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RESUMEN

El complejo Fusarium solani (CFS) se encuentra ampliamente distribuido en
la naturaleza, causando un amplio espectro de infecciones en los humanos,
desde superficiales, como la queratitis, hasta infecciones fungicas invasoras,
caracterizandose por presentar una escasa actividad frente a los
antifungicos. El objetivo de esta investigacion fue determinar Ia
susceptibilidad in vitro del CFS frente a 5 antifungicos segun el método M38-
A2 del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Se utilizaron
30 aislamientos clinicos de ulceras corneales provenientes de la coleccion de
cultivos del Departamento de Micologia del Instituto Nacional de Higiene
“‘Rafael Rangel” y del Hospital Universitario de Caracas. Se siguio el
protocolo descrito en el documento M38-A2, que consistidé en determinar las
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) por microdilucion en caldo para
anfotericina b (AB), itraconazol (1Z), posaconazol (POS), voriconazol (VZ) y
fluconazol (FZ). En general, todas las drogas presentaron CMI elevadas,
siendo VZ y AB los antifungicos que mostraron mejor actividad, mientras que
para 1Z, POS y FZ la actividad fue nula. Los resultados de este estudio
aportaron informacion importante sobre el comportamiento del CFS ante los
antifungicos de uso comun en la practica clinica por primera vez en
Venezuela. Es imprescindible conocer la actividad de estas drogas para
poder tomar decisiones y orientar una conducta terapéutica adecuada.

Palabras claves: Complejo Fusarium solani, pruebas de susceptibilidad in
vitro, antifungicos, documento M38-A2.
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SUMMARY

The Fusarium solani species complex (FSSC) is widely distributed in nature,
causing a wide spectrum of human infections, from superficial as keratitis to
invasive fungal infections, characterized by having low antifungal activity. The
objective of this research was to determine the in vitro susceptibility of FSSC
to 5 antifungal agents, according to the M38-A2 method of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). It was used 30 clinical isolates of
corneal ulcers, coming from the culture collection of the Departamento de
Micologia del Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel and the Hospital
Universitario de Caracas. It was followed the protocol described in the
document M38-A2 to determine the minimum inhibitory concentrations (MIC)
by broth microdilution for amphotericin B (AB), itraconazole (12),
posaconazole (POS), voriconazole (VZ), and fluconazole (FZ). In general, all
the drugs showed elevated MICs, being VZ and AB the drugs presenting the
best antifungal activity, while 1Z, POS and FZ showed no activity. The results
of this study provided important information about the behavior of the FSSC
against antifungal agents commonly used in clinical practice for the first time
in Venezuela. It is essential to know the activity of these drugs in order to
make decisions and to orient an appropriate therapeutic behaviour.

Keywords: Fusarium solani species complex, in vitro susceptibility testing,
antifungal agents, M38-A2 document.
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INTRODUCCION

El género Fusarium se encuentra ampliamente distribuido en el suelo,
plantas y diferentes sustratos organicos. Contiene actualmente mas de 50
especies identificadas, de las cuales los patdgenos mas comunes son las
especies del Complejo Fusarium solani (CFS) y F. oxysporum, aunque otras
especies del género también han sido reconocidas como patogenas,
destacandose F. moniliforme y F. verticillioides [1-4].

La presentacion clinica de las infecciones causadas por Fusarium spp.
depende, en gran parte, del estado inmune del hospedero y de la via de
entrada del hongo. Las infecciones superficiales como queratitis y
onicomicosis se observan generalmente en individuos inmunocompetentes,
mientras que las infecciones invasoras se presentan en pacientes
inmunocomprometidos. Los pacientes que desarrollan queratitis o ulceras
corneales, asi como infecciones invasoras, tienen mal prondstico, debido a
su dificil tratamiento [1,4-6].

La incidencia de las infecciones causadas por especies de Fusarium ha
aumentado durante la ultima década y actualmente este género representa la
segunda causa mas frecuente de infecciones por hongos filamentosos,
asociada con elevadas tasas de morbilidad y mortalidad; esta ultima puede
exceder el 70% [1,5].

El manejo terapéutico de las fusariosis permanece aun incierto y constituye

un problema significativo, independientemente del tipo de paciente que sufra



la infeccion. Por otra parte, las opciones terapéuticas disponibles son
limitadas, particularmente para los hongos patdégenos resistentes a los
antifungicos. Se ha documentado que estas infecciones se caracterizan por
su resistencia a practicamente todas las drogas antifungicas disponibles en
el mercado actualmente, y se considera que el CFS es el mas resistente
[1,3,7].

Las pruebas de susceptibilidad in vitro a los antifungicos constituyen una
guia muy valiosa para los médicos en el tratamiento de las infecciones
fungicas [8]. Si bien estas pruebas generalmente no predicen la respuesta
terapéutica individual del paciente, si pueden ayudar a establecer una
asociacion entre Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) elevadas y
pobre respuesta al tratamiento antifungico [1,7]. En Venezuela no se han
realizado investigaciones ni se conoce el comportamiento in vitro del CFS
frente a los antifungicos.

Debido a lo expuesto anteriormente, se planteé una investigacién para
determinar la susceptibilidad in vitro de aislamientos clinicos del CFS frente a
5 antifungicos que representan las alternativas terapéuticas mas
comunmente utilizadas en la practica clinica, segun el método M38-A2 del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI), con la finalidad de determinar las CMI y establecer
rangos de susceptibilidad para este complejo. Los resultados de este estudio
aportaran informacion importante sobre el perfil de susceptibilidad del CFS y

orientaran la instauracién oportuna y efectiva de una terapia adecuada.



