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l. ANTECEDENTES
1.1 Historia.

La primera descripcion del género Fusarium la realizé Link JHF en 1809, en un aislado
obtenido de plantas. Doce afos (1821) después Fusarium spp. se ubico dentro de Fungi
Imperfecti Hyphomycetes ®?. Mas de 1000 especies de este género fueron clasificadas
por sus caracteristicas observadas en los cultivos. Sin embargo, debido al aumento de las
enfermedades en plantas causadas por especies de Fusarium, surgié la necesidad de
crear un sistema de clasificacion. Fue hasta 1935, que Wollenweber y Reinking publicaron
un estudio (Die Fusarien) en el cual clasificaron las especies de Fusarium dentro de 16
secciones (Eupionnotes, Macroconia, Spicarioides, Submicrocera, Pseudomicrocera,
Arachnites, Sporotrichiella, Roseum, Arthrosporiella, Gibbosum, Discolor, Lateritium,
Liseola, Elegans, Martiella, Ventricosum), que contenian 65 especies, 55 variedades y 22
formas ®*%). Ellos se basaron en las caracteristicas de los conidios como son tamario,
forma, niumero de septos y la forma de las células basal y apical. Ademas, en las
caracteristicas de las colonias (tipo de micelio aéreo, presencia de pigmento en el medio,
ausencia de esporulacion, entre otras) ®Y. Desde entonces ha sufrido modificaciones a lo
largo del tiempo, llevadas a cabo por Gerlach y Nirenberg, Booth, Joffe, Synder y Hansen,
Messiaen y Cassini. Hasta la clasificacién taxonémica actual ©°.

Respecto a las infecciones causadas por especies del género Fusarium,
denominadas fusariosis, éstas s6lo se mostraban en plantas y animales. A partir de 1964,
comenzaron a presentarse casos de queratitis en humanos producidas por Fusarium spp.,
y mas tarde (1971) onicomicosis 87697109,

El primer caso descrito de infeccién diseminada por Fusarium fue reportado en
1973, en un nifio con leucemia linfoide aguda ®9  posteriormente, el nimero de casos se
han ido incrementando, llegando a constituir la segunda causa mas frecuente de infeccion
por hongos filamentosos después de Aspergillus spp. Y.

La descripcion de Whiteside en 1991 fue un hecho relevante acerca de la lluvia
amarilla observada durante la guerra en Vietnam, donde la caida del polvo extrafio
amarillo del cielo fue un producto de la guerra biolégica de los soviéticos. El polvo se

identific6 como Fusarium tricinctum 3%,



1.2 Agente etioldgico.

1.2.1 Ecologia.

El significado etimoldgico de la palabra Fusarium viene del latin fusus que significa “huso”
y del sufijo arium “poseedor”, en alusion a la forma en huso de los macroconidios %"

Fusarium es un género que incluye 70 especies, las cuales presentan una amplia
distribucion mundial, en areas templadas, tropicales, desérticas y articos, ademas pueden
crecer y sobrevivir en diversos sustratos como en la materia organica, hojas secas, asi
como permanecer en el suelo y dentro de las semillas hasta por 15 meses ©#2_ El aire es
un factor que ha influido en la diseminacion de los conidios hasta una distancia de 400
km. Este hongo tiene la capacidad de resistir aguas salinas y la profundidad del mar
5119 por |a capacidad de dispersarse y colonizar la parte aérea de las plantas tienen
gran importancia agro-econémica, ya que son los principales hongos fitopatdgenos ©°.
Algunas de las especies son altamente patdgenos de plantas y productores de
micotoxinas que contaminan los alimentos. Entre los diversos cultivos que puede afectar
estan: algodon, tomate, melén, garbanzo, papa y cereales como son: arroz, trigo, maiz y
avena %),

Debido a que puede crecer en diversos sustratos, en el laboratorio, tiene buen
desarrollo en los medios de cultivo convencionales, excepto en agar dextrosa de
Sabouraud con cicloheximida ®°. La temperatura en la cual alcanza la velocidad maxima

de crecimiento es a 25°C y con una humedad relativa de 60-70% ¢!

. Mientras que
requiere de una baja concentracién de CO, para la formacion de conidios *2.

En el humano, en la poblacién sana se ha aislado de la orofaringe, también puede
colonizar el saco conjuntival, sobre todo en o0jos que presentan alguna alteracion
patolégica como queratoconjuntivitis alérgica, cirugia refractiva incisional, Ulceras
neurotréficas y queratoplastia *7).

De las 70 especies descritas hasta la fecha, s6lo 15 han sido causa de infecciones
en animales y en los humanos (Tablal). De las méas frecuentes estan F. solani, F.

oxysporum, F. moniliforme, F. incarnatum, F. chlamydosporumy F. dimerum (2.133)



Tabla 1. Frecuencia de infecciones causadas por especies de Fusarium.

Especie Frecuencia (%) o namero de Referencia
casos

F. solani 40-50 Nucci & Anaissie; Alastruey-
Izquierdo y cols. %9

F. oxysporum 20-30 Nucci & Anaissie; Alastruey-
Izquierdo y cols. %9

F. verticilloides 20 Nucci & Anaissie; Alastruey-
Izquierdo y cols.;
Hernandez-Cruz y
CO|S.(2’51'89)

F. incarnatum 18-20* Azor y cols.*?

F. chlamydosporum 15-17* Azor y cols.*?

F. dimerum 13* Azor y cols.®?

F. proliferatum 18* Alastruey-lzquierdo y cols.;
Azor y cols.?1?)

F. moniliforme 10 Nucci & Anaissie ©9.

F. sacchari 8-10* Azor y cols.*?

F. nygamai 13-15* Azor y cols.*?

F. napiforme 5-7* Azor y cols.*?

F. equiseti 2-5* Alastruey-lzquierdo y cols.®

F. reticulatum 1-2* Alastruey-lzquierdo y cols.

@

F. antophilum

No especificado

F. subglutinans

No especificado

* Casuistica regional.

1.2.2 Taxonomia.

La clasificacion taxondmica de acuerdo con la descripcién de Thomas G. Mitchell (2005)

se muestra en la tabla 2 7.




Tabla 2. Ubicacién taxon6mica del género Fusarium.

Reino Phylum Clase Orden Familia Género Especies
Eumycota
Ascomycota
Euascomycetes
Hypocreales
Hypocreaceae
Fusarium F. oxysporum
F. solani

F. subglutinans

1.2.3 Morfologia macroscopica.

Para los fines de este trabajo se describird Unicamente la morfologia de las especies
incluidas. La mayoria de las colonias de las especies de Fusarium crecen rapidamente
(40-80 mm durante 7-10 dias), aunque algunas como Fusarium dimerum tienen una
velocidad de crecimiento menor (20 mm en 7-10 dias). La textura de la colonia es variada,
generalmente es algodonosa o lanosa. Inicialmente las colonias son de color blanco, pero
al pasar los dias se van oscureciendo adoptando color “beige”, rosa, morado, rojo o
amarillo. Al reverso, en los cultivos maduros se aprecia produccion de pigmento de

diversas tonalidades como morado, rojo, verde, azul y marrén (Tabla 3) @759,

Tabla 3. Caracteristicas mofolégicas macrdscopicas de tres especies del género Fusarium

(59,78)
Especie Textura Crecimiento Color de la Pigmento al
(mm) colonia reverso
F.oxysporum Colonia lisa y 50 mm/7 dias Blanco, salmén, Purpura-violeta
algodonosa. zona central | que difunde al
purpura. medio.
F. solani Colonia lisa y | 30 mm/7 dias Blanco, crema, No presenta o
algodonosa. ocre, rosa o es de color
purpura. crema.
F.subglutinans | Colonia 50 mm/7 dias Rosa, vino o0  Naranja.
algodonosa. violeta.




1.2.4  Morfologia microscopica.

Las hifas son hialinas, septadas, de diametro de 3-8 um. Por lo general se ramifican en
angulo recto o agudo. Generan tres tipos de conidios: macroconidios, microconidios y
blastoconidios ©°.

Los macroconidios se producen en una estructura especializada Ilamada
esporodoquio, o también pueden ser producidas en monofidlides o polifidlides en el
micelio aéreo. Una monofialide es una fialide con una sola abertura o poro por el cual

salen los endoconidios, mientras que una polifialide tiene dos o mas fialides (Tabla 4) (Fig.
1).
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas microscopicas del género Fusarium (Tomada de
Monzén, 2000) ®,



Tabla 4. Caracteristicas morfoldgicas microscopicas de tres especies del género Fusarium

(17,59,78)

Especie

F.oxysporum

Microconidios

Ovoides o0 en
forma de “rifidn”.
Tamafio de b5-
12x2.3-3.5 pm. La
mayoria no tiene
septos.

Dispuestos en
masas (simulan

“cabezas”), nunca

Macroconidios

Fusiformes, ligeramente
curvados. La célula apical
es afilada y la basal en
forma de “pie”, aunque
ambos extremos pueden
ser afilados. Miden de 23-
54x3.0-4.5 um. Tienen de

3 a b septos.

Estructuras

especiales

Monofidlides cortas,
Unicas, laterales a la
hifa, al final en forma
de racimo 0

ramificados.

Clamidoconi-
dios

Terminales 0
intermedios,

hialinos, de 5-13
um de diametro,
de pared lisa o

rugosa.

catenulada.
Menos numerosos que
los microconidios. Forma | Monofialides cortas, | Aisladas o en
Numerosos, de “media luna”’, la | ramificadas, se | pares, terminales
F. solani ovoides, de 8- | superficie ventral y dorsal | desprende o intermedias. De
16x2.0-4.5 um, | paralelas en la mayor | lateralmente de la|6 a 10 um de
con un septo. parte de su longitud. La | hifa. En la punta se | diametro, pared
célula apical es corta y | aflan y collaretes | lisa o rugosa.
redondeada y la basal en | poco definidos.
forma de “pie” 0 | Forman
redondeada. De 28-65x4- | esporodoquio.
6 um, con 3 a 5 septos.
Polifidlides  rectas,
Ovoides o] ramificadas,
elipsoidales, de 4- | Numerosos, de forma | terminan con | Ausentes.

F.subglutinans

20x1.5-4.5 um.
Disposicién en
masas 0

“cabezas”.

recta, con célula basal y
apical diferentes. De 3a 5
septos, de  27-73x3.4-

5.2um.

microconidios
dispuestos en masas
o] “cabezas”.
Presenta
blastoconidios
ligeramente  curvos

con 2 a 3 septos.




Algunos conidios son intermedios, tienen tamafio y forma similar a los
macroconidios, con ausencia de la célula basal o “célula pie”, son individuales y se
producen generalmente en polifidlides, se les denomina mesoconidios. Estos se
encuentran principalmente en F. semitectum, F. avenaceum y F. subglutinans 89,

Los macroconidios son hialinos, septados (de uno a cinco septos), en forma
fusiforme, es decir, alargada con una curva dorso-ventral, los polos en punta, semejante a
una forma de “platano” o “canoa” (5-73x1.5-6um). La célula apical es alargada y la basal
tiene una forma de “pie” o muesca torso-lateral en el punto de union con la fialide (Fig.1).
Se producen en sucesion basipeta a partir de las monofidlides ®. La morfologia es la
clave de la identificacion de las diferentes especies, ya que su forma es relativamente
constante y estable cuando el hongo crece en sustratos naturales y condiciones estandar.

Los microconidios son unicelulares, hialinos, con tamafio (4-26x1.5-11um) y forma
variable (ovoides, elipsoidales, piriformes, etc.). Ocasionalmente tienen un septo y la base
puede ser redondeada, apiculada o truncada. Los microconidios se producen en el micelio
aéreo a partir de monofialides o polifialides y no en el esporodoquio. La disposicién puede
ser aislada, en masas o catenulada ©°.

Los clamidoconidios son formas de resistencia ante ambientes adversos que
garantizan la propagacion y supervivencia del hongo, generandose por modificacion de un
segmento de la hifa. La forma es esférica, de pared gruesa, lisa o rugosa; la disposicién
es aislada, en pares, en grupos o catenulada ®  La presencia 0 ausencia de
clamidoconidios y microconidios son caracteristicas que se toman en cuenta para la
identificacion de la especie (Fig. 1). Estas estructuras pueden germinar por el estimulo de
nuevos nutrientes y cambios en las condiciones del microambiente.

Los microconidios son las estructuras responsables del inicio del proceso de
diseminaciéon y progresion de la enfermedad en la planta hospedera, ya que pueden
introducirse en el sistema vascular de la planta, germinan y surge la hifa que invadira las

células a través de los hoyuelos de las paredes a los vasos adyacentes 2.
1.3 Infecciones causadas por Fusarium.

Fusarium spp. esta considerado como un hongo emergente que puede causar un amplio
espectro de infecciones en el humano, denominadas hialohifomicosis, es decir, son
infecciones causadas por hongos filamentosos hialinos, cuya estructura parasita en el
tejido son hifas hialinas, septadas, ramificadas o0 ausencia de ramificaciones,

ocasionalmente toruloidea y ausencia de pigmento en la pared *73%).



Las vias de entrada de Fusarium spp. al organismo estan determinadas por el
estado inmunolégico del hospedero, de tal manera que es fundamental conocer los
factores de riesgo relacionados y factores de virulencia del microorganismo.

Los mecanismos de infeccion son a través del tracto respiratorio y gastrointestinal,
los senos paranasales, las ufias y la piel, en esta Ultima por medio de pequefas heridas
producidas por traumatismos (Ulceras, quemaduras, cuerpos extrafios y catéteres
intravenosos). A nivel hospitalario es comun que la fuente de infeccion sea a través del
contacto con aguas contaminadas, por lo que es recomendable evitar el uso de agua de
ducha para la higiene personal de los pacientes especialmente los neutropénicos ©.

Por otro lado, los factores de virulencia del hongo son la produccion de toxinas,
enzimas y la capacidad de adhesion ©2.

La clasificacion clinica incluye infecciones superficiales, localizadas invasivas vy
diseminadas. También pueden ocasionar alergias (sinusitis) y micotoxicosis en humanos y
animales debido a la ingesta de alimentos contaminados con las toxinas producidas por
Fusarium spp. ®9.

Las infecciones superficiales (onicomicosis, queratitis y afecciones en la piel),
localmente invasivas (neumonia, endoftalmitis, sinusitis), hasta las infecciones sistémicas
o diseminadas, siendo estas Ultimas mas comunes en pacientes inmunosuprimidos (Tabla
5) @917 |as especies que con mas frecuencia estan involucradas en la diversidad de
infecciones son F.solani y F.oxysporum (Tabla 6) ©©.

