

La interaccion de las manoproteinas de las blastosporas y de las hifas con los
receptores de las células del huésped ha sido estudiada por varios grupos de
investigacion. C. albicans reconoce diversos tipos de células del huésped asi como
proteinas de la matriz extracelular. Esta observacion no es inesperada, dado el nimero de
zonas del cuerpo que pueden ser colonizadas e infectadas por esta levadura. De hecho,
parece que C. albicans ha desarrollado varios sistemas de reconocimiento del huésped.
Esta afirmacion se hace considerando que el microorganismo utiliza otros procesos para
infectar, como la morfogeénesis, la variabilidad fenotipica y la produccion de enzimas
invasivas, como las proteasas asparticas y las fosfolipasas. El reconocimiento de las
células epiteliales se realiza a través de manoproteinas de superficie (adhesinas) que se
unen a receptores que contienen carbohidratos. EI microorganismo también se une a
queratinocitos, células endoteliales y proteinas de la matriz, como fibronectina, laminina,
colageno y entactina y, por tanto, parece poseer una adhesina de superficie tipo integrina.
En la mayoria de los casos, la adhesina para cada una de estas proteinas del huésped es
una manoproteina (Sturtevant, 1997).

Cualquiera que sea el proceso patogénico, éste se debe fundamentalmente a las
modificaciones asociadas con los avances médicos que hace a los pacientes mas

susceptibles (Sturtevant, 1997).

4.2.3 Manifestaciones clinicas
Las especies de Candida pueden ocasionar cualquier tipo de patologia en el
paciente inmunocomprometido, se suelen establecer dos grandes grupos de infecciones;

las de las mucosas y las de los 6rganos profundos (Martinez, 1998).

4.2.3.1 Infecciones de las mucosas

Incluyen aftas, esofagitis y vaginitis entre las principales; pero también tienen
entidad propia la afectacion de la mucosa del tubo digestivo no esofégica, balanitis,
candidiasis cutanea, foliculitis, intertrigo, onicomicosis y la candidiasis perianal
(Martinez, 1998).



Figura 2. Imagen mostrando un paciente con
algodoncillo o muget provocada por C. albicans.

4.2.3.2 Infecciones de 6rganos profundos

Incluye la candidiasis del sistema nervioso central (SNC), cardiaca, urinaria,
respiratoria, osteoarticular, ocular, candidiasis diseminada. La afeccion del SNC por
Candida se suele producir en el contexto de una candidiasis sistémica, puede afectar el
parénquima cerebral y las meninges. En el corazon, Candida puede causar endocarditis,
miocarditis y pericarditis (Martinez, 1998).

La infeccion de la cavidad bucal por Candida es frecuente. EI muguet es el
término que se aplica a la aparicion de placas blanquecinas que se observan en la lengua
y otras partes de la boca y que pueden desprenderse con raspado dejando un lecho
sangrante. Puede ser asintomatico pero es usual la deglucion dolorosa, la alteracion del
sabor de los alimentos y, como consecuencia, la pérdida de apetito y malnutricion
(Regezi y Sciubba, 1995).

Aunqgue no siempre es asi, la invasion a es6fago se considera como la extension
de una candidiasis oral. En las paredes del es6fago se forman pseudomembranas
similares a las del muguet. Las lesiones producen desnervacion del es6fago por lo que en
algunos casos pueden ser asintomaticas. Se suele presentar dificultad para la deglucién,
dolor retroesternal, nduseas, vomitos; puede ocasionarse hemorragias por ulceracion y

perforaciones (Regezi y Sciubba, 1995)

10



Candida es causa frecuente de vaginitis en mujeres, sean o no inmunodeficientes.
Suele existir un flujo vaginal abundante y sobre todo predomina el escozor, la vagina y
los labios presentan eritema que se puede extender al periné (Duerr et al., 1993).

Dado que la principal fuente de infeccion por Candida es el propio paciente ya
que es un hongo comun en la superficies mucosas y la piel no existen medidas eficaces

capaces de disminuir la exposicion a este hongo (Martinez, 1998).

Figura 3. Candidiasis esofagica.

Aunque existen datos que indican que la profilaxis primaria con algunos
antifungicos como el fluconazol puede ser util en la reduccion del riesgo de sufrir
candidiasis mucocutaneas (orofarinfea, esofagica y vaginal) en los pacientes con marcado
deterioro de su inmunidad, no se aconseja su utilizacion rutinaria porque la candidiasis
puede controlarse con el tratamiento adecuado, tiene baja mortalidad y la administracion
de antiflngicos puede favorecer la aparicion de cepas resistentes (Hunter, 1998).

Existen discrepancias sobre si se debe utilizar profilaxis secundaria para evitar las
recurrencias de las candidiasis que afectan a las mucosas (orofaringea y vaginal) por
motivos similares a los que se aportan para no realizar la profilaxis primaria (Diz et al.,
2001).

Sin embargo cuando la repeticion del proceso da lugar a episodios frecuentes o
severos se puede considerar la administracion de un derivado azo6lico como el fluconazol

oral 0 una solucion de itraconazol (Sobel, 1992).
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Para cada paciente se deben valorar las condiciones particulares que inciden:
frecuencia y gravedad de las recurrencias, infecciones por otros hongos, deterioro de la
calidad de vida, severidad de la candidiasis, interacciones con otros farmacos, toxicidad,
posibilidad de desarrollar resistencias, etc. EI uso prolongado de azoles con absorcién
sistémica aumenta el riesgo de desarrollo de resistencias a estos medicamentos,

especialmente en pacientes con recuentos de linfocitos CD4 por debajo de 100 células/uL

(Heinic, 1993).

4.2.4 Situaciones especiales

4.2.4.1 Nifos

La profilaxis primaria de la candidiasis en nifios seropositivos no esta indicada. La
terapia supresora crénica con azoles sistémicos se debe considerar en nifios con
candidiasis mucocutanea severas Yy recurrente, especialmente para los que tienen

candidiasis esofagica (Heinic, 1993).

4.2.4.2 Embarazo

Se tiene experiencia limitada con el uso de antiflngicos en el embarazo. El
itraconazol es abortivo y teratogénico. Con el empleo de fluconazol se han informado
casos de malformaciones fetales, especialmente esqueléticas. Se piensa que efectos
similares pueden presentarse con otros azoles como el ketoconazol. Por lo tanto se
recomienda que durante el embarazo no se empiece profilaxis con azoles para las
candidiasis vaginal, orofaringea o esofagica y se debe interrumpir si la mujer queda
embarazada (Heinic, 1993).
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Figura 4. Candidiasis congénita en un neonato, se
aprecian papulas y pustulas que aparecen a las
primeras horas de nacer.

4.2.5 Problemas con el diagnostico convencional

Candida albicans es la levadura mas comun aislada en el laboratorio clinico, casi
siempre requiere de 48-72 horas para tener colonias visibles en medio de cultivo.
Asimismo, se requiere de dos a tres dias para la completa identificacion a nivel de especie
del aislado, que incluye pruebas de produccion de clamidiosporas, asimilacion de
carbohidratos y potasio, reacciones de fermentacién y produccion de ureasa (Jawetz et
al., 1987).

La mayoria de los laboratorios clinicos confian en la prueba de produccion de
tubo germinativo en colonias aisladas como presuntiva para identificacion de C. albicans
(Jawetz et al., 1987). Sin embargo, la produccion de tubo germinativo en cepas de C.
albicans es producido en 1-2% de las especies (Perry y Miller, 1987).

Un novedoso sistema desarrollado para la identificacion de levaduras que dura
dos horas estd basado en la deteccion de N-acetil-b-galactosaminasa y
proliaminopeptidasa, éste reemplaza el ensayo de produccion de tubo germinativo. Se ha
observado que resulta sensible para la prueba de tubo germinativo para identificar C.
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albicans, pero no es especifico, asimismo, se pueden obtener falsos positivos como
resultado al encontrar las muestras contaminadas por bacterias (Jawetz et al., 1987).

La prueba de aglutinacion en latex funciona para identificar C. albicans.
Diferentes versiones han sido utilizadas para detectar antigenos de manosa de Candida
(Kappe y Muller, 1991), antigeno enolasa (Walsh et al., 1991) y D-arabinol (Wong y
Brauer, 1988) en suero de pacientes. Sin embargo, este ensayo no es sensible y requiere
altos niveles del hongo para su deteccion.

Los procedimientos de diagndstico estandar no siempre son exitosos: los cultivos
tardan varios dias y ademas se puede presentar una diseminacion de la enfermedad ya que
se puede obtener un hemocultivo negativo; los métodos seroldgicos son problematicos,
ya que la produccién de anticuerpos en pacientes inmunocomprometidos esta reducida,
un resultado positivo puede ser engafioso, y finalmente la sensibilidad de las pruebas de
deteccidn de antigenos no es suficiente para el diagnéstico (Unzaga et al., 1997).

Los cultivos rutinarios basados en la identificacion fenotipica de las especies de
Candida de hemocultivos positivos requiere como minimo un dia para tener la
posibilidad de obtener un cultivo puro, hay que tomar en cuenta tiempo adicional para
identificar C. albicans por la formacion del tubo germinativo, y dos o mas dias
adicionales para identificar especies que no sean C. albicans por las pruebas de
asimilacion de azucares o pruebas de fermentacion ademas de su morfologia en el agar
harina de maiz. La introduccion del CHROMagar Candida, un medio diferencial que
contiene sustratos cromogénicos para la identificacion de algunas especies de Candida,
puede dar una rapida y presuntiva identificacion de C. albicans, C. tropicalis, y C. krusei;
y aun asi se requiere confirmacion adicional del fenotipo de estas especies (Hee, 1997).

El tratamiento de las micosis plantea dos aproximaciones posibles: un tratamiento
empirico ante la sospecha de la presencia de una micosis invasora, 0 un tratamiento
especifico ante una micosis confirmada. (Quindds, 2000).

El tratamiento empirico se realiza ante una inseguridad diagnostica y conlleva un
aumento del riesgo terapéutico, una potencial seleccion o induccion de resistencias
farmacoldgicas y un incremento del consumo farmacologico. El tratamiento especifico es

mas racional, mas eficaz y plantea un menor riesgo. Sin embargo, es dificil realizar un
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tratamiento especifico en muchas micosis invasoras por los problemas diagndsticos que
se plantean (Quindds, 2000).

4.2.6 Deteccion molecular de Candida spp.

En contraste con los métodos de diagnostico convencional de Candida spp., las
estrategias de amplificacion basadas en la PCR proveen una rapida identificacion aun y
cuando C. albicans se encuentre en baja cantidad directamente de muestras de paciente,
sin tener que recurrir al cultivo del organismo. Buchman et al., (1990) amplificaron un
fragmento de DNA de 243 p.b. del gen lanosterol-14-a-dimetilasa en muestras de orina,
esputo, pus y sangre en poco menos de seis horas de una muestra de 100 uL con una

sensibilidad de diez organismos detectados.

4.2.6.1 Diagnostico molecular con PCR

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa ha sido recientemente
aplicada para el diagnostico de candidiasis sistémicas. Se utilizan los Oligonucleétidos
fungicos universales para amplificar un alto nimero de copias de un gen. La mayoria de
los amplificados de las especies de Candida pueden ser separados y diferenciados por el
tamafio que presenten en un corrimiento electroforético. Las ventajas de la PCR son, el
tiempo relativamente corto de procesamiento y su alta sensibilidad y especificidad
(Wahyuningsih, 2000).

4.2.6.2 Anélisis genético de Candida en base a secuencias intergénicas ribosomales
Una opcién para la determinacion taxondmica es el andlisis molecular de las
secuencias que codifican para los genes de los ARN ribosomales (ARNTr) eucariotes 18S,
5.8S y 28S. Estas secuencias son relativamente de facil aislamiento, ya que son
moderadamente repetitivas y son un blanco atractivo para los ensayos de PCR. Las
regiones de estos genes se encuentran altamente conservadas y estan separadas por dos
espacios transcritos internos (ITS). Las regiones mas conservadas se utilizan para la
clasificacion a niveles taxonomicos superiores (de género a Phyllum), mientras las
regiones ITS menos conservadas, se utilizan a nivel de especie y subespecie (White et al.,

1990). Las diferencias en las secuencias ITS son efectivas para la diferenciacion de
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variedades y especies de Gossypium (Martsinkovskaya et al., 1996), en la deteccion y
clasificacion de Verticillium tricorpus (Moukhamedov et al., 1994), V. dahliae y V.
alboatrum con indicadores especificos que diferencien entre estas dos especies que
atacan un cultivo de interés econémico (Nazar et al., 1991). Ademas, los analisis con
enzimas de restriccion de las secuencias ITS han sido utilizadas para distinguir entre
especies y aislamientos de nematodos (Zijlstra et al., 1995).

Mediante un tamizaje de las secuencias del gene para la subunidad grande del
ARNr se desarrollaron oligonucledtidos especificos para detectar 5 especies de
Aspergillus, 8 especies de Candida, y 8 diferentes géneros de hongos de importancia
médica. Se secuenciaron cada uno de ellos y se desarrollaron oligonucle6tidos especificos
para cada especie asi como sondas para hibridacion Northern blot (Sandhu et al., 1995).

Utilizando el método de polimorfismo conformacional de cadena de ADN sencilla
(SSCP), el cual consiste en una PCR, desnaturalizacion del amplicon y corrimiento
electroforético en acrilamida, se determino la diferencia de género y especie de varios
hongos. Con fragmentos amplificados por PCR del gen 18S ARNr de 197 p.b. se
encontraron diferentes patrones de SSCP identificando diferencias entre géneros de
Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pseudallescheria y Rhizopus. Por este método solo
se puede distinguir diferentes patrones terciarios para diferenciar entre especies de
Aspergillus fumigatus y A. flavus (Walsh et al., 1995).

Un método de andlisis rapido y sensible para la deteccion de C. albicans en
muestras de suero de pacientes infectados fue desarrollada basandose en la amplificacion
mediante PCR de las secuencias ITS del gene ARNr 5.8S (Wahyuningsih et al., 2000).

El uso del andlisis mediante RFLP (restriction fragment length polymorphism)
adicional al de la PCR del gene ARNr 5.8S ha sido extensamente utilizado para aumentar
la sensibilidad de la prueba, de manera especial cuando no se amplifican secuencias
altamente conservadas y solo se requiere distinguir entre C. albicans de no-albicans
utilizando la enzima de restriccion Haelll (Yalinay et al., 2003).

Recientemente, se han descrito un patron complejo de identificacion de especies
de Candida, el cual consiste en la técnica de RFLP, utilizando como gen blanco las
regiones ITS1 e ITS2 del ARNr 5.8S de dicho hongo. Se puede diferenciar entre al

menos las seis principales especies patogenas de Candida, que son a mencionar C.
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albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C.lipolytica, C. parapsilopsis y C. tropicalis,
aunque solo la aplicacion de la PCR sin patron de restriccion es significativa para la
diferenciacion por tamafio del amplicon en el 50% de las especies estudiadas (Pinto et al.,
2004).

4.2.6.3 Uso de los oligonucleotidos ITS3 e ITS4.

El gen de la subunidad pequefia ribososomal eucariética (18S ARNI), es el mas
conservado en el genoma y de esta manera presenta regiones de la secuencia que son

idénticas en todos los hongos (Unzaga, et al.,1997).

