EDITORIAL

¢ Tienen utilidad las técnicas moleculares
para la vigilancia y el control de la aspergilosis?
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El aumento de la prevalencia de la aspergilosis, las
dificultades para su diagnéstico y el mal prondstico que
presentan muchos casos han aumentado el interés por
desarrollar estrategias que permitan controlar esta
micosis. En la tltima década, numerosos trabajos han
demostrado que la incidencia de la aspergilosis invasiva
ha aumentado entre cinco y diez veces, que su mortalidad
se aproxima al 80% y que dos terceras partes de los
enfermos no reciben tratamiento antiflngico, siendo la
infeccion diagnosticada en los estudios necropsicos’2.

Todos los expertos coinciden en sefialar que las técnicas
de tipificacion molecular se han convertido en las
herramientas mas adecuadas para realizar estudios
epidemioldgicos microbiolégicos*. De esta forma, es posible
conocer la cadena de infeccidon y disefiar estrategias
eficaces para prevenir y disminuir la incidencia de las
enfermedades infecciosas. En el ambito de la micologia
médica, estas técnicas han empezado a utilizarse en los
ultimos afios y en el caso concreto de la aspergilosis han
ayudado a descubrir la complejidad de esta infeccion y las
dificultades que existen para disefiar estrategias de
control.

El trabajo de Trevifio-Castellano et al*, publicado en este
numero de ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y MICROBIOLOGIA
CLiNIcA, refleja a la perfeccion el interés por disefar
técnicas moleculares que ayuden al diagndstico y al control
de la aspergilosis. Los autores proponen un método
molecular, el touchdown PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) para identificar cepas de Aspergillus
fumigatus y la técnica de RAPD (polimorfismo derivado de
la amplificacién aleatoria de ADN) para la tipificacion
subespecifica. El estudio confirma los resultados obtenidos
por otros autores en la Ultima década, apoyando la idea de
que la taxonomia molecular y el genotipificado podrian
emplearse con mas frecuencia en el analisis de las
infecciones fingicas®’.

La taxonomia molecular se estéa convirtiendo en uno de
los principales métodos de identificacion de las especies
fangicas. La introduccion de estas técnicas esta
originando reclasificaciones taxonoémicas continuas y
ayudando a identificar especies que hasta hace unos afios
solo podian clasificarse al nivel de género. La mayoria de
los grupos emplean métodos de identificacion basados en
la digestion gendmica con enzimas de restriccion (RFLP,
polimorfismo derivado del corte con enzimas de
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restriccion)4, aunque cada vez con mas frecuencia se
utilizan técnicas de PCR, que amplifican determinadas
zonas del genoma, habitualmente ADN ribosémico o ADN
mitocondrial. Ultimamente se esta utilizando con éxito, la
amplificacion de pequefios fragmentos de ADN ribosémico
(ITS, internal transcribed spacer) para identificar algunas
especies®. Ademas la difusion de la PCR en tiempo real
ofrece la posibilidad de utilizar métodos taxonémicos
moleculares en los laboratorios asistenciales, por lo
general en aquellos que disponen de personal con
experiencia en estas técnicas.

En lo que se refiere a la aplicacion de la tipificacion sub-
especifica deben tenerse en cuenta tres consideraciones.
En primer lugar, existen dudas sobre si la infeccién por
Aspergillus es monoclonal o policlonal o quiza pueda ser de
ambos tipos. En segundo término se cree que la
aspergilosis es una infeccion nosocomial, pero casi nunca
se consigue identificar una fuente de infeccién
hospitalaria. Por dltimo, la variabilidad individual de
Aspergillus es tan elevada que, aunque las técnicas de
tipificacion no suelen tener problemas para discriminar
entre las cepas, en pocas ocasiones se consigue
documentar molecularmente un brote de infeccidn por
estas especies.