En pacientes inmunocompetentes las infecciones por Fusarium son localizadas,
principalmente afectan los ojos, la piel y las ufias ®®. Sin embargo, en pacientes

inmunosuprimidos son diseminadas y de mal prondstico.

Tabla 5. Relacion de los factores de riesgo y la entidad clinica.

Entidad Clinica Factores de riesgo Referencias
¢ Infecciones superficiales
Queratitis Traumatismos Dignani, 2004 @9,
Lentes de contacto o soluciones | Alvarado-Castillo,
oftdlmicas contaminados 20079,
Patologia oftalmica previa Nucci, 2007 9,

Tratamientos tépicos
Corticosteroides o antibi6ticos

Onicomicosis Traumatismos Monzén, 2000 7.
Caminar descalzo Dignani, 2004 @4
Tomar duchas sin calzado Morales, 2013 .

Humedad excesiva




Entidad Clinica

Factores de riesgo

Referencias

Afecciones cutaneas

Heridas
Quemaduras
Humedad excesiva
Neutropenia

Monzén, 2000 .

e |[nfecciones localizadas
invasivas
Peritonitis por dialisis peritoneal

Tipo de enfermedad (diabetes,
mieloma, etc.)

Uso de corticosteroides
Alteracion de la microbiota por
tratamiento antibiético de larga
duracion

Rodriguez, 1988 %8

Endoftalmitis

Traumatismo
Cirugia ocular previa
Queratitis
Neutropenia
Inmunosupresion

Dignani, 2004 ®9.

Sinusitis

Infeccion nasosinusal progresiva
Neutropenia prolongada
Inmunosupresion

Garcia-Ruiz, 2004 ¥,

Neumonia

Neutropenia

Alteraciones pulmonares
preexistentes

Cantidad de inoculo inhalado

Garcia-Ruiz, 2004 *¥,

e |nfecciones diseminadas
Fungemia

Neoplasias malignas

Leucemias mieloides o linfoides
Trasplantes

Neutropenia profunda
Inmunosupresion

Quimioterapia

Tratamiento con corticosteroides

Paya, 2000 2,

Fungemia asociada al catéter
venoso central

Uso de catéter por tiempo
prolongado
Neutropenia transitoria

Paya, 2000 2.

Afecciones cutaneas

Fungemia
Inmunosupresion
Neutropenia prolongada

Dignani, 2004 ®9.

Tabla 6. Relacién entre entidad clinica y especie de Fusarium.

Entidad clinica

Especie de Fusarium

Referencia

Queratitis

F. oxysporum y F. solani

Paya, 2000 2,
Alvarado-Castillo,
2007®.

Onicomicosis

F. oxysporum y F. solani

Ballesté, 2003 *®),
Cavallera, 2006 @,
Hidalgo-Parra, 2008 .

Afecciones cutaneas

No especificado

Endoftalmitis F. oxysporum Paya, 2000 2,
Sinusitis No especificado

Neumonia No especificado

Fungemia F. solani Hidalgo-Parra, 2008 ©.




Infecciones superficiales:

= Queratitis 0 Queratomicosis.

El 36% de estas infecciones son producidas por el género Fusarium. Las causas mas
comunmente asociadas son los traumatismos con ramas de arboles o plantas, por
conidios aerosolizados en ambientes particularmente contaminados, por el uso de lentes
de contacto o soluciones oftalmicas contaminadas o posterior a una cirugia ocular. Un
factor de riesgo importante es la presencia de alguna patologia corneal y la administracién

(3478 | as manifestaciones clinicas son

de corticosteroides topicos o antibidticos
inespecificas, pueden incluir dolor ocular, conjuntivas congestivas y secrecion.
Histol6gicamente se presenta infiltrado estromal de bordes plumosos, con lesiones
satélite, hipopién y reaccion ciliar “447).

Un estudio realizado en México por Vanzzini y cols. (2010) (129 'mostraron una mayor
frecuencia de queratitis por Fusarium spp. (37%) en los estados con clima calido
templado, como Puebla, Oaxaca, Michoacan y Veracruz, donde la poblacion masculina
fue la mas afectada.

= Onicomicosis.

En las onicomicosis causadas por hongos filamentosos no dermatofitos se ha descrito la
incidencia de Fusarium spp. del 10% al 50%, siendo F. oxysporum la especie mas
frecuente 7138,

La mayoria de estas infecciones predominan en las ufias de los pies. Las dos
formas clinicas mas comunes son la onicomicosis subungueal proximal (con o sin
paroniquia) y la onicomicosis blanca superficial. Se caracteriza por la aparicion de
manchas blancas en la base de la ufia que se extienden hacia el extremo libre,
ocasionando opacidad total de la ufia, engrosamiento de su borde y si progresa,
destruccion de una parte o en su totalidad ¢+,

Los factores de riesgo asociados a la onicomicosis por Fusarium spp. son el uso de
zapato tipo sandalia o caminar descalzos, ya que este hongo es comln que sea aislado
del suelo. Por lo que las personas que se dedican a la agricultura, jardineria o algun
trabajo que implique el contacto con la tierra, pueden adquirir facilmente esta infeccién
(111).

Generalmente la onicomicosis en personas sanas es una infeccion localizada y
superficial; sin embargo, en pacientes inmunosuprimidos puede llegar a ser una via de

entrada para causar una infeccion invasiva diseminada.
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Infecciones invasivas localizadas:

» Infecciones cutaneas.
La piel es el principal sitio de infeccion por Fusarium spp., pueden afectar cualquier region
anatomica, principalmente miembro pélvico, con una evolucion de uno a cinco dias. El
hongo ingresa al organismo por diferentes mecanismos: a) Inoculacion traumatica en la
piel; b) Establecimiento secundario a quemaduras; ¢) Por la diseminacion hematégena en
el 55%, principalmente en pacientes inmunosuprimidos. Las caracteristicas clinicas son
polimorfas manifestadas como celulitis (12%), granulomas, ulceras, nédulos, ampollas,
necrosis, paniculitis, intertrigo y micetoma. Mientras que en las diseminadas pueden ser
multiples papulas o nédulos eritematosos con necrosis central; en ocasiones rodeadas por
un anillo eritematoso de uno a tres cm de diametro. También se ha descrito afeccion
muscular, caracterizada por mialgias y faceitis 4538889

= Peritonitis por dialisis peritoneal.
La peritonitis secundaria a dialisis peritoneal continua ambulatoria fue descrita por Mc
Nelly y cols. en 1981; estos autores reportaron dos casos en los cuales se aisldé Fusarium
spp. del liguido de didlisis. Las manifestaciones de la infeccion son inespecificas,
caracterizadas por dolor abdominal, fiebre y disminucion del flujo de drenaje, por
obstruccién progresiva de la luz del catéter “¥.

» Fungemia asociada al catéter venoso central (CVC).
La colonizacién del catéter es un factor relacionado con las fungemias en los pacientes
inmunosuprimidos o en aquéllos con episodios de neutropenia transitoria, en general
presentan un buen prondstico, con el establecimiento de las medidas terapéuticas
adecuadas y oportunas. En la literatura mundial se ha descrito un pequefio niumero de
pacientes portadores de CVC sin afectacion especifica de algin 6rgano, en quienes se ha
aislado diversas especies de Fusarium de hemocultivos ©?.

e Endoftalmitis.
Esta entidad es considerada una complicacibn de la queratitis en pacientes
inmunocompetentes o0 que han tenido alguna cirugia ocular (extraccion de catataras); sin
embargo, en individuos inmunosuprimidos es secundario a una diseminacion hematégena
o denominada endoftalmitis endégena. Tamez-Pefia y cols. en 2010 2%, presentaron un
caso en el cual se describié este tipo de infeccion endégena por la diseminacion de

Fusarium spp. de un foco de onicomicosis causada por este agente.
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= Sinusitis.
En pacientes inmunocompetentes, Fusarium spp. puede producir sinusitis alérgica o
cronico invasiva (6%), pero en caso de inmunosupresion puede propiciar una infeccion
diseminada (20%). Los sintomas son similares a los descritos para aspergilosis, como
son: obstruccion nasal, cefalea y rinorrea, o mas graves como necrosis del paladar,
celulitis periorbitaria y paranasal 429,

= Neumonia.
Esta patologia se presenta en pacientes inmunosuprimidos con infeccién diseminada. Las
manifestaciones clinicas son inespecificas similares a aspergilosis invasiva, con tos seca,

dolor toracico pleuritico y disnea.

Infecciones diseminadas.

Estas infecciones ocurren en pacientes con diversos factores de riesgo como
enfermedades hematologicas y tratamientos con inmunosupresores. Los factores de
riesgo mas comunes son neutropenia prolongada (mayor a 10 dias), inmunodeficiencia de
células T y disfuncion macrofagica; presentes en aproximadamente el 70% de los casos

(106)

de las infecciones diseminadas por Fusarium spp.*’. La mortalidad de esta variedad

clinica se presenta en el 50-80% de los pacientes con neutropenia y se incrementa al
100% con la asociacién de varios factores de riesgo 45356139

La infeccién diseminada puede afectar cualquier 6rgano, los mas comunes son:
pulmén, rifién, bazo, higado, médula 6sea y tracto gastrointestinal. La entrada de los
conidios es por via aérea, de tal manera que el principal érgano afectado es el pulmén
(31-42%). Otra via de llegada es por diseminacién hematégena “V.

Las manifestaciones clinicas son inespecificas incluyendo fiebre continua,
neutropenia y una baja o nula respuesta al tratamiento terapéutico. Cuando se ve
afectado el pulmén, hay dolor pleuritico, fiebre, tos y hemoptisis, por lo que se puede
confundir con aspergilosis pulmonar. Sin embargo, a diferencia de la aspergilosis, la
infeccibn por Fusarium spp. esta asociada con numerosas lesiones cutaneas y

hemocultivo positivo 3%,

1.3.1 Epidemiologia.

Mundialmente se ha reportado que de los hongos filamentosos, Fusarium spp. ocupa el
segundo lugar como agente causal de las infecciones diseminadas después de

Aspergillus spp.
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Las especies de Fusarium pueden afectar diversos érganos: la piel y uiias en el 75%
de los casos, seguido por el pulmén en el 31-42% vy la nariz en el 22%. En menor
proporcion, el rifidn en el 15%, tracto gastrointestinal en el 9%, ojos en el 7% y el sistema
nervioso central en el 5% ©).

En México se han realizado algunos estudios clinicos epidemiolégicos enfocados a
conocer la frecuencia de infecciones micéticas en pacientes inmunosuprimidos
(7818,22,47,51,52,54,66,72-74.120129) 'Ey o] estudio realizado por Hernandez-Hernandez y cols. ©?,
no se describié ningln caso de infeccion por especies de Fusarium. Sin embargo, se han
reportado casos en todos los continentes, lo que demuestra su amplia distribucion
geogréfica. De acuerdo con la revisién de Girmenia y cols. en 2000 “®, el mayor nimero
de casos (50%) se presentaron en Estados Unidos.

Los factores de riesgo asociados a las infecciones invasivas o diseminadas por
especies de Fusarium son las neoplasias malignas hematolégicas, neutropenias
prolongadas, trasplantes de oOrganos, tratamientos con corticosteroides (Tabla 5). En
pacientes con el virus de inmunodeficiencia humana, las infecciones por Fusarium spp.
son raras y se presentan asociadas a una neoplasia hematologica, diabetes mellitus,
neutropenia, terapia con esteroides y uso prolongado con antibiéticos (131),

También se pueden presentar infecciones nosocomiales como sefiala Raad y cols.%®
en un estudio epidemiolégico, donde el 24% de las infecciones nosocomiales en
pacientes con diversas enfermedades inmunosupresoras fueron causadas por especies

de Fusarium.

1.3.2 Diagnaostico.

La infeccion se confirma por el aislamiento de especies de Fusarium de los diversos
especimenes bioldgicos (sangre, fragmento de tejido, raspado de cérnea, esputo, lavado
bronquial, etc.), tomando en cuenta la historia clinica del paciente.

Dos caracteristicas importantes para el diagnéstico de la infeccién diseminada por
Fusarium en pacientes inmunosuprimidos, son las lesiones cutaneas y el resultado
positivo del hemocultivo.

El crecimiento de las colonias de las especies de Fusarium en un medio de cultivo sin
cicloheximida, es relativamente rapido y se puede identificar por las caracteristicas
macroscopicas y micromorfologia. Ademas del hallazgo de la estructura parasitaria en el
estudio histopatologico, por técnicas de anticuerpos fluorescentes policlonales,
hibridizacion in situ o por la reaccion en cadena de la polimerasa, la cual es mas rapida,

especifica y sensible G489,
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1.3.3 Tratamiento.

Los tratamientos empleados en las infecciones causadas por el género Fusarium han sido
con algunos antifungicos; en general, la respuesta ha sido pobre y no existe algun
farmaco de eleccidon. Las especies son consideradas multi-resistentes a la mayoria de
estos agentes V.

La indicacion del antifangico depende de la localizacion de la infeccion por
Fusarium spp. En la queratitis generalmente es tratada con natamicina. En casos
diseminados, los principales antifungicos utilizados fueron los triazoles (fluconazol e
itraconazol) y anfotericina B. En la Ultima década los pacientes han presentado mejor
respuesta a la administracién de voriconazol ®°*%. La anfotericina B ha mostrado buena
respuesta en las infecciones invasivas; sin embargo, debido a su baja tolerabilidad, se
han empleado otras alternativas 2367,

En la peritonitis secundarias a infecciones diseminadas o fungemias por Fusarium
spp. y asociadas a catéter es imprescindible retirar el dispositivo médico (didlisis,
hemodidlisis y CVC), tratar con antifingicos y la recuperacién de la neutropenia o
cualquier otro factor de riesgo “3+44).

El tratamiento de la onicomicosis por Fusarium spp., generalmente presenta un
25% de fracaso terapéutico, debido a varios factores como la farmacocinética de los
antifingicos, incumplimiento del tratamiento por parte del paciente, a reinfecciones y a la
resistencia a los antifingicos >, El uso de itraconazol ha mostrado buenos resultados;
aungue la terapia combinada (via oral y administracion topica) ha presentado mayor éxito.
Entre los antifingicos utilizados en esta modalidad de terapia son: crema de isoconazol al
1% con itraconazol, laca de amorolfina al 5% con terbinafina o itraconazol **%). Tosti y
cols. “% demostraron que la combinacién en la terapia (aplicacién del antifingico topico
mas avulsion de la uiia de forma fisica o quimica) ha mostrado un aumento en la curacion
en la mayoria de los pacientes inmunocompetentes 9

La combinacion de antifingicos podria considerarse en pacientes que presenten
multiples factores de riesgo y una baja respuesta a la monoterapia (67.128) 'En ocasiones se
combina el tratamiento para los pacientes neutropénicos, con factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos o GM-CSF, ya que la recuperacion del recuento de

neutréfilos es importante para aumentar la supervivencia de los pacientes ¢4,
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1.4 Antifungicos.

