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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ADN — Acido desoxirribonucleico

APD — Agar Patata Dextrosa

ATCC — Coleccion americana de cultivos tipo (American Type Culture Collection)
CNM - Centro Nacional de Microbiologia

DMSO - Dimetilsulfoxido

EUCAST — Comité Europeo de ensayos de sensibilidad a antimicrobianos (European

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

GYEP — Medio de cultivo, siglas de Glucose, Yeast Extract, Peptone
ITS — Espaciador transcrito interno (Internal Transcribed spacer)
IVD — In vitro Diagnostic

MALDI-TOF — Acronimo de “Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization” y “Time of
flight”

NGS — Next Generation Sequencing
PCR — Reaccidn en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
RUO — Research Use Only

UFC — Unidades Formadoras de Colonias
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ESTUDIO DEL MICOBIOMA: ESTANDARIZACION Y
ANALISIS DE DATOS

RESUMEN

El microbioma engloba a los microorganismos y las condiciones ambientales en las que
se encuentran. EI micobioma es la comunidad fangica perteneciente al microbioma vy,
aunque se encuentra de manera natural en el cuerpo humano, es de naturaleza oportunista.
El estudio del micobioma ambiental es importante para comprender mejor el desarrollo
del micobioma pulmonar, sin embargo, presenta una serie de retos desde la obtencion de
muestras hasta el analisis de las secuencias de ADN. En este trabajo se pretende
estandarizar metodologias para la caracterizacion del micobioma, para lo cual se
estudiaron muestras ambientales mediante métodos dependientes de cultivo y muestras
tanto ambientales como pulmonares mediante técnicas NGS (Next Generation
Sequencing). Las muestras ambientales fueron tomadas por un equipo de muestreo en una
zona urbana (Villaverde) y en una zona semiurbana (Majadahonda) con los mismos
pardmetros de tiempo y volumen de aire recogido establecidos, y las muestras clinicas
consistieron en esputos obtenidos de diversos hospitales de la Comunidad de Madrid. El
hongo méas comunmente encontrado en las muestras ambientales fue Aspergillus
fumigatus. Los resultados obtenidos por NGS mostraron mas variedad de géneros frente
a las técnicas dependientes de cultivo, pues son mas precisas y pueden aportar mas
informacion acerca de las poblaciones flngicas de una muestra. No obstante, los

resultados dependen de las bases de datos de comparacion.

Palabras clave: Micobioma, Aspergillus, extraccion, NGS.
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INTRODUCCION

Microbiota, microbioma y micobioma
La microbiota es el conjunto de microorganismos que colonizan el cuerpo de animales y

humanos. Dichos microorganismos realizan funciones que ayudan al correcto
funcionamiento del sistema inmunitario y son de vital importancia para el mantenimiento
de la homeostasis. La diversidad y la composicion de la microbiota estdn determinadas
por muchos factores como los factores ambientales, la genética del huésped o su
inmunidad (Jian Wang et al., 2017; (Michelle G. Rooks et al., 2016).

El término microbioma engloba a los microorganismos, entre los que se cuentan bacterias,
arqueas, eucariontes y virus, sus genomas, y las condiciones ambientales en las que se

encuentran (Julian R. Marchesi and Jacques Ravel, 2015).

En las ultimas décadas se ha demostrado que el microbioma influye enormemente en la
fisiologia del hospedador, en su metabolismo, en su sistema inmune y nervioso. Por este
motivo, es importante entender como se adquiere el microbioma y qué funciones realiza
en la salud y en la enfermedad (Patrick C. Seed, 2015).

El micobioma es el colectivo de hongos dentro del microbioma. Dichos hongos se
encuentran naturalmente en el cuerpo humano en 6rganos como como la piel, el intestino,

los pulmones o la vagina (Patrick C. Seed, 2015).

Los hongos son microorganismos oportunistas, causan enfermedades graves en personas
con factores de riesgo. Aspergillus se aisla frecuentemente en el ambiente y es también
uno de los principales patégenos fungicos humanos siendo agente causal de un amplio
rango de infecciones que van desde la enfermedad invasiva aguda hasta las infecciones

cronicas como el asma (Aidan K. Curran and David L. Hava, 2021).

Micobioma ambiental
La composicion de hongos en el ambiente constituye el micobioma ambiental. La

temperatura y la humedad relativa son factores importantes que determinan la
composicion de la comunidad de hongos en el aire (Malcolm Richardson et al., 2018).
Un estudio realizado en China revel6 que los géneros dominantes en exteriores son
Cladosporium, Alternaria, Fusarium, Penicillium y Aspergillus (Dong Yan et al., 2016)

todos ellos capaces de causar infecciones en humanos.
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Micobioma pulmonar
El estudio del micobioma pulmonar es reciente, pues hasta hace relativamente poco se

pensaba que los pulmones sanos eran 6rganos estériles y no se concebia la posibilidad de
que tuvieran su propia microbiota (David A. Relman, 2015; Laura Tipton et al., 2017;
Lijia Cui et al., 2013; Markus Hilty et al., 2009).

Aunque los primeros estudios del microbioma pulmonar se centraron exclusivamente en
las poblaciones bacterianas (Laura Tipton et al., 2017), la llamada “secuenciacion de
proxima generacion” o “NGS” (Next Generation Sequencing) ha permitido confirmar la

presencia de hongos y virus (Danielle Weaver et al., 2019; Laura Tipton et al., 2017).

Los taxones fungicos mas comdnmente identificados en muestras pulmonares de
individuos sanos pertenecen a la familia Davidiellaceae y los géneros Cladosporium,
Aspergillus, Penicillium y Eurotium. Otros géneros encontrados también en pulmones
sanos son Candida, Malassezia, Neosartorya, Kluyveromyces, Hyphodontia y
Pneumocystis (Emily S. Charlson et al., 2012; Laura Tipton et al., 2017).

Estudio del micobioma y los problemas que presenta
El estudio del micobioma se bas6 durante afios en técnicas de cultivo, pero estas técnicas

tienen baja sensibilidad y son facilmente contaminables, ademas, por lo general son lentas
y una vez ha crecido el hongo se requiere un paso mas para la identificacion de las
especies fungicas (Danielle Weaver et al., 2019; Poornima Ramanan et al., 2017). El
desarrollo de nuevas técnicas y métodos independientes de cultivo ha aumentado nuestra
capacidad para identificar el micobioma y estudiar su relacion con el desarrollo de ciertas
enfermedades (Brett J. Green, 2019; Laurence Delhaes et al., 2012; Lijia Cui et al., 2013)
pero la complejidad de los métodos utilizados y sus multiples etapas con cierta propension
a los sesgos y a la introduccion de errores (Danielle Weaver et al., 2019; Laura Tipton et

al., 2017) pone de manifiesto la necesidad de optimizar los métodos existentes.

