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PALABRAS CLAVE Resumen Los ambientes internos son un habitat protector importante, donde el hombre reside
Aspergillus tritici; o trabaja la mayor parte de su tiempo. Muchos de estos ambientes carecen de buena ven-
Seccion Candidi tilacion, lo que influye en la composicion de sus comunidades microbianas y, en especial,

de la fungica. El objetivo de este estudio es comunicar la presencia de Aspergillus de la
seccion Candidi en ambientes internos de la Escuela de Medicina de la Universidad de Val-
paraiso, Chile, y destacar su rol ecoldgico y su importancia en micologia médica. Se efectud
la clasificacion morfofisiologica y molecular de dichos aislamientos. Se realizé un muestreo no
volumétrico ambiental en agar papa glucosado (PDA) mediante la exposicion de 2 placas en
10 diferentes ambientes internos para seleccionar las especies de Aspergillus. Se efectuaron
subcultivos en agar Czapek con extracto de levadura (CYA), agar extracto de malta (MEA) y
agar creatina sacarosa (CREA) solo para las especies de esporas blancas, para su identificacion
morfofisiologica y posteriormente molecular. De 20 muestras analizadas, en solo una se aislé un
miembro de Aspergillus perteneciente a la seccion Candidi. Sobre la base de sus caracteristicas
morfoldgicas y moleculares, se clasificd a este aislamiento como Aspergillus tritici Mehrotra &
Basu. Se describe su ecologia y se discute su importancia médica.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
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Section Candidi
Abstract Indoor environments provide important protective habitats for humans, who live or

work in them most of the time. Many of these environments lack ventilation, which affects
the composition of microbial communities, especially that of the fungal community. The aim of
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this study is to report the isolation of Aspergillus section Candidi from indoor environments of
the School of Medicine at Universidad de Valparaiso, Chile, and identification through morpho-
physiological and molecular approaches. Their ecological and clinical features were highlighted.
An environmental non-volumetric sampling was performed on PDA medium; 2 petri dishes were
exposed in 10 different places to select the Aspergillus samples. Subcultures were performed
on agar Czapek with yeast extract (CYA), malt extract agar (MEA) and creatin sacarose agar
(CREA) media only for the morpho-physiological and later the molecular identification of white
spore species. Of the 20 samples analyzed, one Aspergillus belonging to Candidi section was
isolated. Based on its morphology and molecular features, it was classified as Aspergillus tritici
Mehrotra & Basu. Its ecology and medical relevance are reviewed and discussed.

© 2017 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Los ambientes internos son un habitat protector impor-
tante, donde el hombre reside o trabaja la mayor parte de su
tiempo. Muchos de estos ambientes carecen de buena venti-
lacion, lo que influye en la composicion de sus comunidades
microbianas y, en especial, de la fUngica, que se adapta con
el tiempo a su temperatura, humedad y sustratos organicos
diversos, como materiales de construccion, textiles, pro-
ductos alimenticios, polvo, etc.'?. Al crecer activamente en
estos sustratos, los hongos dispersan una gran cantidad de
propagulos (especialmente mitosporas) al aire, que pueden
afectar a los humanos, ya sea por ser alérgenos, producto-
res de micotoxinas, patogenos o patogenos oportunistas (en
individuos con compromiso inmune), o bien por ser capa-
ces de alterar los alimentos, asi como de causar problemas
en la agricultura y danos estructurales en los materiales
edilicios®* 12,

Los géneros Aspergillus, Penicilliumy Talaromyces (Euro-
tiomycetes) son los hongos mas comunes de ambientes
internos'>">, a menudo asociados a sustratos especificos en
los cuales producen gran cantidad de conidios, situacion que
facilita su aislamiento en diversos medios de cultivo.

Entre los representantes de género Aspergillus (que
incluye mas de 350 especies)'> comunes en ambientes inter-
nos, se aisla frecuentemente Aspergillusniger, Aspergi-
llus calidoustus, Aspergillusrestrictus, Aspergillus sydowii,
Aspergillus flavus y Aspergillus fumigatus, entre otros. Estos
organismos son capaces de producir micotoxinas y diversas
micosis humanas, en especial los dos Ultimos*?.

La identificacion morfologica de Aspergillus sigue prin-
cipalmente los protocolos de Samson et al.'* y Houbraken
et al.®. Las especies se agrupan en 4 subgéneros (Aspergi-
llus, Circumdati, Fumigati y Nidulantes) y 20 secciones'>.
Aspergillus tritici es una especie perteneciente a la sec-
cion Candidi, que incluia una sola especie de esporas
blancas: Aspergillus candidus Link. Dicho organismo se dis-
tribuye en zonas subtropicales y tropicales y es cominmente
encontrado en granos almacenados, semillas, especias,
nueces y productos deshidratados (carne y frutas). Es
morfolégicamente muy similar a A. niger, excepto por la
ausencia de coloracion y la rugosidad de sus conidios’.
A. candidus actla disminuyendo la germinabilidad del grano

contaminado y produciendo componentes bioactivos con
probable potencial toxico®.