En este capitulo se tratara algunas de las caracteristicas de los antifungicos utilizados en
este trabajo: clasificacion, estructura quimica y mecanismos de accion.

En la década de los 50’s, Brown y Hazen, descubrieron los polienos. En 1955 se
desarroll6 la anfotericina B, siendo comercializada para uso parenteral a partir de
1961.Desde entonces ha sido utilizada para tratar la mayoria de las infecciones fungicas
invasivas. Sin embargo, por su alta toxicidad, se buscaron otras alternativas terapéuticas.
En 1957 fue descubierta la fluocitosina y comercializada, utilizada para infecciones
producidas por el género Candida y Cryptococcus, pero se genero resistencia secundaria
a este farmaco.

A finales de los afios 60 se comercializaron los primeros azoles (clotrimazol,
ketoconazol). En 1990 se inicid el uso de los triazoles, fluconazol y posteriormente
itraconazol; asi como las nuevas formulaciones lipidica de anfotericina B menos toxicas;
alilaminas y antifingicos de uso topico (amorolfina y ciclopiroxolamina). A partir del 2000,
la introduccién de equinocandinas como caspofungina y triazoles de segunda generacién
como voriconazol. Finalmente, las nuevas generaciones de antifingicos adn no

comercializados son: ravuconazol, albaconazol y aminofungina ©*°2.

141 Clasificacion.

Los antifiungicos se clasifican principalmente por dos criterios; el primero es por su
estructura quimica (Tabla 7) y el segundo por su mecanismo de accion (Tabla 8). Otros
pardmetros que en ocasiones son tomados en cuenta son: A) origen: sustancias
producidas por organismos vivos o sintéticos; B) espectro de accion (amplio o restringido);

C) la forma farmacéutica ¢49).

Tabla 7. Clasificacion de los antifingicos por su estructura.

Estructura quimica Antifungicos
Polienos Natamicina, anfotericina B.
Azoles Imidazol: ketoconazol.

Triazoles primera generacion: fluconazol, itraconazol.
Triazoles segunda generacién: voriconazol, posaconazol.

Alilaminas Terbinafina, amorolfina.
Equinocandinas Caspofungina, anidulafungina.
Otros Bromuro de cetiltrimetilamonio.
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Tabla 8. Clasificacion de los antifingicos por su sitio de accién o diana.

Membrana citoplasmaética: Polienos
Azoles
Alilaminas

Pared celular: Equinocandinas

1.4.2 Estructura quimica.

Polienos

Los polienos son de origen natural, anfotericina B es producida por Streptomyces nodosus
y natamicina por Streptomyces natalensis .

Son moléculas anfipaticas, es decir, constan de una regién hidrofilica compuesta
de anillos macrélidos con un nimero variable de grupos hidroxilo, y una regién hidrofobica
dada por enlaces covalentes conjugados. Por la presencia de estos enlaces se les

denomina polienos, anfotericina B tiene siete (heptaeno) y natamicina cuatro (Fig. 2).

Anfotericina B

Figura 2. Estructura quimica de los polienos.
Azoles

Los azoles son de origen sintético, la mayoria derivados del grupo imidazol. Se
caracterizan por tener un anillo imidazélico libre unido a otros anillos aromaticos mediante
un enlace C-N. La naturaleza de estos anillos modifica las propiedades fisicoquimicas, el
efecto terapéutico y la toxicidad.

Se clasifican en imidazoles (miconazol, clotrimazol, ketoconazol) y triazoles primera
generacion (fluconazol, itraconazol), dependiendo del niumero de nitrégenos en el anillo

imidazdlico (Fig. 3).
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Figura 3. Estructura quimica de los azoles.

Los triazoles de segunda generaciébn se desarrollaron por la busqueda de
sustancias mas especificas que presentaran una mayor actividad y menor resistencia. En
este grupo se encuentra voriconazol, el cual se deriva de fluconazol y posaconazol es
derivado de itraconazol ??.

La estructura de estos nuevos azoles (Fig. 4) estd basada en el triazol (anillo
imidazdlico con tres atomos de nitrdgeno), presentando ademas atomos de flior. Estas
modificaciones confieren una mayor capacidad inhibitoria de las enzimas de la via de

sintesis de los esteroles, especialmente la desmetilasa del lanosterol ©®.

Alilaminas
Son antifungicos de origen sintético. Las alilaminas se caracterizan por ser compuestos
basicos que resultan de la sustitucion parcial o total de los atomos de hidrégeno en la

molécula de amoniaco por otras moléculas (Fig. 5). De este grupo se derivan terbinafina,

naftifina y amorolfina.
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Figura 4. Estructura de los triazoles de segunda generacion.

CH,

CHa
| CH
N N /; CH,4 : O
N =
|
2@

Terbinafina Naftifina
N ’CH3
H;C \\/
H.C
3 CH3 | O
CHg . CH
Amorolfina .

Figura 5. Estructura quimica de las alilaminas.
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Equinocandinas

Las equinocandinas son lipopéptidos ciclicos semisintéticos con una cadena lateral N-acil
o N-aril alifatica, que les da un amplio espectro de accién contra las levaduras y los
hongos filamentosos ©®. El acetato de caspofungina tiene un acido graso como cadena
lateral y anidulafungina una cadena alcoxitrifenilo ®®. En la figura 6 se muestra las

estructuras de estos dos antifungicos.

HG Acetato de caspofungina e O Anidulafungina

Figura 6. Estructura quimica de las equinocandinas.

La estructura de otro de los antifungicos sintéticos se muestra en la figura 7. El
bromuro de cetiltrimetilamonio (bromuro de cetrimonio) es una sal de amonio cuaternaria

gue tiene propiedades tensoactivas (surfactantes).

CH,

P e N i S S |

- o g W N N T
N—CH, B
CH,

Figura 7. Estructura de bromuro de cetiltrimetilamonio.
1.4.3 Mecanismo de accion.

Los sitios de accion o dianas de los diferentes antifingicos sobre las células fangicas, ya
sea a nivel de pared celular, membrana citoplasmatica y nicleo se muestran en la figura
8.
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Figura 8. Esquemas del mecanismo de accidon de los antifingicos. (Tomada de Mukherjee,
2005) @b,



= Antifingicos que acttan sobre la membrana.

La membrana plasmatica cumple con varias funciones que mantienen constantes las
condiciones fisicoquimicas del interior de la célula. Algunas de ellas son: proteger y
delimitar la célula, controlar el transporte de sustancias al interior o exterior, recibir y
transmitir estimulos. Esta compuesta por 52% de proteinas, 40% de lipidos (fosfolipidos y
esteroles) y 8% polisacéaridos. El ergosterol es el esterol que constituye un 25% de las
moléculas lipidicas. Este componente es muy importante, ya que algunos antifiUngicos
actuan directamente sobre él (polienos) o inhiben su sintesis, como son los azoles y

alilaminas ©.

Polienos

Los polienos tienen una mayor afinidad por el ergosterol de los hongos que por el
colesterol de las células de mamiferos. Sus moléculas se unen al ergosterol mediante su
region hidrofoba, por lo que la regiéon hidréfila forma un conducto transmembranal que
altera la permeabilidad y funcionalidad de la membrana, con la pérdida de iones y otros
constituyentes esenciales, causando la muerte de la célula. En algunas células humanas
se puede unir a los esteroles que se encuentran dentro de la célula, ocasionando dafio a
nivel de la respiracion celular, ademas puede activar algunas funciones de los linfocitos
que tienen efectos inmunomoduladores ©?.

Anfotericina B es activa contra hongos levaduriformes (Candida spp., Cryptococcus
neoformans) y filamentosos (Aspergillus spp., Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis, Histoplasma capsulatum y Paracoccidioides brasiliensis). También es eficaz
frente a Lichtheimia spp., Mucor spp., Rhizopus spp. y especies sensibles de los géneros
Conidiobulus, Basidiobolus y Sporothrix. Algunos hongos presentan resistencia clinica y/o
elevadas concentraciones minimas inhibitorias (CMI), como Candida lusitaniae, Candida
guilliermondii, Candida lipolytica, Candida tropicalis, Trichosporon asahii, Pseudalescheria

boydii, Pseudalescheria boydii y Fusarium spp. ®®. Natamicina es eficaz frente Candida

spp. y Aspergillus spp.

Azoles
Estos farmacos presentan actividad fungistatica por inhibicion de las enzimas oxidativas

asociadas al citocromo P450 (CYP3A4 y CYP2C9), especificamente lanosterol 14-a
desmetilasa, por lo que bloquea la conversion de lanosterol en ergosterol, provocando

acumulacion de los precursores, que resulta en un efecto téxico para la célula fungica ?*.
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Con el desarrollo de los triazoles como fluconazol disminuyé ese efecto por ser
mas selectivo para la célula fangica y menos téxico para la célula humana. Este
antifingico ha sido el méas utilizado, es activo frente a la mayoria de especies de Candida
y otras levaduras (C. neoformans, Trichosporon spp.), hongos filamentosos (dermatofitos,
C. immitis y otros hongos dimdérficos). Sin embargo, Candida krusei presenta resistencia
intrinseca a este antifngico ?3%2913) Carece de actividad sobre hongos filamentosos
como Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp. y Penicillium spp.

ltraconazol es activo frente a C. neoformans, C. immitis, P. brasiliensis, H.
capsulatum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Penicillium marneffei y contra las
especies de Candida resistentes a fluconazol. Este antifingico no tiene actividad in vitro
frente a hongos del orden mucoral y especies de Fusarium ©2%.

Los triazoles de segunda generacion (voriconazol y posaconazol) poseen un
espectro similar a los triazoles de primera generacion (itraconazol y fluconazol). Diversos
autores han demostrado que presentan buena actividad in vitro frente a Candida spp.,
Cryptococcus neoformans, Sporothrix schenkii, Penicillium marneffei, Asperillus spp.,
Scedosporium spp., Histoplasma spp., Blastomyces y Coccidioides spp. Sin embargo, la

actividad in vitro ha sido variable frente a Fusarium spp. y nula frente a los mucorales
(9,12,33,38,67,95,99)

Alilaminas

Terbinafina es un farmaco fungicida que actia inhibiendo la sintesis de ergosterol al
bloguear la enzima escualeno-epoxidasa, lo que provoca la disminucion de este esterol y
el aumento de las concentraciones de escualeno, alterando la organizacion celular y el
crecimiento del hongo.

Algunos autores han reportado la buena actividad frente a diversas especies de
dermatofitos: Epidermophyton floccosum, Microsporum spp., Trichophyton spp. y
Malassezia spp. ©%%. Por estudios in vitro se ha observado que actta frente a Aspergillus
spp., C. neoformans, Blastomyces spp., H. capsulatum, Scopulariopsis brevicaulis y
Pneumocystis jirovecii ®®. En el estudio in vitro realizado por Alastruey-lzquierdo y cols.
en 2008 @, el farmaco no mostrd actividad frente a Fusarium spp. Por el contrario, Azor y
cols. en 2009 *?, demostraron que terbinafina posee buena actividad contra las especies

de Fusarium.
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Amorolfina es una fenilepropilepiperidina que inhibe la sintesis de ergosterol, ejerce
su accion bloqueando las enzimas 14a-reductasa y la 7,8 d-isomerasa. Posee actividad
sobre Candida spp. y dermatofitos. Se utiliza para tratar las onicomicosis, como

monoterapia tépica 0 combinacién de procedimientos ©2.

» Antifungicos que acttan sobre la pared celular.

La pared celular es una estructura esencial para los hongos, y su alteracion tiene un
fuerte impacto para la célula fungica. Esta compuesta por polisacaridos y proteinas. Entre
los polisacaridos se encuentran la quitina, glucano, manano y galactomanano. El glucano

es el componente mas importante, ya que representa el 50-60% de la pared.

Equinocandinas
El mecanismo de accién de las equinocandinas se basa en la inhibicién de la sintesis de
los glucanos, uniéndose a la enzima 1,3-B-D-glucano sintetasa. Las alteraciones en la
pared provocan la inestabilidad osmotica de las células fangicas e impide sus funciones
de crecimiento y replicacion.

Por estudios in vitro e in vivo se demostré una potente actividad fungicida con
caspofungina y anidulafungina frente a Candida spp y fungistatica contra Aspergillus spp.
Y nula actividad frente a Cryptococcus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp. y

mucorales ©> 103,
= Otros mecanismos.

El mecanismo de accion del bromuro de cetiltrimetilamonio frente a los hongos no esta
descrito, pero se sabe que tiene una excelente actividad bactericida, fungicida y algicida.
En bacterias, actla adsorbiéndose sobre la superficie celular, lo que ocasiona alteracion

de la permeabilidad de la membrana y la consecuente muerte celular (104),

1.5 Resistencia a los antifungicos.

La resistencia es un fenbmeno que depende de varios factores que estan relacionados
con: a) el estado del paciente (enfermedad de base, estado inmunologico, lugar de la
infeccidn, presencia de dispositivos médicos), b) las caracteristicas del antifungico (dosis,
farmacocinética, farmacodinamia) y c) el microorganismo (diversos factores de virulencia:
adhesion, formacion de biopeliculas). La sensibilidad in vitro a los antifingicos no implica

una efectividad clinica %%,
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La resistencia se clasifica en dos tipos: clinica y microbiana. La resistencia clinica
se define como la falta de accion de un farmaco para inhibir el desarrollo de un
microorganismo en el foco de infeccion. La resistencia microbiana se define como la

pérdida de la sensibilidad de un microorganismo a un antimicrobiano, se divide en .

-Resistencia intrinseca o innata. Es la que presenta todos los aislados de una misma

especie y no esta relacionada con la exposicion previa al antifungico.

-Resistencia primaria. Aquella que ocurre en especies de cualquier aislado normalmente
sensible a un antifungico; la resistencia aparece de forma espontanea sin haber estado en

contacto previo con el antifingico.

-Resistencia secundaria o adquirida. Es la que se desarrolla después de la exposicion a

los antifungicos, que puede deberse a alteraciones fenotipicas o genotipicas.
15.1 Resistencia de los hongos filamentosos a los antifungicos.

El aumento en la incidencia de infecciones sistémicas causadas por hongos filamentosos
como Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium spp. y mucorales ha llevado a la
administracion prolongada de diversos antifingicos para tratamiento profilactico. Esta
situacion ha facilitado el desarrollo de resistencia a estos farmacos, aunque a diferencia
de las bacterias, esta resistencia se ha desarrollado mas lenta, debido a su tiempo de
replicacion.