Respecto al asunto de la policlonalidad o monoclonali-
dad de la infeccion, en los ultimos afios se han publicado
varios estudios muy ilustrativos. En términos generales
existe la creencia de que los pacientes con aspergilosis
invasivas estan infectados por un solo genotipo. No obs-
tante, algunos grupos de enfermos que presentan marca-
das alteraciones de las vias respiratorias (fibrosis quisti-
ca, cavidades pulmonares, bronquiectasias, etc.) pueden
infectarse o colonizarse por varios genotipos de Aspergi-
llus®. Asi, por ejemplo, en algunos enfermos con fibrosis
quistica se han llegado a detectar hasta nueve genotipos
distintos en muestras tomadas del tracto respiratorio.
Pero ademas, algunos estudios realizados con un nimero
limitado de pacientes con aspergilosis invasiva han
apuntado que la infeccion policlonal es mas frecuente de
lo que se cree. Segun estos trabajos, el porcentaje de in-
feccion policlonal podria establecerse en el 50-75% de los
casos y en algunos enfermos pueden detectarse hasta
cinco genotipos diferentes!®t, Por ultimo, un trabajo pu-
blicado recientemente y realizado en granjas de pavos,
un animal para el que A. fumigatus puede ser patégeno
primario, ha demostrado que todos los animales adultos
portan diferentes combinaciones de genotipos en su trac-
to respiratorio®?.

Existe la opinion generalizada de que la aspergilosis
invasiva tiene un origen nosocomial. Muchos estudios
han comprobado que los brotes hospitalarios se
relacionan con obras o reformas, movimiento de
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mobiliario o manipulaciones de los sistemas de aire
acondicionado y calefaccion*3. Estas maniobras
aumentan el nimero de conidias circulantes, lo que unido
a la presencia de una poblacion susceptible, produce un
brote de infeccion nosocomial. La instalacién de medidas
de prevencidon como sistemas de flujo laminar en las
habitaciones hospitalarias y la utilizaciéon de filtros
HEPA (high-efficiency particulate filters) reducen la
exposicion de los enfermos susceptibles y, por lo tanto, la
posibilidad de que aparezca un brote**. Sin embargo, los
estudios que se han disefiado para comparar las cepas
aisladas en el ambiente hospitalario y las cepas
procedentes de enfermos con aspergilosis han
proporcionado datos sorprendentes. Entre éstos destaca
que s6lo un 40% de los casos de aspergilosis parecen tener
un origen nosocomial, ya que en un 60% de las
aspergilosis no se encuentra coincidencias entre los
genotipos hospitalarios y los que proceden de los
enfermos'®. Incluso cuando se produce una acumulacién
temporal-espacial de casos de aspergilosis en una
institucion sanitaria, las técnicas de tipificacion suelen
demostrar que no existe relacién genotipica entre las
cepas causantes de los casos y que ademas, no es posible
hallar el foco ambiental responsable del brote®!%6. No
obstante, algunos brotes pueden estar causados por cepas
genéticamente relacionadas. Estos brotes suelen afectar
a un numero reducido de enfermos y, generalmente,
estan asociadas con exposiciones puntuales en un lugar
concreto de la institucién sanitaria, como quiréfanos,
salas de cuidados intensivos o unidades de dialisis**".
Otro aspecto destacable es que en los brotes causados por
especies no fumigatus, las técnicas de tipificacion suelen
determinar que existe un posible origen comudn en los
casos de infeccion. Esta coincidencia se ha demostrado en
algun brote originado por A. flavus®.

Varios autores creen que la falta de coincidencia
genética entre las cepas hospitalarias y las que originan
casos de aspergilosis invasivas se debe a limitaciones a la
hora de recoger las muestras ambientales*. En primer
lugar, los sistemas empleados para cuantificar esporas en
suspension en el medio hospitalario no han demostrado
gue tengan demasiada utilidad. En muchas ocasiones, un
aumento de casos de aspergilosis no se ha visto
acomparfiado por un incremento en la deteccion de esporas
ambientales®®. Estos hallazgos cuestionan la necesidad de
realizar muestreos periédicos en el ambiente hospitalario.
Sin embargo, en otras ocasiones, el control del niUmero de
esporas en el aire o en el agua de un centro sanitario se
ha relacionado con un descenso en la exposicion a A.
fumigatus y quiza, con una disminucién en el nimero de
infecciones, aunque la mayoria de los trabajos no
muestran datos definitivos a este respecto*8.1°,

Pero como se indicé anteriormente, la falta de
concordancia genética entre las cepas ambientales y las
clinicas puede explicarse por la enorme variabilidad
individual que muestran las cepas de Aspergillus, sin
necesidad de recurrir a otras razones.