MARCO TEORICO

El género Fusarium estda representado por un conjunto de hongos
filamentosos hialinos que habitan areas tropicales e intertropicales, y estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Son capaces de producir
enfermedades en las plantas que ocasionan grandes pérdidas econdmicas
en la agricultura, asi como micotoxicosis, alergias, infecciones ocasionales
en animales e infecciones superficiales y diseminadas en el humano, estas
ultimas usualmente fatales [2,3,5]. La distribucién generalizada de las
especies de Fusarium se atribuye a su habilidad de crecer en un amplio
rango de sustratos (suelo, plantas aéreas y subterraneas, materia organica y
agua) y a su eficiente mecanismo de dispersion [2].

Se han identificado mas de 50 especies del género Fusarium, pero solo 12
han sido descritas como patdgenas para el humano: F. solani es el mas
frecuente (mas del 50% de los casos), seguido de F. oxysporum
(aproximadamente 20%) y F. verticillioides (20%) [2,4].

La identificacion a nivel de especie para el género Fusarium tradicionalmente
se ha basado en el estudio de las caracteristicas morfolégicas, siendo esta
tarea muy laboriosa y reservada a micélogos bien entrenados en taxonomia
[1]. Recientemente, diversos autores han utilizado criterios moleculares para
dilucidar la taxonomia de Fusarium, basados en la secuenciacion de diversos
genes, lo que les ha permitido demostrar que las clasicas especies

patdogenas del género, como son F. verticillioides (F. moniliforme), F.



oxysporum y F. solani constituyen en realidad complejos de especies. Zhang
y col. [9], utilizando técnicas de biologia molecular basadas en un enfoque
del analisis de las secuencias multilocus, demostré que bajo el nombre
genérico de F. solani existen al menos 45 especies filogenéticamente
distintas, muchas de las cuales no han sido descritas formalmente; sin
embargo, otros investigadores han documentado que son 21 las especies
filogenéticas de interés clinico [10]. Debido a esta variabilidad, actualmente
este conjunto de especies ha sido reconocido como Complejo Fusarium
solani (CFS).

La expresion clinica de las infecciones causadas por Fusarium spp. depende
en gran medida del estado inmune del hospedero y de la puerta de entrada,
constituida principalmente por las vias respiratorias, seguido de traumatismos
en la piel y las membranas mucosas [2,4]. En los individuos
inmunocompetentes el trauma es el factor predisponente. Las queratitis,
debidas a abrasiones, heridas o presencia de cuerpos extrafios en los
usuarios de lentes de contacto, asi como las onicomicosis, son las
infecciones mas frecuentes; en las primeras el principal agente causal es el
CFS, mientras que F. oxysporum representa la mayoria de los casos en la
segunda patologia [2,11,12]. Las infecciones menos frecuentes son las
heridas, sinusitis, neumonia, tromboflebitis, fungemia, endoftalmitis, artritis
séptica, osteomielitis y peritonitis, descritas en pacientes que reciben dialisis
peritoneal ambulatoria. En pacientes inmunocomprometidos, existe un alto

riesgo de fusariosis en aquellos con neutropenia profunda y prolongada, asi



como inmunodeficiencia severa de células T, con expresion diseminada de la
infeccion y una mortalidad aproximada del 75% [2]. De acuerdo con Nucci y
col. [13], se han documentado en la literatura casi 300 casos de fusariosis
entre los afios 1970 al 2005.

Segun algunos autores, la incidencia de las infecciones en humanos
causadas por Fusarium spp. pareciera ser estable o mostrar un ligero
aumento, particularmente en pacientes con leucemia mieloide aguda [2,5,14-
16]. Mientras que otros autores afirman que estas infecciones han
aumentado durante la ultima década y que, actualmente, este género
representa la segunda causa mas frecuente de infecciones por hongos
filamentosos [1,13]. En Venezuela los reportes de casos sobre infecciones
causadas por hongos filamentosos, y particularmente por el género
Fusarium, son limitados, independientemente del tipo de pacientes [17-20].
Datos recopilados recientemente en un estudio de frecuencia de hongos
filamentosos aislados de muestras clinicas relevantes de pacientes
hospitalizados en el periodo 2007 al 2009 en Venezuela [21], informd que
Aspergillus spp. fue el género mas frecuentemente aislado (53,3%), seguido
por Fusarium spp. (20%), siendo el CFS el mas representativo del género.

El manejo terapéutico de las infecciones por Fusarium spp. es incierto y
constituye un problema, debido a la ausencia de estudios clinicos que
comparen la actividad de los diferentes antifungicos disponibles en el

mercado frente a las especies de este género. Por lo tanto, las decisiones



terapéuticas frecuentemente se toman basadas en el analisis de estudios
comparativos de susceptibilidad in vitro a estas drogas [1,22].

Se ha documentado que las especies del género Fusarium son resistentes in
vitro a la mayoria de los antifungicos conocidos y tienen diferentes patrones
de susceptibilidad; entre ellas, se considera que el CFS es el mas resistente
[1,4,23-25].

Las pruebas de susceptibilidad in vitro a los antifungicos constituyen una
guia muy valiosa para los médicos en el tratamiento de las infecciones
fungicas. De hecho, el desarrollo de nuevas drogas deberia acompafiarse de
la realizacion de estas pruebas. Varios métodos estan disponibles para la
determinaciéon de la susceptibilidad in vitro a los antifungicos. Entre ellos se
encuentra el M38-A2, desarrollado por el CLSI para la evaluacion de estas
drogas frente a hongos filamentosos. Actualmente, es uno de los protocolos
estandarizados aceptados a nivel mundial, que recomienda la determinacion
de la CMI por microdilucién en caldo para conocer la susceptibilidad o
actividad de los antifungicos [8,26].