El primer reto se presenta en el paso de muestreo, por ejemplo la obtencion de muestras
puras derivadas de pulmdn es complicada, dado que las muestras del tracto respiratorio
inferior se pueden ver contaminadas por las del tracto superior en el proceso (Danielle
Weaver et al., 2019; Laura Tipton et al., 2017). En cuanto a los procedimientos para la
obtencion de muestras, la broncoscopia es invasiva y se realiza con poca frecuencia, de
manera que la mayoria de los estudios del micobioma utilizan muestras de esputo, que

representa una estrategia facil y no invasiva (Danielle Weaver et al., 2019; Martina Oriano
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et al., 2019). El tratamiento de muestras obtenidas de esputos presenta un reto extra, y es
que el esputo es un sustrato con una matriz compleja y complicada de manejar, por lo que
el uso de diferentes técnicas para la extraccion de ADN del esputo puede estar limitado

por su naturaleza (Martina Oriano et al., 2019).

El siguiente reto es la extraccion del ADN. Es dificil generar un extracto de ADN que
represente con exactitud la comunidad fangica y es importante encontrar el método de
extraccion apropiado (Danielle Weaver et al., 2019). En el caso de los hongos hay que
romper la pared celular, compuesta por una combinacién de glucanos y quitina de manera
variable dependiendo del hongo y sus patrones de crecimiento, esto hace que haya una
gama de diferentes resistencias y, por lo tanto, se requiere de diferentes durezas en los
métodos de ruptura de la pared celular. EI método que ha resultado ser méas eficaz es la
desintegracion mecénica, pero se corre el riesgo de cizallar el ADN, sin embargo, el
protocolo de extraccidn basado en enzimas favorece la extraccion de levaduras frente a

hongos filamentosos (Danielle Weaver et al., 2017).

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es la estandarizacion de metodologias para la caracterizacion
del micobioma a partir de muestras ambientales y pulmonares. Para ello, se recolectaron
muestras de origen ambiental mediante filtrado de aire y esputos con los que se probaron
diferentes técnicas de extraccion e identificacibn para conseguir una correcta

caracterizacion de las especies fungicas pertenecientes al micobioma.
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METODOLOGIA DEL TRABAJO

En este trabajo se utilizaron metodologias dependientes de cultivo y de NGS para el
estudio de las muestras ambientales y clinicas.

‘ MUESTRAS AMBIENTALES ’ [ MUESTRAS CLINICAS ]
Captacién de las muestras Obtencién de los esputos ]
mediante filtros
v

Resuspeusmu del filtro ]—’ Liofilizacion

\
[ Diluciones y siembra en agar por

dupllcad B Extraccion de ADN
y
=] S
£ /[Idenhﬁcacmn de manera visual HEC i fegrones ITS
= (amplicén)
: v
2 s ™\
=
8 Identificacién por MALDITOF PCR (indexado)
H R : /
El
g Biologia molecular: PCR B-
- tubulina Secuenciacioén
& y
2 T
£ Secuenciacion
[

\ / Analisis de las secuencias

Obtencidn y tratamiento de las muestras
Para las muestras ambientales se realizaron dos campafias de muestreo en colaboracion

con el Centro Nacional de Sanidad Ambiental en dos estaciones: en la sede del ISCIII en
Majadahonda (zona semiurbana) y en una estacion en el Centro de Salud San Andrés de
Villaverde (Madrid, zona urbana). Para realizar estas captaciones se hizo pasar el aire a
través de unos filtros de gelatina (Sartorius) siguiendo las Especificacion Técnica
CEN/TS 16115-1:2011 de AENOR (AENOR, 2013). Fueron catalogadas las captaciones
numéricamente segun el lugar, el dia, las horas de captacion y la hora a la que se tomaron,
habiéndose fijado previamente el volumen de aire que pasa por cada filtro (12m?®) y el
tiempo de captacion (4 horas), ademas se tomaron datos adicionales como la climatologia,

temperatura y la humedad relativa. El equipo de muestreo esté recogido en el anexo |I.

Para la estandarizacion de la metodologia a partir de muestras clinicas se recogieron
esputos de pacientes con diversas patologias (desconocidas) procedentes de varios

hospitales de la comunidad de Madrid.




Estudio del micobioma: Estandarizacion y analisis de datos Laura L6pez Pérez

Técnicas basadas en cultivo
Las muestras ambientales se procesaron mediante técnicas clasicas para conocer la

composicion de hongos en las mismas. Debido a la escasez y dificultad de obtencion de
las muestras clinicas este procedimiento no se llevé a cabo con los esputos analizados. El
filtro recogido de la captacion ambiental se resuspendio en 10ml de solucién salina
(0,85% NaCl) con 0,01% polisorbato 80 (AENOR, 2013) y se hicieron 2 diluciones (1:10
y 1:100), después se sembraron en placas de agar Sabouraud (Oxoid, Reino Unido) ) y se

incubaron a 30°C durante 2 dias o hasta ver crecimiento de colonias.

Diariamente se revisé el crecimiento de colonias que fueron aisladas en tubos de Agar
patata-dextrosa (APD) para hongos filamentosos (Oxoid, Reino Unido) o en placas SAB
para levaduras. Se realiz6 un recuento total de unidades formadoras de colonias (UFC)
para cada dilucion tras 24-48 horas de incubacion.

Se identificaron los aislados de manera visual a nivel de género y se confirmd la
identificacion por espectrometria de masas MALDI-TOF y/o por biologia molecular para

el género Aspergillus mediante la amplificacion y secuenciacion de p-tubulina.

Identificacidn por espectrometria de masas
La extraccion se realizé con el kit Vitek® MS mould siguiendo las especificaciones del

fabricante a partir de cultivos puros, para ello, se recogio un circulo de 1 a 2 cm de
didmetro usando un hisopo himedo de etanol al 70%, que fue suspendido en 900ul de
etanol al 70% en un tubo de 2ml, se mezcld bien con el vortex y fue centrifugado durante
2min a 10000-14000rpm. El sobrenadante fue descartado y se afiadieron 40ul de acido
formico al 70%, tras mezclarlo en vortex se afiadieron 40pl de acetonitrilo y se volvio a

mezclar en vortex antes de centrifugar 2min a 10000-14000rpm.

Tras la extraccion, se depositod 1ul de sobrenadante en la placa y se dejo secar antes de
afiadir 1l de matriz CHCA (bioMérieux Espdna S.A., s. f.). Se utilizé la cepa 8739 de E.
coli de la Coleccion americana de cultivos tipo (ATCC) como referencia.