Los oligonucle6tidos iniciadores son derivados de genes de ARNr de hongos,
especificamente de regiones espaciadoras internas transcritas no codificantes (noncoding
Internal Transcribed spacer) Ilamados ITS (Wahyuningsih et al., 2000) y pueden ser
usados en la PCR universal para hongos. El iniciador delantero ITS3 (5 — GCA TCG
ATG AAG AAC GCA GC- 3’) corresponde al gen 5.8S ARNT, y el iniciador inverso
ITS4 (5°- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) corresponde al gen 28S ARNr de los
hongos. (Wahyuningsih, et al., 2000) (Ver esquema No.1).

La PCR con iniciadores fungicos especificos, amplificando las secuencias
conservadas del ADN ribosomal (rADN) 5.8S y 28S, asi como las de rADN 18S y 28S,
resulta en la amplificacion respectiva de la region del espacio transcrito interno (ITS) ITS
1 e ITS2, las cuales pueden variar en la medida del amplicon y en secuencia ya que estas
regiones son especificas en cada especie. La variabilidad en el tamafio del producto
obtenido por la amplificacion tanto de la regiéon ITS1 como de la regién ITS2 pueden
utilizarse para determinar la identificacion especifica de las cepas fungicas, determinando
la medida de los fragmentos de PCR usando la electroforesis en gel de agarosa (Fuijita,
2001).
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Figura 5. Representacion esquematica de la distribucion de los genes ribosomales en
hongos. Seindica con flechas el sitio de union de los iniciadores ITS3 e ITS4 asi como
también el tamano de amplificados que se pueden obtener de siete especies de
Candida deimportancia clinica.

4.3 Asperqgilosis

Es la enfermedad producida por gérmenes habitualmente saprofitas del género
Aspergillus, son conocidos como mohos. Estos gérmenes puede producir enfermedad por
distintos mecanismos tales como alergia, colonizacion o invasion. En el paciente
inmunocomprometido, especialmente neutropénico, la enfermedad adopta una forma

invasiva y diseminada grave (Torres-Rodriguez y Brunet, 1991).

4.3.1 Etiologia

Los agentes del género Aspergillus son mohos ubicuos, de distribucién universal.
Ampliamente diseminados en el ambiente, estan presentes en el suelo, aire, agua, plantas
y materia organica en descomposicion. Su importancia como agentes de infecciones
oportunistas es mayor, al aumentar la poblacién de inmunodeprimidos. Aunque varias
especies pueden estar implicadas, Aspergillus fumigatus y A. flavus son las especies
patdgenas mas frecuentes. Se han descrito brotes nosocomiales de la enfermedad,
relacionados con trabajos de construccion en areas del hospital o sus alrededores, donde
estan internados enfermos con neutropenia o receptores de transplantes. Aunque la
neutropenia profunda y prolongada es el principal factor predisponente, otro factor lo
constituye el tratamiento prolongado con corticoesteroides (Richardson y Warncok,

1997); sin embargo, reportes de infeccion causados por otras especies tales como A.
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terreus, A. niger, A. nidulans y A. ustus también han sido documentados (lwen et al.,
1998).

A. fumigatus, con conidias de 1-3 um de diametro, es la especie mas comun
encontrada en un 90% de las infecciones. Transportado por medio del aire, supera las
habilidades defensivas del tracto respiratorio y penetra hasta los espacios alveolares
distales. De ahi en adelante, germina en una hifa filamentosa angioinvasiva produciendo

dafios del tejido local, hemorragia, obstruccion y necrosis coagulativa (Ali et al., 2006).

Figura 6. Fotografia en microscopio electrénico
de barrido de A. fumigatus (Tomada de www.pasteur.fr)

La enfermedad se produce como consecuencia de la inhalacion de esporas
contenidas en el aire, por lo que los senos paranasales y los pulmones son los sitios en
que asienta primariamente la enfermedad con mayor frecuencia. También pueden invadir
el oido externo y la piel traumatizada. En personas inmunocompetentes pueden actuar
como un potente alergeno o colonizar bronquios o cavidades preexistentes, donde luego
se desarrollan. En el inmunocomprometido neutropénico la enfermedad suele ser

invasiva, diseminada, grave y muchas veces fatal (Flores et al., 1994).

4.3.2 Manifestaciones clinicas

Las diferentes formas clinicas que puede adoptar la enfermedad pulmonar
dependen del mecanismo patogénico de accidn, el estado inmunoldgico y la respuesta del
huésped. Basicamente se distinguen 3 formas de enfermedad bronco-pulmonar: 1)

aspergilosis alérgica donde el agente actia como alergeno, 2) aspergilosis por
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colonizacién de cavidades, 3) enfermedad invasiva, la que puede ser aguda o crénica y

donde el hongo es un agente infectante (Flores et al., 1994).

4.3.2.1 Aspergilosis alérgica

Se observa particularmente en personas atopicas que desarrollan reacciones
alérgicas de asma o rinitis siguiendo a la inhalacion de esporas de Aspergillus sp. El
moco puede obstruir la via aérea y causar atelectasia. A menudo la enfermedad
evoluciona a la constitucion de bronquiectasias y fibrosis. Por mecanismo de
hipersensibilidad también puede producirse broncoalveolitis alérgica, a veces
configurando una enfermedad laboral. Los sintomas mas frecuentes son: fiebre, asma
recurrente, tos productiva, malestar, pérdida de peso. Aspergillus sp. suele encontrarse en
forma intermitente en el cultivo de esputo, por lo que es necesario realizar estudios de

varias muestras (Flores et al., 1994).

4.3.2.2 Aspergiloma

Es una masa redonda fungica que resulta de la colonizacion y desarrollo del
hongo dentro de cavidades preexistentes (cavidades tuberculosas, bronquiectasias,
quistes, etc.). Cuando el agente llega al alvéolo sano, es eliminado por los macréfagos
alveolares. Pero si se introducen en cavidades preformadas, epitelizadas donde no hay
macrofagos, puede desarrollarse una masa micelial. En inmunocompetentes el
aspergiloma se observa en 10 a 15% de pacientes con enfermedad cavitaria. Aunque
usualmente no ocasiona sintomas, mas de 25% de los casos tienen hemoptisis masiva.
Usualmente permanece estable por largo tiempo, aunque pueden sufrir un crecimiento
lento o una resolucion espontanea. En VIH negativos no es comdn que el aspergiloma
progrese a enfermedad pulmonar invasiva, lo que si puede verse en los infectados VIH
con menos de 100 CD4/mm?®. Comlnmente esté localizado en el 16bulo superior y con

menos frecuencia en el segmento apical del 16bulo inferior.
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Figura 7. Aspergiloma. Las flechas indican el crecimiento micelial de Aspergillus sp.
{Tomada de Dr. José Uberos Fernandez).

La sintomatologia es inespecifica y la hemoptisis es la complicacién mas grave ya
gue puede ser masiva y comprometer la vida. Para el diagndstico se requiere aislar el
germen en el estudio de varias muestras de esputo o proceder al aislamiento a partir de

una muestra obtenida por puncién transparietal toracica (Flores et al., 1994).

4.3.2.3 Aspergilosis pulmonar invasiva

Es wuna infeccibn fldngica necrotizante que ocurren en pacientes
inmunodeprimidos. Como el hongo tiene un importante tropismo vascular ocasiona
trombosis y necrosis isquémica con la consecuente formacion de cavidades. Segun el
grado de deterioro inmunitario puede adoptar la forma cronica o aguda (Flores et al.,
1994).

4.3.2.4 Aspergilosis necrotizante crénica del pulmén o forma semiinvasiva

Se observa en personas de edad avanzada con enfermedad pulmonar subyacente
como tuberculosis inactiva, enfermedad pulmonar de obstruccion crénica (EPOC),
bronquiectasias, sarcoidosis, neumoconiosis. La sintomatologia es inespecifica siendo los
sintomas mas frecuentes: tos, malestar, pérdida de peso, fiebre (Staples et al., 1995). La
lenta evolucidon da tiempo a la formacién de anticuerpos especificos, cuya presencia
apoya el diagnostico (Flores et al., 1994).
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4.3.2.5 Aspergilosis invasiva aguda del pulmén

Es una complicacion grave de cierto grupo de pacientes inmunodeprimidos, a
menudo fatal aunque su diagnostico sea hecho en vida y el enfermo tratado. El factor de
riesgo mas importante para esta forma de enfermedad es la granulocitopenia severa y
prolongada, lo que se observa especialmente en pacientes sometidos a tratamiento
intensivo de leucemia aguda y en receptores de transplantes. La enfermedad es
rapidamente progresiva. La hemoptisis es poco frecuente. Es habitual la diseminacion
hematdgena a o&rganos distantes. Las alteraciones radioldgicas son variables e
inespecificas: infiltrado nodular que no remite con el tratamiento antibacteriano
convencional, consolidacion lobar, diseminacion nodular, bronconeumonia, cavidades
por necrosis. Un hecho caracteristico de las consolidaciones parenquimatosas es la
tendencia a cavitar al recuperarse el nimero de neutréfilos. En la evolucion pueden

formarse pelotas fangicas dentro de las cavidades (Staples et al., 1995).

4.3.2.6 Aspergilosis extrapulmonar, tragueobronquitis y aspergilosis bronquial
obstructiva

La tragueobronquitis aspergilar se observa con mayor frecuencia en receptores de
transplante de pulmén y enfermos con SIDA. Puede evolucionar a la diseminacion o
causar la muerte por obstruccién de la via aérea. En el examen broncoscopico se
observan lesiones ulcerativas o pseudomembranas necroticas. La aspergilosis bronquial
obstructiva fue descrita en pacientes con SIDA. Puede complicarse con atelectasia. De no
ser tratada puede hacerse invasiva. El diagnostico se hace por fibrobroncoscopia (Staples
etal., 1995).

4.3.2.7 Sinusitis

Se describen 5 formas de patologia sinusal: 1) sinusitis alérgica, especialmente en
personas con atopia. 2) sinusitis aguda invasiva, se observa en enfermos neutropenicos,
en pacientes transplantados, pacientes con SIDA y otros pacientes inmunodeprimidos,
clinicamente es similar a la mucormicosis rinoencefalica. 3) sinusitis necrotizante

cronica, ocurre en los pacientes alcohdlicos, diabéticos, que toman corticoides por
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periodos prolongados, aunque hay casos descritos en personas sanas. 4) aspergiloma de
los senos paranasales y 5) granuloma aspergilar paranasal, mas comun en zonas

tropicales (Richardson y Warnock, 1997).

4.3.2.8 Aspergilosis en SIDA

Aspergillus es un patdgeno poco comun en pacientes con SIDA, siendo aun mas
infrecuente la forma pulmonar invasiva. Por tal motivo el CDC, que inicialmente habia
incluido la aspergilosis entre las patologias marcadoras del estadio SIDA, posteriormente
la retird. Su poca frecuencia en SIDA se debe a que los macréfagos y neutrofilos que
constituyen la defensa contra Aspergillus spp. no son el blanco primario del VIH. Es
posible que en el futuro aumente esta patologia en SIDA a medida que se prolongue la
vida de estos enfermos y permanezcan por mas tiempo en un estado de severa
inmunodepresion. Aunque los factores predisponentes de la enfermedad invasiva aun no
son bien conocidos clasicamente se aceptan como factores de riesgo para padecerla: la
leucopenia grave y prolongada y la administracion prolongada de corticoides. Sin
embargo se observo aspergilosis invasiva en pacientes con SIDA en ausencia de dichos
factores pero casi todos con niveles de CD4 < 50/mm?®. En pacientes con VIH/SIDA la
neutropenia a menudo resulta de la terapia antiretroviral administrada. En este grupo de
enfermos se han mencionado otros posibles factores de riesgo como la administracion
reciente de antibidticos de amplio espectro, el abuso de alcohol o drogas intravenosas. La
neumonia por Pneumocystis jiroveci es también un factor de riesgo para el aspergiloma.
En 10% de las personas que padecieron neumonia de esa etiologia se documentd la
presencia de quistes los que pueden posteriormente ser colonizados por el hongo (Miller
etal., 1994).

En los infectados por el VIH se pueden observar todas las formas de enfermedad
producidas por Aspergillus spp., lo que se correlaciona con los distintos grados de
disfuncion de los neutrdfilos y macrdofagos. La forma clinica mas comun descrita es la
enfermedad cavitaria cronica, similar a las formas no invasiva y semiinvasiva de los
huéspedes no inmunodeprimidos o con alteraciones no especificas de las funciones
inmunes. Por eso el hallazgo de cavidades Unicas o multiples de paredes irregulares y

gruesas del 16bulo superior hacen sospechar aspergilosis si el paciente esta gravemente
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inmunodeprimido por VIH. Imagenes similares pueden ser causadas por otras patologias:
abcesos piogenos, embolias sépticas, otras micosis, linfoma, carcinoma broncogénico,
pneumocistosis. La hemoptisis es una causa comin de muerte en esas formas y la
reseccion quirdrgica puede ser exitosa en casos seleccionados. Otras formas observadas
son: a) infiltrado alveolar focal que puede simular una neumonia bacteriana y es similar a
la forma invasiva aunque, a diferencia de lo que ocurre en los enfermos
inmunodeprimidos no infectados por el VIH, en varios pacientes los infiltrados
permanecieron estables por meses. La evolucién puede ser a la curacion con tratamiento
0 progresar a enfermedad diseminada. b) opacidades bilaterales (reticular, reticulo-
nodular, alveolar), similar a la forma invasiva, con alta mortalidad, c) bronquial
(aspergilosis  bronquial obstructiva y aspergilosis bronquial seudomembranosa
necrotizante), con expectoracion e hipoxia. Es una nueva forma de aspergilosis que
invade las paredes bronquiales y los tejidos peribronquiales, posiblemente especifica de
los pacientes con SIDA. Se demuestra por broncoscopia. Puede causar la muerte por
obstruccion de la via aérea (Miller et al., 1994).

En pacientes con SIDA la hemoptisis es poco frecuente pero puede comprometer
la vida del enfermo, se ha observado preferentemente en dos grupos de pacientes:
aquellos con aspergilosis bronquial y en las formas cavitarias del l6bulo superior. En los
primeros fue de poca entidad pero no asi en los segundos donde puede ser fatal. En
estudios efectuados en autopsias, se detectaron localizaciones extrapulmonares de la
aspergilosis, pareciendo que el compromiso del SNC es mas frecuente en infectados VIH

que en otras poblaciones (Miller et al., 1994).

4.3.2.9 Aspergilosis en transplantados

El numero de pacientes sometidos a transplantes se ha incrementado
exponencialmente en los dltimos afios. Un estimado de 15,000 transplantes de células
madre alogenicas y 25,000 transplantes de células madre autélogas se realizan
anualmente en el mundo. Durante los afios de 1998 al 2002 se realizaron un total de
113,682 cirugias para transplante de érganos sélidos en los Estados Unidos, en promedio
22,736 anualmente (Singh y Paterson, 2005).
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La incidencia de aspergilosis invasiva se aproxima a un 5% entre las poblaciones
con transplantes de pulmon, higado y corazon, sin embargo es considerablemente menos
frecuente en un transplante de rifion. La aspergilosis invasiva es la mas cominmente
diagnosticada durante los primeros 6 meses y casi siempre involucra los pulmones. Su
diseminacion a sitios distantes, particularmente al cerebro, ocurre en una considerable
minoria de los pacientes (Kotloff et al., 2004).

