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sta investigacion tiene como objetivo caracterizar e identificar el hongo
Eencontrado en las semillas del 4rbol nacascol y su impacto en la salud del
medioambiente. El proceso estuvo conformado por tres fases y tuvo como
resultado la identificacion de un hongo del género Aspergillus sp, que incide
en las infecciones respiratorias agudas. Se encontr6 una nueva especie de As-
pergillus sp en El Salvador.

Introduccion

En nuestro medioambiente la salud es un valor agregado al capital hu-
mano. No solo es necesario identificar los riesgos ambientales, sino también
contribuir a resolver la problemética encontrada. Es tarea de todos colaborar
en la minimizacion del dafio al medioambiente.

En esta ocasion se investiga sobre una planta natural muy conocida en
nuestro medio: el drbol nacascol o nacascolo. Esta semilla tiene una particu-
laridad inerte, necesita la presencia de un hongo del género Aspergillus sp,
para que, junto con las propiedades del barro, se puedan tefiir de color negro
las vasijas, lo que les otorga una particular belleza, quizas incluso un aspecto



colonial. Asimismo se puede curtir la piel del ganado vacuno.

Sin embargo, se ha encontrado que en los cinco lotes de semillas se alber-
ga un hongo que infiere dafio a la salud luego de exposiciones prolongadas
y si la persona tiene las defensas inmunoldgicas bajas, tal como se demuestra
en muchos estudios del género Aspergillus, y ya sea por negligencia o desco-
nocimiento, se ignora el «peligro» que encierra la aspiracion de las esporas.

En muchas ocasiones las afecciones pulmonares se diagnostican como
Bronquitis Aguda o Asma Bronquial, cuando en realidad no se debe descar-
tar una Micosis Pulmonar, y el tratamiento deberia conformarse por antimi-
cdticos y no antibidticos. Asi también se reportan fenémenos alérgicos.

La investigacion estuvo compuesta por tres fases:

a) Primera fase: Recoleccion de las semillas de nacascol.

b) Segunda fase: Extraccion y preparacion del tanino de la semilla y el

hongo.

c) Tercera fase: Pruebas de laboratorio, que consistieron en sembrar el

inoculo del hongo presente en la semilla en tubos de agar sabouroud
y examinar la muestra por microscopia simple y microscopia electro-
nica de barrido.

El descubrimiento

El arbol conocido como NacascoL tiene como nombre cientifico Caeselpi-
nia coriaria. Pertenece a la familia Caesalpnieaceae, del género Caesalpinia. Es
una planta leguminosa con tallo de 3 a 11 metros de altura, con hojas en pares
pinnas de 5 a 10 cm de largo (cada una con mas de 10 foliolos de 4 a 8 mm de
largo y 2 mm de ancho, apice redondeado) y semillas de color café de aspecto
negro.

En estas semillas crece un hongo parecido al Aspergillus niger, considerado
como patdgeno oportunista para el ser humano; sin embargo, su morfologia
es diferente, sus esporas varian con el anterior. En este caso estan dispuestas
en forma de espiculas separadas en toda la espora. Son multiples, coalescen-
tes, unas pigmentadas y otras claras, de diametro pequefio, y de color negro a
café segun pigmentacion, no son planas ni rugosas como la de especie niger.

Al ser cultivadas en medio especial generan una coloraciéon negra con



produccién de pigmento en la region posterior del tubo antes de las 24 horas
al agregar al medio agar saboroud mas sustancias oxidantes. Segun el anali-
sis fitoquimico preliminar del arbol de Caeselpinia coriaria, contiene taninos,
triterpenos, glicosidos y flavonoides. El hongo se reproduce en las semillas
del arbol nacascol, luego se cultiva in vitro para la produccion del colorante.

Figura 1-1. Semilla de nacascol

El hongo encontrado en las semillas se describe asi:

EsTtERIGMAS. La cabeza de la conidia es negra, conidioforo liso largode 1 a
4 mm con conidias o esporas internas moderadas de 1 a 3 micras, coloreadas
de color café a negro.

Caracteristicas macroscdpicas: colonia en agar saboraud es de color blanco,
luego cambia a verde de aspecto radiado y después se hace negro, el reverso
es amarillo o pigmentado de color negro segin agente oxidante, altura del
micelio bajo, aspecto de la colonia es polvorienta de color negro.