Se analizaron los perfiles obtenidos por espectrometria de masas y se contrastaron con las
secuencias de referencia obtenidas de la base de datos de IVVD (In vitro Diagnostic) y
RUO (Research Use Only) de bioMérieux.
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Identificacion por biologia molecular
Aquellas cepas que no pudieron identificarse por MALDI-TOF o que no correspondian

con la identificacion presuntiva que se habia realizado visualmente, se identificaron por

biologia molecular.

Para ello se extrajo el ADN empleando el método del fenol-cloroformo (C. M. Tang et

al., 1992), detallado en el anexo II.

Se amplificd una region del gen que codifica para la B-tubulina (S. Arunmozhi Balajee et
al.,, 2005) de las muestras identificadas como Aspergillus siguiendo un protocolo
previamente descrito (condiciones de PCR en el anexo I11) (A. Alastruey-lzquierdo et al.,
2013).

Tecnicas no basadas en cultivo: NGS
Tanto las muestras ambientales como las clinicas se sometieron a un proceso de

extraccion para poder realizar el estudio mediante secuenciacién masiva siguiendo los

siguientes pasos:

Extraccion de ADN
Las muestras se transfirieron a tubos Falcon 50ml, se taparon con Parafilm, se hicieron

unos pequefios agujeros y se liofilizaron durante 16 horas.

Al dia siguiente se afiadié 1ml de DTT 0,1%, se incubaron 1h a 37°C y se mezclaron en
vortex cada 10 minutos. Se afiadieron las muestras a tubos con tapa de rosca con 300ul
de beads y se us6 el Fastprep a 6000rpm durante 10 segundos 2 veces. Se afiadieron 750ul
de tampdn bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), se incubaron durante 3 ciclos
de 10min a 60-65°C y mezclaron con vortex 10min. Se centrifugaron 5min a 13400rpm.
Se recogieron 800ul del sobrenadante en un eppendorf safe lock estéril y se anadieron 4pl
de RNAsa A (100mg/ml). Se incubaron durante 30min a 37°C. Se afiadieron 800ul de
fenol cloroformo y se mezcl6 en vortex 10s. Se centrifugaron durante 2min a 13400rpm
y se recogieron 700ul de la fase acuosa (superior) y se pasaron a un safe lock nuevo. Se
centrifugaron durante 2min a 13400rpm, se recogieron 600ul de la fase acuosa (superior)
y se pasaron a un safe lock nuevo. Se afiadieron 800l de fenol cloroformo y se mezclaron
en vortex 10s. Se centrifugaron durante 2min a 13400rpm. Se recogieron 700ul de la fase
acuosa (superior) y se pasaron a un safe lock nuevo. Se centrifugaron durante 2min a
13400rpm. Se recogieron 600ul de la fase acuosa y se pasaron a un safe lock nuevo. Se

afiadieron 600ul de cloroformo-isoamilico (25:1) y se mezclaron en vortex durante 10s.

10
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Se centrifugaron durante 2min a 13400rpm, Sse recogicron 450ul de la fase acuosa
(superior) y se pasaron a un safe lock nuevo. Se afiadieron 0,1 volimenes/ml de NaAc
(pH 5,2) y 2 volumenes etanol (EtOH)/ml al 100% frio. Se mezclaron por inversién. Se

incubaron a -20°C durante la noche.

Al dia siguiente se centrifugaron durante 8min a 13400rpm a 4°C. Se descart6 el
sobrenadante, se anadieron 800ul de EtOH 100% y se mezclaron por inversion. Se
centrifugaron durante 2min a 9000rpm. Se descarté el sobrenadante, se afiadieron 800l
de EtOH 70% y se mezclaron nuevamente por inversion. Se centrifugaron durante 2min
a 9000rpm y se descartd el sobrenadante. Se afnadieron 800ul de EtOH 70% Yy se
mezclaron por inversion. Se centrifugaron durante 2min a 9000rpm. Se descartd el
sobrenadante. Se dej6 secar las muestras a temperatura ambiente. Finalmente se

comprobd en gel 1,2% de agarosa.

Se incluyd un control negativo de extraccion consistente en DTT 0,1% Yy un control

positivo que consistio en una cepa de Aspergillus fumigatus (100 esporas/pl).

PCR de las regiones ITS
El protocolo de PCR de las regiones ITS se realiz6 basado en el protocolo de Illumina

(IMlumina, 2019).

La mezcla de reaccion de la PCR estuvo constituida por 12,5ul de 2x KAPA HiFi HotStart
Ready Mix, 5ul de cebadores forward 1uM (Tabla 1 del Anexo 1V), 5ul de cebadores
reverse 1uM (detallados en la tabla 2 del Anexo 1V), 5,5ul de agua y 2ul de muestra.

Se incluy6 una cepa de Aspergillus niger como control positivo (5ng/pl).

Las condiciones de PCR fueron un primer ciclo de 30 segundos a 98°C, 50 ciclos de 10
segundos a 98°C, 30 segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C y un ciclo final de 10 minutos
a72°C.

Purificacion

Se realizo una purificacion de los productos de PCR previo al PCR de indexado siguiendo

el protocolo de lllumina (lllumina, 2019).

Index PCR
Se prepard mastermix y se distribuyeron los Nextera Index Primer para que cada muestra

tuviera una combinacion Unica siguiendo una variacion de las instrucciones de lllumina.

11
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La mezcla de reaccion de la PCR estuvo constituida por 25ul de 2x KAPA HiFi HotStart
Ready Mix, 5ul de Nextera XT index Primer 1 (N7XX) (Tabla 3 del Anexo 1V), 5ul de
Nextera XT index Primer 2 (S5XX) (Tabla 3), 10ul de agua y 5ul de muestra (Illumina,
2019).

Las condiciones de PCR fueron un primer ciclo de 3 minutos a 95°C, 8 ciclos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C y un ciclo de 5 minutos a
72°C y 5 minutos a 4°C.

Se realizé la purificacion del indexado siguiendo las instrucciones de IHlumina (Illumina,
2019) y posteriormente se realiz6 un pool de las muestras isovolumétrico que se
cuantifico con Quantifluor. La secuenciacion se hizo también siguiendo el protocolo de

[llumina (Illumina, 2019) utilizando un secuenciador Miseq (lllumina, 2017).

Muestras y controles estudiados por NGS
Se utilizaron como controles positivos de las muestras ambientales dos filtros disueltos

mezclados con esporas de ATCC2579 (Aspergillus flavus) y ATCC2580 (Aspergillus
fumigatus), se utilizé como control negativo en los procesos de extraccion de ADN el
DTT 0,1%, como control positivo de extraccion una cepa de A. fumigatus (CAAI-364) a
una concentracion de 100 esporas/ul y como control positivo de PCR 5ng/ul de ADN de
Aspergillus niger (CAAI-331) (Tabla 1).

