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RESUMEN

La incidencia de las infecciones fangicas se ha incrementado significativamente en las
Ultimas décadas, actualmente estas representan un importante problema de salud
para los humanos. Entre algunos de los factores que contribuyen a su aumento se
pueden enunciar; los tratamientos inmunosupresores, las infecciones invasivas o
diseminadas, los pacientes trasplantados de drganos, y la infeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Las infecciones fungicas pueden tener varias
presentaciones, unas de las mas comunes son las superficiales (piel y mucosas)
seguidas de las invasivas o diseminadas como la candidemia o la aspergilosis, siendo
estas Ultimas las mas graves por el impacto en la morbilidad y mortalidad a pesar de la

disponibilidad de antifingicos con diferente espectro de actividad.

La identificacion correcta y oportuna de los agentes causales es importante desde el
punto de vista epidemiolégico y terapéutico. Los métodos fenotipicos usados para la
identificacion de los agentes causales de las micosis aun no son suficientes para
realizar una identificacion, ademas suelen tomar tiempo, ser laboriosas y requerir

profesionales altamente entrenados.

Las técnicas moleculares basadas en la deteccion de &cidos nucleicos, son
actualmente el estandar de oro para la identificacion de hongos, partir de muestras
clinicas de cultivos. Sin embargo, estas técnicas son costosas para un laboratorio de

diagnéstico micoldgico de rutina en paises en vias de desarrollo.

La espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF es una técnica utilizada actualmente
con éxito en la identificacién de bacterias y levaduras, sin embargo, el uso con hongos
filamentosos tiene limitaciones por aspectos, como la falta de cobertura de la bases de

espectros de referencia para la identificacion de algunos géneros y especies,



principalmente de hongos endémicos en regiones tropicales. Ademas, la extraccion de

proteinas es mas laborioso y dificil si se compara con el de las levaduras.

La creacion de bases de espectros in house de hongos endémicos y de diferentes
especies cripticas, amplia la posibilidad de identificar mas microorganismos

correctamente.

En este trabajo se construyeron 21 espectros de referencia con hongos de los
géneros:  Microsporum, Trichophyton, Aspergillus, Fusarium, Sporothrix 'y
Neoscytalidium. Siguiendo los criterios recomendados por la casa comercial (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania). Ademas, se estandarizaron los tiempos minimos de
crecimiento fangico que permitieran una correcta identificacion de las diferentes
especies. Los espectros de referencia se validaron con cepas o aislados clinicos,
previamente identificados por secuenciacion. Finalmente se evalué la capacidad de los
espectros creados para identificar 52 aislados clinicos obtenidos de pacientes que
acudieron a un laboratorio clinico de la ciudad de Medellin para la confirmacion
microbiologica de onicomicosis 0 dermatofitosis. Los aislados clinicos también fueron

identificados por la libreria comercial (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).

Los tiempos de crecimiento variaron entre las especies siendo el maximo tiempo (96 h)
para Microsporum canis y complejo Trichophyton rubrum, el minimo (36 h) para
Sporothrix spp. La identificacion hasta especie de los aislados clinicos con la biblioteca
construida in house fue del 88,4 % mientras que con la comercial fue del 37,0 %. Uno
de los resultado mas relevantes fue la identificacion de las especies del complejo
Sporothrix schenckii (S. globosa 'y S. schenckii sensu stricto) y del complejo Sporothrix

pallida (S. mexicana) a partir de la forma micelial de 36 h de crecimiento.

Con las especies del grupo de los dermatofitos se presentaron dificultades tanto en la
validacion del espectro de referencia de Nannizzia gypsea como en la identificacion de

aislados de la especie T. interdigitale.



El andlisis de la concordancia entre la identificacion por secuenciacion y la obtenida
por ambas bibliotecas mostré que fue mayor con la biblioteca construida in house (k=

0,826) que con la comercial (k= 0,273).

Los resultados de este trabajo muestran que EM MALDI-TOF, es una metodologia que
se debe considerar como alternativa al método fenotipico clasico para la identificacion
de hongos filamentosos en un laboratorio de diagndstico micolégico de rutina, por la
reduccion en el tiempo y el costo del procedimiento, que se ve reflejado en la

disminucion de la estancia hospitalaria, morbilidad y mortalidad.



SUMMARY

The incidence of fungal infections has increased significantly in recent decades, these
currently represent a major health problem for humans. Among some of the factors that
contribute to its increase can be stated; immunosuppressive treatments, invasive or
disseminated infections, organ transplant patients, and infections with the human
immunodeficiency virus (HIV). Fungal infections may have several presentations, one
of the most common being superficial (skin and mucous), followed by invasive or
disseminated such as candidemia or aspergillosis, the latter being the most serious
due to the impact on morbidity and mortality at despite the availability of antifungals

with different spectrum of activity.

The correct and timely identification of the causative agents is important from the
epidemiological and therapeutic point of view. The phenotypic methods used for the
identification of the causative agents of mycoses are not yet sufficient to perform an
identification, in addition they usually take time, are laborious and require highly trained

professionals.

Molecular techniques based on the detection of nucleic acids are currently the gold
standard for the identification of fungi, based on clinical samples of cultures. However,
these techniques are expensive for a routine mycological diagnostic laboratory in

developing countries.

MALDI-TOF mass spectrometry (EM) is a technique currently used successfully in the
identification of bacteria and yeasts, however, the use with filamentous fungi has
limitations by aspects, such as the lack of coverage of the reference spectrum bases

for the identification of some genera and species, mainly of endemic fungi in tropical



regions. In addition, protein extraction is more laborious and difficult compared to that

of yeasts.

The creation of in-house spectra bases of endemic fungi and of different cryptic

species, broadens the possibility of identifying more microorganisms correctly.

In this work, 21 reference spectra were constructed with fungi of the genera:
Microsporum, Trichophyton, Aspergillus, Fusarium, Sporothrix and Neoscytalidium
following the criteria recommended by the commercial house (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). In addition, the minimum fungal growth times that allowed a
correct identification of the different species were standardized. The reference spectra
were validated with clinical strains or isolates, previously identified by sequencing.
Finally, the ability of the spectra created to identify 52 clinical isolates obtained from
patients who went to a clinical laboratory in the city of Medellin for microbiological
confirmation of onychomycosis or dermatophytosis was evaluated. The clinical isolates

were also identified by the commercial library, (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

The growth times varied between the species being the maximum time (96 h) for
Microsporum canis and Trichophyton rubrum complex the minimum for Sporothrix spp
(36 h). The identification up to species of the clinical isolates with the library built in
house was 88.4% while for the commercial one it was 37.0%. One of the most relevant
results was the identification of the species of the Sporothrix schenckii complex (S.
globosa and S. schenckii s.st) and of the Sporothrix pallida complex (S. mexicana)

from the mycelial form of 36 h of growth.

Difficulties were encountered with the species of the dermatophyte group both in the
validation of the reference spectrum of Nannizzia gypseum and in the identification of

isolates of the T. interdigitale species.



The analysis of the agreement between the identification by sequencing and that
obtained by both libraries showed that it was greater with the library built in house (k =

0.826) than with the library (k = 0.273).

The results of this work show that EM MALDI-TOF is a methodology that should be
considered as an alternative to the classic phenotypic method for the identification of
filamentous fungi in a routine mycological diagnostic laboratory, due to the reduction in
time and cost of procedure, which is reflected in the decrease in hospital stay morbidity

and mortality.

The results of this work show that EM MALDI-TOF is a methodology that should be
considered as an alternative to the classic phenotypic method for the identification of
filamentous fungi in a routine mycological diagnostic laboratory, due to the reduction in
time and cost of procedure, which is reflected in the decrease in hospital time,

morbidity and mortality.



1. INTRODUCCION

La incidencia de las infecciones flngicas se ha incrementado significativamente en las
Ultimas décadas, actualmente representan un importante problema de salud para los
humanos. Este aumento en particular de las infecciones invasivas o diseminadas, se
ha producido principalmente por el creciente numero de pacientes sometidos a
tratamientos con inmunosupresores: como los trasplantados de érganos, los pacientes
gue reciben guimio o radioterapia, los neutropénicos, los sometidos a cirugias graves
(principalmente abdominal) o inmunocomprometidos como consecuencia de la
infeccién con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Otros factores como el
uso de antibiéticos de amplio espectro, la hospitalizacién prolongada, la nutricion
parenteral, la edad avanzada y la diabetes, también hacen vulnerables a los pacientes,

contribuyendo al incremento de los casos de infecciones fangicas (1-5).

La presentacion clinica de las infecciones fungicas puede variar desde formas
superficiales (piel y mucosas) a invasivas o diseminadas como la candidemia o la
aspergilosis invasora (Al). Las dos ultimas infecciones estan asociadas a altas tasas
de morbilidad y mortalidad, a pesar de la disponibilidad de antifingicos con diferente

espectro de actividad (6-10).

Aunque las especies de los géneros Candida, Aspergillus y Cryptococcus contindian
siendo las mas importantes por el tipo de personas que afectan, por la gravedad de las
infecciones que causan y por el dificil manejo terapéutico, otras especies emergentes
han ido ganando importancia, en parte, por la baja sensibilidad o resistencia de

algunas de ellas a los principales antifingicos de uso clinico como es el caso de



hongos filamentosos de los géneros Fusarium, Lomentospora, Trichosporon,

Neoscytalidium y especies de hongos dematiaceos (11-15).

Las infecciones en piel y anexos causadas por diferentes grupos de hongos con
predomino de los dermatofitos (dermatofitosis) son las micosis mas frecuentes a nivel
mundial. Se calcula que entre el 20 - 25 % de la poblacion mundial es afectada por
estas micosis (16), si bien estas, no representan una causa importante de mortalidad,
son motivo de consulta médica constante, principalmente en paises tropicales por el

impacto que pueden tener en la calidad de vida (17, 18).

El examen directo y el cultivo, a pesar de las limitaciones en cuanto a sensiblidad y
especificidad, continuan siendo la base del diagnostico de las infecciones fangicas (19,
20). Sin embargo, el aislamiento oportuno y la correcta identificacién del agente causal
es importante para la decision de una terapia acertada y oportuna. Otras técnicas
como la deteccién de anticuerpos, antigenos o técnicas moleculares dirigidas a la
deteccion de &cidos nucléicos fungicos, son complementarias en el diagndstico de

algunas infecciones fangicas (21).

1.1 Dermatofitosis

Las dermatofitosis son infecciones causadas por un grupo de hongos denominados
dermatofitos. Estos hongos tienen afinidad por estructuras queratinizadas como la piel,

el pelo y las ufias; causando lesiones con diversas caracteristicias clinicas.

Dentro del grupo se distinguen los complejos: Trichophyton, Microsporum. Nanizzia,
Arthroderma, Lophophyton, Paraphyton, y Epidermophyton. Las especies mas
prevalentes como causa de infeccion son complejo T. rubrum, T. interdigitale (antes
denominado T. mentagrophytes), M. canis y E. floccosum. Aunque muchas especies
de dermatofitos tienen distribucién mundial, otras estan confinadas a determinadas

regiones como el caso de T. schoenleinii (Asia y Africa), T. soudanense (Africa), T.



violaceum (Africa, Asia y Europa), T. concentricum (Islas del Pacifico y lejano oriente e

India) y M. audouinii (Africa) (16, 22).