Caracteristicas Microscopicas: cabezas conidiales lisas de una pared redon-
da e irregular, dispuesta en forma radial; estipes de pared delgada lisas y
pronunciadas, coloreadas de color café a negro; no se observa vesicula o co-
lumella; hay conidias abundantes desprendiéndose de la cabeza; tiene una
hilera de fialides. El esporangio es una estructura globosa peridial simple,
del esterigma es de color negro. Las conidias maduras de color café son es-



féricas con proyecciones en forma de picos triangulares en toda la periferia,
abundantes; y las centrales son escasas formando espiculas en numero ma-
yor de diez. La conidia tiene un aspecto esférico estrellado con espiculas, de
los extremos emergen filamentos dispuestos en forma de cadenas lineales
que salen de las protuberancias. Toda la estructura forma una coraza sélida.
Las esporas inmaduras asexuales son esféricas de pared delgada, incolora, de
tamafio grande, que luego se llenan formando masas internas de color café.
El conioforo es largo, liso, con esporas abundantes. Hay otras conidias que
se diferencian de la anterior porque tienen una forma de nucleo al interior
de tamano regular a grande color celeste que adopta del colorante con borde
hialino de pared simple mas pequefias que las anteriores, sin protuberancias
de aspecto rugoso plano en nimero no mayor de diez, no forman espiculas
que corresponde al niger.

En general, la espora es de forma esférica e irregular, aseptada, amero-
pora, coloreada y oscura del tipo feospora, tamafo grande, cuyo didmetro
es de 1 a 3 micras; las hifas no son septadas con micelio continuo. Crece a
temperatura ambiente 37 ° C.

Figura 1-2. Esporas Aspergillus Figura 1-3. Vesicula y esporangio del
sp. 40X hongo Aspergillus sp 10X



EN CULTIVO DE AGAR SABORAUD DE PLACA Y TUBO: se observan colonias abun-
dantes de color blanco a verde radiado que cambia a color negro, dispuestos
en forma radial del centro hacia fuera, el reverso es color amarillo a pigmen-
tado negro segin uso de oxidantes.

En cuanto a esta variedad de Aspergillus encontrada, se sugiere que, dada
su caracterizacién morfoldgica, es otra especie y ha sido encontrada en El
Salvador. Esto se ha deducido ya que por la clasificacion taxonomica inter-
nacional no corresponde a la especie niger. Entre sus diferencias importantes
estan: conidioforo no es liso, no tiene septos, da pigmento al reverso anterior
de los tubos, la espora es forma de cactus o mazo o de botella con prominen-
cias triangulares que tienen proyecciones en forma difusa.

Se observa que si la vasija se coloca, luego del quemado, en el suelo donde
estan tiradas las semillas de donde se extrajo el colorante, es evidente que se
vuelve a contaminar. El contacto de la vasija al horno probablemente quema
la espora, ya que la temperatura es de un horno artesanal aproximadamente
es de mas de 300°C.

También utilizan esta misma materia prima para las curtiembres de pieles,
cuyo proceso es similar. Durante el preparado no usan mascarillas ni guantes
de proteccion. La mayoria de personas que trabajan estas artesanias son hu-
mildes y andan descalzas. Ademas de estas condiciones, se debe agregar que
todos somos susceptibles a la presencia del antigeno o alergeno del hongo,
incluso si se reporta la presencia y diseminacion del hongo en el suelo.

Por método de laboratorio se encontrd, por microscopia, que a las 24 ho-
ras del cultivo hubo crecimiento rapido de esporulacion, a los cinco minutos.
Luego de transcurrida una hora habia millones de esporas en diez campos.
Esto se puede observar mds adelante en la secuencia fotografica del cultivo y
microcultivo del hongo Aspergillus sp.

Al revisar el reporte epidemioldgico del Ministerio de Salud, se ha encon-
trado que en estas zonas existe una alta prevalencia de infecciones respirato-
rias agudas en nifios y adultos. Su explicacion es la siguiente: «el problema
es viral». Esto revela que desconocen que los fendmenos alérgicos y respira-
torios tienen otras causales.



Figura 1-4. Imagen obtenida con microfotografia electrénica de barrido:
vesicula y esporas del hongo (6,500 X). Cortesia de la doctora Vianey de
Abrego (Tomada en censaLub, febrero de 2008)

En la Figura 1-4 se observa la imagen obtenida con microfotografia elec-
tronica de barrido: vesicula y esporas del hongo (6,500 x). Puede notarse,
segun reporte de CENSALUD, que es un «hongo filamentoso, donde sobresalen
del micelio las cabezas conidiales, redondeadas. Estas cabezas estan com-
puestas por una vesicula rodeada por una corona de fialides en forma de bo-
tella, en cuyo extremo se fijan las esporas, en este caso solo se aprecia uno no
una cadeneta», el conidioforo no tiene septos y es liso, la vesicula es redonda
de donde emergen multiples de una a dos esporas en forma de mazo o cactus
con espiculas dispersas, en el cultivo dan un pigmento al reverso del tubo,
las otras especies no. Fenotipicamente corresponde a otra especie del género
Aspergillus.

