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Epidemiologia molecular aplicada a
la deteccion de brotes de aspergilosis
nosocomial
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Resumen Se enumeran y se discuten diferentes técnicas moleculares aplicadas al diag-
noéstico de las aspergilosis y a la tipificacion de cepas de las principales especies
patégenas. Las primeras, se basan mayoritariamente en la amplificacién de un
determinado fragmento de DNA mediante PCR y una posterior confirmacion
mediante Southern-blot. Para el tipado se utilizan principalmente los RAPD y en
menor medida el andlisis de microsatélites y la combinacion de RFLPs con hibri-
daciones de DNA moderadamente repititivo correspondiente al retrotransposon
Afutl.
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Molecular epidemiology for the detection of outbreaks
of nosocomial aspergillosis

Summary  The most important molecular techniques used in the diagnosis of Asperygillus
spp. and typing of the most pathogen species of this genus are described and
discussed. The former, are mainly based in PCR amplification of a concrete DNA
fragment and posterior confirmation with Southern-blot; RAPD techniques and
less frequently microsatellite markers analysis and DNA-DNA hybridization to a
moderately repeated, inactive, retrotransposon-like DNA Afut 1 are used in typing
clinical isolates.
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Las especies del génehspergillustienen una dis- A nivel diagnéstico, la ausencia de sintomatologia
tribucion cosmopolita, siendo sus conidios unos de los especifica asi como de ensayos diagndsticos rapidos que
mas ubicuos en el aire. La inhalacién de los mismos pordetecten estas infecciones, han constituido uno de las
individuos inmunocompetentes, raramente tienen un efec-mayores problemas en el tratamiento de estos pacientes.
to adverso, ya que son eliminados con relativa eficienciaDe todo lo expuesto, se desprende que un reconocimiento
por los mecanismos de inmunidad innata [1]. En los rapido y exacto de la infeccion invasiva fingica, permitira
pacientes inmunocomprometidos, la situacion es diferente,una terapia antifiingica apropiada, clave para reducir la
pudiendo determinar infecciones invasivas que en algunosmortalidad asociada con esta enfermedad diseminada [4].
casos pueden ser fatales. Segun describen algunos autores, Desgraciadamente, la identificacion de los asper-
el riesgo de aspergilosis se incrementa con la duracion deyilus basandonos en métodos morfoldgicos requieren de
neutropenia, llegando a alcanzar hasta un 70% tras cincain tiempo de incubaciéon adecuado (5 dias 6 mas) para
semanas de neutropenia [2]. También se ha observado quevaluar las caracteristicas, tanto de las colonias como las
la incidencia de las aspergilosis invasivas (A.l.), varia en microscopicas; siendo necesarias unos minimos conoci-
funcién del 6rgano transplantado, observandose un riesganientos sobre la taxonomia del génaspergillus el cual
de hasta el 18% en los transplantes de corazén y pulmércomprende mas de 130 especies, de las cuales, solo tres:
[3]. Aspergillus flavus, A. fumigatysA. terreusprovocan la

mayoria de las A.l. [5].

De todo lo expuesto, se justifica la necesidad de
abordar nuevas técnicas que nos permita la deteccion de
Aspergillusspp. a partir de muestras ambientales y clini-
cas [6-8]. El objetivo de la presente revision es dar a

Direccion para correspondencia: conocer algunas de las técnicas moleculares que se han
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Tabla 1. Técnicas de PCR aplicadas en la deteccion de Aspergillus spp. (Extraida a partir de los datos de Brenier-Pinchart et al. (1999) p.18 [9]).

Autores (afio) Objetivo de la PCR Especificidad Condiciones especificas Técnica de
de la PCR y deteccion de confirmacion
los productos de la PCR

Spreadbury et al. (1993) [10] Region espaciadora A. fumigatus Electroforesis en gel de Southern blot

intergénica del rRNA 26s agarosa (EGA) (Sh)

Tang et al. (1993) [11] Genes de las proteasas A. fumigatus EGA Sh

alcalinas de A. fumigatus A. flavus
y A. flavus
Reddy et al. (1993) [12] Cebadores basados en A. fumigatus EGA Sh

Melchers et al. (1994) [13]

Bretagne et al. (1995) [6]
Yamakami et al. (1996) [8]

Einsele et al. (1997) [7]

Bretagne et al. (1998) [6]

la secuencia de la
proteina Aspf 1 de
A. fumigatus

Gen del rRNA 18S
de Asperqgillus spp.