La epidemiologia de la dermatofitosis ha sufrido cambios asociados a modificaciones
en el patron de migracién poblacional, al aumento de la movilidad de turistas entre los
continentes, al mayor numero de personas que practican deporte, lo que se vincula al
uso de zapatos oclusivos y la humedad. Ademas, los cambios en las condiciones
socioecondmicas, climéticas y en el estilo de vida han contribuido al cambio en la

distribucién geografica de las dermatofitosis (16, 23).

En Colombia diferentes trabajos muestran que los dermatofitos mas frecuentes en
infecciones de la piel y de las ufias son complejo T. mentagrophytes (T. interdigitale),

E. flocossum y complejo T. rubrum (18, 24-26).

1.2 Onicomicosis

El término onicomicosis se deriva de las palabras griegas onychos (que significa ufia)
y micosis (que significa infeccion por hongos). La nomenclatura de las infecciones por
hongos propuesta por la Sociedad Internacional de Micologia Humana y Animal
sugiere que el término onicomicosis debe reemplazarse: por tifia ungueal, cuando el
agente etioldgico es un dermatofito; por onyxis, cuando las levaduras son la causa; por
candidiasis ungual, cuando el agente es candida; y por micosis ungual si el agente

causal es un molde oportunista (27).

La onicomicosis es la enfermedad mas comudn de las ufias y corresponde a mas del 50
% de las onicopatias; aunque esta no amenaza la vida si puede generar alteracion en
la calidad de vida de los paciente (28). Su prevalencia es variable ya que depende de
factores culturales y socioeconémicos (29, 30). En la ultima decada la frecuencia ha
aumentado como consecuencia de la practica generalizada del deporte, la exposicién

a ambientes humedos (piscina, bafios turcos, spas) y al uso de calzado cerrado (31).



La infeccién puede afectar la placa ungueal de una o varias ufias y producir cambio de
color, hiperqueratosis y/o cambio en la textura (29, 32). En la poblacion
inmunodeficiente la alteracidon de la estructra de la ufia, es mas notoria y puede ser la

puerta de entrada para una infeccidn sistémica (33-35).

Los agentes etiol6gicos mas importantes en esta enfermedad son los dermatofitos
complejo T. rubrum, y T. interdigitale, también puede ser causada por levaduras,
principalmente del género Céndida, siendo las especies C. parapsilosis, C. albicans,
C. guilliermondii y C. tropicalis las mas frecuentes (36-38). Los hongos filamentosos no
dermatofitos (HFND) como especies de los géneros Neoscytalidium, Fusarium,
Aspergillus, Scopulariopsis y Penicillium, cada vez estan mas implicados en la

etiologia de esta infeccion (39-41).

Es de particular importancia el incremento en regiones tropicales de los casos de
infecciones en tejidos queratinizados (ufias y piel) por el hongo ambiental
Neoscytalidium dimidiatum, cuya manifestacion clinica es indistinguible de las
dermatofitosis (42). Ademas, se han reportado casos de infecciones, subcutaneas y
profundas, principalmente en pacientes inmunocomprometidos (43). Estos hongos son
resistentes a los antifingicos sistémicos utilizados en la practica clinica por lo que la
falla terapéutica es inevitable (44, 45). Otras especies de HFND menos frecuentes
pero no menos importantes dentro de la lista de agentes de onicomicosis son las del
género Fusarium (46, 47). Aproximadamente 70 especies de Fusarium infectan
animales y humanos, pero los aislados mas frecuentes a partir de muestras clinicas
son: F. falciforme, F. keratoplasticum (complejo F. solani) y F. oxysporum (complejo F.
oxysporum). En general las especies de este género son poco sensibles o
multirresistentes a los antifungicos, lo que se refleja en la baja respuesta a los

tratamientos (47-49).

A pesar que los Aspergillus spp tienen un papel importante en la etiologia de

infecciones invasivas y diseminadas, cada vez se conocen mas casos de onicomicosis



causadas por diferentes especies del género como: A. flavus (seccion Flavi), A. niger
y A. tubingensis (seccion Nigri), A. terreus (seccion Terrei) y A. fumigatus (seccion

Fumigati) (50-53).

En Colombia no existen estudios poblacionales sobre la incidencia o prevalencia de la
dermatofitosis o de la onicomicosis y de sus agentes etiologicos. Sin embargo, los
datos publicados permiten identificar que los hongos mas aislados de pacientes con
estas micosis son los dermatofitos complejo T. rubrum y T. interdigitale, las levaduras
del complejo C. parapsilosis, C. albicans, C. tropicalis, C. krusei y C. glabrata y los
HFND N. dimidiatum y Fusarium spp; los primeros principalmente de pacientes con

onicomicosis (18, 24, 54-57).

Aunque las especies del género Sporothrix, en particular Sporothrix schenkii s.str, son
los agentes etiologicos de la espotricosis (58), recientemente se publicé un caso de

onicomicosis por una especie del género (59).

Sporothrix schenkii se considerd por mucho tiempo la Unica especie patdgena, sin
embargo trabajos llevados a cabo en las dltimas décadas utilizando técnicas
moleculares, permitieron demostrar que se trata de un complejo de especies cripticas
denominado: S. schenckii conformado por S. brasiliensis, S. globosa, S. schenckii s.st
y S. luriei (60-62). EI complejo S. pallida. Esta conformada principalmente por
especies ambientales, algunas de ellas aisladas de pacientes con onicomicosis y

gueratitis (59, 63).

1.3. Identificaciéon de hongos filamentosos

1.3.1. Técnicas convencionales

La identificacion de los agentes infecciosos aislados a partir de las muestras clinicas

por técnicas convencionales basadas en la observacibn de caracteristicas
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macroscépicas de los cultivos (textura, color, produccién de pigmentos, etc.)
microscoépicas (forma, organizacion y color de los conidios, presencia y tipo de células
conididgenas especializadas o de formas sexuadas) en propiedades fisioldgicas
(termo tolerancia o dimorfismo) o bioquimicas (fermentacion o asimilaciéon de
sustratos) (64, 65), esta vigente en muchos laboratorios de diagndstico micolégico. Sin
embargo, esta metodologia requiere personal altamente entrenado y consume mucho

tiempo arribar al resultado final (66-67).

Por otro lado, entre algunas especies o0 incluso entre géneros existe una estrecha
similitud morfolégica que hace dificil la identificacidbn con base en sus caracteristicas
fenotipicas, como sucede con las especies de los complejos S. schenckii, T.
mentagrophytes (61, 68), T. rubrum (69), F. solani y F. oxysporum (70), o especies de
Aspergillus de las de secciones como Flavi, Fumigati o Nigri (71), de las diferentes
especies de Aspergillus. La correcta identificacibn de un patdgeno fangico es

fundamental desde el punto de vista clinico, epidemioldgico y terapéutico.

1.3.2. Técnicas moleculares basadas en la detecciéon de ADN fungico

El advenimiento de las técnicas de biologia molecular permiti6 un avance importante
en la micologia médica ya que facilité el estudio de la variacion genética entre hongos,
estudios epidemoldgicos e identificacion de hongos, a partir de muestras bioldgicas y

de cultivos.

Dentro de las técnicas mas utilizadas se puden considerar el andlisis del polimorfismo
de la longitud de los fragmentos de restriccion o RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), la electroforesis de enzimas multilocus o MLEE (Multilocus Enzyme
Electrophoresis), el uso de sondas de hibridacion marcadas para la identificacion de
un fragmento especifico de ADN (Southern blot) y las diferentes técnicas basadas en

la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Polymerase Chain Reaction) como la
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amplificacion aleatoria del ADN polimérfico (RAPD-PCR), PCR especie especifica,

PCR-RFLP, la PCR anidada y la PCR en tiempo real (72-74).

La identificacion de hongos aislados de muestras clinicas utilizando PCR, supera, en
sensibilidad y especificidad a la identificacion por métodos convencionales (75-76). Sin
embargo, la implementacion de técnicas de rutina en laboratorios de diagnéstico
micoldgico, en particular en paises en vias de desarrollo, es limitada por el costo y la

falta de metodologias estandarizadas.

La amplificacion automatizada de dianas acoplada a la secuenciacién de los productos
amplificados, ha permitido una identificacibn mas precisa de diferentes hongos, tanto
directamente de muestras clinicas como a partir de cultivos. Esta es una técnica con

alto poder discriminatorio, incluso entre especies cripticas (68, 77-78).

Las dianas mas utilizadas para la identificacién de hongos de importancia médica por
secuenciacion, son las regiones conservadas no codificantes intergénicas o ITS
(Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal que, ademas, incluye el gen 5.8 S
(ITS1+5.8S ADNr+ITS2), el ADN mitocondrial o regiones codificantes de genes como
calmodulina, quitina sintetasa, topoisomerasa Il o segmentos del gen que codifica para
la subunidad grande del ARN ribosomal (28S) o pequefia (18S) (79-83). Actualmente
la secuenciacion de diferentes dianas de la célula flngica, se considera el estandar de
oro para la identificacion fangica (84, 85). Sin embargo, la principal limitacion de la
técnica es el tiempo que toma la obtencién del resultado, asi como el costo de los
insumos, por lo que hasta el momento no es una opcion en laboratorios de diagnéstico
microbioldgico de rutina en paises en vias de desarrollo (86). Es evidente entonces
que el desarrollo y la validacion de una técnica alternativa rapida y costo-efectiva es

aun una necesidad.
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1.3.3. Espectrometria de masas MALDI-TOF

EM MALDI —TOF es una variante de la espectometria de masas, en la cual la
identificacion de los microorganismos se realiza a partir de proteinas intracelulares, en
su mayoria ribosomales (87), para producir el perfil proteico caracteristico para cada
organismo. Los hongos poseen una pared celular gruesa y es necesario realizar una
extraccion de proteinas del microorganismo a identificar. Del extracto se toma una
muestra que se mezcla con una matriz de naturaleza &cida sobre una placa metalica la
cual se introduce en el espectrometro donde es sometida a una ionizacion suave con
pulsos de rayo laser ultravioleta (longitud de onda de 337 nm). Los iones generados
pasan por un campo eléctrico (vuelan) y de esta manera se separan las proteinas de
acuerdo al peso y a la carga generando un espectro propio (huella proteica) que
permite la identificacion del microorganismo al compararlo con un estandar disponible

en las bases comerciales, o creadas in house (88), (Figura 1).
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FIGURA 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PRINCIPIO DE LA EM MALDI-TOF
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La muestras se mezcla con una matriz sobre una placa de acero. (A) se forma un cristal sobre
la cual incide el rayo laser. (B) como resultado se producen particulas (proteinas o péptidos)
ionizados que se desplazan (vuelan). (C) Hasta alcanzar un detector. (D) Finalmente mediante
un software, se obtiene un espectro. (E) Que por comparaciones con espectros estandar

presentes en las bases de datos comerciales o construidas in house se logra la identificacién

de un microorganismo desconocido. Fuente: figura adaptada de referencia (89).

Las proteinas ribosomales se encuentran en un rango de 4 a 30 kDa, son
consideradas ideales para la identificacion de diversos microorganismos porque son

abundantes, altamente conservadas y codificadas por genes cromosémicos (90, 91).