En el caso de Aspergillus spp. se ha comprobado que algunos aislados muestran
resistencia secundaria a itraconazol, generando a su vez resistencia cruzada a otros
azoles, incluso con los triazoles de segunda generacion. Algunos autores han demostrado
gue el uso de fluconazol es ineficaz en la profilaxis de las infecciones causadas por
hongos filamentosos, sin embargo, puede generar este tipo de resistencia 7D,

Por otro lado, las especies de Fusarium estan involucradas en las infecciones
invasivas y han mostrado multi-resistencia. La experiencia de algunos autores ha
demostrado resistencia clinica a anfotericina B y resistencia intrinseca a itraconazol,
anfotericina B y caspofungina 2”9,

La resistencia secundaria o adquirida puede generarse en pacientes con un
tratamiento prolongado con azoles. Hof en 2001 ©®®, reporté que los aislados de Fusarium
spp. con resistencia generada en el ambiente persiste al infectar al paciente, esto debido

al uso indiscriminado de azoles en la agricultura.
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15.2 Mecanismos de resistencia.

En la Ultima década se ha reportado algunos mecanismos que explican la resistencia de
los hongos frente a los antifingicos, principalmente en hongos levaduriformes. Estos se

describiran de acuerdo con el grupo de antifungicos.

Polienos

La resistencia a la anfotericina B es poco comun, debido a su tratamiento limitado; varias
especies de Candida, Cryptococcus neoformans y algunos hongos filamentosos que han
mostrado resistencia a este antifangico. Tres son los mecanismos: 1) Disminucion en los
niveles de ergosterol en la membrana; 2) Aumento de los fosfolipidos que impide el paso
del farmaco a los esteroles ©. 3) Aumento en la actividad de la enzima catalasa, lo que

lleva a una disminucion del dafio oxidativo intracelular demostrado en Aspergillus terreus
(32)

Azoles
Existen diversos mecanismos los cuales pueden actuar simultdneamente en una misma
célula lo que explica la resistencia intrinseca y secundaria a los azoles. EI mecanismo
mas comun de resistencia es el secundario, dado por la reduccion en los niveles
intracelulares de estos antifingicos, debido al aumento en la expresion de las bombas de
flujo o transportadores, lo que resulta en un incremento en la expulsion del farmaco.
Existen dos tipos de transportadores: ABC (ATP binding casette), relacionado con la
expulsion de la mayoria de azoles; y MSF (major facilitators superfamily), principalmente
explica la resistencia a fluconazol '*33,

Otro mecanismo es por las mutaciones en el gen que codifica para la enzima 14a-
lanosterol-desmetilasa, disminuyendo la afinidad de los azoles por la enzima. Finalmente,
la resistencia a los azoles en hongos filamentosos también podria estar producida por la

amplificacion genética o la sobreexpresién de la 14a-lanosterol-desmetilasa 82,

Equinocandinas

Los géneros con resistencia intrinseca como Cryptococcus spp., Fusarium spp.,
Scedosporium spp. y mucorales presentan 1-6 B glucano en su pared celular. Sin
embargo, el mecanismo de resistencia a las equinocandinas soélo se ha descrito en
Candida, en el cual se producen mutaciones en el gen FSK1, generando una glucano

sintetasa menos sensible a este tipo de antifingicos 13,
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1.6 Pruebas de sensibilidad antifungica.

Las pruebas de sensibilidad fueron desarrolladas por la resistencia clinica observada en
los pacientes inmunosuprimidos que cursaban con infecciones fungicas diseminadas, por
la administracion de un tratamiento antifingico profilactico y por el aumento de las
infecciones por hongos emergentes. También con la finalidad de conocer el patrén de
sensibilidad del farmaco contra los microorganismos y orientar al médico para ofrecer un
tratamiento oportuno y eficaz.

Al principio estas pruebas eran poco reproducibles y mostraban inconsistencias
debido a varios factores que influyeron en estos ensayos como el tamafio del indculo,
velocidad de crecimiento del microorganismo, periodo de incubacion, naturaleza del
medio utilizado y la estabilidad del antifingico “°"**%. En la actualidad, la mayoria de las
técnicas de sensibilidad antifingica in vitro estan estandarizadas, principalmente para
hongos levaduriformes. Dentro de éstas se encuentran: los métodos de difusion en disco
y dilucion en caldo (macro y micro) @8 Otros comercializados: E-test®, Sensitre®
YeastOne (TREK Diagnostic Systems) y Vitek 2°.

Las pruebas de sensibilidad antifingica se recomienda realizarlas en los siguientes
casos #2137
-Estudios epidemioldgicos.

-Aislamientos de pacientes inmunosuprimidos que cursan con infeccion invasiva.

-Fallo terapéutico.

-Pacientes en profilaxis antifungica.

-Aislamiento de una especie poco frecuente, se desconoce su perfil de sensibilidad o
presenta alta resistencia a los antifangicos.

-Valorar el perfil de sensibilidad frente a nuevos compuestos con actividad antifingica.

16.1 Método de difusion en disco.

Este método fue estandarizado en 2003, por el CLSI (documento M44-P) y se publicé en
2004 como documento aprobado M44-A, para especies de Candida. Es una técnica de
utilidad para antifungicos hidrosolubles, como fluconazol y flucitosina. La difusién en disco
se basa en la formacion de un halo de inhibicion dado por el antifingico en un medio de
cultivo sélido. Para facilitar la lectura y mejorar los limites de la zona de inhibicion se

emplea azul de metileno en la placa % 121 137,
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1.6.2 Métodos comercializados.

El método mas utilizado es E-test®, el cual determina la sensibilidad de levaduras y
hongos filamentosos frente a los diferentes antifingicos, con una buena correlacion con
los métodos de microdilucién (M27-A3 y M38-A2). Algunos autores consideran que es la
técnica mas adecuada para detectar la resistencia a Candida spp frente a anfotericina B y
la resistencia de los hongos filamentosos a itraconazol (199) | a Food and Drug
Administration (FDA) aprobé la sensibilidad in vitro en Candida spp. frente a itraconazol y
fluconazol ®2Y,

Sensitre® YeastOne es otro método aprobado por la FDA, basado en la técnica de
microdilucién en caldo, cuenta con un sustrato cromogénico que facilita la lectura e
interpretacion de la CMI. Muestra correlacién con el método estandarizado por la CLSI
(93.7-97.9%) 2 para la evaluacion de la sensibilidad en especies de Candida contra
anfotericina B, flucitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol vy
caspofungina.

El método automatizado Vitek 2° (Biomerieux) utiliza lectura espectrofotométrica,
disefiado sélo para levaduras y valora la CMI de algunos antifungicos (flucitosina, FLZ,

VRZ, AMB, CSF y micafungina). Muestra una alta reproducibilidad 2% 137,

1.6.3 Método de dilucion en caldo.

El primer documento estandar internacional basado en este método fue publicado en
1992 por el National Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), actualmente
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), el cual determinaba la sensibilidad a las
levaduras (Candida spp. y Cryptococcus neoformans). Posteriormente se adapté a un
método de microdilucion, el cual fue aprobado en 1997 (documento M27-A). En 2007, se
describié el documento vigente (M27-A3). Con este método se mide la concentracion
minima inhibitoria (CMI), la cual se define como la menor concentracion del farmaco a la
cual se reduce el crecimiento del hongo 81141121 137)

En Europa se desarroll6 un método equivalente al estandar CLSI en levaduras no
fermentadoras (documento Edef 7.1), aprobado por el European Comittee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Las diferencias en la metodologia son:
tiempo de incubacion, tamafio del in6culo, el fondo de los pozos de la placa, la lectura y la

concentracion de glucosa en el medio RPMI 1640 2V,
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1.6.4 Método de microdilucion en caldo M38-A2.

En 1998, se publico el primer documento M38-P para valorar la sensibilidad in vitro contra
hongos filamentosos. En 2002, fue modificado a M38-A y actualmente el documento
vigente es M38-A2 @9 ¢l cual es utilizado para hongos filamentosos formadores de
conidios como son: Aspergillus spp., Fusarium spp., Rhizopus spp., Pseudallesqueria
boydii y Sporothrix schenckii en la forma micelial ?% 2.

Una de las limitaciones mas importantes que presenta este método es que adn no
se han establecido los puntos de corte, también muestra problemas de crecimiento

residual en antifiingicos con actividad fungistatica (fenomeno “trailing”) 2%,

1.7 Combinaciones antifungicas in vitro.

Los métodos de combinacion de antimicrobianos son utilizados generalmente in vivo, para
tratar infecciones graves en pacientes inmunosuprimidos y/o para reducir la probabilidad
de que el microorganismo desarrolle resistencia a los agentes antimicrobianos 4.

En la literatura se han descrito técnicas para evaluar las diversas combinaciones,
principalmente contra bacterias, como: el tablero de ajedrez y las curvas de letalidad *3°).
En los hongos filamentosos aun no se ha descrito un método estandarizado basado en la
asociacion de antifungicos in vitro.

Desde hace dos décadas se iniciaron los estudios de combinacion de antifungicos
realizado principalmente en hongos levaduriformes, donde se han incluido diversas
especies de Candida ©® (Tabla 9).

Las lecturas de las pruebas in vitro sobre las interacciones de los antimicrobianos
son interpretadas como sinergismo, antagonismo e indiferenciado. El primero es una
interaccion positiva y la combinacion potencializa el efecto comparado con los farmacos
de manera individual. Por el contrario, el antagonismo, al ser una interaccion negativa,
uno de los farmacos inhibe la actividad del otro, por lo que la combinacion muestra un
menor efecto que los farmacos de manera individual. También se puede presentar efecto
indiferenciado, el cual indica que la combinacion de los farmacos no tiene un efecto
perjudicial sobre la respuesta, a pesar de que no son sinérgicos &Y. La técnica mas
comun empleada es la de tablero de ajedrez, la cual se basa en la adicion del efecto de

los farmacos en combinacion G614,
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1.7.1 Tablero de ajedrez.

La técnica de tablero de ajedrez es la mas utilizada para probar la combinacion de
antimicrobianos in vitro, ya que es facil de realizar e interpretar los resultados. El término
es debido al patron que se adopta en los diferentes métodos: en los tubos de ensaye
(macrodilucién), pozos de la microplaca (microdilucion) o en las placas de agar; por la
distribucion de las diferentes diluciones de los dos antifungicos probados (Fig. 9), cada
cuadrado representa cada pozo o tubo, los cuales contienen solo una combinacion de los
farmacos. A pesar de que este método es empleado para valorar el efecto de las
combinaciones de los antimicrobianos frente a las bacterias, puede ser modificado para
otros microorganismos, en la técnica (macro o microdilucién), en el medio de cultivo, en
las concentraciones de las diluciones de los antimicrobianos y en el inéculo del
microorganismo ©©.

En la Fig. 9 se ejemplifica como se distribuyen los farmacos en la placa de
microdilucion, la cual consiste en colocar en cada pozo 100 pL del medio que contiene los
antimicrobianos (50 pL del farmaco A y 50 uL del farmaco B). El in6culo se obtiene del
crecimiento colonial de tres o cuatro dias a 35°C y se coloca en un tubo que contiene
solucion salina al 0.85%, estéril, posteriormente, se realiza una dilucion de 1:50 en RPMI
1640 y de esta suspension se toman 100 uL para llenar los pozos de la placa con las
diferentes combinaciones de los farmacos. Las microplacas se incuban por 48 h a 35°C.
Para cada aislado probado se realiza un control positivo (in6culo diluido) y control
negativo (s6lo RPMI) 119,

En la técnica de macrodilucion se coloca en un tubo 0.5 mL del medio que contiene
a los antimicrobianos (0.25 mL del farmaco Ay 0.25 mL del B) y 0.5 mL de la suspension
gue contiene al microorganismo, para obtener un volumen final de 1 mL para cada
concentracion de los antimicrobianos. La concentracion del inéculo es de 2x10° UFC/mL,
cuando se trata de bacterias. Los tubos se incuban a 35-37°C por 16 a 20 horas,
posteriormente se realiza la lectura visual de las CMI (36),

La determinacién del efecto de las combinaciones se realiza calculando el indice de
la concentracion fraccionada inhibitoria (FICI), la cual se obtiene sumando las
concentraciones fraccionadas inhibitorias (FIC's) de cada antimicrobiano presente en el
tubo o pozo. La FIC es el resultado de la concentracion necesaria del farmaco para inhibir
el crecimiento del microorganismo en una fila o columna dada, por la CMI del farmaco
solo, es decir, FIC del farmaco A= CMI del farmaco A en combinacion/CMI del farmaco

solo, FIC de B= CMI del farmaco B en combinacion/CMI del farmaco B solo.
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Por lo tanto el FICI= FIC del farmaco A+ FIC del farmaco B. Las lecturas obtenidas
se comparan con los criterios establecidos: efecto sinérgico=valores de FICI<0.5; efecto
antagonista=FICI>4; indiferente= 0.5<FICl<4 690134
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Figura 9. Técnica del tablero de ajedrez (Tomada de Eliopoulos y cols., 2003) ®®. Las

concentraciones del farmaco A representan las columnas y el farmaco B las filas.

Otra técnica de asociacion de antifungicos es la de difusion en agar por el método
E-test®. Consiste en la inoculacion de las placas de agar RPMI con el aislado problema y
después de que estén secas se colocan las tiras de los dos farmacos, primero la tira con
el antifingico A sobre la superficie de agar durante un periodo de una a tres horas, se
retira y se aplica la tira del antifungico B (Fig. 10), las placas se incuban por 48 h a 35°C.
La lectura de las CMI se realiza a las 24 y 48 horas ™).

La interaccion de los antifungicos esta definida por los criterios que recomiendan
los fabricantes (AB Biodisk): a) Sinergismo=disminucion de al menos 3 diluciones en la
CMI de la combinacion con respecto a la CMI individual del antifangico. b)
Antagonismo=aumento de la CMI tres diluciones o mas. c) Efecto aditivo=descenso de
dos diluciones. d) Efecto indiferente=disminucién de la CMI de la combinacién menos de

dos diluciones 196381,

30



(a) i) ic) Drug A+B

alone alone

Figura 10. Técnica de combinacion de antifangicos por E-test® (Tomada de Lewis y cols.,
2002) ®¥. (a) Tira de E-test® (farmaco A) colocada en el agar y después de 1-3 h se retira. (b)
Tira de E-test® (farmaco B) se coloca en donde se encontraba la tira del antifingico A. (c)
Combinacion de antifungicos (A+B).

