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Tipificación molecular de aislados clínicos de Aspergillus fumigatus procedentes de México y Argentina utilizando el microsatélite CSP
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RESUMEN

Introducción: Los métodos moleculares con base en secuencias de DNA, han demostrado ser de gran utilidad en la tipificación de aislados de A. fumigatus, entre estos resalta el que utiliza el gen AFUA_3G08990 (CSP-Proteína de Superficie Celular), el cual también ha sido utilizado para subtipificar aislados y proponer una nueva nomenclatura.
Objetivo: Tipificar aislados clínicos de México y Argentina, utilizando el microsatélite CSP. 
Parte experimental: Se utilizaron 35 aislados de A. fumigatus proporcionados por el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrán”, Buenos Aires, Argentina, el Hospital Infantil de México “Federico Gómez”, y el Hospital General “Dr. Manuel Gea González” México D.F. Se realizó el primoaislamiento de los hongos, la obtención de los cultivos monospóricos y la obtención de DNA genómico. Posteriormente, se llevó a cabo la amplificación y secuenciación del microsatélite, con estas secuencias se construyó un dendrograma por inferencia bayesiana y se identificaron los tipos de microsatélites. 
Resultados: El dendrograma mostró la formación de siete grupos, los cuales no se relacionaron  por región geográfica, también se encontraron 12 tipos de microsatélites CSP.
Conclusiones: El trabajo validó la utilidad del microsatélite CSP para la tipificación de los aislados estudiados, además se describieron cuatro nuevas repetidos de 12-mer entre los aislados de México y Argentina y se evidenció mayor variabilidad genética entre los aislados de México que entre los de Argentina.

INTRODUCCIÓN

La aspergilosis incluye un amplio espectro de enfermedades causadas por hongos del género Aspergillus, con manifestaciones clínicas como son la colonización (por ejemplo, aspergiloma), la aspergilosis broncopulmonar alérgica, y las formas diseminadas de la infección. La aspergilosis invasora (AI) es una infección que se produce en pacientes severamente inmunodeprimidos, sobre todo, en pacientes que han sido sometidos a trasplante de células madre, pacientes con cáncer hematológico, pacientes con cuadros de neutropenia prolongada (Marr et al., 2002; De La Rosa et al., 2002) y pacientes con enfermedad granulomatosa crónica (esta ha sido la causa más importante de mortalidad en estos pacientes) (Cohen et al., 1981; Mouy et al., 1994; Winkelstein et al., 2000). Asimismo, la AI permanece como la causa principal de morbilidad y mortalidad en pacientes con transplante de órganos. El género Aspergillus contiene más de 200 especies (Geiser et al., 2007), de las cuales alrededor de 20 han sido documentadas como causantes de AI en pacientes con enfermedad granulomatosa crónica (Hubka et al., 2012; Segal et al., 1998; Verweij et al., 2008; Vinh et al., 2009a; Vinh et al., 2009b), y A. fumigatus es el agente etiológico más comúnmente asociado a esta forma clínica.
La variabilidad genética de A. fumigatus y especies relacionadas, ha sido estudiada a través de varias técnicas fenotípicas y genotípicas. Entre las técnicas fenotípicas están los perfiles de metabolitos secundarios, la caracterización de polisacáridos extracelulares, los perfiles de antígenos proteicos y la electroforesis de enzimas multilocus (MLEE), sin embargo las más utilizados en el área médica son la macro y la micromorfología (Rinyu et al., 1995). A pesar del gran valor que tuvieron las técnicas fenotípicas para la tipificación de A. fumigatus, éstas presentan limitaciones. Actualmente, la aplicación de métodos genotípicos y los sistemas con base en el análisis del DNA, pueden cubrir esas limitaciones. Además éstos han demostrado tener mayor utilidad en el estudio de la diversidad genética de A. fumigatus. Por otro lado para la genotipificación de A. fumigatus se han utilizado métodos entre los que se encuentran, el análisis de fragmentos polimórficos obtenidos por restricción (RFLP), los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP), la PCR inter-repetitiva (PCR basada en elementos ERIC), DNA polimórfico amplificado al azar (RAPD-PCR), el análisis de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), el diseño de oligonucleótidos de DNA de secuencia específica (SSDP), las “huellas” (fingerprinting) de secuencias de DNA repetitivas (con base en el uso combinado de mini, microsatélites y RAPD), la secuenciación parcial de genes conocidos, la utilización de microsatélites y la amplificación al azar de microsatelites (RAMS), entre otros (Spreadbury et al.,1990; Tang et al.,1993; Van Belkum et al., 1993, Meis, 1993; Taylor et al., 1999). El uso de las estrategias metodológicas ha permitido establecer la diversidad de los aislados de A. fumigatus, algunas son más informativas que otras, sin embargo las secuencias de genes conocidos han demostrado ser excelentes marcadores para la tipificación y el estudio de la genética de poblaciones de hongos (Hurst et al., 2009). Sin embargo, el marcador microsatélite CSP ha mostrado buenos resultados, como muestra el estudio realizado por Hurst et al. 2009), quienes propusieran un método de tipificación de secuencias de un solo locus, denominado tipificación CSP, como una herramienta de tipificación para aislados de A. fumigatus.