La aspergilosis invasiva ha sido documentada entre el 1 y el 8% de los
transplantes ortotopicos de higado y generalmente ocurre entre los 3 primeros meses
post-transplante. La disfuncion hepética o la renal que requiere dialisis y la hepatitis
fulminante como indicacion del procedimiento parecen asociarse a una alta tasa de
infeccion invasiva por Aspergillus. Las presentaciones clinicas mas frecuentes incluyen la
participacién pulmonar en el 90% de los casos y del SNC concomitante entre el 10 y el
50%. EIl patron de la primera es en forma de infiltrados, ndédulos o en el contexto de
formas diseminadas. La clinica de la afectacion del SNC incluye alteraciones
inespecificas del estado mental y convulsiones entre otros. Los déficits focales y el
meningismo son mas inusuales. La tasa de mortalidad es del 83%, y superior si existe
participacion del SNC (Garcia-Ruiz et al., 2004).

En cuanto a transplante cardiaco, las infecciones por Aspergillus spp. son las
descritas con mayor frecuencia. Estas infecciones se desarrollan més frecuentemente
entre los primeros tres meses del transplante. Recientemente han sido descritos los
factores de riesgo para aspergilosis invasora en los receptores de este tipo de transplante
que esencialmente son: reintervencion, enfermedad por citomegalovirus, hemodialisis
postransplante y aspergilosis previa (Garcia-Ruiz et al., 2004).

En cuanto a transplante pulmonar, aproximadamente la mitad de las infecciones
fangicas invasoras en este tipo de transplante son producidas por Aspergillus spp. Las
formas clinicas de presentacion no difieren de otros grupos de pacientes aungue la
traqueobronquitis es una entidad que se presenta exclusivamente en este grupo de
enfermos. Se caracteriza por la presencia endobronquial desde lesiones inflamatorias
inespecificas hasta pseudomembranas con el desarrollo posterior de Ulceras. Esta
situacién puede progresar a una infeccion localmente invasiva o afectar las anastomosis

produciendo fistulas broncopleurales. Estas zonas desvascularizadas son muy
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susceptibles a la infeccidn por Aspergillus. La mayoria de estas infecciones se producen
entre los tres y seis meses post-transplante (Garcia-Ruiz et al., 2004).

La infeccion diseminada o invasiva por Aspergillus permanece como una
importante causa de morbilidad y mortalidad entre los receptores para transplante de
pulmon, con un rango de 2-33% en infecciones post-transplante y de 4-7% en todas las
muertes en transplante de pulmon. La infeccion fangica invasiva causada por Aspergillus
es una complicacion fatal frecuentemente en los transplantes de pulmoén. Esto se
confirmé en el estudio realizado por Cahill et al., (1997) donde la enfermedad invasiva
tuvo una mortalidad del 100%, 4 de los 5 pacientes con enfermedad invasiva
desarrollaron infeccion fungica en el pulmdn transplantado. EI pulmén es el Gnico 6rgano
de transplante que se encuentra en contacto directo con el medioambiente, este hecho
puede facilitar la colonizacion via aérea de Aspergillus en los pacientes (Cahill et al.,
1997).

El pulmon es el sitio primario mas comun de la aspergilosis invasiva, desde este
foco de infeccion se cree que ocurre la diseminacion. También pueden ocurrir infecciones
primarias de otros sitios, siendo las cavidades nasales y la piel los mas comunmente
reportados. Existe un caso de aspergilosis invasiva cutanea primaria causado por A. ustus
en un paciente con transplante de higado (Iwen et al., 1998).

Los abscesos piogénicos y metastasis en el cerebro tienen una predileccion
conocida por la unién corticomedular; debido a la ruta hematégena de diseminacion de
bacterias, de células malignas y a la anatomia vascular de esta interfase. Mientras que
Aspergillus también se disemina al SNC por via hematdgena, muy frecuentemente pero
no exclusivamente desde el pulmon, la patofisiologia es frecuentemente diferente.
Aspergillus puede causar una vasculopatia infecciosa, llevando inicialmente a una
embolia aguda o hemorragia y posteriormente extendiéndose alrededor del tejido como
una cerebritis infecciosa u ocasionalmente evolucionando en un absceso. Esta
vasculopatia mediada por una embolia séptica tiene una ubicacion anatomica y apariencia
radiologica significantemente diferente de otras embolias y de otras cerebritis primarias o
abscesos (DeLone et al., 1999). El cerebro es el sitio mas frecuente de una infeccién

invasiva extrapulmonar causada por A. fumigatus y A. flavus. No obstante, la
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diseminacion hacia el corazén es comun en infecciones causadas por A. terreus (lwen et
al., 1998).

Las especies de Aspergillus son reconocidas como los principales patdgenos
fungicos en pacientes neutropénicos o severamente inmunosuprimidos, particularmente
después de transplante de células hematopoyéticas alogénicas. La manifestacion mas
comun de una infeccion causada por Aspergillus en estos pacientes es una aspergilosis
pulmonar invasiva la cual se caracteriza por invasion de hifas y destruccion del tejido
pulmonar. La diseminacion hematdgena como un evento secundario ocurre en un 20-50%
de los casos en estos pacientes y comunmente involucra al SNC y al tracto
gastrointestinal. Las infecciones extrapulmonares por Aspergillus son encontradas
comunmente en las cavidades maxilares y colonizando las cavidades nasales lo cual
puede llevar a una diseminacién enddgena hacia los pulmones resultando en una
aspergilosis pulmonar invasiva. La piel es un sitio raro de infeccion, las infecciones
cutdneas son més frecuentemente encontradas en el sitio de entrada de los catéteres
Hickman (Schimmelpfennig et al., 2001).

La aspergilosis invasiva es la principal causa de muerte en la neumonia
nosocomial y transplante de médula 6sea, con un rango de infeccidn estimado de entre 8-
15% y un rango de mortalidad aproximado de 90% (Gaziano et al., 2004).

En los receptores de transplante de rifién la aspergilosis invasora ha sido reportada
en 0.7%-4%, observando como factores de riesgo la terapia prolongada con
corticoesteroides en altas dosis, la falla del 6rgano transplantado y una potente terapia
inmunosupresiva. El rango de mortalidad en receptores de transplante de rifion con

aspergilosis invasora es de 75-80%. (Singh y Paterson, 2005).

4.3.2.10 Aspergilosis en neonatos

Los neonatos prematuros tienen un riesgo en aumento de desarrollar
infecciones flngicas, presumiblemente por el deterioro de la funcion fagocitica. Los
reportes han descrito aspergilosis cutanea primaria a 5-30 dias después de nacidos en
neonatos prematuros con un peso entre 800 a 1,500g. Todos estos casos involucraron

dafios mecanicos en la funcion de barrera protectora de la piel como son cinta adhesiva,
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cinta adhesiva para intubacion, oclusion bajo un sensor oximetro y una colocacion
prolongada en la posicion supina( tendido sobre el dorso). La aspergilosis cutanea en
neonatos tiene un rango de lesiones incluyendo papulas, nddulos, pustulas y Ulceras. Los
neonatos con una fuerte infeccion reciben tratamiento médico con una tasa de 50% de
sobrevivencia. Asimismo, las muertes causadas por una aspergilosis cutanea diseminada
han sido reportados en neonatos a los 18 dias y 32 dias de nacidos (van Burik et al.,
1998).

4.3.2.11 Aspergilosis en cancer

Los reportes en la literatura han descrito aspergilosis cutanea en mas de 50
pacientes con cancer. Aungue la mayoria de estos pacientes presentaban leucemia como
el diagndstico oncoldgico fundamental, también se han descrito en otras enfermedades,
incluyendo anemia aplastica, astrocitoma, enfermedad granulomatosa crénica vy
agranulocitosis tratada con globulina anti-timocitica. En mas de 85% de los casos de
cancer reportados, la aspergilosis cutanea primaria se asocié con catéteres intravenosos,
contaminacion de la base para canalizar via intravenosa y cintos para inmovilizar brazo
para canalizar. Otras asociaciones incluyeron cortes en el epitelio durante la insercion de
clotrimazol via 6vulos vaginales y flebotomias. La extension directa desde los senos
nasales es la explicacion para la mayoria de los casos de aspergilosis cutdnea secundaria,
aunque se han descrito embolias e inoculacion por medio de agujas para biopsias
percutaneas como fuentes de infeccion secundaria. Ademas, Buescher et al., reportaron
un paciente con una infeccion por Aspergillus en un catéter Hickman provocando una
trombosis de venas subclavias que requirié extraccion quirdrgica y reconstruccion para el
control de la infeccion. En otro caso, un aspergiloma pulmonar invadi6 la arteria
subclavia izquierda con un desarrollo subsecuente de una lesion en la extremidad superior
izquierda (van Burik et al., 1998).

La incidencia reportada de aspergilosis probada o probable en pacientes con
leucemia aguda tiene un rango de 6-12% en un estudio que incluyen adultos como nifios.
Los datos confirman que los hongos son los responsables de la mayoria de las infecciones
fangicas invasoras, y que la aspergilosis es la complicacion mas frecuente en pacientes

con padecimientos hematologicos (Pagano et al., 2006).
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4.3.3 Tratamiento

Se plantea la cirugia para el tratamiento de aspergilosis encefalica, senos
paranasales, valvula cardiaca, aspergiloma pulmonar que causd hemoptisis, lesion
pulmonar localizada y Unica. La anfotericina parenteral no es efectiva para tratar el
aspergiloma (Torres-Rodriguez y Brunet, 1991).

Como plan de alternativa para los aspergilomas que por motivos del estado del
enfermo no son operables, se administra anfotericina B intracavitaria a través de un
catéter implantado por via transtoracica, o por fibrobroncoscopia. Se ha observado que
con la anfotericina intracavitaria se detiene la hemorragia (Torres-Rodriguez y Brunet,
1991).

La anfotericina B por via intravenosa es el f&rmaco de eleccion para las formas
invasivas o diseminadas. El itraconazol es una droga de alternativa, atractiva porque es
activa por via oral y sin riesgos toxicos. ElI mal resultado obtenido en SIDA quiza se

vincule a su mala absorcidn (Torres-Rodriguez y Brunet, 1991).

4.3.4 Diagnostico

El diagndstico de la forma invasiva se hace por demostracion de la invasion
fangica tisular y el aislamiento del germen en cultivo. El estudio seroldgico puede ser Util
para las otras formas de aspergilosis. El aislamiento en cultivo a partir de secreciones
respiratorias, orina, heces, cornea o heridas, tiene poca especificidad diagnoéstica. El
cultivo de esputo positivo en un paciente con neutropenia profunda y sintomatologia
pulmonar es sugestivo de aspergilosis. El diagnéstico de aspergilosis pulmonar en el
paciente inmunocomprometido es dificil porque las manifestaciones clinicas son
inespecificas y raramente el agente es aislado de sangre, médula dsea o esputo. Ademas
la serologia habitualmente es negativa (Torres-Rodriguez y Brunet, 1991).

En la interpretacion del resultado del estudio microscépico hay que recordar que
Aspergillus spp puede ser un contaminante del ambiente o estar presente en los alimentos
ingeridos o bien ser saprofitos de la orofaringe o la via respiratoria, por lo que la
presencia de hifas en esputo no hace el diagnéstico de enfermedad, ya que si el paciente

tiene una candidiasis orofaringea, puede confundirse al observarse seudohifas. El
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diagnostico es mas probable si se observan varias colonias en la placa o el mismo agente
es identificado en varias muestras (Torres-Rodriguez y Brunet, 1991).

Para las formas de aspergilosis alérgica el diagnostico definitivo depende del
aislamiento del hongo en cultivo de esputo, lo que es menos exitoso para las otras formas.
Habitualmente se necesita recurrir a técnicas invasivas: fibrobroncoscopia con lavado
broncoalveolar o puncidn aspirativa transtoracica si la lesion es periférica. La biopsia es
un método 6ptimo de diagnostico pero a menudo es dificil de realizar en los pacientes
severamente enfermos (Richardson y Warnock, 1997).

El diagndstico de aspergilosis sinusal es menos dificil. Usualmente puede aislarse
por lavado del seno o biopsia de las lesiones de nariz o paladar. En pacientes con SIDA la
mortalidad por esta enfermedad es de 50%, siendo la causa de muerte la hemoptisis o su
diseminacion. Los que mejoran con el tratamiento mueren en pocos meses por otra causa
(Richardson y Warnock, 1997).

4.3.5 Diagnadstico de infecciones fungicas

El diagnostico de micosis sistémicas es a la fecha uno de los mayores retos
para los estudios clinicos. Lo anterior en parte por la ausencia de técnicas rapidas y
sensibles para detectarlos (Markin et al., 1990). EI mejor diagndstico se realiza por
observacion directa del microorganismo en tejido. Sin embargo, en la mayoria de los
casos el obtener una biopsia es poco factible o si la lesion es pequefia se puede perder
durante el muestreo, en cualquier caso no se podria realizar un examen directo a la
muestra para detectar al organismo sin antes realizar una amplificacion del mismo.

La amplificacion o incremento del nimero de organismos dentro de una muestra
clinica es muy comdn por las técnicas de cultivo. Sin embargo, el poder obtener un
cultivo puro puede llevar tiempo y alto consumo de reactivos. Aun con estas técnicas, las
micosis sistémicas son dificiles de detectar. Del 40-60% de cultivos de sangre
permanecen negativos aun cuando el paciente presenta una infeccion sistémica (Ellis y
Spivak, 1967) y muchas veces oculta, ésta no se diagnostica hasta la autopsia (Baley,
1984).
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La estrategia aplicada en la amplificacion por la prueba de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) disminuye el tiempo del proceso de cultivo del organismo generando
un alto numero de copias de segmentos de ADN flngico. Las propiedades de
amplificacion de esta prueba junto con el breve tiempo que se lleva para aplicarla la

hacen ideal para el diagnostico de organismos infecciosos en material clinico.

4.3.6 Diagnostico microbioldgico de aspergilosis

El diagnostico microbioldgico tradicional de la aspergilosis depende de la
presentacion clinica y se basa en la sospecha clinica y la posterior confirmacién
microbioldgica y anatomopatoldgica. En las aspergilosis superficiales el examen directo y el
cultivo permiten apoyar el diagndstico clinico presuntivo. En enfermos con aspergilosis
pulmonar invasiva el examen directo del esputo suele ser negativo, siendo positivo, por el
contrario, el examen microscopico del lavado broncoalveolar. En las formas de aspergilosis
invasora cutaneas o de senos (muestras de lavados) se pueden observar micelios tabicados. El
examen directo con KOH, calcoflior o gram permite un diagnéstico presuntivo répido. El
examen de tejidos obtenidos por biopsia tefiidos con PAS o plata metenamina permite
visualizar filamentos septados con ramificaciones en angulo agudo. El problema estriba en que
otros patogenos fungicos, como Fusarium spp. y Scedosporium spp., son indistinguibles
morfoldégicamente. Una mayor especificidad puede conseguirse mediante técnicas
inmunohistoquimicas, combinando calcoflior y anticuerpos especificos.