1.7.2 Curvas de letalidad.

La técnica de curva de letalidad mide la actividad antifangica en funcion del tiempo y es
capaz de detectar diferencias en la velocidad y grado de dicha actividad ®®. En esta
prueba se preparan las diferentes concentraciones del antifingico realizando diluciones y
para las combinaciones se agregan al medio en cantidades iguales (fa&rmaco A+B). La
suspension del indculo a una concentracion de 5x10° UFC/mL, se agrega a las diferentes
combinaciones. Durante el tiempo de incubacién (24 a 48 horas) se toman muestras de
las suspensiones y se subcultivan en un medio sélido para determinar las UFC 1114,

Para realizar la interpretacion de los resultados es necesario seguir los criterios que
se muestran en Fig. 11: sinergismo=a22log;o con disminucion en el nimero de UFC/mL
comparado con el farmaco mas activo; antagonismo=a=2log;, aumentando el nimero de
UFC/mL comparado con el farmaco menos activo; efecto aditivo=a<2 y >1logio
incrementado el numero de UFC/mL comparado con el farmaco méas activo. El efecto
indiferente=a<2 y >1logip, aumentando el numero de UFC/mL comparado con el farmaco
menos activo Y.

La principal desventaja de esta técnica es que el nUmero de combinaciones de
antifingicos es limitado, por las muestras que se tienen que tomar a cada cierto tiempo de
los tubos conteniendo las diferentes combinaciones y el recuento de las colonias en las

placas de agar ©©.
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Figura 11. Técnica de curvas de letalidad. Criterios utilizados para la interpretacion de los

resultados (Tomada de Mukherjee y cols., 2005) ©%.

En la tabla 9 se muestra la serie de estudios realizados en los que emplearon
diversas combinaciones de antifingicos con resultados variables. La respuesta sinérgica
se obtuvo con las combinaciones de AMB y CSF; AMB y ANF contra algunas de las
especies de Candida y Cryptococcus del 33.3-100% y del 22.2-100%, respectivamente
(41.123) E| efecto sinérgico de farmacos como MGCD290 (inhibidor de histona desacetilasa
(HDAC)) y FLZ sobre los hongos levaduriformes del 37-86% y en filamentosos del 20-
66%. Otra de las combinaciones usadas sobre hongos filamentosos fue MGCD290 y PSZ,
el efecto sinérgico fue del 33-100% “°V. La combinacién de CSF y VRZ, CSF y AMB
mostraron un efecto sinérgico del 100% contra Aspergillus terreus y Fusarium oxysporum,

respectivamente %%,
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Tabla 9. Estudios de combinacion de antifungicos realizado en diversos hongos

levaduriformes y filamentosos.

Antifangicos Técnica Hongos Efecto (%) Referencia
S A I
Modelo Candida Sugar y
AMB+FLZ animal albicans - - 100 cols., 1995
(ratones) (119)
Tablero de 16.6 - 83.3
AMB+FLZ ajedrez . Lewis y
Candida spp. cols.. 2002
E-test® - 50.0 | 50.0 €3,
VRZ+ flucitosina 50.0 - 50.0
(FC) No Candida spp. 40.0 - 60.0 | Mukherjee y
AMB+FC especificado - - 100 CO|S., 2005
VRZ+AMB . - 100 ®1),
VRZ+FLZ 17.0 - 83.0
VRZ+ micafungina
(MCF)
AMB+PSZ 12.5 - 87.5
AMB+CSF Tablero de = Candida krusei - - 100 ' chaturvedi
AMB+VRZ ) - - 100
PSZ+CSF ajedrez 125 - | gr5 | Ycols,
PSZ+VRZ - - 100 2005 9,
VRZ+CSF - - 100
C. albicans 35.7 214 42.8
C. _gliabrata ) 62.5 - 37.5 Teixeira-
C. guilliermondii | 100 - -
AMB+ANF Tablero de C. krusei 500 i 500 Santos y
ajedrez C. lusitaniae - - 100 | cols., 2012
C. parapsilosis | 33.3 - 66.6 (123)
C. tropicalis 50.0 - 50.0
FCZ+FC Tablero de | Cryptococcus 67.4 - 32.6 Nguyeny
ajedrez neoformans CO|S(-8,6)1995
AMB+CSF Tablero de | Cryptococcus 100 - - Franzot &
FLZ+CSF ajedrez neoformans | 555 | - 77.7 Cf;gg%""'
Curvas de Cryptococcus Barchiesiy
ITZ+ FC letalidad neoformans 62.5 - 37.5 COlS., 1999
(14)
AMB+FLZ Tablero de | Cryptococcus 6.6 - 93.3 Barchiesi y
AMB+ITZ ajedrez neoformans 6.6 - 93.3 cols.1,52000
AMB+PSZ 33.3 - 66.6 (3),
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Antifungicos Técnica Hongos Efecto (%) Referencia
S A I
PSZ+ FC Tablero de | Cryptococcus Barchiesi y
ajedrez neoformans 33.3 - 66.6 CO|S(.1,6)2001
Candida spp. 3.1 - 96.9
VRZ+MCE Tablero de | Aspergillus spp. 688 - 333 Heyny
ajedrez Scedosporium spp. | 50. ) 50. cols., 2005
Fusarium solani - - 100 (55).
Candida spp. 86.7 13.3 -
MGCD290 | Tablerode O neoformans 150.0 | 500 = - Pfaller y
Rhodotorulaspp. | 375 | 2.5 -
(inhibidor de ajedrez Tr|chosporon SPP- | 400 40.0 200 cols., 2009
HDAC) + FLZ Aspergillus spp. 60.0 400 ) (101)
Mucorspp. 554 | goo | -
Rhizopus spp.
Fusarium spp. 50.0 | 50.0 )
Scedosporium 66.6 33.3 B
apiospermum 60.0 = 40.0 -
Candida spp. 60.0 40.0 -
Tablero de C. neoformans 30.0 700 . Pfaller y
Rhodotorula spp. | 25 75.0 .
MGCD290 + PSZ ajedrez Trichosporon spp. | 500 | 0.0 = 20.0 cols., 2009
Aspergillus spp. 400 | 60.0 ) (101).
Mucor spp. 100 i i
Rhizopus spp.
Fusarium spp. 90.0 = 10.0 )
Scedosporium 33.3 | 66.6 B
apiospermum 40.0 | 60.0 -
Candida spp. 46.7 | 53.3 -
C. neoformans 400 | 60.0 -
MGCD290 + VCZ ajedrez T”Chospﬁm” SPP- ' 20.0 @ 20.0 60.0 cols., 2009
Aspergillus spp. 50.0 50.0 _ (10)
Mucor spp. 40.0 60.0 ) .
Rhizopus spp. | :
Fusarium spp. 90.0 ' 10.0 B
Scedosporium 75.0  25.0 B
apiospermum 60.0 = 40.0 -
Scopulariopsis | 83.3 | 16.6 -
. . brevicaulis
Ciclopirox+TRB | Tablero de Aspergillus 16.6 i 833 Gupta &
ajedrez sydowii Kohli, 2003
Onychocola 20.0 | 40.0 40.0 (50)
canadensis '
Scytalidium 40.0 40.0 20.0
dimidiatum
Fusarium solani | 25.0 | 25.0 50.0
F. proliferatum - 100 -
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Antifungicos Técnica Hongos Efecto (%) Referencia
S A I
Scopulariopsis - - 100
. . brevicaulis
Ciclopirox+ITZ Tablero de Aspergillus i 100 i Gupta &
ajedrez sydowii Kohli, 2003
Onychocola 40.0 40.0 | 20.0 (50)
canadensis '
Scytalidium 40.0 - 60.0
dimidiatum
Fusarium solani = 25.0 - 75.0
Fusarium
proliferatum - - 100
Aspergillus flavus | 25.0 - 75.0 Arikan y
CSF+AMB Tablerode = A.fumigatus 25.0 - 75.0 | cols., 2002
Aterreus 33.3 - 66.6
TRB+ITZ 7.7 - 22.2 | Mosqueray
TRB+FLZ Tablero de = Aspergillus spp. | 66.6 - 33.3 cols., 2002
TRB+AMB ajedrez - 62.5 @ 375 0,
TRB+FC - 25.0 75.0
Aspergillus flavus 100 - -
CSF+VRZ Tablero de A. niger 40.0 - 60.0 Pereay
ajedrez A. terreus 100 - - cols., 2002
A. fumigatus 87.5 12.5 04
AMB+ITZ Tablero de Aspergillus - 100 - Te
AMB+TRB ajedrez fumigatus - 100 - Dorsthorst y
ITZ+TRB 100 ] _ cols., 2002
(122)
FLZ+VRZ No 40.0 - 60.0
- _ Mukherj
CSF+FC especificado | agpergillus spp. | 92.0 | NE NE u<heniee y
cols., 2005
(NE) (81)
CSF+tacrolimus 87.5 - 12.5
(FK-506) Tablero de Aspergillus Steinbach y
CSF+ciclosporina ) _ 37.5 - 62.5
CY) ajedrez fumigatus cols., 2004
VRZ+FK-506 - 500 50.0 .
VRZ+ CY - 12.5 87.5
Modelo Aspergillus Kirkpatrick y
AMB+TRB animal fumigatus - - 100 cols., 2005
(conejos) ©2),
ANF+ITZ 69.2 3.8 26.9 Philip y
ANF+VRZ Tablero de | Aspergillus spp. = 69.2 | 30.7 - cols., 2005
ANF+AMB ajedrez 19.2 | 19.2 @ 615 (102)
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Antifungicos Técnica Hongos Efecto (%) Referencia
S A I
AMB+VRZ 16. 6 - 83.3
AMB+PSZ Tablerode = Scedosporium | 16-6 - 83.3 Cuenca-
AMB+CSF _ _ 16.6 - 83.3 I
TRB+ITZ ajedrez apiospermum 333 i 66.6 Estrellay
TRB+VRZ - - 100 cols., 2008
ITZ+CSF 100 - - (31
PSZ+CSF 66.6 33.3
AMB+VRZ 16.6 - 83.3
AMB+PSZ Tablero de | Scedosporium - - 100 Cuenca-
AMB+CSF ) if - - 100
TRB+ITZ ajedrez prolificans i i 100 Estrella'y
TRB+VRZ 25.0 - 75.0 | cols., 2008
ITZ+CSF - - 100 (31)
PSZ+CSF - - 100
AMB-+ rifampicina | Tablero de = Fusarium solani | 20.0 - 80.0 Guarroy
(RIF) - cols., 1999
AMB+EC ajedrez 20.0 - 80.0 (49)
Tablero de | Fusarium solani | 50.0 - 50.0 Arikan y
CSF+AMB . cols., 2002
ajedrez F. oxysporum 100 - - (10)
ANF+ITZ - - 100 Philip y
ANF+VRZ Tablero de | Fusarium spp. - - 100 cols., 2005
ANF+AMB ajedrez - - 100 (102)
AMB+ azitromicina(AZM) 26.1 - 739 Venturini y
AMBeiprofioxacino(CIP) Tablero de | Fusarium spp. 39.1 ) 60.9 cols., 2011
AMB+RIF _ 34.8 - 65.2 132)
AMB+Metronidazol(MTZ) ajedrez 34.8 - 65.2 ( :
AMB-+lbuprofeno (IBP) 43.5 _ 56.5
AMB-+fluvastatina(FVS) 34.8 _ 65.2
VRZ+AZM 21.7 - 78.3 Venturini y
VRZ+CIP , 30.4 - 69.6
VRZ4RIF Tablero de | Fusarium spp. NE NE NE cols., 2011
VRZ+MTZ ajedrez 30.4 - 69.6 (132)
VRZ+IBP 21.7 - 78.3
VRZ+EVS 13.0 - 87.0
VRZ+TRB 100 ) -
VRZ+ITZ 20.0 - 80.0
Tablero de Spader y
VRZ+FLZ _ Fusarium spp. - - 100
VRZ+KTZ ajedrez - - 100 cols., 2013
ITZ+TRB 60.0 - 40.0 (116)
ITZ+EC 20.0 | 20.0 60.0 |
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones fungicas causadas por hongos filamentosos emergentes como las
especies de Fusarium han presentado un aumento en los pacientes con multiples factores
de riesgo, aunado a la deficiente respuesta al tratamiento antifingico administrado y al
incremento de las especies fangicas resistentes detectadas mediante pruebas de
sensibilidad antifungica in vitro. Estos son factores que inquietaron a diversos
investigadores clinicos e iniciaron tratamiento con la combinacién de antifingicos basados
en los diferentes mecanismos de accion, los resultados fueron variables debido a la multi-
resistencia observada en algunos microorganismos, de tal manera que se iniciaron
estudios de técnicas que involucran la combinacién de antifingicos para optimizar el
tratamiento de los pacientes que presentaron estas infecciones.

Una de las técnicas utilizadas cominmente ha sido por el tablero de ajedrez por la
facilidad de realizar los céalculos e interpretar los resultados; en algunos casos con buena
correlacion clinica y de laboratorio.

En México se tiene limitacion para la realizacion de pruebas de sensibilidad
antifingica en hongos filamentosos como Fusarium spp., es comun que se presente
dificultad para establecer el tratamiento antifingico mas adecuado. Por las pruebas
preliminares de sensibilidad por microdilucion en caldo en especies de Fusarium, se
obtuvieron valores altos de CMI frente a los diferentes antifingicos probados. Por tal
motivo se disefio la combinacion de antifingicos para valorar su actividad con el fin de
encontrar la combinacion o interaccion con efecto sinérgico y que inhiba el crecimiento del
hongo causante de micosis. Este hallazgo podria significar una orientacién para el médico

clinico para el establecimiento del tratamiento mas oportuno y adecuado.
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[1I.OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer el efecto de la combinacion de diversos antifungicos sobre aislados

clinicos de Fusarium spp.
OBJETIVOS PARTICULARES
¢ |dentificar los aislados clinicos de Fusarium por las caracteristicas morfologicas.
e Determinar la actividad in vitro de anfotericina B, caspofungina, anidulafungina,
fluconazol, itraconazol, ketoconazol, voriconazol, posaconazol, natamicina,
terbinafina, amorolfina y bromuro de cetrimonio, contra aislados clinicos de

Fusarium spp.

e Conocer el indice de la concentracion fraccionada inhibitoria en las diversas

combinaciones de antifungicos contra los aislados clinicos de Fusarium spp.

e Valorar la actividad de las diversas combinaciones de antifungicos frente a aislados

clinicos de Fusarium spp.
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V. MATERIAL Y METODOS

Estudio prospectivo, transversal en siete aislados clinicos de Fusarium spp. obtenidos de
pacientes con queratitis, onicomicosis, fungemia.y micetoma. En la tabla 10 se muestra la
procedencia de los aislados incluidos en el presente trabajo. El estudio se desarrollé en
tres etapas:1) identificacion de las especies de Fusarium, por medio de sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas. 2) Estudio de sensibilidad a los antifingicos por la

(29)

técnica de microdilucién en caldo, documento M38-A2 del CLSI . 3) La combinacion de

los antifungicos empleando la microdilucion en caldo por la técnica de tablero de ajedrez
(36,116)

Tabla 10. Especies de Fusarium y su procedencia.