TEORÍA

La diversidad genética del micfrosatélite CSP, surge de repetidos en tándem de 12-mer y de mutaciones puntuales del gen afua_3G08990 (Balajee et al., 2007a).  El objetivo de dicho estudio fue evaluar la capacidad de tipificación, la estabilidad in vitro y la reproducibilidad interlaboratorio (con datos generados por diversos laboratorios bajo diferentes condiciones experimentales) con el fin de emplearlo en estudios epidemiológicos de aislados de A. fumigatus, además se analizó la concordancia de este método de tipificación y se comparó con otros métodos de tipificación. Los resultados revelaron que este método de tipificación CSP fue un método reproducible y portátil para la tipificación de aislados de A. fumigatus y debido a que utiliza una estrategia de comparación de secuencias que no requiere software ni un entrenamiento complicado para su análisis, haciéndolo un método útil en laboratorios microbiológicos de referencia (Hurst et al., 2009).

PARTE EXPERIMENTAL

[bookmark: _GoBack]Origen de los aislados de A. fumigatus. Se utilizaron 35 aislados de Aspergillus spp.: 15 aislados fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, ANLIS "Dr. Carlos G. Malbrán", Buenos Aires, Argentina, 21 aislados fueron proporcionados por el Hospital Infantil de México Federico Gómez y 2 aislados del Hospital General Dr. Manuel Gea González, algunos de ellos fueron previamente identificados como A. fumigatus utilizando métodos convencionales. También se utilizaron las cepas de referencia ATCC, MYA-3626 de A. fumigatus y MYA-3566 de A. lentulus (ATCC, Manassas, USA).
PCR de los aislados de A. fumigatus utilizando el microsatélite CSP. Se utilizaron los oligonucleótidos diseñados a partir del gen afu_3G08990 (CSP), los cuales fueron denominados como CSP-F y CSP-R (Balajee et al., 2007b). La mezcla de reacción se realizó en un volumen de 25 µL: 10X Taq Buffer con KCl (Applied Biosystems), 2000 µM de desoxirribonucleótidos (dNTPs) (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA), 10 mM de MgCl2 (Applied Biosystems), 100 pM/µL de oligonucleótidos (Sigma-Aldrich, Texas, USA) y 5 U Taq DNA Polimerasa recombinante (Taq Pol) (Fermentas., Inc. USA). La amplificación se realizó en un termociclador Swift maxi ESCO (Micro Pte Ltd ver 1.0) con el siguiente programa: un ciclo de 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de: 15 s a 94 °C, 30 s a 55 °C, 30 s a 68 °C y un ciclo de extensión final de 2 min a 68 °C. Los productos de amplificación se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TBE 0.5X (45 mM Tris-Base, 45 mM ácido bórico, 1 mM EDTA) teñido con GelRed™ (Biotium, CA, US). ( (0.5 µg/100 mL). El corrimiento de la electroforesis se llevó a cabo a 100 V en amortiguador TBE en una cámara de electroforesis (Bio-Rad). El estándar de tamaño molecular empleado fue de 100pb DNA Ladder (Fermentas). Se utilizó como testigo positivo una cepa de referencia de A. fumigatus y agua como testigo negativo. Las imágenes de los geles se capturaron en un fotodocumentador GelDoc™XR (Bio-Rad).
Análisis de datos. Para la tipificación de los aislados identificados como A. fumigatus, a través del microsatélite CSP, se utilizó el método de Inferencia Bayesiana con 3,000,000 de generaciones, y se obtuvo un dendrograma, el cual se editó con el programa Figtree ver 1.4.1. El dendrograma obtenido fue validado con el método de probabilidad posterior.
Para tipificar los aislados clínicos identificados como A. fumigatus, se utilizó la nomenclatura propuesta por Klaassen (2009), la cual se realiza con base en los tipos de repeticiones presentes y su distribución en patrones o “tipos CSP. Cada aislado se amplificó por duplicado con el gen CSP, posteriormente se editaron las secuencias con el programa BioEdit ver. 7.2.5. (Hall, 1999) para obtener una secuencia consenso. Para identificar diferentes tipos de microsatélites se utilizó el programa GeneDoc ver. 2,7.000 (Nicholas et al., 1997) y para la edición de los microsatélites se utilizó el programa GraphPad Prism ver. 6.01. (Motulsky y Christopoulos et al., 2004).