El aislamiento de Aspergillus por cultivo es un método sensible para detectar la
infeccion y permite la identificacion de la especie infectante y la realizacion de pruebas de
sensibilidad in vitro a los antifungicos. Aspergillus spp. no es exigente en sus requerimientos
nutritivos y el microbidlogo debe tener en cuenta que cuando se sospecha una infeccion por
este género no debe utilizarse la cicloheximida en los medios de cultivo, porque inhibe su
crecimiento. Aunque generalmente las especies patdgenas humanas son capaces de crecer por
encima de 37°C, los medios de cultivo deben ser incubados a 25-37°C durante cuatro semanas
y utilizando tubos en lugar de placas, ya que la deshidratacién de los mismos después de cuatro
semanas es menor. ElI medio de cultivo mas utilizado para diferenciar las distintas especies es

el agar Czapeck-Dox (del Palacio et al., 2003).
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Dado que Aspergillus es contaminante frecuente, el cultivo tiene una especificidad
variable, ya que no permiten discriminar entre colonizacion e invasion, ni descartar la
contaminacion. Por ejemplo, el aislamiento de Aspergillus en esputo, una de las muestras que
se procesan con mayor frecuencia, puede ser consecuencia de la inhalacion de conidios y no de
una infeccién pulmonar.

El valor predictivo aumenta si se obtienen cultivos con mdltiples colonias o se aislan
repetidamente en esputos seriados. Algunos estudios han demostrado que hasta el 20% de los
cultivos de esputo pueden ser falsos positivos en receptores de un trasplante de médula dsea,
siendo el porcentaje incluso mas alto en receptores de trasplante de érgano sélido. EIl valor
predictivo del cultivo también depende de los factores de riesgo del paciente. Asi, Perfect et
al., (2001) observaron que en los enfermos con riesgo alto, un cultivo positivo se asocia con
aspergilosis invasora en el 50-64% de los casos, mientras que en los enfermos con riesgo
intermedio la incidencia de aspergilosis invasora desciende al 8-28%. La rentabilidad de las
muestras microbiolégicas es mayor si se obtienen mediante broncoscopia (aspirados y
cepillados bronquiales, lavado broncoalveolar). En este caso, la rentabilidad de las muestras se
sitla en torno al 50%. En los receptores de trasplante de médula 6sea los cultivos positivos de
Aspergillus tienen un valor predictivo muy alto (en torno al 70-80%). La obtencidn de biopsias
mediante agujas guiadas radioldégicamente es un procedimiento diagndstico muy rentable, en
general desprovisto de complicaciones, si bien pueden obtenerse falsos negativos si no se toma
el tejido invadido por el micelio (Perfect et al., 2001).

Dados los problemas de especificidad que presenta el cultivo, su correcta valoracion
requiere la utilizacién conjunta de la histologia, el patron de referencia (gold standard) que
permite establecer de forma probada en pacientes cancerosos e inmunodeprimidos la existencia
de micosis invasora por hongos filamentosos segun los criterios conjuntos de la EORTC vy el
Mycoses Study Group de la NIAID. Sin embargo, el problema en enfermos neutropénicos y
cancerosos es que las biopsias pulmonares, lavados broncoalveolares, etc., estan
contraindicados, ya que habitualmente tienen trombocitopenia, hipoxemia y mal estado
general. La diferenciacion entre colonizacion e invasion en heridas y quemaduras también
requiere el estudio simultdneo microbioldgico e histoldgico, lo que conlleva la realizacion de
biopsias. La infiltracion de tejido viable por micelios tabicados demuestra de forma

concluyente la invasion fungica. Un problema importante de las pruebas tradicionales de
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diagnostico microbioldgico es que se positivizan tardiamente en el curso clinico de la
aspergilosis invasora (Barnes y Denning, 1993).

Las aspergilemias son excepcionales, representando del 0.5% al 2% de las fungemias, y
son consecuencia de la invasion tisular. Es un hecho bien conocido que Fusarium spp. y
Scedosporium (Scedosporium apiospermum Yy Scedosporium prolificans) son las especies
causantes de fungemia en las formas diseminadas de micosis invasora, siendo excepcionales
las fungemias causadas por zigomicetos. Las aspergilemias son mas frecuentes en las
endocarditis causadas por Aspergillus spp. Se estima que solo aproximadamente el 10% de las
aspergilemias son significativas, debiéndose a contaminaciones el 90% de las fungemias no
significativas conocidas como pseudoaspergilemias (del Palacio et al., 2003).

En pacientes con cancer hematoldgico, la aspergilemia verdadera es de aparicion tardia
(precede solo en un dia al exitus o se evidencia en la necropsia), incluso en pacientes con alto
riesgo de padecer aspergilosis invasora. El aislamiento de A. terreus en hemocultivo hace mas

probable que la aspergilemia sea verdadera (Kontoyiannis et al., 2000).

4.3.7. Diagnostico molecular de aspergilosis

4.3.7.1. Secuencias intergénicas de los genes ribosomales de Aspergillus

Una opcidn para la determinacion taxondémica es el analisis molecular de
las secuencias que codifican para los genes de los ARN ribosomales (ARNr) de
eucariotes 18S, 5.8S y 28S (Figura 1). Estas secuencias son relativamente de facil
aislamiento, ya que son moderadamente repetitivas y son un blanco atractivo para los
ensayos de PCR. Las regiones de estos genes se encuentran altamente conservadas y
estan separadas por dos espacios transcritos internos (ITS). Las regiones mas conservadas
se utilizan para la clasificacion a niveles taxondmicos superiores (de género a Phyllum),
mientras las regiones ITS, menos conservadas, se utilizan a nivel de especie y subespecie
(White et al., 1990). Las diferencias en las secuencias ITS son efectivas para la
diferenciacion de variedades y especies de Gossypium (Martsinkovskaya et al., 1996), en
la deteccidn y clasificacién de Verticillium tricorpus (Moukhamedov et al., 1994), V.

dahliae y V. alboatrum con indicadores especificos que diferencien entre estas dos
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especies que atacan un cultivo de interés econémico (Nazar et al., 1991). Ademas, los
analisis con enzimas de restriccion de las secuencias ITS han sido utilizadas para
distinguir entre especies y aislamientos de nematodos (Zijlstra et al., 1995).

En esta Ultima década, se han desarrollado técnicas para la deteccion de ADN de
Aspergillus mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), aunque al no existir
todavia técnicas comercializadas no se han implantado de forma rutinaria en el
laboratorio asistencial. Inicialmente, los estudios se centraron en la deteccion de ADN del
género Aspergillus pero también se estdn utilizando cebadores universales con la
finalidad de detectar levaduras y hongos filamentosos. Puesto que no existen técnicas
comercializadas, todos los estudios se han realizado con técnicas desarrolladas en cada
laboratorio, lo que aumenta la variabilidad y dificulta la comparacién de resultados.
Aunque se puede detectar ADN flangico en la mayoria de las muestras clinicas, las
muestras respiratorias presentan problemas para su estudio con técnicas moleculares
porque es dificil diferenciar al portador asintomatico o transitorio de Aspergillus spp. del
que presenta una aspergilosis invasora, ya que el 25% de la poblacion sana presenta PCR
positiva para Aspergillus en muestras respiratorias.

La cuantificacion de la carga fangica mediante la realizacion de PCR en tiempo
real puede ayudar a solucionar este problema. La muestra idonea es la sangre (sangre
entera, suero, plasma), prefiriéndose la sangre entera (sin coagular), puesto que la
sensibilidad de la PCR en el plasma es menor. Utilizando sangre entera de enfermos con
aspergilosis invasora documentada, la sensibilidad de la prueba es del 100% cuando se
estudian dos 0 mas muestras.

Dada la enorme sensibilidad (la deteccion de ADN por PCR es,
aproximadamente, 20 veces mas sensible que el cultivo, detectandose de 1-10 fg de ADN
fangico 6 1-5 UFC/mlI), las técnicas de PCR pueden ser muy Utiles como herramienta de
monitorizacion del tratamiento antifungico. En pacientes con aspergilosis invasora, el
numero de muestras PCR positivas desciende en los que tienen una respuesta favorable al
tratamiento, lo que no sucede en los que no responden al mismo. La cuantificacion de la
carga fungica mediante PCR en tiempo real en sangre periférica puede aplicarse en la
monitorizacion terapéutica, siendo un procedimiento rapido, especifico y muy sensible en

la deteccion y cuantificacion de ADN de A. fumigatus. Actualmente no esta claro si la
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deteccién de ADN es mas sensible que la deteccion de galactomanano en el diagnostico
de la aspergilosis invasora. En un estudio realizado por Kami et al., se observé que la
PCR en tiempo real era més sensible que el estudio de antigenos en pacientes onco-
hematoldgicos con neutropenia prolongada (media de 39 dias). Los resultados obtenidos
por PCR fueron comparados entre la deteccion de galactomanano por
Platelia®Aspergillus (punto de corte 1,5 ng/ml, considerandose positivas al menos dos
muestras) y Fungi-Tec, siendo interesante resefiar que la positividad por PCR precedi6 a
la de galactomanano en 2,8 dias y a la del Fungi- Tec en 6,5 dias. Sin embargo, en otro
estudio realizado, Costa et al., observaron que la deteccién de galactomanano era mas
sensible (52% vs. 45%) que la PCR en tiempo real para establecer el diagndstico de
aspergilosis invasora, al igual que Sanguinetti et al., que describen una sensibilidad
mayor en la deteccién de galactomanano (100% vs. 90%) que la PCR en tiempo real para
el diagndstico de la aspergilosis pulmonar invasora. (del Palacio et al., 2003).

Actualmente se conoce poco sobre el origen y la cinética del paso de ADN
fangico a la sangre. Se ha sugerido que la respuesta del huésped al hongo impediria la
liberacion de ADN desde el lugar anatdmico donde asienta la infeccion al torrente
circulatorio cuando el grado de angioinvasion es menor. También desconocemos como
circula por la sangre y como es metabolizado, o como desaparece de la sangre, hechos
esenciales para intentar establecer el calendario de obtencion de muestras para el estudio
de ADN. (del Palacio et al., 2003).

4.3.7.2. Estrategias de amplificacion por PCR: Aplicaciones especificas

Las especies de Aspergillus son patégenos oportunistas que pueden ser
identificados directamente por observacion de una biopsia por sus conidiosporas
caracteristicas (Phillips y Weiner, 1987). Asimismo, se pueden utilizar técnicas de
inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales con el propdsito de llevar a cabo su
identificacion (Phillips y Weiner, 1987). Por otra parte, si el examen directo no revela la

presencia del hongo, la muestra puede ser cultivada en agar Sabouraud para obtener
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cultivos puros, este proceso en promedio lleva 3 semanas para realizarlo (Jawetz et al.,
1987).

En contraste, se han aplicado dos técnicas de PCR para amplificar porciones de
genes de Aspergillus nidulans (Burger et al., 1991) o Aspergillus niger (Inoue et al.,
1991). Burger et al., (1991) utilizaron una variedad de combinaciones de
oligonucledtidos para amplificar ocho diferentes regiones del gene regulador de la
asimilacion del nitrégeno nirA de Aspergillus nidulans. Inoue et al., (1991) utilizaron una
mezcla de oligonucle6tidos para aislar el gene de la &cido proteinasa A de A. niger.
Ninguno de los dos grupos de investigacion reporta la especificidad o sensibilidad
obtenida con los oligonucle6tidos tipo especifico para Aspergillus. Los templados
utilizados en ambos casos se obtuvieron de cultivos puros. Estas técnicas de extraccion
son usuales para obtener ADN flangico como material de referencia, sin embargo no
proporcionan las condiciones 6ptimas para extraerlo de muestras clinicas.

Asimismo, el gen para ADN Topoisomerasa Il ha sido utilizado para la
identificacion de especies de hongos oportunistas como Aspergillus spp. mediante PCR
anidado, obteniendo alta sensibilidad y especificidad en aislados clinicos (Kanbe et al.,
2003).

Mediante el uso de la técnica de polimorfismo conformacional de ADN de cadena
sencilla (SSCP), se llevo a cabo la identificacion de diferentes hongos de importancia
médica, dicha técnica enfocada al gen del ARNr 18S fue capaz de mostrar diferencias en
las secuencias ITS estudiadas a nivel del taxon Género, y solo fue capaz de mostrar
diferencias en el peso molecular generado por la conformacién del amplicon a nivel de
especie entre A. fumigatus y A. flavus (Walsh et al., 1995).

Se determinaron las secuencias del gen ARNr 28S de 50 especies de hongos
patdgenos para buscar los oligonucledtidos especificos universales e identificar mediante
PCR y sondas de hibridacion cada uno de los organismos. Mediante dicha técnica, no se
observan en las sondas desarrolladas la aparicion de resultados falso positivos, sin
embargo se encuentra la efectividad de la prueba entre un 80 a 100% de confiabilidad
(Shandhu et al., 1995).

Al probar el uso de las regiones ITS1 e ITS2 del gen rARN 5.8S mediante PCR se

encuentra que las especies de Aspergillus se encuentran los productos amplificados entre

36



565 a 613 pb, por lo tanto, se requiere de una prueba mas sensible que el solo uso de estas
secuencias para diferenciar entre especies del género Aspergillus (Henry et al., 2000).

El estudio mediante un fino protocolo revela la especificidad (100%) vy
sensibilidad (100%) en la deteccién e identificacion de especies de Aspergillus de 601
aislados clinicos de cuatro grupos de pacientes in vitro e in vivo al utilizar amplificacién
por PCR del gen ARNTr 18S (Einsele et al., 1997).

En un estudio con el uso de oligonucledtidos especificos para amplificar regiones
conservadas del ARNr 18S, 5.8S y 28S, se llevo a cabo la identificacion de hongos de
importancia medica y de saprofitos, encontrando que el uso de estos genes muestran un
alto grado de sensibilidad para identificar Aspergillus fumigatus y especies relacionadas
(Zhao et al., 2001).

En la actualidad, los métodos empleados para la deteccién e identificacion de
organismos involucrados en micosis sistémicas requieren de un periodo de tiempo largo
de cinco dias, lo cual causa el retraso en la decision del experto para aplicar un
tratamiento efectivo al paciente.

Por todo lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo llegar a un
diagnostico temprano a traves de la identificacion de especies del género Candida spp y
Aspergillus spp en aislados de muestras clinicas de pacientes mediante PCR/RFLP, la
cudl redundara en la seleccién de antifingicos efectivos para el tratamiento efectivo de

los pacientes con compromiso inmunoldgico.
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5. METODOS

5.1 Cultivos de coleccion

El material biol6gico de coleccion fue proporcionado por el Laboratorio de
Micologia del Centro Regional de Control Enfermedades de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autonoma de Nuevo Leon. Las especies de las cepas de coleccion para los
hongos levaduriformes fueron identificadas mediante el sistema APl 20C AUX
(bioMerieux Vitek, Hazelwood, Mo.); en el caso de los hongos filamentosos se identifico

por métodos convencionales de morfologia de colonia y morfologia microscopica.