En los dltimos afios el MALDI-TOF ha revolucionado el campo de la microbiologia
clinica en la identificacion de bacterias, micobacterias, levaduras, hongos
filamentosos, parasitos y virus (89, 92-94). Ademas, la EM MALDI-TOF esti
incursionando en otros campos de la medicina para la cuantificacion de
medicamentos, la identificacion de metabolitos, proteinas, biopolimeros o en la

busqueda de biomarcadores (87, 91, 95-98).

La implementacién de la EM MALDI-TOF para la identificaciébn de microorganismos, es
cada dia mas frecuente por ser una técnica confiable, rapida y mas precisa que los
métodos bioquimicos, fisiolégicos y microscopicos; con capacidad para discriminar
entre especies estrechamente relacionadas como algunas de los complejos o

secciones conformados por especies cripticas (89, 99-103).

La EM MALDI-TOF ha sido introducida con éxito en la micologia médica para la
identificacion de diferentes hongos filamentosos; como especies del grupo de los
dermatofitos, Neoscytalidium spp, Lomentospora spp, Aspergillus spp, Fusarium spp,

mucorales y Sporothrix spp (101-102, 104-108).
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2. JUSTIFICACION

La epidemiologia de las infecciones fungicas se ha modificado de manera importante
en las Ultimas décadas; tanto el diagnéstico oportuno como el tratamiento contindan
siendo un reto en la practica clinica (2). La identificacion precisa y rapida de los
agentes causales de las infecciones fungicas es importante desde el punto de vista
clinico, epidemioldgico y taxonémico, ademas, del control de potenciales fuentes de
infeccidn, prevencion de la transmision y terapéutico. Dado que las fuentes de
infeccion, los regimenes terapéuticos y los perfiles de susceptibilidad in vitro pueden

variar entre géneros o especies (109-112) .

El método convencional para la identificacion fangica se basa en el aislamiento del
hongo in vitro, a partir de muestras bioldgicas y en la posterior identificacién con base
en caracteristicas macroscoépicas y microscopicas apoyada, en algunos casos con

pruebas bioguimicas vy fisiol6gicas (67, 113-115).

Sin embargo, la identificacion basada en estos parametros aunque es la alternativa en
muchos laboratorios de diagndstico micélogico en paises en vias de desarrollo, tiene
limitaciones, principalmente en el caso de hongos filamentosos, debido a que requiere
de personal entrenado, debido a que la similitud morfolégica entre algunas especies,
dificulta la identificacion. Por otro lado, en algunos casos puede ser lento y no se logra
facilmente la esporulacion para identificar forma y tamafio de las estructuras de

reproduccion asexuada o la visualizacion de las formas de reproducciéon sexual. Todos
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estos factores pueden llevar a una incorrecta identificacién flngica y/o a retrasar la

identificacion precisa y oportuna del agente etiologico de la infeccién (67, 116-119).

En las Ultimas décadas se han generado cambios importantes en la taxonomia de
varios hongos (120-121), por lo que para la identificacién precisa de ellos se han ido
implementando técnicas de biologia molecular, en particular la secuenciacion de
diferentes dianas las cuales tienen la ventaja de ser mas rapidas, sensibles y
especificas que los métodos basados en caracteriticas fenotipicas (122). Sin embargo,
las técnicas sefaladas son costosas, requieren de tiempo para obtener los resultados
y personal entrenado; por lo que su uso en la identificacion de microorganismo en el
laboratorio de microbiologia de rutina es una alternativa aun lejana. En consecuencia
la busqueda de una prueba sencilla, costo-efectiva que supere en tiempo, sensibilidad
y especificidad, la identificacion fungica por los métodos convencionales o basadas en

secuencias de ADN, continda siendo una tarea pendiente.

El uso de EM MALDI-TOF para la identificacion de microorganismos es cada dia mas
frecuente, por proporcionar resultados rapidos con capacidad para discriminar entre
especies, es costo-efectiva cuando se compara con la identificacion por métodos
fenotipico convencionales, con la secuenciacion o con otras técnicas moleculares (99,

123-124).

Actualmente la identificacion de bacterias y levaduras por EM MALDI-TOF es exitosa y
se ha implementado en numerosos laboratorios de diagndstico microbiologico
alrededor del mundo (89, 125). No obstante el uso de esta tecnologia con los hongos
filamentosos, aunque ha sido Util para la identificacion de algunos géneros o especies
(126), aun es limitada para otros, debido a diferencias en la estructura celular o la baja
cobertura de las bases de espectros disponibles comercialmente de donde surge la
necesidad de la creacién de estas para la identificacion de hongos endémicos, o que

predominan en regiones tropicales como Colombia. Lo anterior implica una estricta
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estandarizacién de las condiciones para la obtencién de espectros reproducibles y

confiables (127-128).

Teniendo en cuenta lo anterior en el laboratorio Prolab S.A.S (Medellin-Colombia), se
detecté la necesidad de crear una base de espectros in house que, ademas, de
contener las principales especies que causan infecciones en piel y anexos a nivel
mundial, incluyera otras que aln no se encuentran en éstas, dada la prevelencia en

paises tropicales como el nuestro.

Finalmente lo que se prentende lograr es una identificacion rapida de aislamientos
clinicos de diferentes muestras apoyando, de esta manera, el inicio oportuno de los
tratamientos y el aporte de datos confiables para obtener informacién que contribuya al

conocimiento de la epidemiologia local de las infecciones flngicas.
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3. HIPOTESIS

La identificacion de hongos filamentosos que causan onicomicosis o dermatofitosis
por espectrometria de masas MALDI-TOF es superior a la identificacion por el método

fenotipico clasico y comparable con la secuenciacion genética.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Identificar por método clasico, espectrometria de masas MALDI-TOF y por
secuenciacién, hongos filamentosos causantes de onicomicosis o dermatofitosis,

recolectados en un laboratorio clinico en Medellin, Colombia.
4.2. Objetivo especifico

Crear espectros de referencia, in house, para la identificacién de hongos de los
géneros Microsporum, Nannizzia, Trichophyton, Neoscytalidium, Fusarium,

Aspergillus y Sporothrix por EM MALDI-TOF.

e Validar los espectros de referencia construidos, in house, con cepas Yy
aislamientos clinicos previamente identificados por métodos clasicos vy

moleculares.

e Determinar la concordancia entre la identificacién de hongos filamentosos por

métodos clasicos, secuenciacion y por EM MALDI-TOF.

e Determinar la concordancia entre la identificacién de aislamientos clinicos por

la biblioteca construida in house y por una de las bibliotecas comerciales.
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5. METODOLOGIA

5.1. Cepas y aislamientos flingicos

Para la creacion de la base de espectros propios in house, se utilizaron 21 cepas o

aislados de diferentes especies de hongos filamentosos de importancia clinica que se

identificaron previamente por secuenciacién de una o varias dianas (Tabla 1). Quince

cepas (15), fueron suministradas por el Dr. Nelson Lima de la Micoteca de la

Universidad de Minho (Braga, Portugal), tres por el Grupo de Investigacion

Dermatoldgica (GRID), Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia), dos por la Dra.

Maria del Rocio Reyes Montes del Laboratorio de Micologia Molecular, Facultad de

Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y una por la Dra. Emilia

Mellado del Instituto de Salud Carlos Ill (Madrid, Espafia).

Tabla 1. Cepas y aislamientos de hongos filamentosos utilizadas para la

creacion de los espectros de referencia in house

CEPA
Aspergillus niger MUM 92.13
Aspergillus. terreus MUM 94.09
Aspergillus flavus MUM 10.200
Aspergillus fumigatus MUM 16.03

Aspergillus tubingensis MM-141
Aspergillus westerdijkiae MM 117
Aspergillus lentulus CM -1290
Fusarium oxysporum MUM 14.05
Fusarium verticilloides MUM 16.143
Fusarium proliferatum MUM 16.144
Fusarium graminearum U de A 6003

CEPA
Microsporum canis
Nannizzia gypsea
Neoscytalidium dimidiatum
Sporothrix pallida
Sporothrix globosa
Sporothrix mexicana
Sporothrix schenckii s.str
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Trichophyton interdigitale

MUM 09.1
MUM 10.135
MUM 17.21
MUM 17.04
MUM 17.06
MUM 17.07
MUM 17.25
MUM 09.12
MUM 09.19
MUM 09.21

MUM: micoteca Universidad de Minho, MM: colecciéon Universidad Nacional Autbnoma de

México, U de A: Universidad de Antioquia, CM: Coleccion de hongos miceliales, Instituto de

Salud Carlos Ill. Fuente: creacion propia.
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5.2. Definicién de los tiempos de crecimiento de las diferentes cepas

Para la estandarizacion de los tiempos de crecimiento, las cepas fueron sembradas en
medio sélido Sabouraud cloranfenicol (Biomerieux®, Paris, Francia), realizando una
evaluacién cada 12 horas para observar el crecimiento. A partir de un crecimiento
macroscopicamente visible se realizaron ensayos con el fin de cumplir los parametros

de masas, (70) y frecuencias (=75 %).

5.3. Obtencion de proteinas a partir de los micelios para la creacion de los

espectros de referencia

Las proteinas se extrajeron siguiendo el protocolo publicado por Packeu et al. 2013
(102), con algunas modificaciones. Se partié de cultivos de las cepas o aislamientos
en el medio soélido Sabouraud cloranfenicol (Biomerieux®, Paris, Francia), con tiempos

de incubacién que variaron de acuerdo al género y/o especie.

La temperatura de incubacion fue de 28 °C = 2. En el momento en el que el micelio fue
visible, se removié suavemente con un palillo de madera y se suspendid en una
mezcla de 900 pL de etanol y 300 yL de agua destilada en un microtubo de 1500 pL
(KIMA, ltalia). La mezcla se homogeneizd con vortex y posteriormente se centrifugo
durante 5 min a 16,089 g. El sobrenadante se retir6 cuidadosamente hasta dejar el
precipitado seco para agregar 50 pyL de acido férmico (70 %). Se homogeneiz6
nuevamente y se dejo reposar durante 15 min; posteriormente se adicion6 50 pL de
acetonitrilo (100 %), nuevamente se dejo reposar el mismo tiempo, para finalmente

obtener el sobrenadante por centrifugacién durante 2 min a 16,089 g (Figura 2).
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Obtencion del micelio  Mezcla micelio+ etanol+agua  Obtencidn del precipitado Obtencidn de proteinas en el
anhrenadante

FIGURA 2. PROCEDIMIENTOS PARA LA OBTENCION DE LAS PROTEINAS A PARTIR DE LOS MICELIOS

Fuente: creacion propia.

5.4. Creacion de los espectros de referencia

La creacién de bases de espectros in house es importante, entre otras cosas, por la
necesidad de espectros de referencia de género o especies circulantes a nivel local y
de los cuales se carece en las librerias comerciales. Proporcionar condiciones
similares entre la fabricacion de espectros de referencia y la identificacion de los
aislamientos aumenta la probabilidad de una buena identificacion. Un aspecto crucial
en la creacién de los espectros es tratar de cubrir la heterogeneidad entre cepas o

aislamientos de la misma especie o entre subcultivos de la misma cepa.