12
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Tabla 1. Muestras y controles estudiados por NGS. ID: Identificador; CAAI: Coleccion de Ana Alastruey
Izquierdo.

Tipo de muestra ID Descripcion
Esputo 1 Esputo
Esputo 2 Esputo
Esputo 3 Esputo
Esputo 4 Esputo
. Esputo 5 Esputo
Gl Esputo 6 Esputo
Esputo 7 Esputo
Esputo 8 Esputo
Esputo 9 Esputo
Esputo 10 Esputo
MAJA 1503-1 Filtro disuelto
MAJA 1503-2 Filtro disuelto
) ) MAJA 1503-3 Filtro disuelto
SEEERTED o EE MAJA 1503-4 Filtro disuelto
MAJA 1907 Filtro disuelto
VILL 1907 Filtro disuelto
Control positivo de extraccion CAAI-364 Esporas de A. fumigatus
(100 esporas/pul)
Control negativo de extraccion DTT 0,1% -
Control positivo de PCR CAAI-331 ADN de A. niger (5ng/ ul)
Filtro con esporas 1 ATCC2579 Esporas de A. flavus (100
esporas/pl)
Filtro con esporas 2 ATCC2580 Esporas de A. fumigatus
(100 esporas/ul)

Se hicieron dos extracciones, de manera que se dividieron las muestras en dos tandas.

Analisis de secuencias obtenidas por NGS
La calidad de las secuencias se estudié mediante parametros bioinforméaticos como el

numero de secuencias de cada muestra o la longitud. Las secuencias obtenidas se
analizaron con el programa de Quiime2 (s. f.) usando dos bases de datos de comparacion:
una base de datos generada por el laboratorio de Micologia del ISCIII obtenida a partir
de las secuencias de ITS almacenadas en la base de datos Infoquest y otra publica, la base
de datos Unite (Unite, s.f.).

13
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RESULTADOS

Analisis de muestras ambientales

Durante el trascurso de este trabajo se realizaron dos campafias de captacién ambiental
durante los meses de julio y agosto. En cada campafia se recogié una muestra en
Majadahonday una en Villaverde. En la tabla 2 se recogen los datos referentes al recuento
de colonias obtenido en las diferentes diluciones a partir de los cuatro filtros analizados

de las diferentes campafias y localizaciones.

Tabla 2. Captacion de muestras ambientales en Majadahonda y Villaverde. Cultivos y recuento de unidades
formadoras de colonias.

IDENTIFICADOR N Fecha DILUCION RECUENTO UFC/mI UFC/m?®
cultivo

MAJA 19-07 4H 1025 2  19/07/2021 1 2 0,1 0,08333333
MAJA 19-07 4H_1025 2 19/07/2021 0,1 1 0,5 0,41666667
MAJA 19-07 4H 1025 2 19/07/2021 0,01 0 0 0
VILLA 19-07 4H_1015 2 19/07/2021 1 23 1,15 0,95833333
VILLA 19-07 4H 1015 2  19/07/2021 0,1 20 10 8,33333333
VILLA 19-07 4H_1015 2 19/07/2021 0,01 28 140 116,666667
MAJA 03-08 4H 0925 2  03/08/2021 1 10 0,5 0,41666667
MAJA 03-08 4H_0925 2 03/08/2021 0,1 1 0,5 0,41666667
MAJA 03-08 4H 0925 2 03/08/2021 0,01 0 0 0
VILLA 03-08 4H_1008 2 03/08/2021 1 6 0,3 0,25
VILLA 03-08 4H 1008 2 03/08/2021 0,1 1 0,5 0,41666667
VILLA 03-08 4H_1008 2 03/08/2021 0,01 0 0 0

Técnicas dependientes de cultivo
Se detectaron 92 colonias, pero solo se pudieron aislar 76 colonias de las cuatro muestras

analizadas de las captaciones ambientales, de las cuales 53 fueron hongos filamentosos
(69,74%) y 10 colonias catalogadas por MALDI-TOF como bacterias, la mayoria
pertenecientes al genero Bacillus (n= 8), principalmente Bacillus subtilis (n=7) y las
menos comunes fueron Bacillus megaterium (n= 1), Yersinia enterocolitica (n= 1) y
Staphylococcus hominis (n= 1) (Figura 1). Un 10,86% de las colonias no se pudieron
identificar por MALDI-TOF, pero por biologia molecular 2 colonias fueron identificadas
como Aspergillus nidulans y por identificacion visual 5 se catalogaron como Aspergillus
sp., 2 como A. fumigatus, 1 como levadura, 1 como Penicillium sp. y otra como A.
nidulans. A pesar de haber sido numeradas, 3 de las colonias no se pudieron separar para

poder hacer una correcta identificacion (anexo V).
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Bacterias

m Bacillus subtilis Yersinia enterocolitica m Staphylococcus hominis

m Bacilus megaterium m Sin identificar

Figura 1. Bacterias identificadas por MALDI-TOF de todas las captaciones ambientales.

Los hongos mas abundantes fueron Aspergillus fumigatus (n= 40), seguidos de
Aspergillus niger (n=5), A. nidulans (n =4), Aspergillus ochraceus/westerdijkiae (n= 1),
Rhizopus oryzae complex (n= 1), Paecilomyces variotii complex (n= 1) y Aspergillus

spinulosporus (n= 1) (Figura 2).

Hongos filamentosos

m Aspergillus fumigatus m Aspergillus niger

Aspergillus nidulans m Rhizopus oryzae complex
m Aspergillus ochraceus/westerdijkiae m Paecilomyces variotii complex
m Aspergillus spinulosporus m Sin identificar

No recuperable

Figura 2. Hongos filamentosos identificados por MALDI-TOF y/o por biologia molecular en las

captaciones ambientales.
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., Captacion de Villaverde del 19 de julio
Captacion de 2+ 4%

Majadahonda del 19 de 1;,2% |
julio 2: 4%

1; 2%
1; 2%

36; 64%

m Bacillus subtilis
Aspergillus fumigatus

m Yersinia enterocolitica

m Staphylococcus hominis

m Aspergillus nidulans

m Aspergillus niger complex

= Aspergillus fumigatus ® Aspergillus spinulosporus
_ o No recuperable
Paecilomyces variotii complex m Sin identificar

Figura 3. Colonias identificadas por MALDI-TOF y/o por biologia molecular de las captaciones de julio.

Técnicas independientes de cultivo

Anadlisis de secuencias obtenidas por NGS
En paralelo al andlisis de las muestras ambientales mediante las técnicas de cultivo se

estandarizo la metodologia para conocer la composicién de hongos de las muestras

liofilizadas a partir de las captaciones ambientales y de los esputos, mediante NGS.