La susceptibilidad o resistencia de los antifungicos, determinada por los
meétodos de susceptibilidad in vitro, generalmente no predicen la respuesta
terapéutica individual del paciente frente a las infecciones causadas por
especies del género Fusarium, pero esta bien documentado que existe algun
tipo de asociacién entre CMI elevadas y una pobre respuesta terapéutica.
Por lo tanto, conocer el perfil de susceptibilidad o actividad de este género es

una herramienta valiosa para la escogencia de la mejor alternativa



terapéutica. Ademas, ya que los valores de susceptibilidad pueden ser
especificos, la identificacibn de la especie es importante para la
epidemiologia y es de gran ayuda para la eleccion de un tratamiento
antifungico adecuado [1,4].

El documento M38-A2 del CLSI no ha establecido puntos de corte para la
lectura de las CMI en hongos filamentosos. Debido a esto, su utilizacion
suministrara informacién unicamente sobre los rangos de concentracion que
poseen estos hongos frente a los antifungicos probados. Sin embargo,
estudios multicéntricos de susceptibilidad, utilizando la metodologia descrita
en este documento, han propuesto puntos de corte microbiologicos, que se
han asignado soélo para propositos analiticos [26,27]. Por otra parte, la
obtencién de las CMI puede ayudar en el analisis de algunos parametros
importantes como definir la presencia de poblaciones salvajes, establecer
puntos de corte epidemiolégicos y determinar la resistencia cruzada entre las
drogas antifungicas [28,29].

Entre los antifungicos mas usados para el tratamiento de las infecciones por
Fusarium spp. figuran anfotericina B, fluconazol, voriconazol, itraconazol y
posaconazol. Otras alternativas son natamicina, 5-fluocitosina, clotrimazol y
miconazol [2,12]. En las queratitis y/o endoftalmitis en individuos
inmunocompetentes se usa como primera linea de terapia la anfotericina B
topica; si las lesiones son mas profundas se adiciona terapia sistémica con
itraconazol o fluconazol oral. También ha sido utilizado con éxito voriconazol

tépico y sistémico [2,12,22]. En pacientes inmunosuprimidos con infecciones



diseminadas se usa tratamiento sistémico solo o en combinacion con otras
medidas terapéuticas tales como cirugia y uso de factores estimuladores de
colonias [6]. Actualmente, y de acuerdo con Nucci y col. [2], se recomienda el
uso de anfotericina B combinada o no con voriconazol, asi como el
tratamiento de la condicion de base del paciente en el caso de las
infecciones invasoras por Fusarium spp.

En Venezuela no se han realizado investigaciones para conocer la
susceptibilidad in vitro de especies del género Fusarium, en particular del
CFS, por lo tanto, se desconoce el comportamiento de estas especies frente
a los antifungicos.

Debido a lo expuesto anteriormente, el objetivo de esta investigacion fue
determinar la susceptibilidad in vitro de aislamientos clinicos del CFS frente a
5 antifungicos, que representan las alternativas terapéuticas mas
comunmente utilizadas en la practica clinica, segun el método M38-A2 del
CLSI, con la finalidad de determinar las CMI y establecer rangos de
susceptibilidad para este complejo. Los resultados de este estudio aportaran
informacion importante sobre el perfil de susceptibilidad del CFS y orientaran
en la instauracién oportuna y efectiva de una terapia adecuada. Este estudio
representa un esfuerzo pionero en Venezuela en el desarrollo de una linea
de investigacion dedicada al estudio de la susceptibilidad antifungica de

hongos filamentosos de importancia clinica.



OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la susceptibilidad in vitro del complejo Fusarium solani frente a 5

antifungicos por concentracién minima inhibitoria segun el método M38-A2

del CLSI.

Objetivos especificos

1.

Determinar la susceptibilidad in vitro del complejo Fusarium solani por
concentracion minima inhibitoria frente a anfotericina B, fluconazol,
itraconazol, posaconazol y voriconazol.

Establecer rangos de susceptibilidad o actividad para los distintos
antifungicos frente al complejo Fusarium solani.

Comparar descriptivamente los resultados de los diferentes

antifungicos.



METODOLOGIA

Disefo de la investigacion. Se disefié un estudio prospectivo, experimental
y descriptivo para determinar la susceptibilidad in vitro del complejo Fusarium

solani frente a cinco antifungicos.

Microorganismos. Se utilizaron 30 aislamientos clinicos del complejo
Fusarium solani provenientes de Ulceras corneales: 3 del Servicio de
Micologia del Hospital Universitario de Caracas y 27 suministrados por la
Micoteca del Departamento de Micologia del Instituto Nacional de Higiene
Rafael Rangel, los cuales estaban conservados desde 1978 bajo los
meétodos de preservacion de agua por Castellani y bajo capa de aceite

mineral [30].

Preparacion de las muestras. La recuperacion de los aislamientos
suministrados por la Micoteca se realizé cultivandolos por 7 dias a 28 °C en
agar papa dextrosa (PDA) y agar extracto de malta, verificandose viabilidad y
pureza. Los aislamientos provenientes del Hospital Universitario de Caracas

se mantuvieron mediante cultivo en PDA a 28 °C (Figura 1).