Clave Servicio médico Diagndstico
FS1 Inst. Nac. Neurologia Fungemia
FS2 Ledn, Guanajuato Micetoma
FS3 CMN, IMSS Queratitis
FS4 CMN, IMSS Queratitis
FS5 Hosp. de la ceguera Queratitis
FS6 Hosp. de la ceguera Queratitis
FS7 Fac. Medicina Onicomicosis
4.1 Identificacién de especies.

La identificacion se efectué por macro y micromorfologia, excepto la muestra proveniente
de un paciente con micetoma (FS2), la cual se identific6 como F. subglutinans
previamente por morfologia y por la amplificacién del fragmento D1/D2 por PCR y
secuenciacion “®. Los medios utilizados fueron agar dextrosa Sabouraud (ADS), agar
papa dextrosa (APD), agar extracto de malta (AEM) y agar avena (AA).

Cultivos monocelulares. Para obtener este cultivo el procesamiento de la muestra
se realiz6 de la siguiente manera: todos los aislados clinicos se inocularon en ADS, se
incubaron a 28°C durante cinco dias. Para estimular la produccion de conidios se
resembraron en tubos conteniendo AA, se incubaron a 28°C por cinco dias.

Inéculo. A los tubos con crecimiento en AA de cada uno de los aislados, se
adicion6 1 mL de solucion salina estéril al 0.85%, con un asa previamente esterilizada se
rozé el micelio aéreo para poder desprender los conidios de las hifas, esta suspension se

transfirid a un tubo de poliestireno de 5 mL estéril (Fig.12).
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Posteriormente para obtener la concentracién del in6culo (10°ug/mL), se contaron
con la cdmara de Neubauer el numero de conidios de la suspension (Fig 13). En el centro
de la caja de cada medio de cultivo (ADS, APD, AEM y AA), se coloco 2uL de la
suspension para observar la macromorfologia, se incubaron a 28°C por siete dias. La
revision de las placas de agar se realiz6 cada 24 h describiendo el aspecto, el didmetro de
crecimiento, color y produccién de pigmento de las colonias (Fig. 12).

Para el estudio de las caracteristicas microscopicas se hicieron microcultivos de
cada aislado en los cuatro medios, depositando 1uL de la suspensién en cada vértice del
cuadrado de agar, se coloc6 un cubreobjetos estéril y se incubaron a 28°C durante siete
dias. Pasado ese tiempo se retiré el cubreobjetos con una pinza de diseccion y se coloco
sobre un portaobjetos que contenia una gota de azul de lactofenol o azul de algodon.
Todas las preparaciones se observaron en el microscopio y se llevd un registro

fotogréfico.
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Figura 12. Organigrama del procedimiento para la identificacion de Fusarium spp.
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Camara de Neubauer

Suspension
1ml 5SI

Conteo por cuadrante

., No. conidios x10 000
Concentracion= No. cuadros

Si hay dilucion:

Concentracion=  No. conidios x10 000
No. cuadros x Dilucion

Figura 13. Obtencion de la concentracion de conidios por conteo con camara de Neubauer.

4.2 Estudio de sensibilidad a los antifungicos.
La técnica de microdilucion en caldo realizada se bas6 en el método descrito por el CLSI,
gue corresponde al documento M38-A2 para hongos filamentosos (CLSI, 2008). Los
antifingicos empleados fueron: anfotericina B (AMB), caspofungina (CSF), anidulafungina
(ANF), fluconazol (FLZ), itraconazol (ITZ), ketoconazol (KTZ), voriconazol (VRZ),
posaconazol (PSZ), natamicina (NTC), terbinafina (TRB), amorolfina (AMR) y bromuro de

cetrimonio (CTR).



42.1 Preparacion de la solucion madre de antifungico.

La solucion madre se preparé pesando la cantidad del antifiungico para obtener la
concentraciéon mas alta a ensayar y se disolvié en 10 mL de agua ultrapura (milli-Q®) (MQ)
para los antifangicos hidrosolubles, FLZ, CSF, CTR, AMR. Y para los antifungicos
insolubles AMB, ANF, ITZ, KTZ, PSZ, VRZ, TRB y NTM, se utilizé como solvente dimetil
sulféxido (DMSO). Posteriormente se esterilizé por filtracion con unidades filtro de 0.02
pm y se distribuyeron en alicuotas de 500 plL, conservadas a -20°C hasta su uso. Las

concentraciones de cada uno de los antifingicos se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Concentraciones de cada uno de los antifingicos.

Concentracion (ng/mL)
Antifungico soluble en agua
AMR 0.03-16.0
CSF 0.03-16.0
CTR 0.03-16.0
FLZ 0.125-64.0
Antifungico insoluble en agua Concentracion (ug/mL)
AMB 0.03-16.0
ANF 0.06-32.0
ITZ 0.03-16.0
KTZ 0.03-16.0
NTM 0.06-32.0
PSZ 0.03-16.0
TRB 0.03-16.0
VRZ 0.03-16.0
4.2.2 Preparacion de las placas con el antifungico.

A partir de la solucion madre se preparo la serie de diluciones utilizando como diluyente
RPMI 1640 para el caso de los antifungicos solubles en agua y DMSO para los insolubles.
En la Fig. 14 se muestra codmo se realizé las diluciones para los antifingicos AMR, CSF,
CTRyFLZ. Y en la Fig. 15 para AMB, ANF, ITZ, KTZ, NTM, PSZ, TRB y VRZ.

Después se realizé una dilucion 1:5 para los antifingicos solubles en agua MQ y
una dilucion 1:50 para los insolubles, afiadiendo a todos los tubos RPMI, como se
muestra en la Fig. 16 y 18. Las concentraciones resultantes de las diluciones se
presentan en la tabla 12.

En cada pozo de la placa se colocaron 100 pL de las diluciones decrecientes
correspondientes a los tubos de la Fig. 16, distribuidos de la columna 1 a la 10. Para los
antifingicos solubles los pozos de la columna 11, la cual correspondié al control de
crecimiento (CC), se llenaron con 100uL de RPMI. En el caso de que el antifungico fuera
insoluble en agua, se llené con 100uL de una solucion de RPMI con 2% de DMSO.
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La columna 12 correspondio al control de esterilidad (CE), cada uno de los pozos

se llenaron con 100 uL de RPMI (Fig. 17 y 18). Se conservaron a -20°C hasta su uso.

Tabla 12. Concentraciones de las diluciones.

Concentracion (ug/mL)
Tubo FLZ ANF, NTM OTROS
1 64.0 32.0 16.0
2 32.0 16.0 8.0
3 16.0 8.0 4.0
4 8.0 4.0 2.0
5 4.0 2.0 1.0
6 2.0 1.0 0.5
7 1.0 0.5 0.25
8 0.5 0.25 0.125
9 0.25 0.125 0.06
10 0.125 0.06 0.03
4.2.3 Preparacion del indculo.

El in6culo se obtuvo a partir de un cultivo monocelular de cinco dias de crecimiento a
28°C en tubos de ensaye conteniendo AA. Se colocd 1 mL de solucion salina 0.85%
estéril y con una asa previamente esterilizada se toco el micelio aéreo para desprender
los conidios, la suspension resultante se transfirio a un tubo de poliestireno de 5 mL. Para
calcular la concentracion de conidios (10°UFC/mL) de la suspension se realiz un conteo

de los conidios con la cAmara de Neubauer (Fig. 13).
4.2.4 Inoculacioén de placas.

Los pozos de las filas A a la H se llenaron con 100uL del inéculo, de cada uno de los
aislados; por ejemplo, la fila A, contenia la muestra denominada FS1, la fila B
correspondia a FS2 y asi sucesivamente. La columna 12 fue el control de esterilidad, por

lo que sélo se agreg6 100uL de RPMI. Las placas se incubaron a 35°C por 48h.

425 Lectura e interpretacion de los resultados.

La lectura se realiz6 a las 24 y 48 horas, se efectué de forma visual utilizando un espejo
invertido, comparando la turbidez con los pozos del control de esterilidad, para determinar
la concentracion minima inhibitoria (CMI), es decir la concentracion mas baja que produjo
una inhibicibn en el crecimiento. Para anfotericina B y cetrimonio, el porcentaje de

inhibicion considerado fue del 100%. Para los azoles y terbinafina, la CMI fue del 80%.
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Aun el CLSI no ha establecido los puntos de corte para los hongos filamentosos;

sin embargo, los diversos estudios de colaboracién han asignado puntos de corte para

algunos antifungicos (ITZ, PSZ, VRZ, AMB y CSF) contra algunos hongos filamentosos

(Tabla 13).

Tabla 13. Puntos de corte (CMI pug/mL) para cinco antifingicos contra diversos hongos

filamentosos

(29)

ITZ PSz VRZ AMB CSF

Hongo S R S R S R S R S R
Aspergillus <1 24 <1 24 <1 24 - 24 <1 >4
spp.
Scedosporium - >4 <1 24 <1 24 - 24 - >4
apiospermum
Paecilomyces - 24 <1 24 <1 24 - >4 - >4
lilaceum
Alternaria - >4 <1 >4 <1 >4 - >4 - >4
spp.
Bipolaris <1 24 <1 24 <1 >4 - >4 - >4
spicifera

Sensible: <1 pg/mL, Intermedio: 2 pg/mL; Resistente: 24 pg/mL
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Figura 17. Llenado de placas de microdilucion de 96 pozos.

48



[
L

Lttt e e N p—
- - - — -
- — —
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4.3 Combinaciéon de antifungicos.

Una vez que se determiné las CMI de los antifingicos, de forma individual, la mayoria de
los cuales mostraron baja o nula actividad frente a los aislados de Fusarium spp. En la
tabla 14 se muestra las 13 combinaciones de antifungicos tomando en cuenta los
diferentes mecanismos de accién. Para el llenado de las placas de microdilucién se siguid
el método de “tablero de ajedrez” (116.132) con algunas modificaciones, como se ejemplifica
en la Fig.18.

Tabla 14. Trece combinaciones de antifungicos.

AMB+AMR
AMB+CSF
AMB+NTM
AMB+PSZ
AMB+VRZ
VRZ+CSF
VRZ+CTR
VRZ+TRB
TRB+ITZ
TRB+PSZ
CTR+ AMR
CTR+1TZ
CTR+NTM

La preparacion de las soluciones madre y de las diluciones se realizaron del mismo

modo que en el punto 4.2.1y 4.2.2, respectivamente.

4.3.1 Preparacion de placas con los antifingicos.

Los pozos se llenaron con 50uL de las diferentes combinaciones de los dos antifungicos
con las concentraciones resultantes de las diluciones. En el caso del primer antifangico,
se distribuy6 en la columna 2 filas A-G (2A-2G), a partir de la segunda columna, la cual
contenia la concentracion mas alta del antifangico. En la columna 3 (3A-3G) se colocé la
siguiente dilucién correspondiente a la mitad de la concentracién y asi sucesivamente
hasta la columna 11, la cual contenia la menor concentracion.

En la columna 1 (1A-1G) y en la fila H (11H-2H) se depositaron 100 uL en orden

creciente de concentracion de los antifiingicos solos.
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La columna numero doce correspondio al control de crecimiento, llenado con
100uL de RPMI y/o con RPMI+ 2% de DMSO para los antifungicos insolubles. El pozo 1H
y 12H correspondieron al control de esterilidad, por lo que s6lo se coloc6 100ul de RPMI

(Fig. 19). Se conservaron a -20°C hasta su uso.

ANTIFONGICO A

Concentracion
mayar » menor

ANTIFONGICOB| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

menaor
k

[

Concentracion
M m D Oom >
0000000

mayor

00000000000

@ 100ul Antifingico A @ 100ul RPMI 0 RPMI con 2% DMSO (CC)
. 100ul Antifingico B . 100ul RPMI (CE)

-

S0ul Antifingico A+ S0ul Antifingico B

Figura 19. Combinacion de los antifungicos y distribucion en las placas de microdilucion.

CC= Control de crecimiento; CE= Control de esterilidad.

4.3.2 Preparacién del inoculo y llenado de placas.

De cada uno de los aislados se obtuvo la solucién de inoculo de la misma forma que en el
punto 4.2.3. De la concentracién 1x10° UFC/mL se realiz6 una diluciéon 1:50 (1x10°
UFC/mL) en RPMI 1640, de esta solucion se tomaron 100 pL y se depositaron en los
pozos de las microplacas conteniendo la combinacion de los antifingicos, excepto los
pozos de control de esterilidad (1H y 12H). Posteriormente se incubaron a 35°C por 48
horas.

Prueba de viabilidad: A todas las muestras problema se les corrobor6 la viabilidad;
a partir de la suspension de inoculo se hizo una dilucién 1:50, del inéculo se tomaron 2uL
y se colocaron en el centro de una placa de ADS sembrando de manera masiva,
posteriormente se incubaron a 35°C por 48 horas y se realizd el conteo de las UFC (Fig.
20A).
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Efecto fungicida: Después de efectuar la lectura de CMI de las diversas
combinaciones de los antifungicos, se tomaron 2 pL a partir del Gltimo pozo positivo
(crecimiento similar al pozo del control positivo) y tres pozos posteriores donde se
mostraba inhibicion completa de la microplaca. Cada 2 pL se inoculé en sentido de las
manecillas del reloj en una placa de ADS dividida en cuatro. Se incub6 a 35°C por 48
horas. El resultado de la concentracion minima fungicida (CMF) se interpreté como el

desarrollo menor a tres colonias en el cuadrante (Fig. 20B).

Figura 20. A) Prueba de viabilidad; UFC del aislado FS1. B) Concentracion minima fungicida
del aislado FS4 (1 pg/mL).

4.3.3 Lectura e interpretacion de resultados.

Las lecturas se realizaron visualmente (espejo invertido) y por espectrofotometria a 405
nm longitud de onda de méxima absorbancia (espectrofotometro Dynex Thecnology), a
las 24 y 48 horas. Se definio la CMI del antifungico de forma individual y en combinacion.
En las combinaciones de antifungicos que contenian AMB o CTR, la CMI fue la
concentracibn mas baja que produjo una inhibicion de 100% del crecimiento, y para los
demds antifingicos, la concentracion mas baja de antifingico que produjo una reduccion
de 80% del crecimiento.