DNA mitocondrial

Gen del rRNA 18S
de A. fumigatus

Gen del rRNA 18S
de diferentes hongos
patégenos

DNA mitocondrial
de A. fumigatus'y
A. flavus

A. restrictus

Aspergillus spp. Hot-start PCR. EGA Sb y posterior
RFLP

A. fumigatus PCR competitiva Sb

Aspergillus spp. Nested-PCR. EGA Sh

Hongos patégenos EGA Sb

A. fumigatus
A. flavus

Electroforesis en
geles de acrilamida
urea. Secuenciacion

PCR enzyme-linked
immunosorbent assay

Técnicas moleculares de diagndstico de

Aspergillusspp.

La practica totalidad de estas técnicas, se basan e
la utilizacion de la PCR. Segun Brenier-Pinchart et al. [9],
y en base a los procedimientos que se siguen, podemo

PCR con un reducido nimero de nucle6tidos (10-12) y
una baja temperatura de hibridacién, generando bastantes
fragmentos en una sola amplificaciéon. El cebador que ha

,qF?ostrado una mayor capacidad de discriminacion es el

108 (gTATTQCCCT) [16]; otros autores han recurrido a
los cebadores de enterobacteriaceas (ERIC-1 y ERIC-2)

establecer dos grupos de técnicas diferentes. En el prime€n €l estudio de un brote nosocomial de A.l. provocada
ro, se utilizarian cebadores especificosAdéumigatusd

Aspergillusspp., y mediante una posterior hibridizacion se
confirmaria la especificidad; en el segundo, el DNA fan-

gico es detectado mediante cebadores universales y a co

tinuacién se identificaria mediante hibridizaciones

especie-especifica. Los mismos autores, han realizado u
estudio comparativo de las técnicas utilizadas hasta es
momento, facilitando entre otros datos: las secuencias d
los cebadores, las moléculas amplificadas (mayoritaria-

por A. fumigatusy A.flavus[26]. Las criticas mas genera-
lizadas contra esta técnica, se centran en la falta de repro-
ducibilidad observada en algun caso; ello es debido al

fundamento mismo de la técnica, ya que la sustitucion de

un solo nucleétido puede ser determinante en la amplifica-

§i6n o no de un fragmento concreto, por lo que no nos ha
ge extraiar que pequefias diferencias en algunos aspectos
&le la PCR tengan el mismo efecto [27].

Otra técnica que también utiliza la PCR es la del

mente correspondientes a genes ribosomales), la especifidnalisis de microsatélites, pequefias secuencias de dos a
cidad de la prueba (hongos patégemespergilllusspp.,

A. fumigatus..), las condiciones especificas de la PCR asi
como el procedimiento de deteccion de los productos de
PCR y finalmente la técnica de confirmacién, que mayori-

tariamente es &outhern blatEn la Tabla 1, se muestran

de forma resumida, algunos de los datos facilitados de

forma mas extensa por Brenier-Pinchart et al. [9].

Otras técnicas mas recientes, se han basado e
poner en evidencia la diferente longitud de los amplicones

del ITS-2 de las especies Aspergillusmediante electro-

foresis capilar [14] o la secuenciacion de los dos espacia

dores intergénicos (ITS-1 y ITS-2) del especimen
problema y la posterior comparacion (BLAST) con las
secuencias depositadas en el GenBank [5].

Tipificacibn molecular de las cepas de

Aspergillusspp.

Tal y como indica Latgé [1], las técnicas de RAPD
(Randomly amplified polymorphic D)&on las mas utili-
zadas en la tipificacion de las cepasAddumigatug15-
25]. Esta técnica se basa en la utilizacién de cebadores de

seis nucledtidos, repetidas en tandem y con un elevado
polimorfismo. Dicha variabilidad puede ser evaluada por
PCR, aunque el analisis preciso del tamafio de los alelos
requiere el marcaje con fluorescencia de los cebadores y
un secuenciador automatico [28]. Esta técnica es rapida,
extremadamente sensible y a diferencia de la RAPD, alta-
mente reproducible.

n Una técnica no basada en el uso de la PCR y que

ha demostrado ser muy eficiente en el tipadé d&imi-
gatus consiste en la hibridizacion de fragmentos prove-

nientes de una digestion con enzimas de restriccion y

secuencias de DNA moderadamente repetitivo, en este
caso concreto con la secuencia repetithatl [29,30].

Este fragmento codifica para secuencias de aminoacidos
homologas de la transcriptasa inversa, RNasa H y una
endonucleasa codificados por el gmi de los retrovirus

[1]. La eficiencia de esta técnica quedo palpable en un
estudio en el que se tiparon 800 aislados ambientales y
clinicos deA. fumigatusresultando la mitad de los mis-
mos de genotipos diferentes [30].
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