Determinacion del inéculo por densitometria. Se procedié a la
preparacion del indculo siguiendo la metodologia descrita por el documento

M38-A2 del CLSI [26] con modificaciones al momento de la determinacién
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del mismo, el cual se realizo de acuerdo al trabajo validado por Lage y
colaboradores, quienes compararon el ajuste del inoculo por
espectrofotometria versus densitometria, siendo este ultimo concordante con
la preparacion del inoculo establecida por el documento M38-A2 del CLSI
[31,32]. Se realizé el cultivo por duplicado de los 30 aislamientos del CFS en
PDA, incubandolos 48 h a 35 °C y luego a 28 °C hasta completar 7 dias. Se
agregaron 3 mL de solucién salina estéril al 0,85% a cada tubo y con un asa
de platino se rasparon las porciones superficiales de las colonias. Los
contenidos se transfirieron a tubos de ensayo estériles y se dejaron
sedimentar de 3-5 min. Luego se tomaron los sobrenadantes, se colocaron
en nuevos tubos estériles, se agitaron en vortex por 15 seg y se procedié al
ajuste de las suspensiones de los inéculos en un densitdmetro (Densimat™
bioMérieux) a 550 nm entre 0,5-0,7 unidades McFarland. La presencia de
hifas y conidias fue verificada mediante observacion microscopica, realizando
un examen directo a las suspensiones ajustadas en el densitdmetro. No se
procedi6 al filtrado de las mismas ya que la presencia de hifas no supero el
5% [25,30-32] (Figura 1). Posteriormente se realizo una dilucion 1/50 con el
medio de cultico RPMI 1640 mas glucosa al 2% para obtener una suspension
se trabajo correspondiente a 0,4-5 x10* Unidades Formadoras de Colonias

por mililitros (UFC/mL)

Contaje de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL). Para

verificar las conidias viables se realizaron diluciones 1:10 de las
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suspensiones de trabajo de los inoculos por duplicado, se sembraron 10 pL
por agotamiento en placas de agar Sabouraud y se incubaron a 28 °C por 72
horas. Luego se realizaron los contajes de las UFC/mL, los cuales debian
oscilar entre 0,4-5 x10* UFC/mL segun la metodologia de referencia [26]

(Figura 1).

Estudio de la susceptibilidad in vitro a los antifungicos por
concentraciéon minima inhibitoria. Se siguid la metodologia descrita por el
documento M38-A2 del CLSI, pero utilizando el medio RPMI 1640 mas
glucosa al 2%, recomendado por el documento EUCAST E.Def 9.1, para
asegurar el crecimiento adecuado de los hongos filamentosos en las pruebas
de susceptibilidad [26,33].

A) Preparacion de los antifungicos. Se prepararon soluciones madre de
AB, IZ, POS y VZ a una concentracion de 1.600 ug/mL y de FZ a 12.800
pMg/mL. Para AB, 1Z y VZ se utilizé como solvente dimetil sulféxido (DMSO),
mientras que para FZ y POS el solvente utilizado fue agua destilada estéril
(ADE). Posteriormente se prepararon soluciones de trabajo en tubos
conteniendo 1 mL de DMSO o ADE segun el antifungico a utilizar.
Seguidamente, se realizaron diluciones dobles seriadas de cada antifungico
en tubos (del 1 al 10) y el contenido de cada tubo se diluyé a su vez 1:50 con
medio de cultivo RPMI 1640 mas glucosa al 2% [RPMI 1640 con glutamina

sin bicarbonato de sodio y glucosa al 2%, tamponado con acido morfolino
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propano sulfénico (MOPS) a una concentraciéon de 0,164 M y ajustado a pH
entre 6,9-7,1] (Figura 2).

B) Preparacion de las microplacas. Las diluciones 1:50 de los antifungicos
se dispensaron en microplacas de 96 pozos fondo U en orden creciente
hasta la columna 10, a razon de 100 uL por pocillo con ayuda de una pipeta
multicanal, obteniéndose rangos de 0,03-16 pg/mL para AB, 1Z, POSy VZy
de 0,25-128 pg/mL para FZ. Las placas se congelaron a -70 °C para su
conservacion hasta un maximo de dos meses. Al momento de su uso se
descongelaron y se dispensaron 100 pyL por pocillo del in6culo previamente
preparado y diluido 1:50 con RPMI 1640 mas 2% de glucosa. En la columna
11 se dispensaron 100 pL por pocillo de RPMI 1640 mas glucosa al 2% y 100
ML del in6culo diluido 1:50 (control de crecimiento), mientras que en la
columna 12 se dispensaron 200 pL de RPMI 1640 mas glucosa al 2%
(control de esterilidad). La distribucién de las diferentes diluciones seriadas
de los antifungicos en las placas permiti6 realizar las pruebas de
susceptibilidad a 7 aislamientos (uno por fila), reservando la fila 8 para la
cepa de control de calidad. Las microplacas se incubaron a 35 °C durante 48
horas. Todos los ensayos se realizaron por duplicado (Figura 2).

C) Lectura de los resultados. Las placas se leyeron a las 48 horas de forma
visual con ayuda de un espejo invertido. Para AB, VZ, POS, e IZ la CMI
correspondié a la menor concentracion del antifungico capaz de inhibir el

100% de crecimiento del hongo. Para FZ la CMI se consider6 como la menor
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concentracion capaz de inhibir el 50% del crecimiento del hongo,
comparandolo con el control de crecimiento.

D) Interpretacién de los resultados. Debido a que no se han establecido
puntos de corte para el complejo Fusarium solani segun el método M38-A2
del CLSI, los resultados fueron interpretados en términos de actividad del
hongo frente al antifungico probado. Sin embargo, existen puntos de corte
microbioldgicos propuestos por estudios multicéntricos, asignados solo para
propoésitos analiticos. Para AB, 1Z, VZ y POS los puntos de corte propuestos
(en ug/mL) son: Sensible: <1; Intermedio: 2; Resistente: >4. Para FZ se
considera que practicamente todos los hongos filamentosos son resistentes a
este antifungico, con excepcién de algunos hongos dimorficos y dermatofitos;
las CMI deben encontrarse por encima de 64 ug/mL [26,27]. Para los fines de
este trabajo, ambas consideraciones fueron tomadas en cuenta para el
analisis de los resultados.