El ser humano inhala cada dia varios cientos de esporas
de A. fumigatus?. Estudios de tipificacion realizados con
centenares de cepas ambientales han demostrado que el
85% de las cepas tienen genotipos diferentes y que sélo
un 15% de las cepas se aislan dos o0 mas veces?'. Ademas,
la poblacién cambia con el tiempo y s6lo excepcionalmente
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se aisla la misma cepa durante varios meses. Esta
extrema variabilidad no se ha descrito para otros
microorganismos, lo que ha llevado a especular con la
posibilidad de que las cepas de A. fumigatus pudieran
realizar recombinaciones genéticas parasexuales. Sin
embargo, la mayoria de los autores prefieren emplear
otras hipdtesis, como la existencia de formas sexuales no
conocidas o la posibilidad de que la variabilidad se
produjera por recombinaciones sexuales mucho tiempo
atras, en la época en que A. fumigatus se seleccion6 como
especie??. Algunos metaandlisis realizados con analisis de
conglomerados e indices de asociacion han mostrado que
las cepas que tienen relacion geografica son mas parecidas
genéticamente que aquellas que no la tienen. Este
hallazgo apoya la hipétesis de que la variabilidad se debe
a una recombinacién antigua y que ha existido cierta
presion selectiva??.

La variabilidad de A. fumigatus se hace patente por la
facilidad con que las técnicas de tipificacion distinguen
unas cepas de otras. Existen técnicas de tipificacion de
Aspergillus desde hace mas de 20 afios. Se han emplea-
do entre otras, técnicas de isoenzimas, diferentes méto-
dos de RFLP y técnicas basadas en la PCR, como el de
RAPD, el SSDP (sequence-specific DNA primers) o el
PMM (polymorphic microsatellite markers)”11.2324, Algu-
nas discriminan sélo entre subespecies, pero los tres mé-
todos que utilizan la PCR y la RFLP con hibridacion con
RDS (repeated DNA sequences) son capaces de distinguir
entre cepas individuales. Hasta la fecha los mejores re-
sultados se han obtenido con la técnica de RAPD y espe-
cialmente con el cebador R1085. Sin embargo, existen
problemas de interpretacion y de reproducibilidad debido
a las bajas temperaturas que suelen emplearse para rea-
lizar la PCR. Por eso, la mayoria de los expertos reco-
miendan utilizar dos técnicas de tipificacion o dos ceba-
dores diferentes a la hora de tipificar cepas relacionadas
con un brote de aspergilosis.

A modo de conclusién deberia resaltarse que las técnicas
moleculares tienen un papel limitado en la prevencion y
control de la aspergilosis. La identificacién de cepas al
nivel de especie mediante métodos basados en la
taxonomia molecular puede convertirse en la técnica de
referencia en los préximos afios, sobre todo en las
infecciones causadas por especies raras, que son dificiles
de identificar mediante pruebas convencionales. Sin
embargo, la tipificacion subespecifica s6lo parece tener
utilidad en ciertas ocasiones como en brotes producidos
en quiréfanos o causados por especies no fumigatus. En
otros brotes las infecciones se producen por inhalacion de
conidias de diferentes cepas y, ademas, la infeccién
policlonal es muy frecuente, lo que complica la tipificacion
de los casos. Por otra parte, el muestreo del aire y del agua
del hospital puede ayudar a prevenir la infeccion, ya que si
se reduce el numero de esporas, desciende el riesgo de
exposicion. Pero debe indicarse que no se conoce cual es la
concentracion de conidias a la que el riesgo de aspergilosis
empieza a aumentar, a excepcién de los quiréfanos, donde
este niimero debe tender a cero.

En caso de que se produzca un brote de aspergilosis en
un centro sanitario deberia procederse a tomar muestras
ambientales. Tras ello deberian tipificarse las cepas
clinicas y ambientales empleando al menos dos sistemas
de analisis. No obstante, debe insistirse en que no puede
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excluirse el origen hospitalario de la infeccion, aunque las
técnicas de tipificacion demuestren que las cepas clinicas
y las ambientales son diferentes, ya que la extrema
variabilidad individual de Aspergillus y las rapidas
fluctuaciones que se producen en la concentracion de

esporas reducen la utilidad de los estudios de
genotipificacion.
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