Los efectos de la interaccidon de la combinacion de los dos antifungicos, fue
valorada por el indice de la concentracién fraccionada inhibitoria (FICI) de cada farmaco
tomando en cuenta los valores de CMI del antifungico individual y CMI del antifangico en

combinacion. La férmula para calcular FICI es la siguiente:



FICI = FIC(A)+ FIC (B)

(A) (B)

FIC(4) = grem FIC(B) = M (B

Donde (A) es la concentracidén minima inhibitoria del antifangico Ay (B) es la CMI
del antifingico B, cuando son usadas en combinacion. Ambas divididas entre el valor de
CMI del antifungico solo.

El efecto se compar6 con los valores de FICI, descritos en la tabla 15.

Tabla 15. Criterios de interpretacién del efecto de la

interaccion de dos antifungicos.

Efecto FICI
Sinérgico <0.5
Indiferente >0.5 a<4

Antagénico >4
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V. RESULTADOS

Por las caracteristicas morfolégicas (macro y microscoépicas) se identificaron seis de las
especies de Fusarium, en la tabla 16 se describen las observaciones en los cuatro medios
probados. Asimismo se tomoé en cuenta su morfologia microscopica en los microcultivos.
En la figura 21 se muestra un ejemplo de estas consideraciones, donde el aspecto en A,
C y D fue velloso, de color blanco; mientras que en B fue aterciopelado, blanco y con
pigmento rojizo en el centro. Formacion de pigmento oscuro al reverso de la colonia en E
y G. Asimismo se tomd@ en cuenta su morfologia microscopica en los microcultivos (Fig.
22). En la tabla 16 se presenta las caracteristicas de cada aislado y la especie

identificada.

Figura 21. Caracteristicas de las colonias de Fusarium spp., en cuatro medios de cultivo. A)
ADS; B) APD; C) AA; D) AEM. Al reverso del medio, E) ADS; F) APDy G) AEM.

Figura 22. Caracteristicas microscopicas de Fusarium spp. H) Macroconidios fusiformes. |)
Esporodoquia. J) Monofialides y microconidios en masa. K) Macroconidios, microconidios

y clamidoconidios intermedios (flecha) en la hifa.



Tabla 16. Caracteristicas morfologicas de los aislados clinicos de Fusarium spp.

Morfologia de las colonias Morfologia
Aislado ADS APD AA AEM microscépica Especie
Numerosas
Algodonosa, de Vellosa, plana, | Algodonosa, Algodonosa, monofialides,
bordes regulares. | bordes bordes color blanco macroconidios y F. oxysporum
Color blancoen la | regulares. regulares. Color | con centro microconidios
periferia y centro Color blanco blanco con verde. dispuestos en cimulos
FS1 vino, Al reverso con centro centro verde. Presenta o aislados. Los
presenta vino. Al Presenta pigmento microconidios (8-14
pigmento color reverso pigmento gris. marrén um) ovoides con uno o
vino difusible. presenta difusible. dos septos. Los
pigmento macroconidios (4-6x24-
marron. 28um son casi rectos, la
célula apical y basal son
ligeramente curvas, con
2-4 septos. Tiene
esporodoquia.
Algodonosa, Algodonosa, Algodonosa, Algodonosa, Monofialides con
centro elevado y con bordes con centro centro microconidios (6-8um)
plegado, con irregulares, elevadoy plegado y dispuestos en cimulos,
bordes irregulares | extendidosy umbilicado, elevado, con ovoides con uno o dos F. subglutinans
FS2 y extendidos. ramificados. bordes bordes septos. Los
Color blanco. Al Color beige. irregulares y irregulares. macroconidios (4-6x14-
reverso presenta Presenta extendidos. Color salmén. | 36um) tienen de uno a
pigmento amarillo | pigmento Color blanco. Presenta tres septos. Escasas
difusible. amarillo Presenta pigmento clamidoconidios
difusible. pigmento amarillo. intermedios y
naranja. terminales (12um).
Monofidlides con
Vellosa, con microconidios (4-6X10-
Vellosa, con centro rosay Vellosa, 12um) en forma de F. oxysporum
centrorosay elevado, Vellosa, con elevada, “rifidn”, sdlo tienen un
FS3 elevado, bordes bordes centro elevado bordes septo y estan
regulares. Color extendidos, y bordes regulares. dispuestos en cimulos.
blanco. Al reverso | regulares. regulares. Color | Color blanco. Macroconidios (4-6x20-
presenta Color blanco. beige. 24um) de uno a tres
pigmento rojo Presenta septos, célula basal y
difusible. pigmento rojo apical estan en punta,
difusible. también tiene
esporodoquio. Ausencia
de clamidoconidios.
Algodonosa, Monofialides con
Algodonosa, con con bordes Algodonosa, microconidios (2-4x10-
bordes regulares. | regularesy Algodonosa, con bordes 14pum) ovalados con un | F. solani
Color beige con nitidos. Color elevada, con regulares. septo y dispuestos en
centro verdoso. Al | blanco, con bordes Color blanco. cumulos. Los
FS4 reverso presenta centro rosado | regulares. Color | Presenta macroconidios (2-6x20-
pliegues y y elevado. Al blanco. pigmento 24pm) con uno o dos
pigmento marrén | reverso marrén no septos, la célula apical y
no difusible. presenta difusible. basal estan
pigmento redondeadas. Ausencia
naranja no de clamidoconidios.
difusible.
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Tabla 16. Caracteristicas morfolégicas de los aislados clinicos de Fusarium spp. (Continuacién)

) Morfologia de las colonias Morfologia
Aislado ADS APD AA AEM microscopica Especie
Monofidlides con
Aterciopelada, Algodonosa, macroconidios en
con bordes con bordes esporodoquia y
regulares. Color regulares. Algodonosa, Algodonosa, microconidios
blanco con centro | Color con bordes con centro dispuestos en cimulos. | F. oxysporum
FS5 rosa. Al reverso amarillo. Al regulares. Color | elevadoy Los microconidios (2-
presenta pliegues | reverso blanco. bordes 4x6-10um) ovalados
y pigmento presenta regulares. con uno o dos septos.
marrén no pigmento Color blanco. Los macroconidios de 4-
difusible. amarillo 6x20-30um, 2-4 septos,
difusible al célula apical en puntay
medio. basal redondeada.
Ausencia de
clamidoconidios.
Abundantes
Algodonosa con Algodonosa, Algodonosa, Algodonosa, monofialides. Los
centro elevado y con bordes con bordes centro microconidios (2-4x10-
bordes regulares. | irregulares. irregulares y elevado, con 14pm) son alargados y F. oxysporum
Color salmon. Al Color extendidos. bordes con uno o dos septos.
FS6 reverso presenta amarillo. Color blanco. regulares. Los macroconidios (4-
pigmento color Color blanco. 6x24-34um) con 2-4
rojo difusible. septos, con la célula
apical en puntay la
basal redondeada.
Presenta esporodoquio.
Algodonosa, Algodonosa, Polifialides con
Aterciopelada, umbilicada, umbilicada, microconidios (2-4x6-
plana, con bordes | con bordes Aterciopelada, con bordes 10um) alargados con 1-
regulares. Color regulares. umbilicada, regulares. 3 septos, se encuentran
morado. Al Color rosa. Al plegada, con Color rosa en dispuestos en cimulos. | F. solani
reverso presenta reverso bordes el centroy Los macroconidios (2-
ES7 pliegues y presenta regulares. Color | blancoenla 4x10-22um) tienen 1-3
pigmento en el pigmento lila. periferia. Al septos, la célula apical y
centro color color marrén reverso basal en punta, se
marron, y en el centroy presenta desprenden de las
amarillo difusible. | rosa difusible. pigmento hifas. Ausencia de
marrén en el clamidoconidios y
centroy esporodoquio.
amarillo
difusible.

Los resultados de las pruebas de sensibilidad in vitro a los diversos antifungicos

contra las especies de Fusarium se muestran en la tabla 17, en donde se presentan las

concentraciones minimas inhibitorias de los farmacos contra cada uno de los aislados.

Anfotericina B fue el antifUngico con la mayor actividad; con una CMI <2 ug/mL; seguido

por cetrimonio con una CMI de 2 pg/mL. En cambio, voriconazol mostré una actividad

variable, ya que fue activo contra la mitad de los aislados, con una CMI de 2 pg/mL;

mientras que, amorolfina solo fue activo en dos de los aislados con una CMI <2 ug/mL;

con el resto de los antifungicos la actividad fue baja o nula (16-64 pg/mL).
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Tabla 17. Concentracién minima inhibitoria de doce antifungicos contra siete aislados de

Fusarium.
CMI (ng/mL)

Aislado AMB ANF CSF FLZ ITZ KTZ
FS1 2.0 32.0 16.0 64.0 16.0 16.0
FS2 1.0 32.0 16.0 64.0 16.0 16.0
FS3 1.0 32.0 16.0 64.0 16.0 8.0
FS4 1.0 32.0 16.0 64.0 16.0 16.0
FS5 0.25 32.0 16.0 64.0 16.0 16.0
FS6 0.50 32.0 16.0 64.0 16.0 16.0
FS7 2.0 32.0 16.0 64.0 16.0 16.0

Tabla 17. Concentracion minima inhibitoria de doce antifingicos contra siete aislados de

Fusarium. (Continuacion).

CMI (ng/mL)

Aislado PSz TRB VRZ NTM CTR AMR
FS1 16.0 16.0 16.0 32.0 2.0 2.0
FS2 16.0 8.0 2.0 32.0 2.0 16.0
FS3 16.0 16.0 2.0 32.0 2.0 0.5
FS4 16.0 16.0 4.0 32.0 2.0 16.0
FS5 16.0 16.0 2.0 32.0 2.0 16.0
FS6 16.0 16.0 16.0 32.0 2.0 16.0
FS7 16.0 16.0 16.0 32.0 2.0 16.0

En la Fig. 23 se presenta el promedio de las CMI de cada antifingico
independientemente del aislado de Fusarium, en el cual se observa que los farmacos con
mayor actividad fueron anfotericina B (100%), cetrimonio (100%), voriconazol (50%) y

amorolfina (28.6%).
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Figura 23. Actividad de los antifungicos frente a los diversos aislados de Fusarium.
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Al relacionar el antifiungico con el aislado de Fusarium fue evidente que AMB y CTR
mostraron la mayor actividad contra los aislados FS5 y FS6. Otro de los antifungicos que
presentdé mayor actividad contra los aislados FS1 y FS3 fue AMR, mientras que VRZ la
mejor actividad se observo frente a los aislados FS2, FS3 y FS5. La actividad de los otros

antifingicos fue menor y similar independientemente del aislado (Fig. 24).
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B AMR
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Figura 24. Concentraciones minimas inhibitorias de doce antifungicos contra Fusarium
spp.

A partir de los datos que se obtuvieron con la prueba de microdilucion en caldo, se
llevé a cabo las combinaciones de antifungicos por el método de tablero de ajedrez, con lo
cual se observo el efecto de cada interaccion de los antifUngicos demostrada por los
resultados del FICI (Tabla 18 a Tabla 30).

Con la combinacion AMB+AMR, en cuatro de los aislados se observo una
disminucién de la CMI de 16.0 a 0.25 pg/mL y en uno de 1.0 a 0.5 pug/mL. Por el contrario,
la CMI de AMB aumento en cuatro de los aislados de 2.0 a 4.0 pg/mL. El indice de la
concentracion fraccionada inhibitoria present6 un efecto indiferente en todos los aislados
(Tabla 18).



Tabla 18. Combinacién entre AMB+AMR en los siete aislados de Fusarium.

_ CMI (ng/mL)

Aislado AMB AMR AMB/AMR FICI
FS1 0.5 1.0 0.5/0.5 1.50
FS2 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02
FS3 0.5 0.5 0.5/0.5 2.00
FS4 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02
FS5 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02
FS6 0.5 16.0 1.0/16 3.00
FS7 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02

En la tabla 19 se muestra la interaccion entre AMB+CSF, en todos los aislados se

obtuvo un efecto indiferente (Fig. 27). Se observa una disminucion en la CMI de CSF en

4/7 de los aislados de 16.0 a 0.25 pg/mL; mientras que, en un aislado (FS4) la CMI se

mantuvo en 16.0 pg/mL. Por el contrario, la CMI de AMB aumento en tres de los aislados

y en los cuatro restantes permanecio sin cambios.

Tabla 19. Combinacién entre AMB+CSF en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)
. AMB CSF AMB/CSF FICI
Aislado
FS1 0.5 16.0 1.0/0.25 2.02
FS2 2.0 16.0 2.0/0.25 1.02
FS3 0.25 16.0 0.5/0.25 2.02
FS4 0.5 16.0 0.5/16.0 2.00
FS5 0.5 16.0 0.5/8.0 1.50
FS6 0.5 16.0 1.0/0.25 2.02
FS7 1.0 16.0 1.0/2.0 1.13

El efecto de la interaccion entre AMB+NTM se presenta en la tabla 20. En la cual

se observa en dos de los aislados un efecto antagénico, con un FICI de 16.02 para FS1

(Fig. 26) y 4.02 para FS3. Los demés aislados muestran un efecto indiferente (Fig. 27). La

CMI de NTM de forma individual fue de 32.0 ug/mL, en combinaciéon disminuy6é a 0.5

ug/mL en 6/7 de los aislados; mientras que, la CMI de AMB aumento en cuatro aislados.

Tabla 20. Combinacion entre AMB+NTM en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)
. AMB NTM AMB/NTM FICI
Aislado
FS1 0.125 32.0 2.0/0.5 16.02
FS2 1.0 32.0 1.0/4.0 1.13
FS3 0.5 32.0 2.0/0.5 4.02
FS4 1.0 32.0 2.0/0.5 2.02
FS5 0.5 32.0 1.0//0.5 2.02
FS6 1.0 32.0 1.0/0.5 1.02
FS7 2.0 32.0 2.0/0.5 1.02
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En la combinacion entre AMB+PSZ, la CMI con PSZ disminuy6é de 16.0 a 0.25
ug/mL en cinco aislados; sin embargo, con AMB, aumento al doble en todos los aislados.
El FICI obtenido fue de 2 ug/mL en 6/7 de los aislados, con un efecto indiferente (Tabla
21).

Tabla 21. Combinacién entre AMB+PSZ en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado AMB PSZ AMB/PSZ FICI
FS1 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02
FS2 2.0 16.0 2.0/0.25 1.02
FS3 0.5 16.0 1.0/1.0 2.07
FS4 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02
FS5 2.0 8.0 4.0/0.25 2.03
FS6 0.5 16.0 1.0/0.25 2.02
FS7 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02

En la tabla 22 se presenta la interaccion entre AMB+VRZ, donde seis de los
aislados mostraron un efecto indiferente y en uno el efecto fue antagénico con un FICI de
4.02 pg/mL. En todos los aislados la CMI frente a VRZ disminuyo de 16.0 a 0.25 ug/mL.