En la revision de la seccion Candidi de Varga et al.™,
donde combinan datos de biologia molecular, morfologia,
fisiologia y perfiles de metabolitos secundarios, se esta-
blece que la seccién comprende cuatro especies biseriadas
de esporas blancas a amarillentas, moderadamente xerofi-
licas: Aspergillus candidus, Aspergillus campestris, Aspergi-
llus taichungensis y A. tritici.

Todas estas especies producen terfenilinas y candidu-
sinas. La mayoria de estos compuestos son exclusivos de
esta seccion, por lo que son considerados como indi-
cadores quimiotaxondmicos. Estos compuestos exhiben
propiedades antioxidantes, citotoxicas, antimicrobianas e
inmunosupresoras’. Actualmente, la seccion esta compuesta
por seis especies, dada la adiciéon de Aspergillus pragensis y
Aspergillus subalbidus'. La literatura reporta micosis, tanto
superficiales como invasoras, atribuidas a A. candidus'*'°;
sin embargo, esta especie no es capaz de crecer a 37°C.
Las Unicas especies de la seccion que poseen esta caracte-
ristica fisiologica son A. tritici y A. taichungensis, por lo que
es probable que una de estas sea el agente causal de dichas
infecciones, aunque también podrian estar provocadas por
especies de esporas blancas mutantes de otras secciones,
como A. flavus®.

Nuestro objetivo es comunicar el aislamiento de Asper-
gillus de la seccién Candidi en ambientes internos de la
Escuela de Medicina de la Universidad de Valparaiso, asi
como destacar su rol ecolégico y su importancia en micologia
médica.

Se realiz6 un muestreo ambiental, no volumétrico, que
consistio en la exposicion de dos placas de 10 cm de diametro
con agar papa dextrosa (PDA) expuestas al aire por 15min
en 10 diferentes ambientes internos (4 aulas, 4 oficinas, un
auditorio, un hall de acceso). Posteriormente, se incubaron
a 25°C durante 10dias. Mediante el uso de una lupa este-
reoscopica se seleccionaron los desarrollos de Aspergillus en
las placas; solo en una de las placas se destacé la presencia
de una colonia de esporas blancas. El aislado se subcultivd
en tres puntos de inoculacion en placas de agar extracto de
malta (MEA), agar Czapek con extracto de levadura (CYA) y
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Figura 1

A,B) MEA (anverso, reverso) 25°C. C,D) CYA 25°C. E,F) CREA (anverso) 25°C. En circulo, los puntos de crecimiento poco

visibles. F) Detalle del escaso crecimiento a gran aumento. G) Conidiéforo, métulas, fialides y conidios. H) Gran aumento de métulas

y fialides. I) Esclerocios en CYA.

agar creatina sacarosa (CREA) a 25°C y a 37°C para evaluar
el crecimientoy la posible produccion de acido. Se incubaron
por espacio de 7 dias. Desde uno de los cultivos puros obte-
nido en MEA se obtuvo un indculo para sembrar en matraz
Erlenmeyer con caldo de malta al 2% para la obtencion de
micelio y posterior extraccion de ADN. Pasados 10dias de
incubacion en caldo, se filtro el micelio a través de papel
de filtro y se lavo con solucion fisioldgica estéril tres veces,
para retirar restos del medio de cultivo. Posteriormente y
de manera aséptica, se traspaso a una placa Petri para el
secado en estufa a 37°C hasta que visiblemente se deshi-
drat6 en su totalidad. Una vez obtenido el micelio seco, se
trituré6 mecanicamente con un bisturi de punta roma hasta
obtener 200 mg de polvo de micelio, que se deposité en un
tubo tipo Eppendorf de 1,5ml para seguir con el protocolo

de extraccion del kit GeneJET Plant Genomic DNA Purufi-
cation Mini Kit, Thermo Scientific, segin instrucciones del
fabricante.

Se amplificaron por PCR convencional los genes codifi-
cantes de la calmodulina (cebadores Cmd5 y Cmdé) y la
B-tubulina (Btb2a y Btb2b) y regiones ITS (ITS1 y4) en
termociclador T-100 de BioRad, con el siguiente protocolo
por reaccion: 12,5ul de DreamTaq M.Mix; 0,5 ul de cada
cebador [0,2 uM]; 5l de ADN para un volumen final de
25 pl. Las condiciones fueron las siguientes: 95 °C inicial por
3miny 35 ciclos de 95°C por 1 min; 55,5°C por 30 segundos
y 72°C por 1min, y una extension final de 10min. Para
el paso de purificacion se utilizd el kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System Protocol (Promega) empleando
el protocolo en gel. Los productos de la amplificacion se
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secuenciaron con un equipo 3730 xl/DNA Analyzer (Thermo
Fisher Scientific).