Para la creacion de los espectros de referencia se realizaron cuatro cultivos (réplicas
biologicas) (Figura 3A), de cada una de las cepas o aislamientos clinicos indicados en
la Tabla 1 (129). De cada cultivo se extrajeron las proteinas de las cuales se depositd
1luL en ocho posiciones de la placa de acero (Bruker Daltonics Bremen, Alemania)
(Figura 3B). Las muestras se dejaron secar y se mezclaron con 1ulL de matriz (acido

o-ciano-4-hidroxicinamico, Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).

22



Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3 Cultivo 4

Estédndar bacteriano

Cultivo1
Cultivo 2
Cultivo 3
Cultivo 4

FIGURA 3. ESQUEMA DE LA OBTENCION Y DISTRIBUCION DE LOS EXTRACTOS PROTEICO
PARA LA CONSTRUCCION DE LOS ESPECTROS DE REFERENCIA
A) Réplicas biolégicas; B) Muestras (8) del extracto proteico de cada cultivo. Fuente: creacion

propia.

La placa se introdujo en el EM MALDI-TOF Microflex LT Bench top mass spectrometer
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) (Figura 4A), el cual se programd utilizando la
herramienta AutoXecute contenida en el software FlexControl 3.3, para la adquisicion
de los espectros. Se realizaron tres lecturas de cada una de las 8 posiciones (réplicas
técnicas) (Figura 3B), generando asi 24 espectros (Figura 4B), que conformarian el
espectro de referencia de cada una de las réplicas bioldgicas. Posteriormente, estos
fueron analizados con el software Maldi Biotyper 3.1 para confirmar el cumplimiento de

los criterios establecidos por el fabricante para la aceptacion de un espectro de
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referencia. Por cada cepa se obtuvieron cuatro espectros de referencia (Figura 4C).

Cultivo #1
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Espectro de referencia #1
Espectro de referencia #2
Espectro de referencia #3
Espectro de referencia #4




A) Distribucién de los extractos proteicos para la obtencidon de los cuatro
referencia por cultivo. B) Adquisicién de los espectros a partir de cada muestr
) _ Microflex LT bench-top
MALDI-TOF Microflex LT Bench top mass spectrometer. C) Espectro de referencia eaifeseaagitetre

por 24 espectros a partir de una de las réplicas bioldgicas. Fuente: creacion propia.
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Ademas, se tuvo en cuenta el criter |4

(comunicacién personal) que consistié en que si las ocho muestras de un cultivo que
se usaron para la obtencién de uno de los cuatro espectros de referencia (Figura 3B),
se analizaban como muestras con el software Maldi Biotyper RTC 3.1, el puntaje de la

lectura debia ser = 2.3.

Para control de la técnica y verificacion de la calibracion del equipo en cada analisis se
incluyé un estandar bacteriano compuesto por extracto de Escherichia coli, RNAsa y

mioglobina (BTS Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) (Figura 3B).

5.4. Validacidén de los espectros de referencia

La parte final de la creacion de la biblioteca in house consistié en la validacion de los
espectros de referencia con cepas o aislamientos clinicos de las mismas especies con
las que fueron creados (Tabla 2). Los aislamientos clinicos se obtuvieron de pacientes
qgue acudieron al diagndstico micolégico al laboratorio clinico Prolab S.A.S (Medellin,
Colombia), o a la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia (Medellin,
Colombia), quienes fueron identificados por secuenciacion de una o varias dianas
moleculares. Ademas, se incluyeron las cepas B. bassiana LAMFU 2460 y P.

commune LAMFU 2748 (Miles LA, Lopera CA, Gonzalez A, Cepero de Garcia MC,
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Franco AE y Restrepo S) como controles negativos. Los extractos proteicos de cada
hongo se analizaron por cuadruplicado con el software Maldi Biotyper RTC 3.1,y solo
si el puntaje de la lectura de las cuatro muestras supera el criterio de especie = 2.0,
establecido por la casa comercial. Ademas, se hizo una identificacion paralela con la
base de espectros comercial para hongos filamentosos (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemania).

Tabla 2. Cepas y aislamientos clinicos usados para la validacion de los

espectros de referencia construidos in house

HONGO HONGO

Aspergillus flavus ATCC 204305 Microsporum canis Prolab 04080969

Aspergillus flavus MM-122  Microsporum canis Prolab
8101402

Aspergillus terreus CDC 315 Nannizzia gypsea Prolab
10020410

Aspergillus fumigatus ATCC 204304 Neoscytalidium dimidiatum Prolab
6232194

Aspergillus fumigatus CBS 133.61  Neoscytalidium dimidiatum Prolab
1120471

Aspergillus niger MM 129  Penicillium commune LAMFU
2748

Aspergillus niger(brasiliensis) ATCC 16404  Sporothrix globosa UdeA
14879

Aspergillus tubingensis MM 141 Sporothrix globosa UdeA
0004

Aspergillus lentulus M - 7152  Sporothrix schenckii s.str. U de A
15565

Aspergillus lentulus M- 7140  Sporothrix schenckii s.str Ude A
7027

Fusarium oxysporum CNSG Trichophyton rubrum ATCC
28188

Fusarium oxysporum ATCC 48112  Trichophyton rubrum Prolab
8191487

Fusarium proliferatum LAMFU 2461 Trichophyton interdigitale ATCC
24198

Beauveria bassiana LAMFU 2460  Trichophyton interdigitale  Prolab 9050951

MM: coleccién Universidad Nacional Auténoma de México, U de A: Universidad de Antioquia,
CNSG: Centro Nacional de Secuenciacion Gendmica, Universidad de Antioquia. CDC: Centro
de control y prevencion de enfermedades. CBS: Centro de Biodiversidad flingica. Fuente:
creacion propia.
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5.5. Aislamientos clinicos e identificacion

Se estudiaron 52 hongos filamentosos aislados de pacientes con onicomicosis o0 con

dermatofitosis correspondientes a 36 dermatofitos y a 16 N. dimidiatum.

5.6. Identificacion por métodos fenotipicos convencionales

La identificacibn convencional de los aislamientos se hizo a partir de cultivos
incubados a 28 °C durante siete dias para las especies del grupo de los dermatofitos,
o0 cinco para Neoscytalidum spp. Inicialmente se analizaron las caracteristicas
macroscépicas de las colonias, color y textura, por el anverso y presencia o ausencia
de pigmento por el reverso. Posteriormente, se evaluaron las caracteristicas
microscopicas: presencia, forma y organizacion de macroconidios o microconidios. La
identificacion fenotipica se realiz6 de acuerdo a las claves del Atlas of Clinical Fungi
(116). En caso de que el hongo no hubiese esporulado, se realizaron microcultivos en
el medio papa dextrosa agar (PDA, MDM® Medellin, Colombia), incubados a 28 °C

hasta lograr la esporulacion.

5.7. Identificacion molecular

5.7.1. Obtencidén de la biomasa para la extraccién del DNA

Los aislamientos clinicos de los géneros Trichophyton, Microsporum, Neoscytalidium,
Fusarium, Aspergillus y Sporothrix; se cultivaron en PDA (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, England) a 28 °C durante 5 dias. A excepcién de Sporothrix spp., la
biomasa se obtuvo transfiriendo un trozo del cultivo de 0,2 cm? (aproximadamente) a
un microtubo de 1500 uL (KIMA, Italia), el cual contenia 1000 puLde medio YM (Yeast-
Malt, Basingstoke, Hampshire, England). La mezcla se mantuvo en agitacion
constante a temperatura ambiente por 10 dias. Posteriormente se centrifugé por 10

min a 14,000 g, se descartd el sobrenadante y se afiadieron 1000 pyL de agua
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destilada estéril, se centrifugd nuevamente y se retiré el sobrenadante, se dejo secar

el precipitado y se conservo a - 20 °C hasta su uso (Figura 5).

Para Sporothrix spp., se obtuvieron colonias aisladas las cuales se cultivaron
nuevamente en PDA (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) a 28 °C durante 5
dias. Finalmente el cultivo, que se obtuvo de una sola colonia, se cubrié con 1 mL de
medio YPD (extracto de levadura 1 %, peptona 2 % y glucosa / dextrosa 2 %). Los
conidios y las hifas se recolectaron y transfirieron a 5 mL del mismo medio liquido
contenido en cajas Petri pequefias. Después de cinco dias la biomasa se secd a

temperatura de laboratorio y se almacend a - 70 °C.

Incubacién Agitacién en medio liquido ~ Centrifugacion Biomasa
28 °C por 5 dias diez dias a 26 °C 10 min a 14000 g fungica

FIGURA 5. PROCEDIMIENTO GENERAL PARA LA OBTENCION DE LA BIOMASA FUNGICA
Fuente: creacion propia.

5.7.2. Extraccion del ADN

La biomasa obtenida se transfiri6 a tubos Lysing matrix MP Biomedicals (Santa Ana,
California, EE. UU), se agregaron 500 uL de tampén de lisis (Tris-HCI 200 mM, pH 8,5,
NaCl 250 ml. EDTA 25 mM, SDS al 0,5 % [p / v]) y aproximadamente 300 mg de
perlas de vidrio estériles de 1,25 a 1,65 mm de diametro (Sigma, St. Louis, MO, EE.
UU) (Figura 6). Seguidamente se procedid a realizar ruptura celular en un FastPrep®-

24 Classic Instrument (MP Biomedicals), por 40 seg; posteriormente se incubé en
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bafio maria por 30 min a 65 °C y se centrifugd por 10 min a 14,000 g. Del
sobrenadante se tomaron 500 uL a los cuales se les adiciondé 500 yL de acetato de
sodio 3M frio (pH 5,5) para precipitar los polisacaridos y las proteinas. Esta mezcla se
homogeneizé suavemente por inversion, se incubd a - 20 °C durante 10 min y se
centrifugdé a 14,000 g durante 10 min. La precipitacién del ADN se logré por la adicién
de 500 pL de isopropanol a 500 pyL del sobrenadante de la muestra; la solucién se
mezclé suavemente por inversion y se incubd a temperatura ambiente durante 1,30 h.
Finalmente se centrifugé a 14,000 g durante 10 min y el sedimento se lavé dos veces,
por centrifugacion a 6,000 g durante 7 min, con 500 L de etanol al 70 % frio. EI ADN
se resuspendié en 50 pyL de agua estéril ultrapura, se cuantific6 en un NanoDrop™

(Thermo Scientific™ Waltham, MA EE. UU) y se almacené a - 20 °C hasta el uso.

Masa fungica + perlas Ruptura de estructuras  Incubacionde la muestraa Obtencion del
+ buffer fingicas 30 mina65°C sobrenadante

K_ -
y ¥
1
i

,,:

£/

il

Almacenamiento Cuantificacién del Obtenci6n del
a-20°C ADN ADN

FIGURA 6. PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE ADN
Fuente: creacion propia.
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5.7.3. Amplificacién de las dianas por PCR

Se seleccionaron secuencias para la amplificacion y posterior secuenciacion
dependiendo de los géneros. La diana en Trichophyton spp, Microsporum spp,
Neoscytalidium spp y Fusarium spp, fue la region no codificante ITS1+5.8SDNAr+ITS2
del ADN ribosémico la cual se amplific6 utilizando los iniciadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3Y) (130).
En las especies de Aspergillus spp, se amplificé la regiobn que contiene los exones 3y
4 del gen que codifica para la pB-tubulina con los iniciadores Bt2-F (5'-
GGCTAACCAAGATATCGGTGCCTGCCT-3) y Bt2-R (5
ACCCTCAGGTGTAGTGACCCTTGGC-3") (131). En el caso de Sporothrix spp se
emplearon los marcadores moleculares ITS-1+5.8SDNAr+ITS-2 y B-tubulina (exén 3y
4) los cuales fueron amplificados con los iniciadores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) y Bt2-
F (5'-GGCTAACCAAGATATCGGTGCCTGCCT-3) y Bt2-R (5-

ACCCTCAGGTGTAGTGACCCTTGGC-3"), respectivamente (60).