A partir de estudios genotipicos se identifico su pertenencia al género
Aspergillus, ya que presenta la siguiente secuenciacion de Apn.

En la Figura 3 se observa la secuenciacion del apn del género Aspergillus
sp, en la que genotipicamente la secuencias de bases puricas y piridimidicas
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se diferencian entre las diversas especies del género, tal como se ve el mapa
cromosomico en las Figuras 3 y 4.

scaffold l(contig 1.1) [DNA] 1-3970825 +

GETATACCCCAATAACTGCCAAGC CACCATCCATECTEETECACTIT
T 5 GCTCGGGCTTCAATTCCTCATTGAGACATTCCTEE

Figura 2. Secuenciacién del apN del género Aspergillus sp.
FuenTe: Broad Institute, Aspergillus Comparative Database 2007.
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Figura 3. AbN cromosomal del género Figura 4. Comparacion de especies
Aspergillus sp. FuEnTE: Broad Institute, de Aspergillus por secuenciacion
Aspergillus Comparative Database 2007 . cromosomal de ADN.
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Impacto en la Salud

El contacto directo entre el humano y el hongo tiene como consecuencias
el dafo a la salud y la erogacion del gasto publico en la atencion de Infeccio-
nes Respiratorias Agudas, en los niveles de atencién 1, 11 y 111 de la red del Mi-
nisterio de Salud. De tal forma que clasifican en forma general el diagndstico
de Infeccion Respiratoria Aguda sin explicar la causa de su origen.

Se ha determinado por amplia revision bibliografica que el agente cau-
sal de Aspergillus da Aspergilosis Broncopulmonar o Alérgica, en otros casos
cancer pulmonar. En esto se incluye, del género Aspergillus, las especies de
fumigatus, niger, terreus, flavus, nidulans y ochraceus. En nuestro medio es mas
frecuente el género Aspergillus de la especie niger.®

Cultivo y microcultivo del hongo Aspergillus sp.

Foto 1. Semilla de nacascol. Obsérvese la
pigmentacion de color café a negro presente en la

superficie de la semilla.

Foto 2. Tubo en agar saboraud con el hongo.
Siembra de raspado de semilla nacascol que
presenta pigmentacion de color negro. Se observa
que al segundo dia el hongo Aspergillus sp ya

esta esporulando rapidamente. Al cuarto dia esta

invadido todo el tubo en agar saboroud.
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Foto 3. Crecimiento del hongo a las 24 horas,
10x. Se observa en el microscopio 10x que la
esporulacion a los cinco, quince y treinta minutos
es alta, en cincuenta campos esta completamente

invadido.

Foto 4. Microcultivo del hongo. Se hizo
microcultivo del hongo y hubo aparecimiento de

«mancha» en la placa a las 48 horas

-

Foto 5. Observacion del hongo a partir del
microcultivo 10x. Se observa el conioforo mas la

vesicula adherida al medio.

Foto 6. Hongo Aspergillus sp 10x. Se observa el
hongo encontrado en las semillas de nacascol con
la vesicula y el conidioforo, presenta inicio de

esporas en forma de cadena lineal.

Foto 7. Espora del hongo Aspergillus sp 40x.
Ampliada 100 veces.

Se observan esporas encontradas en el cultivo
en todas las laminas que se desprenden de las

vesiculas.
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Foto 8. Espora del hongo Aspergillus Niger
40x. Se observa que la variedad niger es la que
esta asociada al género Aspergillus, pero en las

semillas no se encontrd esta variedad. La de la

foto 7 es la mas frecuente, con esporulacion alta.

Existen varias formas de aspergilosis que causan enfermedades en el ser

humano, entre las mas conocidas se encuentran:

* Aspergilosis pulmonar de tipo bronco pulmonar alérgica: se debe a
una reaccion alérgica al hongo por aspiracion. Se desarrolla con asma
bronquial.

¢ Aspergiloma: es un tumor que se desarrolla en un lébulo pulmonar,
como una tuberculosis o absceso pulmonar.