5.2 Preparacion de los cultivos y extraccion del ADN

Los hongos se inocularon en 3 ml de caldo YPD (1 % extracto de levadura, 2 %
peptona de caseina y 2 % dextrosa, Mca. Difco, USA), posteriormente se incubaron por
24 h a 37°C en agitacion a 230 rpm en una incubadora orbital Brinkmann Orbimix 1010-
Incubator 1000. La extraccion de ADN para las levaduras se realizé conforme a la
descrita por Sambrook y Russell (Sambrook y Russell 2001); en el caso de los hongos
filamentosos se empled el método de Jin et al., (Jin, 2004).

5.2.1 Método de extraccién de DNA por Sambrook y Russell, 2001 para

levaduras

Posterior a la incubacion de las levaduras ya descrito, se transfirieron 1.5
mL del mencionado cultivo a tubos eppendorff y se centrifugaron a 4,000 rpm. por 4 min.
a temperatura ambiente. Se descarto el sobrenadante y las levaduras se resuspendieron en
50 puL de buffer STES (10mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 50 mM NaCl, 2% SDS), se
mezcld por inversion diez veces, se agregd 1 volumen de glass beads (212-300
Micrones, Sigma-Aldrich) y se agit6 vigorosamente por 4 min. Se adicionaron 20 uL de
buffer TE 1X pH 7.6 (10mM Tris-Cl pH 7.6, 1ImM EDTA pH 8.0). Posteriormente, se
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adicionaron 30 uL de fenol y 30 uL de cloroformo y se mezcld por inversion 10 veces.
Se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min. a temperatura ambiente, se recuperd en un tubo
nuevo la fase acuosa y se descarto los restos celulares.

Recuperada la fase acuosa, se precipité el DNA con isopropanol 100 % 2 v/v por
20 min. a —20 °C. Posteriormente, se centrifugd por 10 min. a 14,000 r.p.m. a 4°C en una
centrifuga refrigerada Eppendorf 5417R; se descart6 la fase liquida y se lavé con etanol
70% la pastilla formada. Se dejé secar el DNA en estufa a 55°C por 10 min. Por ultimo,
se resuspendio el DNA con 40 uL de buffer TE 1X pH 7.6 mas 4 ul de RNAasa

(10mg/ml) y se conservo a -20°C hasta su uso.

5.2.2 Método de extraccién de DNA segun Jin et al., (2004) para hongos
filamentosos
Una vez obtenido el micelio, se transfirio a tubos eppendorf de 1.5ml, se
lavé con 1 ml de solucién salina estéril al 0.85%, se agité por 5 seg y se centrifugd a
14,000 rpm durante 3min a 4°C en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5417R. El
micelio ya lavado, se decant6 y resuspendié en 450 pl de buffer de extraccion STES (0.2
M Tris-Cl pH 7.6, 0.5 M NaCl, 0.1%SDS, 0.001M EDTA pH 8.0) se agreg6 ademas 7ul
de liticasa (5U/ ul). Se incub6 10 min a 37°C en un termomixer Eppendorf. Se agreg6 20
ul de buffer TE (10mM Tris-HCI1 pH 8.0, ImM EDTA). Posteriormente se agreg6 100 pl
de fenol y se agitd vigorosamente por 5 seg, después se agregé 100 ul de cloroformo y
nuevamente se agitd por 5 seg. Se centrifugé a 14,000rpm por 10min a 4°C. Se recuperd
la fase superior y se transfiri6 a un tubo nuevo. EI DNA se precipitd agregando
isopropanol 100% 2 v/v se incubd por 20min a -20°C. Nuevamente se centrifugd a
14,000rpm por 10min a 4°C. El sobrenadante se decantd, el DNA se lavd con 1 ml de
etanol frio al 70%, se centrifugd a 14,000rpm durante 3 min a 4°C. Se dej6 secar el DNA
en estufa a 55°C por 10 min. Por ultimo, se resuspendio el DNA con 40 plL de buffer TE
1X pH 7.6 mas 4 ul de RNAasa (10mg/ml) y se conservo a -20°C hasta su uso.
Para ambos métodos, el DNA se cuantifico por espectrofotometria a 260-280 nm
en dilucion 1:1000 por triplicado, asimismo la integridad se observé en gel de agarosa

1.0% en corrimiento electroforético a 80 V y 12 A utilizando una fuente de poder EC-
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Apparatus Corporation en buffer TAE (0.04M Tris-Acetato, 0.00lM EDTA) vy la

visualizacion se llevé a cabo mediante una tincion del gel con bromuro de etidio.

5.3 Seleccion de oligonucledtidos y condiciones de PCR

Se seleccionaron dos primers especificos previamente reportados (White et al.,
1990) para amplificar la region ITS2-5.8S ARNr, el ITS35-GCA TCG ATG AAG AAC
GCA GC-3" yel ITS4 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3" sus ventajas y usos
para estudios en taxonomia ya estan bien descritos. Para la PCR se utilizaron 5-10 ng de
ADN como templado adicionados a 50 pl de una mezcla conteniendo: 100 ng de
oligonucle6tidos, 10 uM de una mezcla ANTP’s, 2.5 mM de MgCl,, 10X de PCR buffer y
2.5 U de la enzima DNA Tag-polimerasa; un tubo con mezcla de reaccion y sin templado
se utilizé como control negativo. La amplificacién consisti6 de un paso inicial de
desnaturalizacion de 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por
1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y una extension a 72°C por 1.5 min, por Gltimo una
extension final de 5 min a 72°C; para llevar a cabo la amplificacion se empleé un
termociclador PTC 100 (MJ Research, Inc.).

5.4 Secuenciacion y anlisis de las regiones 1TS2-5.85 ARNr

Los productos de la amplificacion de la region ITS2-5.8S ARNr de las especies de
coleccion de Candida yAspergillus se secuenciaron en el Laboratorio Nacional de
Genomica para la Biodiversidad (LANGEBIO) Guanajuato, México, utilizando el kit de
secuenciacion BigDye Terminador v.3.1 cycle sequencing siguiendo las recomendaciones
del fabricante (Applied Biosystems). Los productos de PCR fueron secuenciados
directamente en ambos sentidos utilizando los oligonucle6tidos ITS3 e ITS4,

El analisis de las secuencias se realizo utilizando el programa Bioedit (Biological
sequence alignment editor disponible en red
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Las secuencias de nucleétidos
obtenidas fueron procesadas en el programa y comparadas con secuencias de referencia
del Banco de Genes del Centro Nacional de Biotecnologia, USA (GenBank-NCBI).
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Posteriormente, todas las secuencias a excepcion de la perteneciente al Centro
Americano de Cultivos Tipo -ATCC- (C. parapsilosis), fueron reportadas en el Banco de
Genes del Centro Nacional de Biotecnologia, USA (GenBank-NCBI), utilizando su
programa Sequin 9.20 disponible en linea (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Sequin/).

5.5 Obtencion in silico de secuencia consenso de C. glabrata yA. Fumigatus

No se contd con cultivos de coleccion de C. glabrata y A. fumigatus para ser
utilizados como estandar de referencia, debido a lo anterior se obtuvieron cinco
secuencias del GenBank (NCBI-USA) de C. glabrata (AY939793, AMA492798,
AF218966, AF218995, DQ347494) y 4 secuencias de A. fumigatus (DQ981399,
AB369897, EF136363, AY939804) las cuales fueron analizadas in silico en el programa
BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.5.3. (Hall TA, 1999) donde se generd una
secuencia consenso para cada hongo, las cuales fueron utilizadas para los analisis

subsecuentes.

5.6 Seleccion de sitios de corte por endonucleasas de restriccion

Las secuencias de nucleotidos de la region ITS2-5.8S ARNr de las especies de
coleccion y las consenso fueron analizadas in silico con el programa NEBcutter v.2.0
(New England BioLabs Inc., USA) para determinar diferentes patrones de restriccion

generados por los cortes con las endonucleasas de restriccion (Figura 1).

5.7 RFLP

Las levaduras, por sus diferencias en tamafio y secuencias de la region 1TS2-5.8S
ARNr amplificada, fueron cortadas de manera especifica con una enzima de restriccion.
Para el caso de las especies C. rugosa, C. guilliermondii y C. parapsiolosis se utilizo
Rsal, para C. albicans se utilizd Alwl, para C. tropicalis Xmal, para C. lusitaniae Xhol y
C. glabrata se utilizd Aatll.

Para cada una se realizé una reaccion a un volumen total de 20 pl que contenian

10 pl de producto de PCR mas 5 U de cada una de las enzimas de restriccion
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seleccionadas y solucién amortiguadora de reaccion proporcionada por el fabricante
(NewEngland Biolabs, USA), por ultimo se incub6 por 12 h a 37°C a excepcion de C.
glabrata que se incub6 a 30°C.

Para el caso de hongos filamentosos, las enzimas de restriccion Alwl, Apal y Aatll
(NewEngland Biolabs, USA) fueron utilizadas para digerir la region 1TS2-5.85 ARNTr
amplificadas por PCR de las cepas de coleccion de Aspergillus. Primero los amplicones
fueron digeridos con las enzimas Alwl y Apal por 12 h a 37°C en un volumen total de 20
ul que contenian: 10 pl de producto de PCR mas 5 U de cada una de las enzimas de
restriccion seleccionadas y solucién amortiguadora de reaccion (207.5 mM Tris-acetato
pH 7.9, 50 mM acetato de magnesio, 330 mM acetato de potasio y 3.75 mM ditiotreitol
pH 7.9). Por Gltimo, se agregaron 5 U de la endonucleasa Aatll y se incubaron por 12 h a
30°C.

5.8 Electroforesis en gel de poliacrilamida
Todos los productos obtenidos de la reaccién de restriccion fueron observados en
geles de poliacrilamida al 8.0% y tefildos con bromuro de etidio y se analizaron con el

software Lablmage 1D v.3.4.0. (Kapelan Bio-Imaging Corp., Alemania).

5.9 PCR/RFLP en aislados clinicos

Todos los aislados clinicos utilizados para la validacion de la técnica de
PCR/RFLP fueron proporcionados por el Laboratorio de Micologia del Centro Regional
de Control Enfermedades de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leon.

Para el caso de levaduras provenian en su totalidad de hemocultivos colectados
hace 5 afios 0 mas, por lo cual no se cont6 con datos clinicos relevantes del paciente. El
numero de aislados clinicos analizados por cada especie de levadura fueron para el caso
de C. albicans 23, C. tropicalis 13, C. parapsilosis 24 y C. glabrata 7.

En el caso de hongos filamentosos se obtuvieron a partir de cuatro muestras
clinicas obtenidas de pacientes con diagndstico presuntivo de aspergilosis, remitidos para
la identificacion del agente etioldgico al Laboratorio de Micologia del Centro Regional

de Control de Enfermedades de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leén. La muestra
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uno (C-1707) fue de una mujer de 57 afios de edad, residente al norte de la zona
metropolitana de Monterrey, con leucemia y aspergilosis pulmonar, ésta ultima tratada
con anfotericina B, la paciente fallecio. La muestra dos (E-1641) provino de una mujer de
35 afos, del municipio de Monterrey, presentaba lupus eritematoso y aspergilosis
pulmonar, ésta ultima tratada con anfotericina B y esteroides. La muestra tres (G-3117)
provino de un hombre de 39 afos, con antecedentes de tuberculosis pulmonar, presentaba
un aspergiloma el cual se trat6 con anfotericina B e itraconazol. La muestra cuatro (G-
1849) fue enviada para su identificacion por el Hospital de Altas Especialidades No. 25
del Instituto Mexicano del Seguro Social por lo cual no se cuentan con datos clinicos. La
cuatro muestras de aislados clinicos fueron identificadas por caracteristicas
microscépicas y macroscépicas, siendo para el paciente uno A. terreus, para los pacientes
dos y cuatro como A. flavus, y del paciente tres como A. fumigatus. Todos los resultados
fueron reportados al Médico tratante y se procedio a preservar el aislado clinico en
cepario de laboratorio.

Se realiz6 el andlisis de PCR/RFLP de la regién ITS2-5.8S ARNr de todos los
aislados clinicos como se describio anteriormente, se realizd el corrimiento
electroforético en gel de poliacrilamida 8.0%, se tifid con bromuro de etidio y por ultimo,
se procedio al andlisis con el software Lablmage 1D v.3.4.0. (Kapelan Bio-Imaging

Corp., Alemania).

5.10 Especificidad de la prueba con DNA no fangico

Por otra parte, se realizd la amplificacion con los oligonucleétidos ITS3 e ITS4,
en las condiciones descritas, a aislados clinicos bacterianos identificados como
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Acinetobacter Iwoffii, A.
baumannii y Pseudomonas aeruginosa asi como ADN humano, se utiliz6 DNA de C.

albicans y A. flavus de coleccién como control positivo.
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6. RESULTADOS

6.1 Secuencias in silico de C. glabrata y A. fumigatus

Para la obtencidn de las secuencias in silico de C. glabrata y de A. fumigatus, se
procesaron en el programa BioEdit Sequence Alignment Editor v.7.0.5.3. (Hall TA,
1999) cinco secuencias previamente reportadas en el GenBank (NCBI-USA) de C.
glabrata (AY939793, AM492798, AF218966, AF218995, DQ347494) y cuatro de A.
fumigatus (DQ981399, AB369897, EF136363, AY939804); lo anterior con el fin de
obtener secuencias consenso para analizar aislados clinicos mediante la técnica propuesta
de PCR/RFLP de la region 1TS2-5.8S ARNTr. En las figuras 8 y 9, se puede observar la

secuencia consenso obtenida para C. glabrata y A. fumigatus respectivamente.

6.2 Andlisis por PCR de la region 1TS2-5.8S ARNT.

Se realizd la amplificacion y secuenciacion de la region 1TS2-5.8S ARNr de los
cultivos de coleccion, obteniendo productos de diferentes tamafios, para el caso de
levaduras, se obtuvo de C. rugosa (271 pb), C. albicans (335 pb), C. tropicalis (327 pb),
C. lusitaniae (255 pb), C. guilliermondii (378 pb), C. parapsilosis (311 pb, cepa ATCC
22019); y de hongos filamentosos A. sydowii (353 pb), A. flavus (356 pb), A. terreus (362
pb), A. niger (351 pb) y A. nidulans (353 pb) (Tabla 1). Todas las secuencias a excepcion
de la cepa ATCC (C. parapsilosis) fueron reportadas en el GenBank (NCBI, USA): seis
secuencias de Candida y cinco de Aspergillus con los siguientes nimeros de acceso:
EU663565-EU663569 y EU796734- EU796739 (Anexo 1).
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Figura 8. Construccidn de secuencia consenso de C. glabrata a partir de secuencias

N -

5
GCATCGATGA
GCATCGATGA
GCATCGATGA
GCATCGATGA
GCATCGATGA

celeoadl

65
CATCGAATCT
CATCGAATCT
CATCGAATCT
CATCGAATCT
CATCGAATCT

celeoadl

125
CGTCATTTCC
CGTCATTTCC
CGTCATTTCC
CGTCATTTCC
CGTCATTTCC

N .