Las PCRs se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 9700. Los
productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1 % y se purificaron utilizando el

kit NZYgelpure de NZTtech (Lisboa, Portugal).

5.7.4. Secuenciacién y analisis

La secuenciacion se realizd por el método de Sanger/capilar utilizando la direccion del
primer reverse en el laboratorio STAB Vida (Lisboa, Portugal). Las secuencias fueron
editadas utilizando el programa Bioedit versién 7 y comparadas con la base de datos
BLASTN  (http://www.blast.ncbi.nim.nih.govBlast.cgi). La identificacion de los

aislamientos se llevé a cabo en la Universidad de Minho (Portugal).
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5.8. Identificacion por EM MALDI-TOF

Una vez identificados los aislamientos por los métodos fenotipicos clasicos y por
secuenciacion se realizo el procedimiento descrito en la (Figura 2) para la extraccion
de proteinas. A partir de cada aislamiento se obtuvieron cuatro espectros que fueron
comparados con los espectros de referencia construidos in house y con la biblioteca
comercial de hongos filamentosos (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania), utilizando el
software Maldi Biotyper 3.1. La confirmacion de género se hizo con una puntuacion
entre 1,700 - 1,999, de especie > 2,00 y una puntuacion < 1,699 se consideré no
identificacion (NI). En todos los procedimientos se utilizé la configuracion por defecto
del equipo. Las muestras fueron probadas por cuadruplicado y por o menos tres de
cuatro (3/4) resultados debian estar dentro del mismo rango para ser tomados como

validos.
5.9. Analisis de estadistico

Se analiz6 la concordancia entre la identificacion de las cepas o aislados, que se
utilizaron en la validacién, tanto por la biblioteca in house como por la comercial de
hongos filamentosos (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania), para ello se calculé el
coeficiente kappa de cohen (k) con el paquete estadistico SPSS version 25. Ademas,
se analizé la concordancia entre la identificacion por el método clasico, por la
secuenciacion y por EM MALDI-TOF. La interpretacion de los resultados se llevo a

cabo de acuerdo a las categorias definidas por Landis y Koch 1977 (132) (Tabla 3).

Tabla 3. Categorias de acuerdo a los valores del coeficiente kappa de cohen

indice kappa Grado de acuerdo
< 0,00 Sin acuerdo
0,0-2,0 Insignificante
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0,21-0,4 Mediano

0,41-0,6 Moderado
0,61 -0,8 Sustancial
0,81-1,00 Casi perfecto

Fuente: creacion propia

6. RESULTADOS

El trabajo se inici6 con la construccion de una base de espectros in house para
identificar hongos filamentosos aislados en un laboratorio clinico de la ciudad de
Medellin, los cuales son agentes etiolégicos de onicomicosis y dermatofitosis. Para la
creacion de los espectros de referencia se estandarizaron las condiciones de tiempo

de los cultivos; medio, temperatura y método de extraccion de proteinas. Utilizando
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cepas de colecciones internacionales y un aislamiento clinico identificado por
secuenciacion. Los espectros de referencia fueron validados con cepas y aislamientos

clinicos autoctonos previamente secuenciados.

6.1. Definicién de los tiempos de crecimiento de las diferentes cepas para la

obtencion de proteinas

Inicialmente se definen los tiempos minimos de crecimiento de las diferentes cepas en
los que se pudieran obtener las proteinas suficientes para lograr espectros que
cumplan con los criterios de calidad recomendados por el fabricante (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania). El tiempo de crecimiento varié entre géneros o especies, se nota,
ademas, que las especies del complejo Sporothrix fueron las que menos tiempo de
crecimiento requirieron (36 h), mientras que el tiempo para M. canis y complejo T.

rubrum fue de (96 h). En la (Tabla 4), se indican los tiempos requeridos en cada caso.

Tabla 4. Tiempo de crecimiento de los diferentes géneros o especies fungicas

para la obtencién de proteinas y generacién de los espectros de referencia

Hongo Tiempo de crecimiento (h)
Aspergillus spp., Fusarium spp, N.gypsea y T. interdigitale 48
Sporothrix spp. 36
T. tonsurans y N. dimidiatum 72
M. canis 'y T. rubrum 96

Fuente: creacion propia
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6.2. Creacidn de los espectros de referencia

Los espectros de referencia se construyeron con cuatro subcultivos de la misma
especie (réplicas bioldgicas) de los siguientes géneros: Fusarium, Aspergillus,
Microsporum, Trichophyton, Sporothrix y Neoscytalidium (Tabla 5). Se construyeron
cuatro espectros de referencia por cada especie incluida, cada uno conformado por 20
a 24 espectros (réplicas técnicas). A modo de ejemplo, en la Figura 7 se muestra el

espectro de referencia de F. proliferatum MUM 16.144 conformado por 24 espectros.

Mass Spectrum =]

Intens:
[a.u]
X104’

FIGURA 7. ESPECTRO DE REFERENCIA DE LA CEPA F. PROLIFERATUM MUM 16.144

El eje (Y) corresponde a la intensidad de cada pico (masa) y el eje (X) a la relacién masa carga
de cada proteina. Fuente: creacion propia.

En cada espectro de referencia se verificé la deteccion de 70 picos (correspondientes

a 70 masas proteicas) con frecuencias = 75 %. En la Figura 8 se indican las
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frecuencias de 25 masas de las 70 obtenidas en el espectro de referencia de F.

proliferatum MUM 16.144.

() MALDI Biotyper MSP Peak List Editor. Version: 3.1.66.0 = | B S
Fusarium prolferatum MUM 16.144 #3 (70 Peaks)

miz [Da] Intensity [*% Weight [ Frequency [*] In Peak Lists | =
> 028 32 2753 100.00 9.7 22
3054 46 12.75 100.00 .7 22

32273 8.39 100.00 1000 24 |=
3167.09 10.59 100.00 100.0 24
337579 8.49 100.00 1) 22

3452 70 7.80 100.00 100.0 24
3540 36 11.13 100.00 100.0 24
17 848 100.00 100.0 24
66616 5.52 100.00 S58 23
3525 32 4863 100.00 100.0 24
407814 9.15 100.00 1000 24
412250 8.30 100.00 100.0 24
4371.21 1568 100.00 100.0 24
4R03 56 2934 100.00 100.0 24
488178 10.65 100.00 100.0 24
4610.70 6.38 100.00 g5.8 23
4653 68 10.07 100.00 100.0 24
481377 15.00 100.00 1000 24
485616 10.52 100.00 100.0 24

B00S 62 13.78 100.00 100.0 2 .

ok | | Canesl | Help

FIGURA 8. MASA Y FRECUENCIA DE 25 DE LAS 70 PROTEINAS DEL ESPECTRO DE
REFERENCIA DE F. PROLIFERATUM MUM 16.144

Fuente: creacion propia.

Posterior a la creacion de los espectros de referencia, los extractos proteicos utilizados
se trataron como muestras con el fin de confirmar la capacidad de estos para
identificar las respectivas cepas, para lo que se realizaron 32 lecturas
(correspondientes a ocho muestras por cultivo y a cuatro réplicas por cepa). En la
Figura 9 se indican los puntajes que resultaron de las 32 lecturas correspondientes a
los extractos proteicos de los cuatro cultivos de F. proliferatum 16.144 al ser

analizados como muestras.
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10 HName & Position  Chip Detected Species Score
w : Fproliferatu ; F proliferatum #1 A3 1] Fusarium proliferatum 2693
w : F.proliferatu : F proliferatum #1 Ad 0 Fusanum proliferatum 2875
w : F.proliferatu | F proliferatum #1 AR 0 Fusarium proliferatum 27
w : F.proliferatu : F proliferatum #1 Ag 0 Fusanum proliferatum 2750
w : Fproliferatu | F proliferatum #1 AT 1] Fusarium proliferatum 2755
w : F.proliferatu : F proliferatum #1 A3 0 Fusarium proliferatum 2684
w i F proliferatu | F proliferatum #1 A3 0 Fusarium proliferatum 2744
w : F.proliferatu : F proliferatum #1 A10 0 Fusarium proliferatum 2742
w i F.proliferatu | F proliferatum #2 B1 0 Fusarium proliferatum 2620
w : F.proliferatu : F proliferatum 52 B2 0 Fusarium proliferatum 2651
w i F proliferatu | F proliferatum #2 B3 0 Fusarium proliferatum 2652
w : F.proliferatu : F proliferatum 52 B4 0 Fusarium proliferatum 2755
w i F.proliferatu | F proliferatum #2 B5 0 Fusarium proliferatum 2770
w : F.proliferatu : F proliferatum 52 BG 0 Fusarium proliferatum 2746
w i F proliferatu | F proliferatum #2 B7 0 Fusarium proliferatum 2707
w : F.proliferatu : F proliferatum §2 B2 0 Fusarium proliferatum 2683
w i F.proliferatu | F proliferatum #3 C1 0 Fusarium proliferatum 2731
w : F.proliferatu : F proliferatum £3 c2 0 Fusarium proliferatum 2742
w  F.proliferatu | F proliferatum #3 C3 0 Fusanium proliferatum 2735
w : F.proliferatu : F proliferatum #3 C4 0 Fusarium proliferatum 2745
w  F.proliferatu | F proliferatum £3 Ch 0 Fusarium proliferatum 2658
w : F.proliferatu : F proliferatum £3 C6 0 Fusarium proliferatum 2758
w  F.proliferatu  F proliferatum #3 ) 0 Fusanum proliferatum 2658
w : F.proliferatu : F proliferatum #3 Ca 0 Fusarium proliferatum 2688
w  F.proliferatu | F proliferatum 54 m 0 Fusarium proliferatum 2763
w : Fproliferatu : F proliferatum #4 02 1] Fusarium proliferatum 2670
w  F.proliferatu : F proliferatum 54 03 0 Fusanium proliferatum 2688
w : Fproliferatu : F proliferatum #4 04 1] Fusarium proliferatum 2733
w  F.proliferatu : F proliferatum 54 D& 0 Fusarium proliferatum 2636
w : Fproliferatu ; F proliferatum #4 D& 0 Fusarium proliferatum 2714
w : F.proliferatu  F proliferatum 54 o7 0 Fusarium proliferatum 2732
w : F proliferatu ; F proliferatum #4 0] 1] Fusarium proliferatum 2630

FIGURA 9. IDENTIFICACION Y PUNTAJE DE LAS 32 MUESTRAS DEL EXTRACTO PROTEICO DE
LOS CUATRO CULTIVOS DE F. PROLIFERATUM MUM 16.144 (#1, #2, #3 Y #4)

Fuente: creacion propia.