E) Control de calidad. Se utilizaron las cepas Aspergillus flavus
ATCC®204304, Candida krusei ATCC®6258 y Candida parapsilosis ATCC®
22019, recomendadas en el documento M38-A2 del CLSI [26], las cuales
fueron tratadas de igual forma que los aislamientos empleados en este
estudio. Para la preparacion de los indculos de Candida krusei ATCC®6258 y
Candida parapsilosis ATCC® 22019 se siguieron las recomendaciones del
documento M27-A3 del CLSI [34]: se tomaron 5 colonias a partir de cultivos
de 24 h de crecimiento incubados a 28 °C y se prepararon suspensiones de

estas levaduras en 5 mL de solucion salina estéril al 0,85%; posteriormente
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se ajustaron en el densitometro a 0,5 unidades McFarland. Se realizaron
suspensiones de trabajo diluyendo el inéculo 1:100 con solucidn salina estéril
al 0,85% y posteriormente se realizaron diluciones 1:20 con RPMI 1640 mas

glucosa al 2%, para ser utilizadas en la inoculacién de las placas.

Analisis de los datos. Se realizo una base de datos en Excel en la que se
incorporaron los datos obtenidos para su posterior analisis mediante
porcentajes y medidas de tendencia central: media geométrica (MG),
desviaciéon estandar (DS), moda (M), y rangos de concentracion para cada
antifungico. También se realizaron histogramas para observar la distribucion
de las CMI de cada antifungico. Para el analisis de la susceptibilidad del CFS
a los antifungicos se calcularon el percentil 50 (CMlso) y el percentil 90
(CMlgp), que representan los valores que inhiben al 50 y 90% de los
aislamientos, respectivamente. Para determinar la poblacién salvaje y los
puntos de corte epidemiologicos se realizd una inspeccion visual de los
histogramas, observando la distribucion de las CMI de cada antifungico. El
punto de corte epidemioldgico es el valor de CMI obtenido después de tomar
en consideracion la moda + 1 dilucion del antifungico, verificando la
reproducibilidad de las CMI; generalmente este valor corresponde a la CMI
que define el limite superior de una poblacion salvaje. La CMI de una
poblacién salvaje se encuentra a + 2 diluciones alrededor de la moda y se

categoriza aplicando los puntos de corte epidemioldgicos [28,29].
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Figura 1. Esquema de procedimiento experimental para la preparacién de

las cepas, preparacion del inoculo y contaje de colonias.

Preparacion de las cepas
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Inoculaciénde las placas

PDA: Agar papa dextrosa; SS: Solucion salina; AS: Agar sabouraud.
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Figura 2. Esquema del procedimiento experimental para la preparacion de

los antifungicos, llenado e inoculacion de las microplacas.
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Seincubaron a 35° C durante 24 — 48 h. Se realizaron las lecturas de CMI con ayuda de un espejo.
Para inocular 10 placas porcada ATF se dispensaron 300 pL del inoculo de en 15 mL de RPMI.

ATF: Antifangico; DMSO: Dimetil Sulfoxido; ADE: Agua Destilada Esteril; VZ: Voriconazol; 1Z:
Iltraconazol, AB: Anfotericina B; FZ: Fluconazol; POS: Posaconazol; CC: Control de
Crecimiento, CE: Control de Esterilidad.

17



RESULTADOS

Se evaluo la susceptibilidad in vitro por el método M38-A2 del CLSI de cinco
drogas antifungicas frente a 30 aislamientos del CFS, provenientes de
ulceras corneales, recopilados entre los afos 1978 al 2012. En general,
todas las drogas probadas presentaron CMI elevadas, siendo VZ y AB los
antifungicos que mostraron mejor actividad con respecto a los demas
antifungicos usados. Sélo 3 aislamientos (10,0%) exhibieron CMI de 2 yg/mL
para AB, mientras que 4 (13,3%) la exhibieron para VZ. 1Z, POS y FZ
mostraron una escasa o nula actividad (Tabla 1).

Los resultados correspondientes a los calculos de MG, DS, M, rangos de
CMI, CMIsg, CMlg, distribucion de las CMI por antifiungico y porcentajes de
sensibilidad y resistencia, segun los puntos de corte microbiolégicos se
muestran en la tabla 2. AB, VZ y POS presentaron rangos de CMI similares,
pero la distribucién de las CMI de POS fue muy diferente, ya que soélo un
aislamiento mostro una CMI de 1 uyg/mL y 29 exhibieron una CMI de 16
pg/mL. No se calcularon rangos de concentracion para IZ y FZ, ya que los 30
aislamientos del CFS mostraron CMI > 16 y 128 ug/mL, respectivamente.

Los valores de CMI de las MG de AB y VZ fueron semejantes, en cambio,
sus valores para la M se diferenciaron en una dilucion (8 y 4 pg/mL,
respectivamente). AB agrup6 el 43,3% de los aislamientos alrededor de su M
y VZ agrupé el 33,3%. Tomando en cuenta los puntos de corte

microbiolégicos, todos los antifungicos probados presentaron elevados
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porcentajes de resistencia El antifungico con el menor porcentaje de
resistencia fue VZ (83,3%) seguido de AB (90%).

En la figura 3 se muestran los histogramas correspondientes a las
distribuciones de las CMI de VZ y AB. No se realizaron los histogramas para
IZ, POS y FZ debido a que practicamente los 30 aislamientos exhibieron CMI
similares (16, 16 y 128 ug/mL, respectivamente).