185
AACTTGAAAT
AACTTGAAAT
AACTTGAAAT
AACTTGAAAT
AACTTGAAAT

R |

245
TGCTGCTCGT
TGCTGCTCGT
TGCTGCTCGT
TGCTGCTCGT
TGCTGCTCGT

celeeal

305
TTGATCTAGG
TTGATCTAGG
TTGATCTAGG
TTGATCTAGG
TTGATCTAGG

N

365
TTTGACCTCA
TTTGACCTCA
TTTGACCTCA
TTTGACCTCA
TTTGACCTCA

N -
15
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC
celeoadl
75
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
celeoadl

135
TTCTCAAACA
TTCTCAAACA
TTCTCAAACA
TTCTCAAACA
TTCTCAAACA

N -

195
TGTAGGCCAT
TGTAGGCCAT
TGTAGGCCAT
TGTAGGCCAT
TGTAGGCCAT

R |

255
TTGCGCGAGC
TTGCGCGAGC
TTGCGCGAGC
TTGCGCGAGC
TTGCGCGAGC

celeeal

315
GAGGGATAAG
GAGGGATAAG
GAGGGATAAG
GAGGGATATG
GAGGGATAWG

N

375
AATCAGGTAG
AATCAGGTAG
AATCAGGTAG
AATCAGGTAG
AATCAGGTAG

N -
25
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT
R |
85
ATTGCGCCCT
ATTGCGCCCT
ATTGCGCCCT
ATTGCGCCCT
ATTGCGCCCT
R |

145
CGTTGTGTTT
CATTGTGTTT
CGTTGTGTTT
CGTTGTGTTT
CRTTGTGTTT

N -

205
ATCAGTATGT
ATCAGTATGT
ATCAGTATGT
ATCAGTATGT
ATCAGTATGT

R |

265
GGCGGGGGTT
GGCGGGGGTT
GGCGGGGGTT
GGCGGGGGTT
GGCGGGGGTT

celeeol

325
TGAGTGTTTT
TGAGTGTTTT
TGAGTGTTTT
TGAGTGTTCT
TGAGTGTTYT

N |

385
GGTTACCCGC
GGTTACCCGC
GGTTACCCGC
GGTTACCCGC
GGTTACCCGC

N -
35
ACGTAATGTG
ACGTAATGTG
ACGTAATGTG
ACGTAATGTG
ACGTAATGTG
R |
95
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC
R |

155
GGTAGTGAGT
GGTAGTGAGT
GGTAGTGAGT
GGTAGTGAGT
GGTAGTGAGT

N .

215
GGGACACGAG
GGGACACGAG
GGGACACGAG
GGGACACGAG
GGGACACGAG

celeeodl

275
AATACTGTAT
AATACTGTAT
AATACTGTAT
AATACTGTAT
AATACTGTAT

R |

335
GTGCGTGCTG
GTGCGTGCTG
GTGCGTGCTG
GTGCGTGCTG
GTGCGTGCTG

N |

395
TGAACTTAAG
TGAACTTAAG
TGAACTTAAG
TGAACTTAAG
TGAACTTAAG

previamente reportadas en el GenBank-NCBI, USA.
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N -
45
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
N -

105
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG

R |

165
GATACTCTCG
GATACTC--G
GATACTCTCG
GATACTCTCG
GATACTCTCG

N -

225
CGCAAGCTTC
CGCAAGCTTC
CGCAAGCTTC
CGCAAGCTTC
CGCAAGCTTC

celeeodl

285
TAGGTTTTAC
TAGGTTTTAC
TAGGTTTTAC
TAGGTTTTAC
TAGGTTTTAC

A |

345
GGCAGACAGA
GGCAGACAGA
GGCAGACAGA
GGCAGACAGA
GGCAGACAGA

N

405
CATATCAATA
CATATCAATA
CATATCAATA
CATATCAATA
CATATCAATA

N -
55
TTCCGTGAAT
TTCCGTGAAT
TTCCGTGAAT
TTCCGTGAAT
TTCCGTGAAT
N -

115
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG
CCTGTTTGAG

R |

175
TTTTTGAGTT
TTTTTGAGTT
TTTTTGAGTT
TTTTTGAGTT
TTTTTGAGTT

N |

235
TCTATTAATC
TCTATTAATC
TCTATTAATC
TCTATTAATC
TCTATTAATC

R

295
CAACTCGGTG
CAACTCGGTG
CAACTCGGTG
CAACTCGGTG
CAACTCGGTG

celeea

355
CGTCTTTAAG
CGTCTTTAAG
CGTCTTTAAG
CGTCTTTAAG
CGTCTTTAAG

R I

415
AGCGGA
AGCGGA
AGCGGA
AGCGGA
AGCGGA
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Figura 9. Construccion de secuencia consenso de A. fumigatus a partir de secuencias

N -

5
GCATCGATGA
GCATCGATGA
GCATCGATGA
GCATCGATGA
GCATCGATGA

N —
65
CATCGAGTCT
CATCGAGTCT
CATCGAGTCT
CATCGAGTCT
CATCGAGTCT

N
125
CGTCATTGCT
CGTCATTGCT
CGTCATTGCT
CGTCATTGCT
CGTCATTGCT

N
185
ACGGGCCCGA
ACGGGCCCGA
ACGGGCCCGA
ACGGGCCCGA
ACGGGCCCGA

N
245
CCTGCTCTGT
CCTGCTCTGT
CCTGCTCTGT
CCTGCTCTGT
CCTGCTCTGT

-
305
CTCGGATCAG
CTCGGATCAG
CTCGGATCAG
CTCGGATCAG
CTCGGATCAG

N -
15
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC
AGAACGCAGC

N -
75
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC
TTGAACGCAC

N
135
GCCCTCAAGC
GCCCTCAAGC
GCCCTCAAGC
GCCCTCAAGC
GCCCTCAAGC

N
195
AAGGCAGCGG
AAGGCAGCGG
AAGGCAGCGG
AAGGCAGCGG
AAGGCAGCGG

N
255
AGGCCCGGCC
AGGCCCGGCC
AGGCCCGGCC
AGGCCCGGCC
AGGCCCGGCC

-
315
GTAGGGATAC
GTAGGGATAC
GTAGGGATAC
GTAGGGATAC
GTAGGGATAC

N -
25
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT
GAAATGCGAT

N —

85
ATTGCGCCCC
ATTGCGCCCC
ATTGCGCCCC
ATTGCGCCCC
ATTGCGCCCC

N -

145
ACGGCTTGTG
ACGGCTTGTG
ACGGCTTGTG
ACGGCTTGTG
ACGGCTTGTG

N
205
CGGCACCGCG
CGGCACCGCG
CGGCACCGCG
CGGCACCGCG
CGGCACCGCG

N
265
GGCGCCAGCC
GGCGCCAGCC
GGCGCCAGCC
GGCGCCAGCC
GGCGCCAGCC

A -
325
CCGCTGAACT
CCGCTGAACT
CCGCTGAACT
CCGCTGAACT
CCGCTGAACT

N -
35
AAGTAATGTG
AAGTAATGTG
AAGTAATGTG
AAGTAATGTG
AAGTAATGTG

N —

95
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC
CTGGTATTCC

R |

155
TGTTGGGCCC
TGTTGGGCCC
TGTTGGGCCC
TGTTGGGCCC
TGTTGGGCCC

N
215
TCCGGTCCTC
TCCGGTCCTC
TCCGGTCCTC
TCCGGTCCTC
TCCGGTCCTC

N
275
GACACCCAAC
GACACCCAAC
GACACCCAAC
GACACCCAAC
GACACCCAAC

A -
335
TAAGCATATC
TAAGCATATC
TAAGCATATC
TAAGCATATC
TAAGCATATC

previamente reportadas en el GenBank-NCBI, USA.
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N -
45
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA
AATTGCAGAA

N -

105
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG
GGGGGGCATG

N
165
CCGTCCCCCT
CCGTCCCCCT
CCGTCCCCCT
CCGTCCCCCT
CCGTCCCCCT

N
225
GAGCGTATGG
GAGCGTATGG
GAGCGTATGG
GAGCGTATGG
GAGCGTATGG

N
285
TTTATTTTTC
TTTATTTTTC
TTTATTTTTC
TTTATTTTTC
TTTATTTTTC

A -
345
AATAAGCGGA
AATAAGCGGA
AATAAGCGGA
AATAAGCGGA
AATAAGCGGA

N -
55
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT
TTCAGTGAAT

N
115
CCTGTCCGAG
CCTGTCCGAG
CCTGTCCGAG
CCTGTCCGAG
CCTGTCCGAG

R
175
CTCCCGGGGG
CTCCCGGGGG
CTCCCGGGGG
CTCCCGGGGG
CTCCCGGGGG

N
235
GGCTTTGTCA
GGCTTTGTCA
GGCTTTGTCA
GGCTTTGTCA
GGCTTTGTCA

N
295
TAAGGTTGAC
TAAGGTTGAC
TAAGGTTGAC
TAAGGTTGAC
TAAGGTTGAC

GGA
GGA
GGA
GGA
GGA



TABLA

Cepas de coleccion utilizadas en el presente estudio. Se incluye el nimero de acceso al
GenBank, el tamafio de la region 1TS2-5.8S y parcial 28S del gen ARNr, las enzimas de
restriccion y los fragmentos obtenidos por corte con ellas.

Region ITS, 5.8Sy Enzima de Fragmentos No. de aislados
Hongo l\(laoénaé:;?]ss secuencia parcial restriccion Iongézl:?i'(i?éens de clinicos

28S de ARNTr (nt) seleccionada obtenidos(nt) identificados

C. rugosa EU663569 271 Rsal 234, 37 0

C. albicans EU663565 335 Alwl 208, 127 23

C. tropicalis EU796734 327 Xmal 186, 141 13

C. lusitaniae EU663568 255 Xhol 159, 84, 12 0

C. guilliermondii EU663566 378 Rsal 210, 168 0

C. parapsilosis ATCC 22019 311 Rsal 228,83 24

C. glabrata N.D. 416 Aatll 353, 63 7

A. sydowii EU796737 353 Apal, Alwl, Aatll 184,90 0

A. flavus EU796739 356 Apal, Alwl, Aatll 188, 106 2

A. terreus EU796736 362 Apal, Alwl, Aatll 159, 133 1

A. niger EU796735 351 Apal, Alwl, Aatll 184, 105 0

A. nidulans EU796738 353 Apal, Alwl, Aatll 183,129 0

A. fumigates N.D. 353 Apal, Alwl, Aatll 160, 130 1

nt: nucledtidos, N.D.: no disponible

Asimismo, en base a las amplificaciones por PCR de las especies del género
Candida en ejemplares de coleccion, encontramos que es posible solo con esta técnica
determinar diferencias entre las seis especies utilizando la region ITS2-5.8S ARNr al ser
observadas en gel de poliacrilamida al 8.0%, ya que presenta bandas con tamafos

oscilando entre los 250-380 pb (Figura 10) segln corresponda.
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375 bp B g
325 bp RS
275 bp =S

225bp S
175 bp G g

125 bp Y

. Figura 10. Analisis por PCR de la region ITS2-5.85S ARNr. Amplificacion por
PCR de laregion ITS2-5.8S ARNr en PAGE 8.0% de especies de coleccion del
género Candida. Carril: 1)Marcador de 25 pb, 2)Candida rugosa (271 pb), 3)
C. albicans (335 pb), 4)C. tropicalis (327 pb), 5)C. lusitaniae (255 pb), 6)C.
guilliermondii (378 pb), 7)C. parapsilosis (311 ph).

Por otra parte, al analizar los productos de la amplificacion de la region ribosomal
utilizada en el presente estudio pero en las especies del género Aspergillus de ejemplares
de coleccidn, no se observo diferencia significativa entre los productos amplificados ya

que oscilaron en bandas aproximadas a los 350 pb (Figura 11).
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Figura 11. Andlisis por PCR de la region ITS2-5.85S ARNr. Amplificacion por
PCR de la region ITS2-5.8S ARNr en PAGE 8.0% de especies de coleccion del
género Aspergillus. Carril: 1)Marcador de 100 pb, 2)A. sydowii(353), 3)A.
flavus (356), 4)A. terreus (362), 5)A. niger (351), 6)A. nidulans (353).

6.3 Analisis de PCR/RFLP de la region 1TS2-5.8S de Candida spp. y Aspergillus spp.

En base al anélisis de las secuencias de los cultivos de coleccion y las consenso
obtenidas in silico, se establecieron diferentes enzimas de restriccion para distinguir los
polimorfismos de la regidn entre las especies como se indica en la Figuras 12 y 13, en la
primera se esquematizan los cortes a realizar con la endonucleasa de restriccion para las
especies del genero Candida; y en la siguiente para las especies del género Aspergillus

respectivamente.
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Figura 12. Analisis de PCR/RFLP de la region 1TS2-5.85 de Candida spp.
Esquematizacion del analisis in silico de los polimorfismos de restriccion para las
especies del género Candida. Se puede observar para cada especie, el sitio de
corte de cada una de las enzimas de restriccion asi como la longitud total del
fragmento por analizar.

El anélisis por RFLP de la region ITS2-5.8S ARNr de los cultivos de coleccion de
Candida y Aspergillus y su posterior evaluacién mediante el programa Lablmage 1D
v.3.4.0. (Kapelan Bio-Imaging Corp., Alemania) determiné que los productos obtenidos
poseian los patrones de restriccion esperados en cada uno de ellos, para el caso de las
levadura (Figura 14): C. rugosa (234, 37 pb), C. albicans (208, 127 pb), C. tropicalis
(186, 141 pb), C. lusitaniae (159, 84, 12 pb), C. guilliermondii (210, 168 pb), C.
parapsilosis (228, 83 pb); asi como para los hongos filamentosos (Figura 15) A. flavus
(188, 106 pb), A. niger (184, 105 pb), A. nidulans (183 y 129 pb), A. sydowii (184, 90 pb)
y A. terreus (159, 133 pb).
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Figura 13. Analisis de PCR/RFLP de la region 1TS2-5.85 de Aspergillus spp.
Esquematizacion del analisis in silico de los polimorfismos de restriccion para
las especies del género Aspergilius. Se puede observar para cada especie, el
sitio de corte de cada una de las enzimas de restriccion asi como la longitud
total del fragmento por analizar.

Figura 14. Caracterizacion por PCR/RFLP de la region ITS2-5.8S
del ARN ribosomal de especies de importancia clinica del género
Candida. PAGE 8.0%, carriles 1)C. rugosa + Rsal (234 pb),
2)C.albicans + Alwl (208 y 127 pb), 3)C. tropicalis + Xmal (186 y
141 pb), 4)C. lusitaniae + Xhol (159 y 84 pb), 5)C. guilliermondii +
Rsal (210y 168 pb)y 6)C. parapsilosis + Rsal (228 y 83 pb).
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Con lo anterior, se observo que solo utilizado la enzima Alwl se puede diferenciar
entre especie albicans (335 pb) de todas las no albicans, al ser esta enzima especifica para
el producto de la amplificacion, lo anterior es importante considerando que en un
corrimiento electroforético podria facilmente confundirse con el patrén de bandas de C.
tropicalis (327 pb).