El puntaje de las lecturas oscil6 entre 2,62 y 2,76 cumpliendo asi con el criterio
definido para aprobar inicialmente el espectro creado. En la Tabla 5 se presentan los
rangos de los puntajes de todas las cepas (21), al ser analizadas como muestras. Los

valores oscilaron entre 2,55 - 2,80 lo que indicé que las cepas fueron identificadas

correctamente por el respectivo espectro de referencia.
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Tabla 5. Rangos de los puntajes obtenidos de cuatro lecturas de los extractos de

proteinas de cada una de las 21 cepas o aislamientos al retar los espectros de

referencia
Cepa Rango Cepa Puntaje
Aspergillus flavus MUM 10.200 2,63-2,64  Fusarium graminearum MUM 17.22 2,62 -2,80
Aspergillus fumigatus MUM 16.03 2,74 - 2,75  Microsporum canis MUM 09.17 2,65-2,71
Aspergillus terreus MUM 94.09 2,69 -2,73  Microsporum gypseum MUM 10.135 2,61-2,72

Aspergillus  niger(brasiliensis) MUM 2,67 - 2,70  Neoscytalidium dimidiatum MUM 17.21 2,70 -2,74
92.13

Aspergillus tubingensis MM 141 2,73-2,77  Trichophyton tonsurans MUM 09.19 2,65 - 2,63
Aspergillus lentulus CM 1290 2,68 - 2,73  Trichophyton interdigitale MUM 09.21 2,66 - 2,74
Aspergillus westerdiijkiae MM 1170 2,61-2,63 Trichophyton rubrum MUM 09.12 2,68 -2,75
Fusarium verticilloides MUM 16.143 2,65-2,71  Sporothrix schenkii s.str MUM 17.25 2,67-2,71
Fusarium oxysporum phaseloi MUM 2,68 - 2,70  Sporothrix globosa MUM 17.06 2,59-272
14.05

Fusarium proliferatum MUM 16.144 2,72 -2,75  Sporothrix mexicana MUM 17.07 2,55-2,78
Sporothrix pallida MUM 17.04 2.65-2.71

Fuente: creacion propia.

En cada lectura de MALDI TOF, se verificd el funcionamiento del equipo (Microflex LT
Bench-top mass spectrometer Bruker Daltonics, Bremen, Alemania) con el estandar
bacteriano (BTS Bruker Daltonics) en el cual era requisito la observacién de ocho

proteinas.

6.2.1 Validacién de los espectros de referencia

Con el fin de validar los espectros de referencia generados se utilizaron 16 cepas y 12
aislamientos clinicos previamente identificados por secuenciacién (Tabla 6). Los
extractos proteicos de los 28 hongos incluidos se analizaron por cuadruplicado tanto
con la biblioteca construida in house como con la comercial para hongos filamentosos
(Bruker, Daltonics, Alemania). La confirmacion de género se realizé con un rango de
puntuacion entre 1.7 y 1.999 y de > 2.0 para especie. Una puntuacion < 1,699 se
considerd no identificacion (NI). En la Tabla 6 se muestran los resultados de las cuatro

lecturas del extracto proteico de cada hongo asi como la ubicacion de acuerdo a la
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categoria (especie, género o NI). Un hongo se considerd correctamente identificado
cuando minimo tres lecturas de cuatro (3/4) permitieran ubicar el hongo dentro del

mismo rango de puntuacion.

Los espectros de referencia de las especies S. pallida, S. mexicana, A. westerdiijkiae,
F. graminearum, T. tonsurans y F. verticilloides no fueron validados debido a la
carencia de cepas o aislamientos clinicos, secuenciados de cada una de estas
especies. Aunque el espectro de Nannizzia gypsea fue probado con una cepa
secuenciada, no fue posible la identificaciébn, por tanto no se validé el espectro

construido para esta especie.
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Tabla 6. Resultados de la validacion de la biblioteca construida in house y por la

comercial para hongos filamentosos

Identificacién por EM MALDI-TOF

Identificacién por

- Biblioteca
secuenciacion

In house Comercial

22,000 1,700- 1,699 =2,000 1,700- <=1,699

1,990 1,990

A. fumigatus (1)* 4/4 4/4

A. fumigatus (1)* 4/4 1/4 3/4

A. flavus (2)* 4/4 4/4 4/4
A. flavus (1)* 4/4 4/4 4/4
A. niger 1)* 4/4 4/4
A. niger (1)* 4/4 3/4 1/4 4/4
A. tubingensis (1)* 4/4 ND
A. terreus (1)* 4/4 3/4 1/4

F. proliferatum (1)* 4/4 4/4
F. oxysporum (1)* 4/4 - 4/4
F. oxysporum (1)t 4/4 4/4

B. bassiana (1)* ND 4/4 4/4
P. commune (1)* ND 4/4 4/4

N. dimidiatum (1)t 4/4 ND
N dimidiatum (1) 4/4 ND
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S. schenckii  s.str 4/4 4/4

@t S. schenckii 4/4 4/4
s.str (1)t

S. globosa (1)t 4/4 ND
S. globosa (1)1 4/4 ND
T. rubrum ()* 4/4 - - 4/4
T. rubrum (1)t 4/4 1/4 2/4 1/4
T. interdigitale (1)* 4/4 1/4 1/4
T. interdigitale (1)t 4/4 2/4 2/4 2/4
M. canis @t 4/4 4/4 - -
M. canis (1)t 4/4 1/4 1/4 2/4
M. gypseum (1) 4/4 4/4
A, lentulus (1)t 4/4 ND
A. lentulus (1)1 4/4 ND
Total 28

* Cepas (16) T Aislamientos identificados por secuenciacion (12). ND; Espectro no disponible
en la biblioteca. Fuente: creacion propia.

Los espectros de referencia correspondientes a las especies S. globosa, A.
tubingensis, N. dimidiatum y A. lentulus no estan contenidas en la biblioteca comercial,
de ahi la necesidad de suplementar la biblioteca in house con diferentes cepas con el

fin de ampliar la posibilidad de identificacién.

La evaluacion de la concordancia entre la identificacion por secuenciacion molecular y
por EM MALDI - TOF, en el proceso de validacion de la biblioteca in house asi como
con la comercial para hongos filamentosos fue casi perfecta (k= 0,876) y mediana

(x=0,245), respectivamente.
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Utilizando la base de datos comercial, B. bassiana no fue identificada y P. commune
fue identificado hasta género, a pesar de contener espectros de referencia para ambas

especies.

Finalmente se evaluaron los espectros de referencia con 52 aislamientos clinicos,
previamente identificados por métodos fenotipicos clasicos y por secuenciacion. En la
(Tabla 7) se muestra la identificacibn por métodos fenotipicos clasicos, por
secuenciacion y el puntaje de la identificacion por EM MALDI-TOF tanto con la libreria

de espectros construida in house como con la comercial.

Tabla 7. Identificacién de aislamientos clinicos por métodos fenotipicos
clasicos, secuenciacion y por EM MALDI-TOF usando dos bibliotecas de

espectros
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Identificacion por EM MALDI-TOF

Biblioteca
Identificacié Identificacio
n fen’ot_lplca n por_ . In house Comercial
clasica secuenciaci
on
=2,000 1,70 < =2,000 1,700-
0- 1,699 1,990
1,99
0
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 6232194
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4

spp 1120471

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 8180804

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 1231212

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 11041094

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 8180808

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 01101401

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 03060498

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4
spp 03230926
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<
1,699

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND



Identificacion por EM MALDI-TOF

Biblioteca
Identificacié Identificacié
n fen’ot_lplca n por_ . In house Comercial
clasica secuenciaci
on
22,000 1,70 < 22,000 1,700- <
0- 1,699 1,990 1,699
1,99
0

Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4 ND
spp 02130930
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4 ND
spp 04030583
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4 ND
spp 09081454
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4 ND
spp 08221449
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4 ND
spp 08050929
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4 ND
spp 08100962
Neoscytalidium  N. dimidiatum 4/4 ND
spp 8180808
T. rubrum  T. rubrum 4/4 4/4
8191487
T. rubrum  T. rubrum 4/4 4/4
8090813
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Identificacié
n fenotipica
clasica

T. rubrum

4240487

T. rubrum
10101320

T. rubrum
10191363

T. rubrum
10211117

T. rubrum
09230998

T. rubrum
09261143

T. rubrum
06230571

T. rubrum
09291108

T. rubrum
0622050

Identificacié
n por
secuenciaci
6n

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

22,000

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

In house

Identificacion por EM MALDI-TOF

Biblioteca
Comercial
1,70 < 22,000 1,700-
0- 1,699 1,990
1,99
0
4/4
4/4
4/4
1/4 2/4
2/4
2/4 2/4
3/4 1/4
1/4
1/4
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<
1,699

1/4

2/4

3/4

3/4



Identificacié
n fenotipica
clasica

T. rubrum
05231315

T. rubrum
7112452

T. rubrum
09080820

T.
mentagrophyte
s complejo
06291154

T.
mentagrophyte
s complejo
9050953

T.
mentagrophyte
S complejo
05110468

T.
mentagrophyte
s complejo
08241373

Identificacié
n por
secuenciaci
6n

T. rubrum

T. rubrum

T. rubrum

T. interdigitale

T. interdigitale

T. interdigitale

T. interdigitale

Identificacion por EM MALDI-TOF

In house
=2,000 1,70
0-
1,99
0
4/4
4/4
3/4 1/4
2/4 Ya
T.tonsuran
s
4/4
4/4
3/4
T.tonsura
ns
1/4

<

1,699

Ya
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Biblioteca

Comercial

22,000 1,700-

1,990

4/4

2/4

3/4

1/4

4/4

3/4

<

1,699

2/4

4/4

1/4

3/4

1/4



Identificacié
n fenotipica
clasica

T.
mentagrophyte
S complejo
09050952

T.
mentagrophyte
s complejo
11071240

T.
mentagrophyte
S complejo
062911154

T.
mentagrophyte

s complejo

10031795

T.
mentagrophyte

s complejo

Identificacié
n por
secuenciaci
6n

T. interdigitale

T. interdigitale

T. interdigitale

T. interdigitale

T. interdigitale

22,000

Identificacion por EM MALDI-TOF
Biblioteca

In house

1,70 <
0- 1,699
1,99
0

T.interdigit

ale

4/4

T.tonsuran

S

4/4

4/4

4/4

4/4
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Comercial

22,000 1,700- <

1,990 1,699

4/4

3/4
1/4

T. equinum

2/4

T.mentagrophyt
es

2/4

T.tonsurans

4/4

T.mentagrophyt
es var erinacei

1/4 3/4



Identificacié
n fenotipica
clasica

03130607

T.
mentagrophyte
s complejo
09132365

T.
mentagrophyte
S complejo
09050952

M. canis
4080969

M. canis
8101402

M. canis
10201597

M. canis
11291730

M. canis
08230588

Identificacié
n por
secuenciaci
6n

T. interdigitale

T. interdigitale

M. canis

M. canis

M. canis

M. canis

M. canis

22,000

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

4/4

Identificacion por EM MALDI-TOF

In house

Biblioteca
Comercial
1,70 < =2,000 1,700-
0- 1,699 1,990
1,99
0
T.mentagrophyt
es
4/4 4/4
T.tonsu
rans
4/4
4/4
1/4 1/4
4/4
3/4 1/4
1/4

47

1,699

2/4

3/4



Identificacion por EM MALDI-TOF

Biblioteca
Identificacié Identificacio
n fen’ot_lplca n por_ . In house Comercial
clasica secuenciaci
on
=2,000 1,70 < =2,000 1,700- <
0- 1,699 1,990 1,699
1,99
0

M. canis M. canis 4/4 4/4
09211435
M. canis M. canis 4/4 2/4 1/4 1/4
01302657
M. canis M. canis 4/4 4/4
08101402
M. canis M. canis 4/4 3/4 1/4
01020524
M. canis M. canis 4/4 4/4
05231255
M. canis M. canis 4/4 4/4

11301297
Beauveriaspp  B. bassiana ND 4/4 4/4
Penicillium spp ~ P. commune ND 4/4 4/4
Total 52

Fuente: creacion propia.
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Con la biblioteca in house fue posible la identificacion de aislamientos y cepas hasta
especie en un 88,40 % y solo hasta género en un 1,90 %. No se identifico el 7,60 %.
Ademas, el 2,07 % de las identificaciones fueron discrepantes con respecto a la
secuenciacién. De manera contraria la identificacion hasta género y especie con la
biblioteca comercial para hongos filamentosos correspondié al 37,00 % y 12,96 %,
respectivamente, no se logré identificacion en el 48,14 % de los casos y fueron

discrepantes en el 1,85 %.