Tras la extraccion del ADN de las muestras de composicién desconociday de las muestras
control, estas se visualizaron en un gel de agarosa (Figura 4) y se cuantifico la
concentracion de ADN mediante Nanodrop (Tabla 3) y Quantifluor (Tabla 4).
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1Kb S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 SI1 S12S13 S14 SI5 S16 S17 S18 S19

1Kb S20 S21 S22 S23

-

Figura 4. Gel de electroforesis de la extraccion.

Tabla 3. Resultados en Nanodrop de la extraccion, la amplificacion de las regiones ITS y la purificacion.

ID Extraccion Amplificacion ITS Purificacion
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul)
S1: Esputo 1 3748,4 737,3 187,4
S2: Esputo 2 19,3 545,4 59
S3: Esputo 3 0 526,7 3,6
S4: Esputo 4 0 538,2 10,9
S5: Esputo 5 2,6 524.8 2
S6: Filtro con esporas 1 0 562,7 0,9
S7: Filtro con esporas 2 0 523,8 4,1
S8: Maja 1503-1 0 508,7 8,5
S9: Maja 1503-2 0 541 3,8
S10: Control negativo extraccion 0 478 11,2
S11: Control positivo extraccion 0 487,9 2,9
S12: Esputo 6 20,3 557 3,6
S13: Esputo 7 205 5477 15
S14: Esputo 8 0,3 546,6 0,4
S15: Esputo 9 40 419,2 7,8
S16: Esputo 10 51,2 496 13,6
S17: Maja 1503-3 0 523,5 3,1
S18: Maja 1503-4 0 547,2 3,2
S19: Maja 1907 0 524,6 2,1
S20: Villa 1907 0 528 54
S21: Control positivo extraccion 0 536 1,5
S22: Control negativo extraccion 0 0 0
S23: Control positivo PCR - 1698,4 56,9
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Tabla 4. Resultados en Quantifluor de la amplificacion de las regiones ITS.

ID Amplificacion
ITS (ng/pl)

S1: Esputo 1 66

S2: Esputo 2 26

S3: Esputo 3 16,2

S4: Esputo 4 30

S5: Esputo 5 22

S6: Filtro control 1 26

S7: Filtro control 2 20

S8: Maja 1503-1 18,2

S9: Maja 1503-2 1,548

S10: Control negativo extraccion 22
S11: Control positivo extraccion 18,6

S12: Esputo 6 17
S13: Esputo 7 22
S14: Esputo 8 0,808
S15: Esputo 9 24
S16: Esputo 10 6,84
S17: Maja 1503-3 11,8
S18: Maja 1503-4 12,8
S19: Maja 1907 0,434
S20: Villa 1907 20

S21: Control positivo extraccion 11,2
S22: Control negativo extraccion 22
S23: Control positivo PCR 36

También se comprob6 la concentracion del ADN mediante Nanodrop tras la
amplificacion de las regiones ITS vy tras la purificacion de los productos amplificados
(Tabla 3) y se cuantificaron por Quantifluor la amplificacion de las regiones ITS y el
indexado (Tabla 5). Se hizo, ademas, un gel de electroforesis de la amplificacion de ITS

(Figura 5) y del indexado (Figura 6).
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1IKb 81 S2 S3 5S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 519

1Kb S20 S21 S22 S23

Figura 5. Gel de electroforesis de la amplificacion de ITS.

S2 S3 S4 S5 S6 ST S8 S9 S10 Sll. S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19

Figura 6. Gel de electroforesis del indexado.
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S6:
ST:
S8:
S9:
S10: Control negativo extraccion
S11: Control positivo extraccion

Estudio del micobioma: Estandarizacion y analisis de datos

Tabla 5. Resultados en Quantifluor de las muestras tras el indexado.

Esputo 1

Esputo 2

Esputo 3

Esputo 4

Esputo 5

Filtro+esporas 1
Filtro+esporas 2
Captacion MAJA 1503-1
Captacion MAJA 1503-2

S12: Esputo 6

Indexado
(ng/ul)
28

15
23
13
26
27
27
6,4
1,73
30
41
25

ID

S13:
S14.
S15:
S16:
S17:
S18:
S19:
S20:
S21:
S22:
S23:
Pool

Esputo 7

Esputo 8

Esputo 9

Esputo 10

Captacion MAJA 1503-3
Captacion MAJA 1503-4
Captacion MAJA 1907
Captacion VILL 1907
Control positivo extraccion
Control negativo extraccion
Control positivo PCR

Analisis del micobioma ambiental y pulmonar
Todas las muestras junto a los controles se secuenciaron con el secuenciador Miseq de

Laura L6pez Pérez

Indexado

(ng/ul)
18

3,24
20
3,56
14
7,7
3,69
30
20
37
31
19

Illumina. Tras su analisis bioinformatico se obtuvo la composicién de especies fangicas

para cada una de las muestras (Figura 7).
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Figura 7. Grafico de barras taxonémico de muestras ambientales, clinicas y controles introducidos en
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Quiime2. En el eje Y esta representada la frecuencia relativa por género y en el X las muestras (s. f.).

En 3 muestras (MAJA 1503-3, esputo 8 y MAJA 1503-4) no se obtuvieron suficientes

lecturas para realizar este analisis.

En las figuras 8, 9 y 10 estan representadas las frecuencias relativas por género de las
muestras de las captaciones ambientales, las muestras clinicas y los controles utilizados.
Los géneros que estdn representados en dichas figuras son Candida, Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Fusarium, otros géneros y aquellos a los que no se les asignd

ningln genero (Unassigned).
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Frecuencia relativa (%)

Captacion de Majadahonda Captacion de Villaverde del 19 de
del 19 de julio julio
0,219
0,141
0,328
0,771

100

77,276

w Candida + Aspergillus w Penicillium w Cladosporium w Fusarium ®Otros  Sin asignar

Figura 8. Frecuencia relativa en porcentaje por género de los microorganismos de las captaciones

ambientales.
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Esputo 1
0,212

0

Esputo 4

Esputo 7

45,867

1.119

Frecuencia relativa (%)

Esputo 2

1.707 0.918

Esputo 5

| 12,192 '

Esputo 9

Laura Lépez Pérez

Esputo 3

1.847
V 1,596

88.497

Esputo 6

68.853 1.076

Esputo 10

0232
1.101
100
52,553
0,048 0.8

u Candida = Aspergillus ® Penicillium ® Cladosporimm ® Fusariven ®mOtros  Sin asignar

Figura 9. Frecuencia relativa en porcentaje por género de los microorganismos de las muestras clinicas.