Los analisis morfologicos mostraron a los 7 dias de incu-
bacion colonias flocosas color crema, surcadas radialmente,
con diametros en MEA de 27 mm (25°C) y 21 mm (37°C), y en
CYAde 32mm (25°C) y 27 mm (37 °C), con presencia de abun-
dantes esclerocios color purpura. Hubo poco crecimiento
en CREA, sin produccién de acido. Se confirmé crecimiento
hasta 40°C. En los analisis microscopicos se observaron coni-
dioforos lisos de 150 a 790 wm de largo por 5-9 um de ancho,
con algunos septos; vesiculas radiadas, redondas a ovoides,
de 15 a 23 um de diametro (variables en tamafo por presen-
cia de cabezas diminutas), con métulas anchas de entre 9 y
17 wm por 5-7 um y pequenas fialides de entre 3-4 x 2-3 um,
dando origen a conidios esféricos, lisos a finamente rugosos,
de 2,5 a 3,5 um de didmetro. Se observo gran variacion en
el tamano de las estructuras conidiégenas. Sobre la base de
estas caracteristicas, se identific6 morfolégicamente a este
hongo como A. tritici Mehrotra & Basu (fig. 1).

La identificacion molecular de la especie se basé en la
similitud de secuencias de regiones ITS del ADNr y de los
genes de calmodulina y B-tubulina mediante la basqueda en
BLAST. Se compar6 con las secuencias tipo depositadas en
la base de datos GenBank. El aislamiento fue identificado
como A. tritici con un 100% de identidad para B-tubulina y
calmodulina, y con el 99% respecto del ITS de la cepa de
referencia CBS 266.81. Se depositd en la base de secuencias
con nimero de acceso a GenBank MG022438.1.

Los datos actuales indican que la seccion Candidi incluye
seis especies que comparten las siguientes caracteristicas
morfofisiologicas: crecimiento lento de sus colonias, con
cabezas conidiales globosas, conidios hialinos o amarillos,
conidioforos lisos, métulas que cubren entera la vesicula,
con presencia de cabezas aspergilares con grandes métu-
las y, a la vez, cabezas diminutas, en todas las especies;
conidios lisos a finamente equinulados, subglobosos a ovoi-
des, y presencia de esclerocios en tres especies (A. candidus,
A. taichungensis y A. tritici)'".

En un trabajo sobre polvo en ambiente interno en nueve
paises, Visagie et al'”. reportaron la presencia de 1160 espe-
cies de Aspergillus, entre ellas algunas de la seccion Candidi,
pero no hallaron A. tritici. Esto sugiere que la presencia en
estos ambientes no es muy comun.

La ecologia de A. tritici es evidentemente similar a la
de A. candidus, cuya presencia se asocia a granos y ali-
mentos almacenados, asi como a alimentos fermentados'*.
Su presencia en el aire puede derivar también de diversos
materiales vegetales presentes en el suelo, que dispersan
sus conidios en el aire. Esta situacion ya fue registrada en
ambientes externos de Santiago de Chile.

Dentro de la micologia médica, la presencia de especies
de la seccion Candidi en cuadros clinicos es poco frecuente;
sin embargo, los reportes incluyen desde onicomicosis hasta
aspergilosis invasoras®.

Es muy probable que algunos de los informes que refieren
micosis causadas por el grupo de Aspergillus candidus Link
obedezcan en verdad a A. tritici o a algun otro integrante
de la seccion Candidi, tal como se discute en Hubka et al.”.
Después de revisar 178 cepas clinicas de Aspergillus recu-
peradas de pacientes de la Republica Checa, estos autores
reportan el primer caso de A. tritici asociado a onicomicosis
(sobre la base de estudios de secuenciacion) y sugieren que

podria tratarse del mismo agente asociado a A. candidus en
reportes previos. En un estudio posterior del mismo grupo
se estudiaron 9 cepas clinicas (seis de onicomicosis, una de
otitis y dos de probables aspergilosis invasoras) que, sobre
la base de la morfologia, presumiblemente pertenecian a la
seccion Candidi. Los analisis por biologia molecular (usando
genes de B-tubulina, calmodulina y regiones ITS) mostra-
ron que A.candidus fue el agente causal en la otitis, en
tanto que de las dos muestras con probable aspergilosis inva-
sora, una correspondio a Aspergillus carneus (seccion Terrei)
y la otra a A. flavus (seccion Flavi). Tres aislados recupera-
dos de unas fueron identificados como A. tritici y uno como
A. candidus. En ese trabajo se propone, ademas, una espe-
cie nueva dentro de la seccion: A. pragensis, aislado de una
de pie®.

Ribeiro et al.'® reportaron un caso clinico de aspergilosis
invasora por A. candidus en un paciente inmunocompetente
que trabajoé durante mas de 15afos como agricultor, con
constante exposicion a molienda de granos. Dado que la cla-
sificacion de la especie la habian efectuado Unicamente por
morfofisiologia, es probable que se tratara de algun otro
miembro de la seccion Candidi, ya que en ese mismo reporte
se informa que hubo crecimiento a 37°C. Estos resultados
demuestran la necesidad de utilizar la identificacion poli-
fasica de miembros de Aspergillus relacionados con casos
clinicos.
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