La concordancia entre la identificacion hasta género por el método fenotipico clasico y
por secuenciacion fue casi perfecta (k=0,99) mientras que hasta especie fue sustancial

(x=0,732). Por otra parte, la concordancia de la identificacion hasta especie por

secuenciacion y por EM MALDI-TOF con la biblioteca construida in house y con la

biblioteca comercial fue casi perfecta (k= 0.826) y mediana (k= 0,273),

respectivamente.

Se observd discrepancia en la identificacion en tres aislamientos clinicos identificados
por secuenciacién como T. interdigitale, dos fueron identificados como T. tonsurans
por EM MALDI-TOF con la biblioteca in house, y el tercero como T. mentagrophytes

var erinacei por la biblioteca comercial.
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7. DISCUSION

La identificacion de hongos filamentosos en el laboratorio de diagnoéstico micoldgico
por métodos clasicos se basa en la observacion de las caracteristicas morfoldgicas
macroscoépicas y microscoépicas de los aislamientos; sin embargo este enfoque suele
ser robusto y la identificacion inexacta. La incursidbn de metodologias mas rapidas y
costo-efectivas que la secuenciacion como EM MALDI-TOF, podria ser una de las

soluciones mas cercana.

EM MALDI-TOF se ha utilizado con éxito en la identificacion de muchas especies
bacterianas y de levaduras, pero existen limitaciones en la aplicacion para hongos

filamentosos por diferentes razones:

e (dificultad para obtener los extractos proteicos de calidad a partir de micelios de

diferentes caracteristicas

e carencia de espectros de referencia de algunas especies en las bibliotecas
comerciales, principalmente de hongos endémicos y de importancia en

determinadas regiones tropicales

e dificultad para lograr los puntajes recomendados por los fabricantes para la

identificacion hasta especie con algunos hongos (127, 129, 133-134) .
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De acuerdo a las recomendaciones del fabricante (Bruker, Daltonics, Bremen,
Alemania) y a la experiencia de Schulthess y col (135), los hongos filamentosos deben
ser cultivados en un medio liquido con agitacion para la extraccion de proteinas,
construccion de espectros de referencia e identificacion de aislamientos clinicos por
EM MALDI-TOF. Sin embargo, asi como otros autores (128, 136, 137), nosotros
partimos de cultivos en el medio Sabouraud cloranfenicol solido (Biomerieux®, Paris,
Francia). Con este procedimiento se obtuvieron identificaciones en corto tiempo,
aspecto importante en la emisién oportuna de resultados de rutina en un laboratorio de
diagnostico micolégico. Ademas, es una metodologia menos costosa y laboriosa ya

gue no se requiere de subcultivos ni de equipos adicionales.

De acuerdo al fabricante (Bruker, Daltonics, Bremen, Alemania) una de las ventajas del
cultivo en medio liquido, es la inhibicion de la conidiacion. En nuestro caso se evito la
presencia de conidios usando micelios jovenes (maximo de 96 h de crecimiento) de la
mayoria de las especies exceptuando las de Sporothrix, que a pesar del corto tiempo
de crecimiento (36 h), esporularon copiosamente. No obstante, la presencia de
conidios en los cultivos de estas especies, no impidié la generacién de espectros de

referencia ni la identificacion de aislamientos clinicos a nivel de especie.

Con el fin de hacer una identificacion oportuna de los hongos aislados de muestras
clinicas, el tiempo de crecimiento debe ser optimizado y estandarizado. A diferencia de
lo observado en otros trabajos, (104, 128, 137, 138), nosotros definimos el tiempo
minimo de crecimiento para cada especie en el que fuera posible obtener biomasa
suficiente para la extracciéon de las proteinas requeridas en la generacion de los
espectros de referencia e identificacion de los aislados clinicos. El tiempo minimo fue
36 h para Sporothrix spp y el maximo 96 h para la identificacion de algunos

dermatofitos.
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La observacion de micelios jévenes fue suficiente para la identificacion de
dermatofitos. Sin embargo, el tiempo de obtencion de estos varioé entre las especies:
48 h para M. gypseum y T. interdigitale, 72 h para T. tonsurans y 96 h para complejo T.
rubrum y M. canis. En otros estudios el tiempo de crecimiento para este grupo fue el

mismo, no se estandarizo para cada género (104, 139).

A diferencia del trabajo realizado por Oliveira y col 2015, (101), quienes obtuvieron los
mejores espectros de referencia para la identificacion de especies de los complejos S.
schenkii y S. pallida, partiendo de la forma de levadura, tras 6 dias de crecimiento en
medio liquido (101), en nuestro caso se logr6 con la forma micelial de 36 h de
crecimiento en el medio Sabouraud cloranfenicol solido (Biomerieux®, Paris, Francia).
Asimismo, la creacién de los espectros de referencia e identificacién de aislamientos
clinicos del hongo dematiaceo N. dimidiatum, agente importante de onicomicosis y
dermatomicosis, fueron factibles partiendo de cultivos de 72 h de crecimiento mientras
gue Alshawa y col, 2012 (105), utilizaron cultivos de tres semanas de crecimiento en
medio sdlido. La disminucién de los tiempos en la identificacion de hongos de
importancia clinica es crucial para el inicio temprano de la terapia o para tomar

medidas en el control de focos de infeccién.

Otro aspecto fundamental en la identificacion correcta de hongos filamentos por EM
MALDI-TOF es la obtencién de las proteinas; aunque algunos autores lo han logrado
directamente de cultivos, sin extraccion previa de proteinas (108, 133), nuestra
experiencia demostré que la extraccion de proteinas con acido férmico al 70 % vy
acetonitrilo al 100 %, es un paso necesario tanto en la creacién de los espectros de
referencia como en la identificacion de los aislamientos clinicos debido a la dificultad
para hacer un deposito homogéneo del micelio de algunos hongos sobre la placa de

acero del equipo.
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De acuerdo a la literatura la identificacion de microorganismos por la metodologia EM
MALDI-TOF se basa principalmente en proteinas ribosomales dado que son
conservadas entre especies (90, 140). A pesar de ello existe heterogeneidad entre los
perfiles proteicos de hongos de la misma especie e incluso entre subcultivos de la
misma cepa. Esta heterogeneidad en el perfil proteico eIO las especies puede ser
cubierta utilizando subcultivos de una n@a cepa o diferentes cepas de la misma

especie (127).

A la fecha no existe un consenso sobre los criterios para la construccion de espectros

de referencia o identificacién de aislamientos clinicos tales como:

e eleccion del numero de cepas para la construccion de los espectros de

referencia
e definicién del nUmero de espectros para la construccion de los de referencia

e definicion del nimero minimo de masas en los espectros que deben conformar

el de referencia
e frecuencia de las diferentes masas

e numero de muestras a analizar por cada hongo a identificar o definicion de los

puntajes para la identificacion de géneros o especies.

Para otros trabajos estos puntos no han sido relevantes (128, 129). Para la
construccién de los espectros de referencia de la biblioteca in house, se utilizaron
cuatros subcultivos (réplicas biologicas) de cada especie tal como lo hicieron
Cassagne y Col. 2011 (129), de éstos, se generaron cuatro espectros de referencia
los cuales debian cumplir con los criterios recomendados por el fabricante (Bruker,
Daltonics, Bremen, Alemania): contener entre 20 y 24 espectros conformados por 70
picos (correspondientes a 70 masas proteicas) con frecuencias = 75 %. Con la
aplicacion de estos criterios se logré identificar hasta especie del 88,4 % de los
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aislamientos clinicos y hasta género el 1,99 %. El porcentaje restante, 9,59 %, no fue
identificado o no concordd con la identificacién por secuenciacion. Otros criterios
diferentes a los elegidos en este trabajo han sido aplicados; por ejemplo: espectros de
referencia conformados por menos de 20 espectros (128-129, 134), con un numero de
masas y frecuencias inferiores a 70 y 75 %, respectivamente, (127, 133, 137). Es
posible que la diferencia en los criterios definidos por cada investigador explique la
variabilidad en los resultados de las identificaciones, ya que mientras que con nuestra
biblioteca construida in house, el 88,4 % de los aislamientos clinicos se identificaron
hasta especie con la construida por Normand y Col 2013, y Becker y Col 2014 (127-
128), la identificaciéon fue del 50,9 % y 85,6 %, respectivamente. En estos casos la
frecuencia no fue una caracteristica relevante en los espectros de referencia como lo
fue para nosotros, debido a que esta caracteristica da cuenta de la homogeneidad y
reproducibilidad de los espectros que conforman el de referencia. Ademas, es posible
gue el alto porcentaje de identificacion hasta especie (85,6 %) logrado por Becker y
Col 2014 (128), se deba a que el puntaje aceptado para definir especie (1,7 %) fue

inferior al nuestro (2,0 %).

Otros aspectos que varian entre los diferentes trabajos son el nimero de muestras
gue se analizan de cada aislado o cepa y los criterios seleccionados para aceptar una
identificacion. En algunos casos el analisis se hace por duplicado o por cuadruplicado
(129, 137). Sin embargo, dada la variabilidad que puede haber entre los resultados
derivados de la misma cepa aumentar el nimero de muestras a evaluar puede
disminuir la posibilidad de error; por ello nosotros elegimos analizar por cuadruplicado
los extractos, tanto de las cepas que se utilizaron para la validacion como de los
aislados clinicos. Con relacion a la definicién de la identificacion (especie, género 0 no
identificado), se ha aceptado elegir el puntaje de dos de cuatro muestras (2/4) o el mas
alto (133-134). Nosotros nos acogimos a la propuesta de Cassagne y Col (129), por lo

menos tres de cuatro resultados (3/4) debian tener un puntaje que permitiera ubicar la
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identificacion dentro del mismo rango (especie, género o no identificado). Aplicando
estos parametros se lograron resultados reproducibles con la identificacion del 100 %

de las cepas usadas en la validacion y del 94,2 % de los aislados clinicos.