Se observa un alto porcentaje de Candida en los esputos estudiados, asi como de géneros

sin identificar. Sélo se detectd Aspergillus en dos esputos (esputo 3 y esputo 9) con un

porcentaje de entre el 1y el 2%. El género Penicillium se encontré en los esputos 6
(10,53%), 7 (40,358%), 2 (1,707%) y 9 (29,43%).
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Control positive de extraccion 1

0,458
4,435 1.957
3,054

Control positive de extraceion 2
7,593
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Frecuencia relativa (%)

Control negative de extraccion 1

3,069

40,352

29176
80338
1,634
Control negativo de extraccién 2 Control positive de PCR Filtro con esporas 1
0,08 0,005

64,447
0,483 70,753
0,865
0,418

Filtro con esporas 2

28,674 ‘
3,086

2,13 v

u Candida w0 Aspergilius @ Pepicillivm @ Cladosporivm @ Fusarium @ Otros Sin asignar

Figura 10. Frecuencia relativa en porcentaje por género de los microorganismos de los controles utilizados

en el estudio de muestras clinicas.

En todos los controles utilizados, exceptuando el control de PCR, se observa un alto
porcentaje de géneros sin identificar (28,674-89,338%) y un porcentaje relativamente alto
de Candida. En la tabla 6 estan representados los resultados esperados de los controles

frente a los resultados obtenidos por NGS.
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Tabla 6. Resultados esperados de los controles frente a los resultados obtenidos por NGS.

CONTROLES RESULTADO
ESPERADO

RESULTADO
OBTENIDO

Control positivo de extraccion 1 A. fumigatus

4,455% Candida
0,458% A. fumigatus
1,957% Fusarium
3,954% Otros
89,176% Sin asignar

Control positivo de extraccion 2 A. fumigatus

7,593% Candida
3,069% Fusarium
89,338% Sin asignar

Control negativo de extraccion 1 Ningln microorganismo

57,814% Candida
1,634% Otros
40,552% Sin asignar

Control negativo de extraccion 2 Ningun microorganismo

33,787% Candida
0,483% Penicillium
0,865% Fusarium
0,418% Otros
64,447% Sin asignar

Control positivo de PCR A. niger

99,915% Aspergillus
0,005% Otros
0,08% Sin asignar

Filtro con esporas 1 A. flavus

22,796% Candida
6,451% Otros
70,753% Sin asignar

Filtro con esporas 2 A. fumigatus

20,091% Candida
45,969% Aspergillus
2,18% Penicillium
3,086% Otros
28,674% Sin asignar
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DISCUSION
El objetivo de este trabajo fue establecer las condiciones para el estudio del micobioma a

partir de muestras ambientales y muestras humanas pulmonares.

La obtencion de muestras ambientales se hizo con un equipo de muestreo cuya
especificacion técnica ha sido aprobada por el CEN (Comité Europeo de Normalizacion)
(AENOR, 2013) y los parametros de caudal, volumen de aire (12m®) y tiempo de
captacion (4h) estan fijados y se mantienen en todos los experimentos igual, de modo que
las variables que pueden modificar la captacion son el clima 'y si el ambiente es urbano,
semiurbano o rural. En todo momento el filtro es manipulado con guantes y se intenta
mantenerlo estéril hasta el momento que comienza la captaciéon. En un estudio similar
utilizan muestreadores ciclonicos, que generan un flujo de aire que deposita las particulas
en tubos Eppendorf (Nerea Abrego et al., 2018), aunque también puede usarse un sistema
de enriquecimiento por concentracion de aerosoles versatil (VACES: Versatile aerosol
concentration enrichment system) (Seongheon Kim et al.,, 2001), que recoge
bioparticulas en funcién de su tamafio. En este trabajo hemos utilizado la metodologia
disponible, aunque no sea la mé&s exacta el objetivo es detectar variaciones estacionales y

entre ambientes por lo que creemos que esta aproximacion es apropiada.

En este trabajo se sembraron distintas diluciones del filtro usado en el muestreo, como
era de esperar, en las placas sin diluir se encontré un mayor numero de colonias que en
las diluidas. El recuento total de colonias fue 92, es mayor al nimero total de colonias
que se estudid posteriormente por técnicas dependientes de cultivo (n= 76). Por tanto, es
importante tener en cuenta el tiempo de incubacion de las muestras y aislar las colonias
en cuanto se ve crecimiento y no dejarlo mas de 48h ya que a partir de ese momento nos
resultdé complicado recuperar las colonias y a eso creemos que se puede deber el alto

porcentaje de cepas irrecuperables (por problemas de contaminacion).

De las muestras ambientales estudiadas por técnicas dependientes de cultivo se analizaron
76 colonias, 53 fueron identificadas como hongos filamentosos, de las cuales 40 fueron
identificadas como Aspergillus fumigatus y 8 no fueron identificadas ni por MALDI-TOF
ni por biologia molecular. Tan s6lo 10 colonias del total fueron identificadas como
bacterias, siendo la predominante Bacillus subtilis, lo cual es 16gico dado que esta bacteria

forma esporas (Takashi Tsugukuni et al., 2020).
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En la captacion de Majadahonda del 19 de julio (n= 3), mediante técnicas dependientes
de cultivo se identificaron 2 colonias como A. fumigatus y 1 como Paecilomyces variotii
complex, mientras que por NGS el 100% de las colonias fueron identificadas como A.
nidulans. Estas diferencias pueden deberse a la base de datos de comparacidn y/o también
a que la regidén que se utiliza para la secuenciacion masiva no es suficientemente
discriminativa en Aspergillus. Seria interesante incluir una segunda diana de
amplificacion en el proceso de NGS para caracterizar mejor las secuencias de Aspergillus

obtenidas.

Respecto a la captacion de Villaverde del 19 de julio (n=56), se identificaron por técnicas
dependientes de cultivo un 75% de colonias pertenecientes al género Aspergillus, de las
cuales, un 64% fueron A. fumigatus, un 12% fueron Bacillus subtilis, un 2% Yersinia
enterocolitica, un 2% Staphylococcus hominis, un 5% no se identificaron y un 4% no
fueron recuperables. Sin embargo, por NGS se detecté un 0,219% de Aspergillus, un
13,825% de Candida, un 7,44% de Cladosporium, un 0,328% de Fusarium, el 0,771%
fueron identificadas con otros géneros fungicos y al 77,276% no se le asignd ningun
género. Como era de esperar, la técnica basada en NGS detecta més variedad de géneros
que por métodos dependientes de cultivo y es mucho mas dificil de contaminar, de modo
que el 64% de A. fumigatus detectados por métodos dependientes de cultivo podrian
indicar una contaminacion o un mejor crecimiento en las condiciones indicadas, también
hay que sefialar que hubo un porcentaje de cepas no despreciable que no se pudieron
recuperar para su identificacion lo que también podria explicar las diferencias. Por NGS
un 77,276% de colonias no se pudieron identificar, lo que podria deberse a que las bases

de datos no incluyen todas las especies de hongos existentes.