RESULTADOS

Con las secuencias obtenidas de los aislados identificados como A. fumigatus, obtenidas con el microsatélite CSP, se realizó una reconstrucción filogenética (Inferencia Bayesiana) y se analizó el método de clasificación propuesto por Klaassen (2009). El método de Inferencia Bayesiana mostró una topología de siete grupos: el grupo I incluyó 7 aislados de Argentina y 5 aislados de México. El grupo II incluyó un aislado de México y uno de Argentina. El grupo III se formó con 5 aislados de Argentina, uno de México y la cepa de referencia ATCC (MYA-3626). El grupo IV estuvo formado con un aislado de México. El grupo V se formó con 2 aislados de Argentina. El grupo VI se formó con un aislado de México. Finalmente, el grupo VII se formó con 10 aislados de México (Figura 1). 
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Figura 1. Dendrograma obtenido por Inferencia Bayesiana utilizando el microsatélite CSP. Este se validó por el método de probabilidad posterior. Cepa ATCC correspondiente a la especie A. fumigatus (rojo). Aislados procedentes de Argentina (azul claro) y aislados procedentes de México (verde). Una secuencia de Neosartorya fischeri fue utilizada como grupo externo. Se muestra la relación entre el dendrograma obtenido por Inferencia Bayesiana y los patrones de repeticiones (12-mer) (**anaranjado)=patrones no reportados en la literatura. 
Finalmente, se relacionaron los resultados obtenidos a partir del dendrograma y los obtenidos al utilizar la nomenclatura propuesta por Klaasen (2009) (Figura 1). Estos resultados mostraron que los 20 aislados de A. fumigatus  procedentes de México presentaron un total de 10  tipos de CSP (t01, t02, t03, t04A, t25, t27, t06A, t13, t06B y t28), mientras que los aislados de A. fumigatus procedentes de Argentina presentaron 6 tipos de CSP (t01, t02, t03, t10, t04A y t26), lo que mostró que hay una mayor diversidad de genotipos del hongo en los aislados de México que en los de Argentina.

CONCLUSIONES

La tipificación de los aislados de A. fumigatus con el microsatélite CSP mostró que los aislados de México tienen más variabilidad genética que los de Argentina y evidenció la presencia de un microsatélite y cuatro patrones de repetición no reportados en la literatura.
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