La identificacién de microrganismo por EM MALDI-TOF suelen ser reproducibles si se
controlan variables como la calidad del laser, la naturaleza quimica del disolvente y de
la matriz, la limpieza de la placa de acero, la preparacion y disposicién de las
muestras, previo analisis del perfil proteico. Otra variable fundamental en la correcta
identificacion fungica los cultivos es su pureza, el tiempo de crecimiento el cual no

debe ser muy prolongado y la utilizacién de los mismos medios de cultivo.

La distribucién y mezcla de las muestras con la matriz y el nimero de espectros de
referencia incluidos en cada biblioteca asi como las pequefias diferencias que puedan
existir entre espectros de especies del mismo complejo, hacen parte de las variables

gue pueden causar inconvenientes en la identificacion por EM MALDI-TOF.

Los puntajes con los que se define género o especie varian ampliamente en la
literatura (128, 134-135, 141), en algunos casos son definidos por cada investigador;
Zvezdanova y Col. 2018 (133-134), por ejemplo, eligieron puntajes entre 1.600-1.799
y =2 1,800 para identificacion hasta género o especie, respectivamente. En contraste
nosotros acogimos los puntajes recomendados por el fabricante: entre 1,700-1,999
para identificacion hasta género o = 2,00 hasta especie. Algunos autores han sugerido
reducir los umbrales de las puntuaciones justificado con la buena concordancia con la

secuenciacion (128, 134).

La falta de un consenso en los puntajes para definir la identificacién a nivel de género
o especie hace dificil la comparacion de los resultados entre los diferentes trabajos. Se
cumplié con el objetivo de construir la biblioteca in house con 21 espectros de
referencia. No fue posible validar los espectros de S. pallida, S. mexicana, A.
westerdiijkiae, F. graminearum, T. tonsurans y F. verticilloides, debido a la carencia de

cepas o aislamientos clinicos secuenciados.
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La biblioteca construida in house fue con la que mayor porcentaje de hongos se
identificoO correctamente hasta especie (88,4 %), en comparacion con la comercial
(37,0 %). Es posible que el éxito de la primera biblioteca se pueda explicar, en parte,
porque la metodologia usada para construir los espectros de referencia fue la misma
gue se uso en la identificacién de los diferentes aislados clinicos, es decir, mientras
nosotros utilizamos cultivos en medio so6lido en todos los casos, en la biblioteca
comercial se utilizaron cultivos en medio liquido para la construccion de espectros.

Por otro lado, aunque los espectros de referencia de la biblioteca comercial estan
conformados por varios espectros de diferentes cepas de la misma especie y la
construida in house con cuatro réplicas de la misma cepa (réplicas biologicas), la
primera no superd en identificacion a la biblioteca construida in house. Esta situacion
se puede ilustrar con la identificacion de A. niger en el proceso de validacion; con la
biblioteca construida in house se identificaron hasta nivel de especie las dos cepas
utilizadas (2/2), a diferencia de la biblioteca comercial, con la que solo se identificé una
(1/2) hasta especie y la otra no fue identificada, a pesar de disponer de 12 espectros

de referencia construidos con cepas de la misma especie.

En las dltimas décadas ha sido evidente tanto el cambio permanente en la taxonomia
fungica con la consecuente aparicion de complejos y secciones (142-143), como el
incremento de nuevas especies causando infecciones en el hombre (144-146).
Constituyendo un reto en la identificacion de diferentes géneros y especies, lo que
alerta sobre la necesidad de generar nuevos espectros de referencia con el fin de

ampliar la cobertura de las librerias para lograr identificaciones cada vez mas precisa.

La identificacién de varias especies cripticas por métodos fenotipicos convencionales
no es factible debido a la similitud morfolégica (macro y microscépica) entre ellas. En
consecuencia, la disponibilidad de métodos con capacidad discriminatoria, rapidos y
costo-efectivos son esenciales en el laboratorio de diagnéstico micologico. En este
sentido, la generacién de espectros de referencia in house que permitan la
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identificacion de algunas especies cripticas, como el caso de la Seccién Fumigati (A.
fumigatus y A. lentulus) y Nigri (A. niger y A. tubingensis) y de los complejos S.
sckenckii y S. pallida, es un importante logro para nuestro laboratorio ya que de esta
manera se amplia la cobertura de nuestra biblioteca de espectros, permitiendo realizar

identificacion de estas especies de manera rapida, confiable y precisa.

Debido a que la biblioteca comercial dispone de un espectro de referencia para la
identificacion de S. schenckii, pero no es claro si fue construido con S. schenckii s.st 0
con otra especie del complejo S. schenckii, y considerando que actualmente se
conoce que a nivel local las especies cripticas de complejo S. schenckii y S. pallida
(147-148), son las mas frecuentes en la etiologia de la esporotricosis, decidimos
construir de los espectros de referencia de estas especies. Ademas se incluyeron dos
del complejo S. pallida (S. pallida y S. mexicana) que aungue Sson especies
ambientales, se han aislado de muestras clinicas (59, 148). Tanto las cepas usadas
para la validacibn como los aislamientos clinicos analizados, fueron identificados
correctamente hasta especie con los espectros construidos in house, mientras que con

la biblioteca comercial no se logré identificacion.

Asimismo, para la identificacion de N. dimidiatum, uno de los hongos filamentosos
ambientales mas implicados en la etiologia de la onicomicosis a nivel regional
(Colombia) (24, 56), no estaba representado en la biblioteca comercial. Los espectros

fueron agregados a la biblioteca in house.

La identificacion de los dermatofitos, tanto por los métodos clasicos como por técnicas
de biologia molecular, continGa siendo un reto. En parte, puede deberse a la similitud
morfolégica entre varios de ellos, la cercania taxonémica y constantes cambios en la
misma (68, 149-150). Un ejemplo es, T. interdigitale, una especie que es indistinguible
por las caracteristicas fenotipicas (microscopicas y macroscoépicas), de otras del

complejo T. mentagrophytes. En nuestra experiencia con la EM MALDI-TOF, tanto la
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creacion de los espectros de referencia como la validacion de las especies M. canis, T.
interdigitale y complejo T. rubrum fueron exitosas. Sin embargo, no todos los aislados
clinicos de T. interdigitale fueron identificados correctamente por la biblioteca in house,
(6/11) ni por la biblioteca comercial (3/11); por la biblioteca in house dos (2/11) se
identificaron como T. tonsurans (complejo T. mentagrophytes) y por la comercial uno
(1/11) como T. mentagrophytes var erinacei. Estos resultados concuerdan con los de
otros estudios (93, 104), y con la advertencia del fabricante, lo que indica que en el
momento existe una limitacién en la identificacion de T. interdigitale y T. tonsurans por
EM MALDI-TOF. Esta limitacion en la identificacion de especies del complejo T.
mentagrophytes también se ha presentado con otros equipos de diferentes casas

comerciales MALDI-TOF (151).

La identificacién de complejo T. rubrum fue superior utilizando la biblioteca in house,
donde los catorce aislamientos (14/14) clinicos ensayados se identificaron
correctamente a nivel de especie, mientras que sélo cinco fueron correctamente

identificados utilizando la biblioteca comercial (5/14).

En algunos trabajos los puntajes que determinan la identificacion hasta género o
especies son elegidos a criterio de los investigadores (128, 133), sin ajustarse a las
recomendaciones de la casa comercial (Bruker, Daltonics Bremen Alemania). La
consecuencia de este tipo de decisiones puede repercutir en una identificacién de
especie no confiable. Los rangos elegidos para este trabajo fueron exigentes en
comparacion con otros publicados; lo que puso en desventaja la identificacion por la

biblioteca comercial.

La presencia de melanina en los aislamientos clinicos o cepas se considera un
interferente en la identificacién fangica por EM MALDI-TOF (152, 153). Con el fin de
eliminar este factor, hongos de esta naturaleza como: N. dimidiatum, A. niger y A.

tubingensis se identificaron usando micelio joven, antes de la aparicion del pigmento.
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Los métodos moleculares, principalmente la secuenciacién de una o varias dianas,
muestran mayor sensibilidad y especificidad que los métodos clasicos, no obstante
estas técnicas no son costo-efectivas en el diagnostico micolégico de rutina en los

paises en vias de desarrollo (154-155).

La metodologia EM MALDI-TOF es una herramienta, confiable, rapida y costo-efectiva
para la identificaciobn de aislamientos fangicos en laboratorios de diagndstico

micologico de rutina.

8. CONCLUSIONES

e La estandarizacion de variables como el tiempo de crecimiento fangico, el
método de extraccion, el niumero y frecuencia de las masas, asi como la
incorporacion de réplicas biologicas, son aspectos clave en la creacién de
espectros de referencia de calidad.

e El uso de condiciones de crecimiento fungico similares tanto para la generacién
de los espectros de referencia como para la identificacion de los aislados
clinicos redundé con éxito en la identificacién por la biblioteca in house.

e La identificacion de hongos filamentosos por EM MALDI-TOF fue factible sin

subcultivar, en medio liquido, lo que disminuy6 el tiempo para la identificacion.
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Aunque la identificacién de hongos filamentosos por EM MALDI-TOF no superé
la identificacion por secuenciacion, si se lograron resultados més precisos que
con el método fenotipico clasico.

La esporulacion sin formacion de pigmento no fue una limitacion para la
generacion de los espectros de referencia ni para la identificacion de los
aislados clinicos con las especies de Sporothrix y de N. dimidiatum.

La biblioteca construida in house fue mas precisa que la obtenida con la
biblioteca comercial. Ademas tuvo la capacidad de identificar especies cripticas
o0 estrechamente relacionadas.

Se presentaron dificultades con la correcta identificacion de la especie T.
interdigitale, donde algunos resultados fueron identificados erréneamente como
T. tonsurans, por ambas bibliotecas. Esto debido a que ambas especies
pertenecen al complejo T. mentagrophytes, donde la cercania filogenética es

reducida.

Se logré la identificacion de hongos filamentosos a partir de medio sélido,
disminuyendo tiempo y costos, con respecto al método propuesto por el
fabricante.

Se logré la identificacion de especies de Sporothrix a partir de su forma
micelial. La esporulacién no fue una caracteristica que impidiera alcanzar los
puntajes de identificacién establecidos por el fabricante. Ademas se logro
reducir el tiempo de identificacion de 6 dias a 36 horas establecido por (Oliveira
y col. Elseiver 2015).

Los hallazgos de este trabajo permiten evidenciar que mediante un
procedimiento estandarizado, se puede utilizar la metodologia EM MLADI-TOF,
para la identificacion de una amplia gama de especies de hongos filamentosos

clinicamente importantes.
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e Por primera vez este estudio se reporta la identificacion de especie
acogiéndose a los parametros establecidos por el fabricante.

e La identificacion de hongos filamentosos que causan onicomicosis 0
dermatofitosis por espectrometria de masas MALDI-TOF es superior a la
identificacion por el método fenotipico clasico y comparable con la

secuenciacién genética.
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