El protocolo de extraccién de ADN a partir de esputos es complejo y requiere tiempo,
pues hay que liofilizar las muestras durante méas de 12 horas y tienen una matriz mas
complicada de tratar. Usar controles en el proceso de extraccion es importante para
comprobar que ha salido la extraccion, de modo que se emplea como control negativo el
ditiotreitol al 0,1% (DTT), al ser un detergente utilizado en la extraccion y se usa como
control positivo de la extraccion de muestras ambientales un filtro idéntico al empleado
en la captacion ambiental con esporas de cepas de Aspergillus (ATCC2579 y
ATCC2580). Aunque los resultados de la cuantificacion de la extraccion de ADN fueron
muy bajos, si se observaron productos de amplificacion cuando las muestras se

visualizaron por electroforesis (Figuras 4, 5y 6).
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Los resultados obtenidos de la secuenciacion por NGS de las muestras clinicas, mostraron
2 esputos que tienen el 100% de la muestra sin identificar, 4 que tienen mas del 50% sin
identificar y 3 que tienen 12,192% o menos de sus géneros sin asignar, esto pone de
manifiesto la necesidad de completar las bases de datos ya que es probable que estas sean
secuencias de hongos que no se encuentran en las mismas. Los porcentajes de Candida
en los esputos varian del 0%, en el caso de los esputos 4 y 10 no se asignd ningln
microorganismo (100% sin asignar), hasta el 94,785%, esto podria indicar una
contaminacion con flora del tracto respiratorio superior ya que Candida se encuentra en

la boca, pudiendo representar microbiota oral.

Respecto a los controles, los controles positivos de extraccion utilizados fueron una cepa
de A. fumigatus, sin embargo, las frecuencias relativas para este hongo en ambos controles
por NGS resultaron ser del 0%. El control negativo de la primera extraccion tenia
unicamente DTT 0,1% pero el estudio por NGS dio un 57,814% de frecuencia relativa
para hongos del género Candida y un 1,634% de otros géneros fungicos. Algo similar
ocurre con el control negativo de la segunda extraccion, ya que detectdé un 33,787% de
Candida y unos porcentajes minimos de otros microorganismos. Esto puede deberse a
alguna contaminacién en alguno de los pasos realizados. Sin embargo, el control positivo
de PCR (DNA de A. niger) fue clasificado como Aspergillus como se esperaba. Por
ultimo, los resultados de los filtros con esporas son dispares, pues el primer filtro, que
contenia la ATCC2579 (A. flavus), dio por NGS un 22,796% de Candida, un 6,451% de
otros géneros fungicos y un 70,753% de microorganismos sin identificar, pero no detect6
Aspergillus, mientras que, en el segundo filtro, que contenia la ATCC2580 (A. fumigatus),
se detect6 un 45,969% de Aspergillus, un 20,091% de Candida, un 2,18% de Penicillium,
un 3,086% de otros géneros y un 28,674% de microorganismos sin identificar. Estos
resultados indican la necesidad de refinar el proceso de extraccion y controlar en mayor

medida las contaminaciones.
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CONCLUSIONES
1. Aspergillus es el hongo filamentoso mas comunmente encontrado en los estudios

ambientales por técnicas dependientes de cultivo, y concretamente, A. fumigatus.

2. Candida fue encontrada principalmente en las muestras clinicas posiblemente
reflejando una contaminacion de la micobiota oral.

3. Los controles de extraccion no dieron los resultados esperados por lo que es
necesario realizar mas experimentos para determinar las causas del problema.

4. Las técnicas NGS son mas precisas y pueden dar mas informacion acerca de las
frecuencias relativas de las diferentes poblaciones flngicas en una muestra,
pueden contaminarse facilmente y son dependientes de la base de datos de
comparacion.

5. Las diferencias obtenidas en el estudio de las muestras ambientales mediante
técnicas dependientes de cultivo frente a las técnicas NGS podrian deberse a la
limitacion del uso de la region ITS, que no es suficientemente discriminativa para
algunas especies de hongos, para solventar este problema se podria afiadir una
segunda diana en el proceso de amplificacién NGS.
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ANEXOS
ANEXO I: Equipo de muestreo

El equipo de captacion de muestras ambientales consta de un puerto donde se coloca el
cabezal de muestreo de aerosoles, en el cual se coloca el portafiltros con su filtro
correspondiente para la captacion ambiental, una bomba de vacio que asegura el caudal
constante para que la operacion sea continua, un medidor de volumen de gas que
determina el volumen aspirado, un cronémetro para ajustar el tiempo deseado de muestreo

y una carcasa protectora (AENOR, 2013).

Figura 1. Equipo de muestreo empleado en las captaciones ambientales.
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ANEXO II: Método de extraccion de ADN a partir de cultivo para hongos

filamentosos

Para la extraccion primero se sembraron las muestras en medio liquido GYEP (Glucosa,

extracto de levadura, peptona), una vez crecidas, se dejaron secar y se transfirio todo el

micelio obtenido a un tubo Falcon de propileno de 50ml con tapén de rosca y fondo en

cono al que se le han afiadido 6 perlas de vidrio de 4mm de diametro.

Los pasos de la extraccion fueron los siguientes:

1.

10.

11.

Se hicieron 3 ciclos de 30 segundos en N2 liquido seguidos de 30s en vortex a
méaxima velocidad para pulverizar las muestras.

Se afiadieron 800ul de tampdn de extraccion y 800ul de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico dentro de una cabina de gases.

Se transfirié el contenido a tubos eppendorf y se centrifugaron durante 15min a
12.000rpm entre 4-8°C.

Se traspaso el sobrenadante a otro tubo eppendorf y se afiadié la misma cantidad
recogida de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico.

Se repitid el proceso de centrifugacion con las mismas condiciones y se traspaso
el sobrenadante a un nuevo eppendorf, donde se afiadié un volumen igual al
recogido de cloroformo: alcohol isoamilico (Cl: 24:1).

Se hizo una centrifugacion de 5min a 12.000rpm entre 4-8°C.

Se volvié a pasar el sobrenadante a un nuevo eppendorf y se precipité con 0,6
volimenes/ml de isopropanol, el contenido se mezclé por inversion y se
centrifugd durante 15min a 12.000rpm.

El sobrenadante se retiro por aspiracion y se afiadieron 300l de etanol (EtOH) al
70%.

Se centrifugd 10min a 12.000rpm entre 4-8°C.

Se volvio a retirar el sobrenadante por aspiracion y se resuspendieron los pellets
en 25-50 pl de agua destilada estéril y 1-2 pl de RNAsa (Img/ml).