La CMI de la M £ 1 dilucién abarcé el 90% de los aislamientos para AB vy el
76% para VZ Los puntos de corte epidemiolégicos para ambos antifungicos
correspondieron a una CMI de 8 pg/mL, agrupando el 90% de los
aislamientos para AB y el 76,7% para VZ Los rangos para la poblacién
salvaje se ubicaron entre 2-8 ug/mL para ambos antifungicos, con
distribuciones de CMI muy similares entre si.

Todas las cepas utilizadas para el control de calidad de las pruebas de
susceptibilidad se mantuvieron dentro de los valores limites establecidos por
el documento M38-A2.

El contaje de la UFC/mL fue muy variable entre los aislamientos del
complejo, sin embargo los resultados permanecieron dentro del rango

establecido por el documento de referencia: 0,4-5 x 10* UFC/mL.
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Tabla 1. Identificacion y valores de CMI obtenidos por el método M38-A2 del

CLSI para los 30 aislamientos del Complejo Fusarium solani.

Aislamiento Ano de CM! (ug/mL)
conservacion AB \"/4 1Z POS FZ
F-412000-3 - 16 8 >16 >16 >128
F-412000-64 1979 4 8 >16 >16 >128
F-412000-67 1983 2 8 >16 >16 >128
F-412000-92 1978 8 8 >16 >16 >128
F-412000-93 1978 4 8 >16 >16 >128
F-412000-98 1990 4 4 >16 >16 >128
F-412000-99 1992 8 4 >16 >16 >128
F-412000-102 1983 4 2 >16 >16 >128
F-412000-103 - 4 1 >16 >16 >128
19164 1978 2 >16 >16 >16 >128
19429 1978 8 8 >16 >16 >128
20249 1978 16 8 >16 >16 >128
20357 1979 >16 >16 >16 >16 >128
20573 1979 2 4 >16 >16 >128
29449 1982 8 >16 >16 >16 >128
30294 1983 8 >16 >16 >16 >128
30782 1983 8 2 >16 >16 >128
30845 1984 4 4 >16 >16 >128
31120 1984 8 2 >16 >16 >128
32067 - 8 >16 >16 >16 >128
32383 - 4 4 >16 1 >128
32723 - 16 4 >16 >16 >128
34517 1988 4 4 >16 >16 >128
34522 1988 4 4 >16 >16 >128
35146 1988 8 >16 >16 >16 >128
37120 1992 8 4 >16 >16 >128
37121 1992 4 8 >16 >16 >128
93037 2012 8 >16 >16 >16 >128
868 HUC 2012 8 2 >16 >16 >128
819 HUC 2012 4 16 >16 >16 >128

CMI: concentracion minima inhibitoria; AB: anfotericina b; VZ: voriconazol; |IZ: itraconazol,;
POS: posaconazol; FZ: fluconazol; HUC: Hospital Universitario de Caracas.
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Tabla 2. Susceptibilidad in vitro del Complejo Fusarium solani a 5 antifungicos por el método M38-A2 del CLSI

(n=30).
Numero de aislamientos con CMI*
Antifungicos Rangos* MG* M* CMls;* CMlg*
2 4 8 16 32 64 128 S R
27
AB 2->16 5,8 8 8 8,8 3 11 13 3 -
(90)
1 25
VZ 1->16 5,7 4 6 16 1 4 10 9 6
(3,4) (83,3)
30
1z > 16 16 16 16 16 30 -
(100)
1 29
POS 1->16 14,6 16 16 16 1 29
(3,3) (96,7)
30=n
Fz > 128 128 128 128 128 30 -
(100)

AB: anfotericina B; VZ: voriconazol; |1Z: itraconazol; POS: posaconazol;

FZ: fluconazoL; CMI: concentracion minima inhibitoria; *CMI en

pg/mL; MG: media geométrica; M: moda; CMIlsy: concentracién que inhibe el 50% de los aislamientos; CMIgy: concentracién que inhibe el
90% de los aislamientos; ** tomando en cuenta los puntos de corte microbiolégicos de estudios multicéntricos [26,27]; S: sensible (<1
pg/mL); I: intermedio (2 pg/mL); R: resistente (>4 ug/mL); & todas las CMI fueron superiores a 64 ug/mL [26,27].
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FIGURA 3. Distribucién de las CIM de Voriconazol (A) y Anfotericina B (B) segun el

numero de aislamientos. PS: poblacion salvaje; PCE: punto de corte epidemiolégico.
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DISCUSION DE RESULTADOS

El CFS ha emergido en la ultima década como el segundo agente causal de
infecciones oportunistas por hongos filamentosos [7,13]. Debido a la
ausencia de estudios clinicos que comparen la eficacia de los diferentes
antifungicos en las infecciones causadas por este complejo, cobra
importancia realizar pruebas de susceptibilidad in vitro, para conocer el
comportamiento de estos hongos frente a las drogas y asi proporcionar
informacion util como guia en la instauracion de una terapia adecuada y
oportuna [22].

Un elemento esencial para estudiar un numero representativo de
aislamientos de este género es su preservacion adecuada en una coleccién
de cultivos y asi lo han demostrado gran cantidad de investigaciones a nivel
mundial [1,3,4-6]. En este estudio todos los aislamientos procedian de
muestras clinicas de Uulceras corneales y 27 de ellos se mantuvieron
preservados por duplicado en agua destilada estéril segun Castellani y bajo
capa de aceite mineral desde el afio 1979. Estos métodos han demostrado
que son capaces de preservar aislamientos fungicos de forma estable por
largos periodos de tiempo, asegurando sus caracteristicas macro y
microscopicas, asi como su viabilidad y pureza [1,3,25,30].