Asimismo, se encontrd un sitio conservado para la enzima Rsal que diferencia las
especies C. rugosa, C. guilliermondii y C. parapsilosis; que aunque el producto de la
amplificacion de la region ITS2-5.8S ARNr es muy diferente en tamafio entre ellos (271,
378 y 311) es importante por la especificidad que muestra el patron de bandas de la
RFLP.

Por otra parte, se observé que aungue no se cont6 con cepa de coleccion para C.
glabrata, ésta presenta una amplificacion de la region ribosomal de un tamafio mayor
(416 pb) en comparacion con el resto de las especies, esto es de gran valor, considerando
que entre las especie estudiadas esta es la que presenta una resistencia intrinsica a los
compuestos azolicos, por lo cual, fue de utilidad establecer el patron de bandas de RFLP
con la enzima Unica Aatll para esta especie.

Por otra parte, para los hongos filamentosos del género Aspergillus, se observo un
alto grado de conservacion de la region 1TS2-5.85 ARNr entre las seis especies
analizadas, con un rango de tamafio de la amplificacion de entre 351 a 362; sin embargo,
este mismo grado de similitud facilité para el uso de una mezcla de enzimas de
restriccion para establecer el patrén de polimorfismos por fragmentos de restriccion,
aplicando las enzimas Apal, Alwl y Aatll en una solucion buffer establecida por nosotros
con la cual se logré cubrir los requerimientos quimicos para la funcion de las tres

enzimas.
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Figura 15. Caracterizacion por PCR/RFLP de la region ITS2-
5.8S del ARN ribosomal de especies de importancia clinica del
geéenero Aspergillus. PAGE 8.0% vy digeridas con las enzimas de
restriccion Alwl, Apal and Aatil. carriles 1) Marcador de 25 pb,
2)A. flavus (188 y 106 pb), 3)A. niger (184 v 105 ph), 4)A.
terreus (159 y 133 pb), 5)A. nidulans (183 y 129 pb) v 6)A.
sydowii (184 y 90 pb).

Se obtuvieron patrones de bandas en gel de poliacrilamida al 8.0% que en base a
un marcador de peso molecular de 25 pb y con uso del software Lablmage 1D v.3.4.0.
(Kapelan Bio-lmaging Corp., Germany) se distinguieron entre ellas. Lo anterior se hace
mencion ya que al obtener el anélisis in silico se observé la cercania entre las bandas por

obtener, sin embargo, la sensibilidad del marcador sirvio para lograr diferenciarlas.

6.4 Andlisis por PCR/RFLP en aislados clinicos

Los 67 aislados clinicos provenientes de hemocultivos de especies del
género Candida no mostraron diferencia en su identificacion al comparar el
sistema APl 20C AUX con nuestro ensayo molecular mediante PCR/RFLP de la
region ITS2-5.8S ARNr, este Gltimo se obtuvo al observar los fragmentos de
restriccién en gel de poliacrilamida 8.0% y analizarlos mediante un programa

computacional para geles de una dimension.
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Para el caso de la especie C. albicans en los 23 aislados se observaron fragmentos
de 208 y 127 pb (Figura 16), para las 13 C. tropicalis fragmentos de 186 y 141 pb (Figura
17), en las 24 C. parapsilosis de 228 y 83 pb (Figura 18) y 7 C. glabrata 353 y 63 pb
(Figura 19).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

208

127

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 16. Caracterizacion por PCR/RFLP de 23 aislados clinicos de
C. albicans de la region ITS2-5.85 ARNr. A. 13 aislados de C
albicans. B. 10 aislados de C. albicans en donde se observan
bandas de 208 y 127 pb en PAGE al 8.0%
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Figura 17. Caracterizacion por PCR/RFLP del3 aislados clinicos
de C. tropicalis de la region ITS2-5.85 ARNr. Se observan bandas
de 186y 141 pb en PAGE al 8.0%.

1 2 34 5 6 7 8 9 10 11

1 2 34 567 8 91011 1213

275pb B3
225pb 18 228
175pb B3
125pb NN
83

75pb B3

Figura 18. Caracterizaciéon de de 24 aislados clinicos de C.
parapsiolosis identificados por la PCR/RFLP de la region ITS2-5.8S
ARNT. Se ohservan las bandas de 228 y 83 pb en PAGE al 8.0%.
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Figura19. Caracterizacion de de 7 aisladosclinicos de
C. glabrataidentificados por la PCR/RFLP de la region
ITS2-5.8S ARNr. Se observan las bandas de 353y 63
pb en PAGE 8.0%.

Los aislados clinicas de hongos filamentosos correspondientes a las muestras E-
1641 y G-1849, produjeron un patron de bandas observados en gel de poliacrilamida
8.0% (Figura 20), correspondiendo en su patron de restriccion a los esperados para A.
flavus (188 y 106). Para el aislado de la muestra G-3117 identificado como A. fumigatus,
se determind al compararla con los analisis in silico de la secuencia consenso utilizada
para esta especie que era a la que correspondia al observar un patron de fragmentos bien
definido de 159 y 130 pb. Por dltimo, cuando se comparé el producto de PCR de la
muestra C-1707 con la secuencia estandar se observd que; al hacer el andlisis de
restriccion se producen dos fragmentos de 159 y 133 pb, con lo cual se le identificé como
A. terreus, segun el patron presentado (Figura 20), asimismo, dicha muestra coincidi6 con

la identificacion por morfologia microscépica y macroscopica.
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Figura 20. Caracterizacion de 4 aislados clinicos de
Aspergillus identificados por la PCR/RFLP de la region ITS2-
5.8S ARNr. a) A. flavus en carriles 2 y 3 mostrando 2 bandas
de 188 y 106 pb,b)A. terreus en el carril 2 mostrando bandas
de 159 y 133 pb vy ¢)A. fumigatus mostrando en el carril 1
bandasde 159y 130 pb en PAGE al 8.0%

6.5 Comparacion del método tradicional contra PCR/RFLP de ITS2-5.8s ARNr

Como se puede observar en la Tabla 2, los resultados obtenidos tanto para
Candida spp. y Aspergillus spp., mostraron que al menos para las especies aqui
estudiadas y considerando solamente la especificidad de las pruebas, no hay una
diferencia entre el empleo de métodos convencionales de identificacién en comparacion
con el uso de la PCR/RFLP de las regién ITS2-5.8S ARNr aqui propuesto.
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TABLA 11

Comparacion del método de identificacion convencional de Candida spp.
y Aspergillus spp. con la PCR/RFLP de la regién ITS2-5.8S ARNT.

Especie N Métodos PCR/RFLP ITS2-
convencionales* 5.8S ARNr
C. albicans 23 23 23
C. tropicalis 13 13 13
C. parapsilosis 24 24 24
C. glabrata 7 7 7
A. flavus 2 2 2
A. terreus 1 1 1
A. fumigatus 1 1 1

*Levaduras: APl 20C AUX
*Mohos: Morfologia macro y microscépica

6.6 Analisis en aislados clinicos bacterioldgicos y humano

La mayoria de la secuencias de las regiones ITS que codifican para los genes de ARN
ribosomal se encuentran altamente conservadas en el Reino Fungi, pero existen areas en
estas regiones con variabilidad que generan secuencias especificas de especie, esto ha
permitido que estas sean utilizadas para la identificacion taxonémica a partir de técnicas
en biologia molecular. Lo anterior se menciona ya que al realizar la PCR con los primers
ITS3 e ITS4 en las bacterias de importancia médica clinica Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia cepacia, Acinetobacter Iwoffii, A. baumannii y Pseudomonas
aeruginosa asi como en ADN humano no se obtuvo amplificacion, a diferencia del
control positivo A. flavus de coleccion donde se observé un fragmento de

aproximadamente 350 pb.
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7. DISCUSION

Establecimos una técnica de PCR/RFLP disefiada especificamente para la
identificacion de las especies mas frecuentemente reportadas en infecciones fangicas.
Esta basada en la amplificacion de la region 1TS2-5.8S de ARN ribosomal multicopias
acoplada a la restriccion enzimatica especifica de este fragmento. Varios métodos para la
identificacion de especies fungicas estan basados en la variabilidad de la region
ribosomal ITS2, la cual estd flanqueada por secuencias conservadas del gen de ARN
ribosomal (Ayatollahi Mousavi et al, 2012 ;Chen et al., 2000; Ferrer et al., 2001; Fujita et
al., 2001; Henry et al., 2000; Trost et al., 2004; Turenne et al., 1999; Zhao et al., 2001.

El método permite la identificacion de las especies mas relevantes clinicamente
de los géneros Candida y Aspergillus. La habilidad para identificar patdgenos fangicos es
esencial en relacion a las diferencias en la susceptibilidad entre especies del mismo
género a los agentes antifingicos convencionales. La técnica fue capaz de diferenciar
entre siete especies clinicamente importantes de Candida y seis especies del género
Aspergillus. Una limitante del analisis de longitud de fragmentos por PCR del 1TS2-5.8S
de ARNr es la poca variacion de los tamafios de los fragmentos entre ciertas especies
como C. albicans y C tropicalis, pero tienen diferencias en la secuencia, representadas en
los sitios de restriccion que fueron usados para diferenciarlas. El sitio Alwl se mostrd
conservado en 23 aislamientos clinicos previamente identificados como C. albicans por
técnicas microbiologicas asi como el sitio Xmal, presente en 13 aislamientos reportados
como C. tropicalis. Ciertamente se han reportado variaciones intra-especie de las
secuencias ITS2 (Fujita et al., 2001) en aislamientos clinicos pero en este caso no

tuvimos ningun aislamiento microbioldgicamente identificado con un sitio perdido.
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En general, con esta técnica pueden identificarse polimorfimos de los fragmentos
de restriccion de los productos de PCR que estan presentes en las secuencias ribosomales
en ciertas especies de Candida y Aspergillus. Esto representa una contribucion
significativa para el manejo de pacientes con enfermedades causadas por estos hongos.
Se ha reportado que la identificacion precisa de la especie del agente etioldgico es
esencial, puesto que determina el tipo, dosis y duracion de la terapia antimicdtica,
proporcionando a la vez informacion para la vigilancia epidemioldgica (Bagg et al.,
2003; Fluckiger et al., 2006; Rickerts et al., 2007; Zhao et al., 2001).

En contraste, el PCR anidado es considerado una técnica altamente especifica
para la amplificacion de fragmentos de ADN, puesto que implica dos reacciones donde el
primer templado esta basado en el ADN gendmico y el producto de la primer reaccion es
usado como un templado para la segunda reaccion. Una aproximacion de la amplificacion
del gen de la ADN topoisomerasa Il (Kanbe et al., 2003) para la identificacion de
especies de Candida y Aspergillus probé ser capaz de diferencias cinco especies de la
levadura y una de Aspergillus, A. fumigatus. Debido a que es esencial reconocer al agente
causal de las aspergilosis para el tratamiento correcto, se convierte en una técnica

limitada.

La PCR tiempo real es una técnica con un alto grado de sensibilidad. Fue usada
para identificar Candida albicans y Aspergillus fumigatus en pacientes con fungemia,
detectando en 10 fg de DNA purificado en ambas especies; sin embargo, su uso con otras

especies clinicamente importantes no ha sido reportado (Pryce et al. 2003).

Esta estrategia fue capaz de detectar con éxito todas las cepas de referencia y
también todas los 67 aislados de Candida: 24 fueron identificados como C. parapsilosis

lato sensu, 23 como C. albicans, 13 como C. tropicalis y 7 como C. glabrata.

Aungue C. albicans es la causa mas frecuente de la enfermedad flngica invasiva
ygue ademas también juega un papel importante en la morbilidad y mortalidad de los

pacientes comprometidos (de Aguirre et al, 2004;. Mirhendi et al, 2005, Ayatollahi
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Mousavi y otros, 2012), nuestro estudio mostré que C. parapsilosis (24/67) fue la especie
mas frecuentemente aislados de las muestras clinicas incluidas en este estudio. Los
resultados de nuestro estudio fueron similares a los mostrados por Clark et al, 2004, en la
C. parapsilosis fue una importante causa de un brote de infecciones del torrente
sanguineo que se presentaron en un hospital comunitario, la causa fue multifactorial y se
relaciond a que los pacientes presentaban catéteres intravasculares durante su

hospitalizacién en la Unidad de Cuidados Intensivos por un tiempo prolongado.

Aunque la interpretacion de resultados de técnicas como RFLP y el andlisis de
marcadores de microsatélites polimdrficos son considerados arduos, han sido establecidos
como las técnicas més adecuadas para la identificacion de especies clinicamente
importantes (Bart-Delabesse et al., 2001; Lasker 2002). La combinacion de PCR con
RLP resulta en una técnica simple, barata y rapida que puede ayudar a la identificacion de
levaduras clinicamente importantes, que es la razén por la cual se ha usado para especies
de Candida (Pinto et al., 2004; Trost et al., 2004).

En este estudio, proponemos una alternativa al método para identificar especies de
Candida y Aspergillus por analisis PCR/RFLP de la region 1TS2-5.8S ARNr. Probamos
su eficiencia en la identificacion de sesenta y siete levaduras y cuatro hongos
filamentosos de aislamientos clinicos. Proponemos la técnica como una herramienta
rapida que puede ser usada como un soporte para los métodos de identificacion
tradicionales en el laboratorio clinico debido a su relevancia en la identificacion de las
especies de los agentes etiologicos para establecer el tratamiento del paciente. También
es importante indicar que cuando se usa con DNA bacteriano y humano, la amplificacion

no ocurre, demostrando asi su alta especificidad.
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8. CONCLUSIONES

Disefiamos una estrategia combinando la técnica de PCR y la RFLP basada en la
amplificacion de la region ITS2-5.8 de ARN ribosomal para diferenciar las

especies de Candida y Aspergillus de importancia clinica.

Logramos establecer por medio de esta técnica una alta especificidad para la
identificacion de Candida y Aspergillus, ya que fuimos capaces de tener el 100%
de relacion entre los resultados obtenidos por métodos microbioldgicos

convencionales y los moleculares.

La estrategia de la PCR / RFLP que utilizamos posee una alta especificidad en
demostrar a los hongos patogénicos ya que es capaz de discriminar la presencia

de ADN de bacterias y del humano.

Fuimos capaces de identificar las 67 levaduras y de los 4 Aspergillus en menos
de 24 horas en comparacion con las 72 horas que se tarda una identificacién por

métodos microbioldgicos.

Todo esto redundard en una rapida identificacién del agente etioldgico de la
micosis que en pacientes con compromiso inmunoldgico son de tipo invasivo, a
un diagnoéstico mas rapido y temprano y por ende a poder iniciar la terapia
antifangica temprana, ya que esto nos llevara a reducir la alta mortalidad en este

tipo de pacientes.
Reportamos 11 secuencias al banco de genes internacional: 6 Candida y 5

Aspergillus con los siguientes No de acceso: EU663565-EU663569 vy
EU796734-EU796739.
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APENDICES

Apéndice |.- Secuencias reportadas en el GenBank del Centro Nacional de Informacion

en Biotecnologia, USA (www.ncbi.nlm.nih.gov)

LOCUS EU796739 356 bp DNA linear PLN 05-JUL-2008

DEFINITION Aspergillus flavus 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU796739

VERSION EU796739.1 GI:193245494

KEYWORDS .