¢ Aspergilosis pulmonar invasiva: es una infeccién grave con neumonia
que se disemina a otras partes del cuerpo. La infeccién ocurre en per-
sonas con sistemas inmunitarios debilitados debido al cancer, sipa,
leucemia, trasplante de 6rganos, quimioterapia entre otros. ®3*

Revisando la literatura, se ha encontrado que los aspergilomas se forman
cuando el hongo Aspergillus crece como una masa en cavidades pulmonares
(pulmon) o cuando el organismo invade tejido previamente sano, y causa un
absceso. &9

El Aspergillus, en altas concentraciones, puede producir aspergilosis. La
especie invasora provoca alteraciones pulmonares. Esta enfermedad aparece
con mas frecuencia en agricultores, ya que inhalan el polvo del hongo con
mas facilidad. @

La forma de reproduccion del Aspergillus son sus esporas, que con un
tamanio de 2 a 3.5 cm entran facilmente a las vias aéreas. Al germinar estas
esporas, y ser introducidas en un individuo susceptible (asma atipico, fibro-
sis quistica), forma hifas que colonizan los bronquios. Las hifas tienen de 3
a 7 cm de didmetro, y se caracterizan por sus ramificaciones en angulo de 45
grados. 10130
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El tamafio del inoculo es variable, el numero de esporas inhaladas es un
factor importante en la produccion de Aspergilosis. El asma (atopia), fibrosis
quistica y asma son de las mas frecuentes de consulta externa. ¥

En general el Aspergillus es un hongo filamentoso del grupo Deuteromy-
cetes u hongos imperfectos. Su aspecto microscopico es tipico y se caracteriza
por unas estructuras esporiferas o reproductoras llamadas cabezas conidia-
les. Estas cabezas estan compuestas por una vesicula rodeada por una corona
de fidlides en forma de botella, en cuyo extremo se forman cadenas de espo-
ras en forma lineal. 510

Rapper y Fennell las clasifican en 18 grupos, basandose en su aspecto ma-
croscopico y en las caracteristicas morfoldgicas de los conidiéforos y fialides;
de ellas, doce se relacionan con enfermedad humana. Las mas importantes
son: Aspergillus fumigatus, A. flavus y A. niger . 16182

Otros autores consideran que el Aspergillus es un género de alrededor
de 200 hongos. Puede existir en dos formas basicas: levaduras e hifas. El As-
pergillus es filamentoso (compuesto de cadenas de células, llamadas hifas, el
tipo de hongos opuesto a las levaduras, que se componen de una sola célula
redonda). ¥

El Aspergillus niger tiene el micelio lanoso de color blanco amarillento que
cambia a negro, el reverso es blanco amarillento, conidiéforos largos y lisos y
fialides biseriadas que cubren completamente la vesicula.

Los Aspergillus pueden ocasionar multiples procesos patoldgicos. Entre
los factores de patogenicidad de este hongo se encuentran: el pequefio tama-
fio de sus conidias permite que sean aspiradas y causen infeccién en el pul-
mon y en los senos paranasales; su capacidad de crecer rapidamente a 37°C
lo hace idoneo para afectar al humano; asi como su capacidad de adherencia
a superficies epiteliales y posiblemente endoteliales y su gran tendencia a in-
vadir los vasos sanguineos; y la produccidon de un gran ntimero de productos
extracelulares toxicos para las células. @

El Aspergillus por su naturaleza es «patdgeno oportunista», es decir, suele
afectar a pacientes con mecanismos de defensa comprometidos, por lo que su
lesion es muy grave.

Los sintomas principales al contraer Aspergillus pueden ser: dolor toraci-
co, expectoracidon con sangre (se observa hasta en un 75% de los pacientes),
fiebre, insuficiencia respiratoria, pérdida de peso, sibilancias, tos seca. *®
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Entre las complicaciones mas relacionadas estan: dificultad respiratoria
progresiva, hemorragia pulmonar, diseminacion de la infeccidn, entre otros.
La aspergilosis constituye la infeccion micotica oportunista mas frecuente del
pulmon, ® por lo que en pacientes con sipa es fulminante.®”

Medioambiente

En la Figura 5 se observa por radiografia de térax simple un paciente que
presenta patrones nodulares caracteristicos de personas que se han contami-
nado con el hongo Aspergillus sp, y que presentan manifestaciones clinicas de
una Aspergilosis Pulmonar, y en otros casos Aspergiloma Pulmonar.

Se aclara que este diagnodstico diferencial a priori tiene similitudes con
una Bronquitis Aguda, y por desconocimiento los pacientes son tratados con
antibidticos, cuando en realidad tendria que ser con un antimicético.

Figura 5. Radiografia de torax. Se observan opaci-
dades bilaterales con patrén nodular caracteristicas

de aspergilosis pulmonar invasora.®”
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El Aspergillus es un hongo ampliamente difundido en la naturaleza que
se desarrolla en vegetales en descomposicidn, granos de cereal, heno, tejidos
de algodon, lana y plumas. Su medio ideal son los ambientes oscuros, htime-
dos y cerrados. Podemos encontrar esporas de Aspergillus en los depdsitos de
trigo, en los edificios en construccion, en los aparatos de aire acondicionado
y en los alimentos enmohecidos.