De acuerdo con los resultados in vitro obtenidos en este estudio, VZ y AB
fueron las drogas mas activas frente al CFS. Resultados similares han sido

reportados por otros investigadores, pero existen diferencias significativas en
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cuanto a los rangos de CMI y MG (Tabla 3). Para Alastruey-lzquierdo y col.
[1], AB fue la droga mas activa para el CFS, seguido de VZ. En el trabajo de
Azor y col. [3], aunque no se calcularon las MG, segun los rangos de CMI
obtenidos se puede inferir que la droga mas activa también fue AB, seguida
de VZ. Tortorano y col. [4] y Debourgogne y col. [6], reportaron resultados
muy similares para los rangos y MG de AB y VZ, donde la primera se mostro
como la droga mas activa. Los resultados de este estudio son similares a los
de Papithou y col. [24] y Coérdoba y col. [35], con rangos y MG muy
semejantes, siendo VZ la droga mas activa, seguida de AB. Lewis y col. [23],
sin embargo, obtuvieron resultados muy diferentes, ya que AB y VZ no
presentaron actividad frente al CFS. Todos los investigadores citados
anteriormente han reportado resultados semejantes para 1Z, POS y FZ
obteniendo escasa o nula actividad frente a este complejo [1,3,4,6,23,24,35].
Estos resultados evidenciaron la elevada variabilidad existente en el CFS.
Zhang y col. [9], demostraron que existen al menos 45 especies filogenéticas
dentro del mismo, mientras que otros investigadores [10] han reportado la
existencia de 21 especies, pero hasta el presente no se ha documentado la
existencia de variaciones en relacion a la susceptibilidad antifungica. De
existir estas diferencias, seria muy util su conocimiento para orientar un
tratamiento efectivo, ya que, segun la literatura revisada, las diferencias son
independientes del tipo de muestra donde se aislé el hongo, pero pudiesen
existir diferencias de tipo geografico. En este estudio no se plante6 como

objetivo realizar el analisis molecular de este complejo, pero abre las puertas
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para plantear un trabajo que investigue si existe o no variabilidad en la
actividad de las drogas antifungicas relacionada con las diferentes especies
filogenéticas.

Debido a que el documento M38-A2 no ha establecido puntos de corte para
la lectura e interpretacion de las CMI para hongos filamentosos, los
resultados de este estudio se compararon con los puntos de corte
microbioldgicos propuestos en estudios multicéntricos [26,27]. Hasta el
presente no existe ninguna publicacion que haya utilizado estos puntos para
interpretar los resultados de sus investigaciones, por lo tanto, no es posible
comparar los resultados de este estudio con otras investigaciones. Sin
embargo, los elevados porcentajes de resistencia obtenidos para todos los
antifungicos son comparables a los resultados de actividad antifungica
discutidos anteriormente [1,3,4,6,23,24,35]. Los puntos de corte
microbiolégicos han sido calculados en base al estudio de susceptibilidad de
cepas de referencia, por lo tanto, pueden utilizarse en la vigilancia e
identificacion de aislamientos que potencialmente puedan desarrollar
resistencia [27].

El primer paso para la obtencién de puntos de corte de referencia es conocer
la distribucién de las CMI de una poblaciéon, establecer puntos de corte
epidemioldgicos y definir la poblacidn salvaje. Esto es muy importante ya que
suministra informacion clara acerca de valor de CMI a partir del cual un
microorganismo puede ser considerado sensible a una droga particular en

términos microbiolégicos. En la actualidad s6lo se han determinado estos
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puntos para Aspergillus fumigatus, ya que es el agente causal de la mayoria
de las infecciones fungicas invasoras por hongos filamentosos [29]. En este
estudio, sélo pudieron calcularse puntos de corte epidemiologicos para VZ 'y
AB, los cuales abarcaron el 76 y 90% de los aislamientos, respectivamente,
correspondiendo a una CMI de 8 pg/mL. La importancia de establecer puntos
de corte epidemioldgicos radica en que estos puntos no dependen del origen
de la muestra, del tiempo en que se realizé el muestreo ni de la procedencia
geografica y son un indicador sensible del desarrollo de resistencia en
estudios de vigilancia epidemiologica [28,29]. Los rangos obtenidos para
delimitar la poblacion salvaje en VZ y AB (2-8 ug/mL para ambas drogas) son
los que mejor describen la distribuciéon de las CMI de estos antifungicos
frente al CFS. Entre esas CMI se agrupan el 90 y el 76,7% % de los
aislamientos del complejo para AB y VZ, respectivamente. El punto de corte
epidemiologico de ambos antifungicos se corresponde con el limite superior
del rango establecido para las poblaciones salvajes de estas drogas. Aun
cuando el punto de corte microbiolégico de VZ y AB es elevado, esto
posiblemente no sea indicativo de una escasa actividad antifungica. Al no
existir estudios clinicos que comparen la eficacia de estas drogas versus los
resultados de las pruebas de susceptibilidad, no se puede predecir con
seguridad si existe relacién entre CMI elevadas y fracaso terapéutico o
viceversa. Sin embargo, no se deben desestimar los resultados de las
pruebas de susceptibilidad, ya que constituye la Unica guia para orientar la

conducta terapéutica [22].
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Las dificultades para correlacionar los resultados de las pruebas de
susceptibilidad in vitro con los resultados de los ensayos clinicos radican en
varios factores: 1) el papel critico que juega la reconstitucion inmune en las
infecciones por Fusarium spp.; 2) sesgo en la seleccion de pacientes para
ensayos clinicos de terapia de rescate; 3) retrasos en el inicio del tratamiento
antifungico; 4) escaso numero de pacientes que reciben tratamiento; 5) la
identificacion del agente causal no se realiza hasta especie en la mayoria de
los reportes. Este ultimo punto dificulta aun mas la correlacion de los datos,
ya que se han observado diferentes patrones de susceptibilidad entre las
especies de este género [4].