Se incub6 durante 1h a 37°C.
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ANEXO I11: Condiciones de PCR de g-tubulina

La mezcla de reaccion de la PCR estuvo constituida por 5ul de tampon sin cloruro de
magnesio (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos), 4ul de cloruro de
magnesio (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos), 1ul de
desoxinucleosidos trifosfato al 2,5mM (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos), 1l de cebador forwardy 1pl de cebador reverse al 50mM correspondientes
a B-tubulina 2a (5’GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3’) y B-tubulina 2b
(5’ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC3’) (Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania), 0,5ul de Taq polimerasa (Applied Biosystems, Foster City,
CA, Estados Unidos), 32,5ul de agua destilada (Sigma-Aldrich, Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) por cada muestra y 5ul de ADN a una concentracién de 5ng/ul

para dar un volumen final de 50 pl.

La PCR consistié en un primer ciclo de 5 minutos a 94°C, 30 ciclos de 30 segundos a
94°C, 45 segundos a 55°C y 2 minutos a 72°C y un ciclo final de 5 minutos a 72°C.
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ANEXO 1V: Cebadores e indices de lHlumina utilizados para el estudio de muestras

clinicas

Tabla 1. Set de cebadores forward (I1lumina, 2019).

NOMBRE SECUENCIA §°

ITS_fwd_1 CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS_fwd_2 CTCGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS_fwd_3 CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA
ITS_fwd_4 CCCGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS_fwd_5 CTAGGCTATTTAGAGGAAGTAA
ITS_fwd_6 CTTAGTTATTTAGAGGAAGTAA
ITS_fwd_7 CTACGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS_fwd_8 CTTGGTCATTTAGAGGTCGTAA

Tabla 2. Set de cebadores reverse (Illumina, 2019).

NOMBRE SECUENCIA §°

ITS rev_1 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS rev_2 GCTGCGTTCTTCATCGATGG
ITS rev_3 GCTACGTTCTTCATCGATGC
ITS rev_4 GCTGCGTTCTTCATCGATGT
ITS rev_5 ACTGTGTTCTTCATCGATGT
ITS rev_6 GCTGCGTTCTTCATCGTTGC

ITS rev_7 GCGTTCTTCATCGATGC
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Tabla 3. Secuencias de los indices. N 0 S: Nextera XT; 7: indice 1; 5: indice 2 (lllumina, 2019).

indice 1
N701
N702
N703
N704
N705
N706
N707
N710
N711
N712
N714
N715
N716
N718
N719
N720

N721

Secuencia

TAAGGCGA

CGTACTAG

AGGCAGAA

TCCTGAGC

GGACTCCT

TAGGCATG

CTCTCTAC

CGAGGCTG

AAGAGGCA

GTAGAGGA

GCTCATGA

ATCTCAGG

ACTCGCTA

GGAGCTAC

GCGTAGTA

CGGAGCCT

TACGCTGC

indice 2
S502
S503
S505
S506
S507
S508
S510
S511
S513
S515
S516
S517
S518
S520
S521

S522

Secuencia

CTCTCTAT

TATCCTCT

GTAAGGAG

ACTGCATA

AAGGAGTA

CTAAGCCT

CGTCTAAT

TCTCTCCG

TCGACTAG

TTCTAGCT

CCTAGAGT

GCGTAAGA

CTATTAAG

AAGGCTAT

GAGCCTTA

TTATGCGA
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ANEXO V: Resultados de la identificacion de las muestras ambientales

En las tablas 1, 2, 3 y 4 se recogen los datos obtenidos de la identificacion visual, por
espectrometria de masas y usando como diana la B-tubulina de las muestras recogidas en
las captaciones ambientales.

Tabla 1. Captacion de muestras ambientales en Majadahonda el dia 19 de julio.

ID IDENTIFICACION VISUAL MALDITOF DIANA B-TUBULINA

1 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus
2 Aspergillus fumigatus Paecilomyces variotii complex  SIN IDENTIFICAR
3 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus

Tabla 2. Captacion de muestras ambientales en Villaverde el dia 19 de julio.

ID IDENTIFICACION MALDITOF DIANA B-TUBULINA
VISUAL
4 Levadura Bacillus subtilis =
5 Levadura Bacillus subtilis -
6 Levadura Yersinia enterocolitica -
7 Levadura Bacillus subtilis -
8 Aspergillus nidulans Aspergillus nidulans Aspergillus nidulans
9 Aspergillus niger Aspergillus niger complex Aspergillus tubingensis
10  Levadura Staphylococcus hominis -
11 Levadura Bacillus subtilis -
12 NO RECUPERABLE - -
13 NO RECUPERABLE - -
14 Aspergillus niger Aspergillus niger complex Aspergillus tubingensis
15  Aspergillus sp. SIN IDENTIFICAR Aspergillus spinulosporus
16  Levadura Bacillus subtilis -
17 Aspergillus nidulans SIN IDENTIFICAR Aspergillus nidulans
18  SIN IDENTIFICAR Aspergillus fumigatus -
19  Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus
20  SIN IDENTIFICAR Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus
21 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
22  SIN IDENTIFICAR Aspergillus fumigatus -
23 Levadura Bacillus subtilis -
24 Levadura Bacillus subtilis -
25  Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus
26 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
27 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
28  Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
29  Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
30  Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
31 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
32 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -
33 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus -

35



Estudio del micobioma: Estandarizacion y analisis de datos

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

Tabla 3. Captacion de muestras ambientales en Majadahonda el dia 3 de agosto.

ID

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus nidulans

Aspergillus fumigatus

IDENTIFICACION
VISUAL

Levadura

Aspergillus nigri
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Aspergillus nidulans
Aspergillus fumigatus
Aspergillus sp.
Penicillium sp.

Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
SIN IDENTIFICAR

Aspergillus fumigatus
Aspergillus nidulans

SIN IDENTIFICAR

MALDITOF

Bacillus megaterium
Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger complex

SIN IDENTIFICAR
SIN IDENTIFICAR
SIN IDENTIFICAR
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
SIN IDENTIFICAR
SIN IDENTIFICAR

Laura L6pez Pérez

Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus

SIN IDENTIFICAR
Aspergillus nidulans
SIN IDENTIFICAR

DIANA B-TUBULINA

SIN IDENTIFICAR
SIN IDENTIFICAR
SIN IDENTIFICAR

SIN IDENTIFICAR
SIN IDENTIFICAR
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Tabla 4. Captacion de muestras ambientales en Villaverde el dia 3 de agosto.

ID

70
71
72
73
74
75
76

IDENTIFICACION

VISUAL
Levadura

Aspergillus nigri
Aspergillus sp.
Aspergillus sp.

NO RECUPERABLE
Mucoral

Aspergillus fumigatus

MALDITOF

SIN IDENTIFICAR

Aspergillus niger complex
Aspergillus nidulans

Aspergillus ochraceus/westerdijkiae
Rhizopus oryzae complex
Aspergillus fumigatus
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