El Aspergillus es un hongo filamentoso, ubicuo y cosmopolita que se en-
cuentra en la naturaleza y en las viviendas. Se puede aislar de la tierra, de los
sistemas de ventilacion, del agua.?

Los aspergilos se reproducen con facilidad a temperaturas altas y se en-
cuentran con frecuencia en cereales, forrajes, algoddén y algunas aves como
las palomas; abundan en materiales organicos en descomposicion. Las espo-
ras se diseminan por el aire (conidios) y son inhaladas.®

Las esporas pueden sobrevivir, en las condiciones adecuadas, durante mi-
les de afos. Estudios recientes han demostrado que las esporas de Aspergillus
mantienen intacta su capacidad invasiva, e incluso parece aumentar su po-
tencial alergénico después de miles de afios. Se han encontrado esporas de A.
niger y flavus en la comida, las ropas, las flores y otros objetos de las tumbas de
los faraones del antiguo Egipto, en momias y en el sarcofago de Ramsés 1.

La propagacion rapida del Aspergillus en ambientes llenos de polvo y a
través de los sistemas de aire acondicionado puede ser el origen de los brotes
de aspergilosis que acontecen en hospitales y otros edificios después de obras
de remodelacion o construccion.®

Las especies de Aspergillus son termoestables y son capaces de crecer a
temperatura entre 15 y 53 grados centigrados. Las esporas estan presentes
todo el afo, pero predominan en otofio e invierno, recuperandose de paja,
estiércol, madera, vegetales en descomposicion, abono de tierra, alcantarillas,
deposiciones de aves, heno enmohecido y aire atmosférico.*®

Prevencion en la salud para resolver
el problema identificado

La investigacion consiste en un nuevo aporte cientifico de conocimiento
en el impacto ambiental en salud de nuestro pais, en identificar no solamente
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el hongo y su localizacion, sino también en contribuir con la educacion sani-
taria y ambiental. Incluso en cuanto a capacitar el personal de salud sobre el
descubrimiento y conocimiento de aspectos microbioldgicos en la prevencion
de la enfermedad, optando la posibilidad de pensar en otros diagndsticos.

Se ha encontrado que al utilizar un método sencillo de proteccién, como
el uso de mascarilla y guantes, se reduce considerablemente la diseminacion
y contaminacién de los susceptibles a contraer el hongo, asi como otras me-
didas de eliminar o destruir el hongo durante el preparado. También es im-
portante proteger el producto luego del quemado en otras areas estériles.
También a nivel de suelo se ha reportado la presencia de Aspergillus, por lo
que es un antigeno o alergeno susceptible al ser humano.

En conclusidn, se encontrd una nueva especie de hongo del género Asper-
gillus en las semillas de nacascol y en el suelo salvadoreno en la zona norte
del pais, el cual serd denominado en el futuro con el nombre cientifico: As-
pergillus ues salvadoriensis, del género Aspergillus; ues, porque se descubrio en
la Universidad de El Salvador, y salvadoriensis, porque esta en territorio de El
Salvador; o es el caso nombre cientifico binomial: Aspergillus ues salvadoriensis
A Vasquez. Se hizo busqueda en base de datos de Atlanta cpc y sociedades de
micologia en donde no se reporta la especie encontrada en particular.

Se agradece a CENSALUD por su colaboracion en la toma de macrofotografias electronicas

de barrido y a la doctora Vianney Abrego.
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ANEXOS

Comparacion de la nueva especie del género Aspergillus con especie Niger.
Microscopia electronica de barrido

Foto 1. Nueva especie del genero Aspergil-
lus. Cortesia doctora Vianney de Abrego
(ceEnsaLuD, UEs, 2008).

Foto 2. Nueva especie del genero Aspergil-
lus. Cortesia doctora Vianney de Abrego
(cENSALUD, UEs, 2008).

Foto 3. Nueva especie del genero Aspergil-
lus. Cortesia doctora Vianney de Abrego
(ceENsaLuD, UEs, 2008).
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Foto 4. Es la especie mas frecuente a nivel
mundial. Se observa que las esporas

son redondas o circulares diferentes a la
especie nueva que es en forma de «mazo
o botella».

ex Anig_scaffold 1({

Foto 5. Secuenciaciéon de
ADN del género Aspergillus.
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Microfotografias electronicas de barrido de la nueva especie
Cortesia doctora Vianney de Abrego, cENsaLUD, 2008
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