El tratamiento 6ptimo para las infecciones causadas por especies del género
Fusarium, independientemente si es invasora o superficial y del tipo de
paciente involucrado (inmunocompetente o inmunosuprimido), es incierto. Se
ha reportado que este género, particularmente el CFS, es resistente a las
equinocandinas, aunque la susceptibilidad a AB, VZ y POS puede ser
variable [1-3,22,24]. Comunmente se ha usado AB liposomal como terapia
unica o en combinacién con azoles. Por otra parte, el uso de VOR como
agente terapéutico en infecciones causadas por Fusarium spp. fue aprobado
en el afno 2002, pero, la experiencia clinica reportada hasta el momento es
dispersa y limitada [5,36].

Para las queratitis y/o endoftalmitis causadas por Fusarium spp. se
recomienda tratamiento tépico y la droga de eleccion es la natamicina o

piramicina. Esta droga pertenece a la familia de los polienos, donde esta
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incluida la AB; no se ha realizado hasta el momento ninguna investigacion
utilizando este antifungico en pruebas de susceptibilidad. Otro tratamiento
recomendado es el uso toépico y sistémico de VZ, cuando este antifungico
presenta rangos de CMI entre 1 - > 8 pg/mL, aunque se requieren altas
concentraciones de esta droga en el humor acuoso para asegurar su eficacia
[2,37,38]. El rango para VZ reportado en este estudio es similar al de los
trabajos citados anteriormente (1 - > 16 ug/mL). La terapia de rescate con
POS o la combinacién de AB liposomal mas VZ también ha sido usada con
buena respuesta terapéutica [2,39]. No hay estudios disponibles que
correlacionen resultados de pruebas de susceptibilidad con éxito o falla
terapéutica para VZ y POS. En el caso de AB se ha reportado que CMI por
encima de 2 pg/mL estan asociadas a falla terapéutica. Para estos
antifungicos no se puede predecir con exactitud el éxito o falla del
tratamiento basado solo en los resultados de las pruebas de susceptibilidad
por razones ampliamente explicadas en parrafos anteriores [1-3,22,24,26].

Otros antifungicos empleados en el tratamiento de las queratitis son el IZ y
FZ. El 1Z se usa en forma topica o sistémica, pero debido a reportes que han
demostrado su pobre actividad in vitro frente a Fusarium spp., sélo se
recomienda su uso en presentaciones no complicadas de esta infeccién; CMI
mayores a 8 pg/mL estdn asociadas a fracaso terapéutico. Caso similar
ocurre con FZ, que se usa en forma topica y oral; tiene una excelente
penetracion a nivel intraocular, pero no es activo frente a hongos

filamentosos. Se han reportado casos de falla terapéutica en el tratamiento
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de queratitis por Fusarium spp. y usualmente la CMI obtenida en las pruebas

de susceptibilidad es > 64 ug/mL [11,25,40-42].
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Tabla 3. Comparacién entre los rangos de concentracion minima inhibitoria y medias geométricas obtenidos en este

estudio para el Complejo Fusarium solani versus otros estudios.

Anfotericina B Voriconazol Itraconazol Posaconazol Fluconazol

Referencias

R MG R MG R MG R MG R MG
Alastruey-lzquierdoycol.[1] 0,5-8 1,33 4-16 14 16 16 16 16 ND ND
Azor y col. [3] 1-8 NC 4-32 NC 32 NC 32 NC 128 NC
Tortorano y col. [5] 025-2 125 1->16 9,21 >16 >16 1->16 15,21 ND ND
Debourgogne y col. [6] 0,125-2 1,2 1-16 4,6 ND ND ND ND ND ND
Lewis y col. [22] 16 NC 16 NC > 32 NC ND ND ND ND
Papithou y col. [23] 2->16 14,8 1-8 5,8 ND ND 4->16 25,3 > 64 128
Coérdoba y col. [32] 1-16 NC 4-16 NC >16 NC ND ND ND ND
Este estudio 2->16 58 1->16 57 >16 16 1->16 146 >128 128

Ry MG en pg/mL; R: rangos; MG: media geométrica; ND: no determinado; NC: no calculado.
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CONCLUSIONES

Las drogas mas activas in vitro frente al CFS fueron voriconazol y
anfotericina B. Itraconazol, posaconazol y fluconazol exhibieron escasa o
nula actividad frente al complejo.

Se establecieron rangos de actividad para cinco antifungicos de uso
comun en la practica médica frente al CFS: anfoterina B: 2 - >16 ug/mL;
voriconazol 1 - >16 ug/mL; itraconazol: >16 ug/mL; posaconazol: 1 - >16
pMg/mL; fluconazol: >128 pg/mL. Estos rangos y la variabilidad de
resultados observados en este estudio fueron similares a los reportados
en la literatura a nivel mundial.

La realizacion de las pruebas de susceptibilidad utilizando el método
M38-A2 resulta muy laboriosa para ser aplicada en los laboratorios de
rutina de microbiologia, por lo que se recomienda su uso en laboratorios
de referencia con fines de investigacion y/o para estudios

epidemiologicos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de biologia molecular para tipificar y
genotipificar las especies del Complejo Fusarium solani, asi como hacer
analisis filogenéticos, con la finalidad de documentar si existe o no
variabilidad en la actividad de las drogas antifungicas relacionada con las

diferentes especies filogenéticas.

Se recomienda evaluar la actividad del Complejo Fusarium solani frente a

otros antifungicos, como por ejemplo la terbinafina.
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