SOURCE Aspergillus flavus

ORGANISM Aspergillus flavus
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae;
mitosporic Trichocomaceae; Aspergillus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 356)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Use of ribosomal sequence PCR/RFLP for the identification of
Aspergillus spp.

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 356)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-JUN-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..356
/organism="Aspergillus flavus"
/mol type="genomic DNA"
/isolation_source="bronchial lavage fluid from
aspergilosis patient in University Hospital, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey"
/db_xref="taxon:5059"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano G."
misc RNA <1l..>356
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN

1 gcatcgatga agaacgcagc gaaatgcgat aactagtgtg aattgcagaa ttccgtgaat

61 catcgagtct ttgaacgcac attgcgcccc ctggtattcc ggggggcatg cctgtccgag
121 cgtcattgct gcccatcaag cacggcttgt gtgttgggtc gtcgtcccct cttcgggggg
181 gacgggcccc aaaggcagcg gcggcaccgc gtccgatcct cgagegtatg gggcetttgte
241 acccgctctg taggcccggce cggcgcttgce cgaacgcaaa acaaccattc tttccaggtt
301 gacctcggat caggtaggga tacccgctga acttaagcat atcaataagc ggagga
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LOCUS EU796738 353 bp DNA linear PLN 05-JUL-2008

DEFINITION Emericella nidulans 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU796738

VERSION EU796738.1 GI:193245493

KEYWORDS .

SOURCE Emericella nidulans (anamorph: Aspergillus nidulans)

ORGANISM Emericella nidulans
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae;
Emericella.

REFERENCE 1 (bases 1 to 353)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Use of ribosomal sequence PCR/RFLP for the identification of
Aspergillus spp.

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 353)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-JUN-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..353
/organism="Emericella nidulans"
/mol_type="genomic DNA"
/isolation source="bronchial secretion from aspergilosis
patient in University Hospital, Universidad Autonoma de
Nuevo Leon, Monterrey"
/db_xref="taxon:162425"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano G."
misc RNA <1l..>353
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcatcgatga agaacgcagc gaactgcgat aagtaatgtg aattgcagaa ttcagtgaat
61 catcgagtct ttgaacgcac attgcgcccc ctggcattcc ggggggcatg cctgtccgag
121 cgtcattgct gccctcaage ccggettgtg tgttgggtcg tcgtccccce cgggggacgg
181 gcccgaaagg cagcggcggce accgtgtccg gtcctcgage gtatggggcet ttgtcacccg
241 ctcgattagg gccggccggg cgccagccgg cgtctccaac cttatttttce tcaggttgac
301 ctcggatcag gtagggatac ccgctgaact taagcatatc aataagcgga gga
//
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LOCUS EU796737 353 bp DNA linear PLN 05-JUL-2008

DEFINITION Aspergillus sydowii 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU796737

VERSION EU796737.1 GI:193245492

KEYWORDS .

SOURCE Aspergillus sydowii

ORGANISM Aspergillus sydowii
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae;
mitosporic Trichocomaceae; Aspergillus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 353)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Use of ribosomal sequence PCR/RFLP for the identification of
Aspergillus spp.

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 353)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-JUN-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..353
/organism="Aspergillus sydowii"
/mol type="genomic DNA"
/isolation_source="bronchial lavage fluid from
aspergilosis patient in University Hospital, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey"
/db_xref="taxon:75750"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano G."
misc_ RNA <1..>353
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcatcgatga agaacgcagc gaactgcgat aagtaatgtg aattgcagaa ttcagtgaat
61 catcgagtct ttgaacgcac attgcgcccc ctggcattcc ggggggcatg cctgtccgag
121 cgtcattgct gcccatcaag cccggcttgt gtgttgggtc gtcgtccccc ccgggggacg
181 ggcccgaaag gcagcggcgg caccgtgtcc ggtcctcgag cgtatgggge tttgtcaccce
241 gctcgactag ggccggccgg gcgccagccg acgtctccaa ccatttttcet tcaggttgac
301 ctcggatcag gtagggatac ccgctgaact taagcatatc aataagcgga gga
//
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LOCUS EU796736 362 bp DNA linear PLN 05-JUL-2008

DEFINITION Aspergillus terreus 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU796736

VERSION EU796736.1 GI:193245491

KEYWORDS .

SOURCE Aspergillus terreus

ORGANISM Aspergillus terreus
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae;
mitosporic Trichocomaceae; Aspergillus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 362)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Use of ribosomal sequence PCR/RFLP for the identification of
Aspergillus spp.

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 362)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-JUN-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..362
/organism="Aspergillus terreus"
/mol type="genomic DNA"
/isolation_source="bronchial lavage fluid from
aspergilosis patient in University Hospital, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey"
/db_xref="taxon:33178"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano G."
misc RNA <1l..>362
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN

1 gcatcgatga agaacgcagc gaaatgcgat aactaatgtg aattgcagaa ttcagtgaat
61 catcgagtct ttgaacgcac attgcgcccc ctggtattcc ggggggcatg cctgtccgag
121 cgtcattgct gccctcaage ccggcecttgtg tgttgggeccce tcgtccccecg gectcccgggg
181 gacgggcccg aaaggcagcg gcggcaccgc gtccggtcct cgagcecgtatg gggcttcegtce
241 ttccgctccg taggcccggce cggcgcccgce cgacgcattt atttgcaact tgttttttte
301 caggttgacc tcggatcagg tagggatacc cgctgaactt aagcatatca ataagcggag

361 ga

//
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LOCUS EU796735 351 bp DNA linear PLN 05-JUL-2008

DEFINITION Aspergillus niger 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU796735

VERSION EU796735.1 GI:193245490

KEYWORDS .

SOURCE Aspergillus niger

ORGANISM Aspergillus niger
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Eurotiales; Trichocomaceae;
mitosporic Trichocomaceae; Aspergillus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 351)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Use of ribosomal sequence PCR/RFLP for the identification of
Aspergillus spp.

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 351)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-JUN-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..351
/organism="Aspergillus niger"
/mol type="genomic DNA"
/isolation_source="bronchioalveolar lavage fluid from
aspergilosis patient in University Hospital, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Monterrey"
/db_xref="taxon:5061"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano G."
misc RNA <1..>351
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcatcgatga acgcagcgaa atgcgataac taatgtgaat tgcagaattc agtgaatcat
61 cgagtctttg aacgcacatt gcgccccctg gtattccggg gggcatgcct gtccgagegt
121 cattgctgcc ctcaagcccg gecttgtgtgt tgggtcgccg tccccctctce cggggggacg
181 ggcccgaaag gcagcggcgg caccgcgtcce gatcctcgag cgtatgggge tttgtcacat
241 gctctgtagg attggccggce gcctgccgac gttttccaac cattctttce aggttgacct
301 cggatcaggt agggataccc gctgaactta agcatatcaa taagcggagg a
!/
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LOCUS

EU796734 327 bp DNA linear PLN 05-JUL-2008

DEFINITION Candida tropicalis 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU796734

VERSION EU796734.1 GI:193245489

KEYWORDS .

SOURCE Candida tropicalis

ORGANISM Candida tropicalis
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; mitosporic Saccharomycetales;
Candida.

REFERENCE 1 (bases 1 to 327)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Identification of Candida species in blood clinical samples by
restriction fragment length polymorphism of polymerase chain
reaction products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 327)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (06-JUN-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..327
/organism="Candida tropicalis"
/mol type="genomic DNA"
/isolation source="hemoculture of blood from patient in
University Hospital, Universidad Autonoma de Nuevo Leon,
Monterrey"
/db_xref="taxon:5482"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano G."
misc RNA <1..>327
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN

1 gcatcgatga agaacgcagc gaaatgcgat acgtaatatg aattgcagat attcgtgaat

61 catcgaatct ttgaacgcac attgcgccct ttggtattcc aaagggcatg cctgtttgag
121 cgtcatttct ccctcaaacc cccgggtttg gtgttgagca atacgctagg tttgtttgaa
181 agaatttaac gtggaaactt attttaagcg acttaggttt atccaaaacg cttattttgc
241 tagtggccac cacaatttat ttcataactt tgacctcaaa tcaggtagga ctacccgctg
301 aacttaagca tatcaataag cggagga

//
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LOCUS EU663569 274 bp DNA linear PLN 17-MAY-2008

DEFINITION Candida rugosa 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA
gene, partial sequence.

ACCESSION EU663569

VERSION EU663569.1 GI:187940506

KEYWORDS .

SOURCE Candida rugosa

ORGANISM Candida rugosa
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; mitosporic Saccharomycetales;
Candida.

REFERENCE 1 (bases 1 to 274)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Identification of Candida species in blood clinical samples by
restriction fragment length polymorphism of polymerase chain
reaction products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 274)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-APR-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..274
/organism="Candida rugosa"
/mol type="genomic DNA"
/isolation_ source="blood"
/db_xref="taxon:5481"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano, G."
misc RNA <1..>274
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN

1 gcatcgatga agaacgcagc gaaatgcgat acgtagtacg aaacgcagtc gtgatcatcg
61 aatctttgaa cgcacattgc gcagtgcggc attccgcaca gcatgcctgt ttgagcaata
121 tttctctctc gcaaggtgtt gggcaccacg ccggcaggcg tctgtccgaa acgcagccgt
181 ccaaaacagt taagcttgtt acggaccctt tgacgttatt ctcaaatcag gtaggactac
241 ccgctgaact taagcatatc aataagcgga ggaa

//
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LOCUS EU663568 256 bp DNA linear PLN 17-MAY-2008

DEFINITION Clavispora lusitaniae 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU663568

VERSION EU663568.1 GI:187940505

KEYWORDS .

SOURCE Clavispora lusitaniae

ORGANISM Clavispora lusitaniae
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Metschnikowiaceae; Clavispora.

REFERENCE 1 (bases 1 to 256)
AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Identification of Candida species in blood clinical samples by
restriction fragment length polymorphism of polymerase chain
reaction products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 256)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-APR-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..256
/organism="Clavispora lusitaniae"
/mol type="genomic DNA"
/isolation source="blood"
/db xref="taxon:36911"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano, G."
misc_ RNA <1..>256
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN

1 gcatcgatga agaacgcagc gaattgcgat acgtagtatg acttgcagac gtgaatcatc

61 gaatctttga acgcacattg cgcctcgagg cattcctcga ggcatgcctg tttgagcgtc
121 gcatcccctce taacccccgg ttaggcecgttg ctccgaaata tcaaccgcgce tgtcaaacac
181 gtttacagca cgacatttcg ccctcaaatc aggtaggact acccgctgaa cttaagcata
241 tcaataagcg gaggaa

//
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LOCUS EU663567 347 bp DNA linear PLN 17-MAY-2008

DEFINITION Issatchenkia orientalis 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU663567

VERSION EU663567.1 GI:187940504

KEYWORDS .

SOURCE Pichia kudriavzevii (anamorph: Candida krusei)

ORGANISM Pichia kudriavzevii
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Pichia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 347)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Identification of Candida species in blood clinical samples by
restriction fragment length polymorphism of polymerase chain
reaction products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 347)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-APR-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..347
/organism="Pichia kudriavzevii"
/mol type="genomic DNA"
/isolation_source="blood"
/db_xref="taxon:4909"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano, G."
misc RNA <1..>347
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcatcgatga agaacgcagc gaaatgcgat acctagtgtg aattgcagcc atcgtgatca
61 tcgagttctt gaacgcacat tgcgcccctc ggcattccgg ggggcatgcce tgtttgageg
121 tcgtttccat cttgcgcgtg cgcagagttg ggggagcgga gcggacgacg tgtaaagagce
181 gtcggagctg cgactcgcct gaaagggagc gaagctggcc gagcgaacta gacttttttt
241 cagggacgct tggcggccga gagcgagtgt tgcgagacaa caaaaagctc gacctcaaat
301 caggtaggaa tacccgctga acttaagcat atcaataagc ggaggaa
//
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LOCUS EU663566 379 bp DNA linear PLN 17-MAY-2008

DEFINITION Pichia guilliermondii 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU663566

VERSION EU663566.1 GI:187940503

KEYWORDS .

SOURCE Pichia guilliermondii (anamorph: Candida guilliermondii)

ORGANISM Pichia guilliermondii
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Saccharomycetaceae; Pichia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 379)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Identification of Candida species in blood clinical samples by
restriction fragment length polymorphism of polymerase chain
reaction products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 379)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-APR-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..379
/organism="Pichia guilliermondii"
/mol type="genomic DNA"
/isolation_source="blood"
/db_xref="taxon:4929"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano, G."
/note="anamorph: Candida guilliermondii"
misc_ RNA <1..>379
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcatcgatga agaacgcagc gaaatgcgat aagtaatatg aattgcagat tttcgtgatc
61 atcgaatctt tgaacgcaca ttgcgccctc tggtattcca gagggcatgc ctgtttgagce
121 gtcatttctc tctcaaaccc ccgggtttgg tattgagtga tactcttagt cggactaggce
181 gtttgcttga aaagtattgg catgggtagt actagatagt gctgtcgacc tctcaatgta
241 ttaggtttat ccaactcgtt gaatggtgtg gcgggatatt tctggtattg ttggcccggce
301 cttacaacaa ccaaacaagt ttgacctcaa atcaggtagg aatacccgct gaacttaagc
361 atatcaataa gcggaggaa
!/
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LOCUS EU663565 337 bp DNA linear PLN 17-MAY-2008

DEFINITION Candida albicans 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

ACCESSION EU663565

VERSION EU663565.1 GI:187940502

KEYWORDS .

SOURCE Candida albicans

ORGANISM Candida albicans
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; mitosporic Saccharomycetales;
Candida.

REFERENCE 1 (bases 1 to 337)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Identification of Candida species in blood clinical samples by
restriction fragment length polymorphism of polymerase chain
reaction products

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 337)

AUTHORS Ramos-Alfano,G., Gonzalez-Gonzalez,G., Rivera-Morales,L.G.,
Arechiga-Carvajal,E.T., Alcocer-Gonzalez,J.M., Rodriguez-Padilla,C.
and Adame-Rodriguez,J.M.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (21-APR-2008) Microbiologia e Inmunologia, Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, Ave. Universidad S/N Cd. Universitaria, San
Nicolas de los Garza, Nuevo Leon 66451, Mexico

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..337
/organism="Candida albicans"
/mol type="genomic DNA"
/isolation source="blood"
/db_xref="taxon:5476"
/country="Mexico"
/identified by="Ramos-Alfano, G."
misc_ RNA <1..>337
/note="contains 5.8S ribosomal RNA, internal transcribed
spacer 2, and 28S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcatcgatga gaacgcagcg aaatgcgata cgtaatatga attgcagata ttcgtgatca
61 tcgaatcttt gaacgcacat tgcgccctct ggtattccgg agggcatgcce tgtttgageg
121 tcgtttctcc ctcaaaccgc tgggtttggt gttgagcaat acgacttggg tttgcttgaa
181 agacggtagt ggtaaggcgg gatcgctttg acaatggctt aggtctaacc aaaaacattg
241 cttgcggcgg taacgtccac cacgtatatc ttcaaacttt gacctcaaat caagtaggac
301 tacccgctga acttaagcat atcaataagc ggaggaa
//
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