Por el contrario, con AMB aumento.

Tabla 22. Combinacién entre AMB+VRZ en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado AMB VRZ AMB/VRZ FICI
FS1 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS2 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02
FS3 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS4 2.0 16.0 8.0/0.25 4.02
FS5 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02
FS6 0.5 16.0 1.0/0.25 2.02
FS7 2.0 16.0 4.0/0.25 2.02

La combinacion de VRZ+CSF no mostro ninguna actividad, ya que tanto la CMI de
los dos antifungicos individualmente como en combinacion fue igual en todos los aislados
(Tabla 23).
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Tabla 23. Combinacién entre VRZ+CSF en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)
. VRZ CSF VRZ/CSF FICI
Aislado
FS1 16.0 16.0 16.0/16.0 2.0
FS2 16.0 16.0 16.0/16.0 2.0
FS3 16.0 16.0 16.0/16.0 2.0
FS4 16.0 16.0 16.0/16.0 2.0
FS5 16.0 16.0 16.0/16.0 2.0
FS6 16.0 16.0 16.0/16.0 2.0
FS7 16.0 16.0 16.0/16.0 2.0

En la tabla 24 se muestra el efecto de la combinacion de VRZ+CTR, con la
disminucién de la CMI con VRZ de 16.0 a 0.25 ug/mL frente a todos los aislados. El efecto
contrario se observo con CTR, ya que la CMI aumento de 1.0 a 4.0 ug/mL en seis de los
aislados. El efecto fue antagénico para seis de los aislados e indiferente en uno, con un

FICIl de 4.02 y 1.02, respectivamente.

Tabla 24. Combinaciéon entre VRZ+CTR en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)
VRZ CTR VRZ/CTR FICI
Aislado

FS1 16.0 1.0 0.25/4.0 4.02
FS2 16.0 1.0 0.25/4.0 4.02
FS3 16.0 1.0 0.25/4.0 4.02
FS4 16.0 1.0 0.25/4.0 4.02
FS5 16.0 4.0 0.25/4.0 1.02
FS6 16.0 1.0 0.25/4.0 4.02
FS7 16.0 1.0 0.25/4.0 4.02

La CMI de VRZ disminuy6 en los siete aislados, mientras que con TRB disminuyo
en tres. La combinacion de VRZ present6 efecto indiferente en todos los aislados, excepto
en FS4 en el que se obtuvo un FICI de 0.28 (efecto sinérgico (Fig. 25)) (Tabla 25).

Tabla 25. Combinaciéon entre VRZ+TRB en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado VRZ TRB VRZ/TRB FICI
FS1 16.0 16.0 0.5/16.0 1.03
FS2 8.0 4.0 0.25/4.0 1.03
FS3 8.0 16.0 0.25/16.0 1.03
FS4 16.0 16.0 0.5/4.0 0.28
FS5 8.0 16.0 4.0/8.0 1.00
FS6 16.0 16.0 0.5/16.0 1.03
FS7 2.0 4.0 0.25/2.0 0.63
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El efecto de la combinacion de TRB+ITZ se muestra en la tabla 26, en la cual no se
observé ninguna actividad con los antifungicos individuales. Al combinarse los
antifungicos, la CMI de ITZ disminuyo en tres aislados (FS2 y FS4) de 16.0 a 0.03 ug/mL
y en uno (FS7) de 16.0 a 2.0 ug/mL. El efecto de la interaccion fue indiferente (FICI 1.0).

Tabla 26. Combinaciéon entre TRB+ITZ en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado TRB ITZ TRB/ITZ FICI
FS1 16.0 16.0 16.0/16.0 2.00
FS2 16.0 16.0 16.0/0.03 1.00
FS3 16.0 16.0 16.0/16.0 2.00
FS4 16.0 16.0 16.0/0.03 1.00
FS5 16.0 16.0 16.0/16.0 2.00
FS6 16.0 16.0 8.0/8.0 1.00
FS7 16.0 16.0 8.0/2.0 0.63

La CMI de la interaccion entre TRB+PSZ aumenté la actividad de TRB frente a en
uno de los aislados (FS7) de 16.0 a 1.0 pg/mL. La combinacion de estos antifingicos

presento un efecto indiferente con un FICI de 0.75 (Tabla 27).

Tabla 27. Combinacién entre TRB+PSZ en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado TRB PSz TRB/PSZ FICI
FS1 16.0 16.0 16.0/16.0 2.00
FS2 16.0 16.0 4.0/8.0 0.75
FS3 16.0 16.0 8.0/4.0 0.75
FS4 16.0 16.0 8.0/4.0 0.75
FS5 16.0 16.0 8.0/4.0 0.75
FS6 16.0 16.0 4.0/8.0 0.75
FS7 16.0 16.0 1.0/16.0 0.75

La CMI de CTR aumenté de 1.0 a 2.0 pug/mL, mientras que la CMI de AMR
disminuyo en seis aislados y so6lo en uno (FS3) aument6 de 0.5 a 2.0 ug/mL. El efecto que
presenté la interaccion entre CTR+AMR fue indiferente para seis de los aislados y
antagonico para uno de ellos (FS3), con un FICI de 2.0 y 5.0 pug/mL, respectivamente
(Tabla 28).
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Tabla 28. Combinacién entre CTR+AMR en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado CTR AMR CTR/AMR FICI
FS1 1.0 2.0 2.0/0.25 2.13
FS2 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS3 1.0 0.5 1.0/2.0 5.00
FS4 1.0 16.0 1.0/16.0 2.00
FS5 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS6 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS7 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02

La CMI de ITZ disminuy6 de 16.0 a 0.25 pg/mL, por el contrario, la CMI de CTR
aumentdé de 1.0 a 2.0 ug/mL en todos los aislados. En la tabla 29 se muestra el efecto

indiferente de la combinacién de CTR+ITZ, en la que el FICI fue de 2.02.

Tabla 29. Combinaciéon entre CTR+ITZ en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado CTR ITZ CTR/TZ FICI
FS1 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS2 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS3 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS4 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS5 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS6 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02
FS7 1.0 16.0 2.0/0.25 2.02

En todos los aislados la CMI de NTM disminuy6 de 32.0 a 0.06 pg/mL, mientras
gue la CMI de CTR aumenté de 1.0 a 2.0 ug/mL. El efecto de la combinacién de
CTR+NTM, fue indiferente con un FICI de 2.0 ng/mL (tabla 30).

Tabla 30. Combinacién entre CTR+NTM en los siete aislados de Fusarium.

CMI (ng/mL)

Aislado CTR NTM CTR/NTM FICI
FS1 1.0 32.0 2.0/0.06 2.002
FS2 1.0 32.0 2.0/0.06 2.002
FS3 1.0 32.0 2.0/0.06 2.002
FS4 1.0 32.0 2.0/0.06 2.002
FS5 1.0 32.0 2.0/0.06 2.002
FS6 1.0 32.0 2.0/0.06 2.002
FS7 1.0 32.0 2.0/0.06 2.002
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Figura 27. Efecto indiferente. A) Combinacion NTM+AMB en el aislado FS4. B) Combinacion
AMB+CSF en el aislado FS7.



Los indices de la FIC donde se observa el efecto de la combinacion de los
antifingicos se presentan en la figura 28. De las trece combinaciones realizadas el 92%
tuvo un efecto indiferente y el 8% efecto antagonico. El efecto sinérgico se obtuvo con la
combinacion de VRZ+TRB en el 14.3% de los aislados de Fusarium. Las combinaciones
gue mostraron un efecto antagonico fueron VRZ+CTR en el 85.7%, AMB+NTM en el

28.6%, AMB+VRZ y AMR+CTR en el 14.3% de los aislados.
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3,00

0,00

Combinacién

Figura 28. Efecto de la ccombinacién de los antifungicos. Sinergismo: FICI<0.5; Indiferente:
0.5<FICI<4.0 y Antagonismo: FICI24.0

La relacién entre la especie de Fusarium y la localizaciéon de la infeccion con la
combinacion de antifingicos se presenta en la tabla 31. En todos los casos fue evidente
gue la combinacion con AMB potencializo el efecto de ITZ, PSZ, NTM, AMR y CSF.



Tabla 31. Relacion entre el aislado clinico, el origen y la combinacion de los

antifingicos.

Aislado Origen Especie Combinacioén CMI (pg/mL)
FS1 Fungemia F. oxysporum AMB+AMR AMR 1.020.5
AMB 0.520.5
AMB+CSF CSF 16.0->0.25
AMB 0.5->1.0
AMB+NTM NTM 32.0->0.5
AMB+PSZ PSZ 16.020.25
FS2 Micetoma F. subglutinans AMB+AMR AMR 16.0->0.25
AMB+CSF CSF 16.0->0.25
AMB+NTM AMB 1.0>1.0
AMB+PSZ PSZ 16.0->0.25
TRB+ITZ ITZ 16.0>0.03
FS3 Queratitis F. oxysporum AMB+AMR AMR 0.520.5
AMB 0.5-20.5
AMB+CSF CSF 16.0>0.25
AMB 0.25->0.5
AMB+NTM NTM 32.0>0.5
AMB+PSZ PSZ 16.0>1.0
AMB 0.5->1.0
FS4 Queratitis F. solani AMB+AMR AMR 16.0->0.25
AMB+CSF AMB 0.5-20.5
AMB+NTM NTM 32.0>0.5
AMB+PSZ PSZ 16.02>0.25
TRB+ITZ ITZ 16.0>0.03
FS5 Queratitis F. oxysporum AMB+AMR AMR 16.0->0.25
AMB+CSF AMB 0.5-0.5
AMB+NTM NTM 32.0>0.5
AMB+PSZ PSZ 8.0->0.25
FS6 Queratitis F. oxysporum AMR+AMB AMB 0.5->1.0
AMB+CSF CSF 16.0->0.25
AMB 0.5->1.0
AMB+NTM NTM 32.0>0.5
AMB+PSZ PSZ 16.0>0.25
AMB 0.5->1.0
FS7 Onicomicosis F. solani AMB+AMR AMR 16.0->0.25
AMB+CSF AMB 1.0->1.0
AMB+NTM NTM 32.0>0.5
AMB+PSZ PSZ 16.02>0.25




VI. DISCUSION

En las dos ultimas décadas se ha observado un aumento en la incidencia de infecciones
invasivas causadas por hongos, principalmente en pacientes inmunosuprimidos. Algunas
de estas infecciones, son mas comunes asociadas a un factor especifico de oportunismo.
Los hongos levaduriformes son causa frecuente de infecciones diseminadas y/o
invasivas. La incidencia anual estimada en infecciones diseminadas por millon de
poblacién del 72-228% para Candida spp.; de 30-66% para Cryptococcus neoformans y

de 12-34% para Aspergillus spp. %

. Otro de los hallazgos observados en la ultima
década es el incremento de las infecciones por hongos filamentosos considerados
patbgenos emergentes, entre ellos las especies de Fusarium. Dos de los factores de
riesgo comunmente asociados a estas infecciones son: trasplantes de érganos sélidos (7-
10%) y neoplasias hematoldgicas (leucemias mieloides) 87112,

Las especies que se han aislado con mayor frecuencia son: F. solani (50%), F.
oxysporum (20%), F. moniliforme (10%) y F. verticillioides (20%). A diferencia de los
aislados clinicos del presente trabajo donde 4/7 correspondieron a F. oxysporum, seguido
por F. solani (2/7) y F. subglutinans (1/7).

Leucemias agudas y neutropenia prolongada son los dos factores que han sido
documentados en el 70 a 80% y en el 90% de los pacientes, respectivamente. Y, por lo
que la recuperacion de la cifra de neutréfilos es muy importante para un buen prondstico
(434.45). sin embargo, cuando no es controlada o el paciente lleva algin tratamiento con
corticosteroides favorece la diseminacion de la infeccion, la cual tiene una alta tasa de
mortalidad (50-80%) “39).

De los siete aislados de Fusarium cuatro se obtuvieron del material biologico de
pacientes con queratitis y sélo uno de infeccién diseminada. Estas se caracterizan por
tener una pobre respuesta al tratamiento con antifingicos, ya que las especies de
Fusarium muestran resistencia inherente a los azoles, polienos y equinocandinas
(11.1289.100) " A nesar de ello, se ha reportado la administracion de AMB en infecciones
invasivas por Fusarium spp. en algunos casos ha tenido buenos resultados, como el
reporte de Guarro y cols. “9 en el gue la especie aislada fue F. sacchari; mientras que los

documentados por Naar y cols. ®? y Hernandez-Cruz ® no fueron exitosos.
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Voriconazol se ha utilizado para el tratamiento de rescate en infecciones causadas
por Fusarium spp. y en pacientes con hongos resistentes a otros antifiungicos, mostrando

buenos resultados ©*°9),

En el presente estudio a uno de los pacientes (FS1) se le
administr6 AMB con mejoria limitada y a otro de los pacientes (FS2) se le dio tratamiento
con ITZ con curacién de la micosis 2.,

Por tal motivo, diversos estudios se han centrado en las pruebas de sensibilidad
antifingica in vitro contra Fusarium spp. @914123367.133) "En &stos, se ha demostrado que
anfotericina B tiene buena actividad in vitro, mientras que los azoles, caspofungina y
terbinafina no fueron activos. Por otro lado algunas especies de Fusarium muestran CMI
altas para este farmaco 122733383989, on o| presente trabajo los resultados obtenidos
para AMB mostraron que el 71% de los aislados fueron sensibles (CMI<1.0 pg/mL) vy el
29% intermedios (CMI=2 ng/mL).

Al igual que los trabajos reportados en la literatura acerca del efecto in vitro de los
azoles (imidazoles y triazoles de primera generacion), en este trabajo no mostraron
actividad frente a los aislados de Fusarium, los valores de CMI con FLZ (264.0), KTZ e
ITZ (=216.0) fueron altos y no se observo inhibicion en el crecimiento del hongo. Por el
contrario, en el ensayo realizado por Chavez y cols. en el 2010 ©?” con los triazoles de
segunda generacion (PSZ y VRZ), demostraron la actividad in vitro de VRZ frente a las
especies de Fusarium, en el que se obtuvo una CMI promedio de 1.71 pg/mL; sin
embargo, este antifiingico mostré valores altos de CMI principalmente en F. solani %),
En el presente estudio los aislados identificados como F. solani presentaron resistencia
frente a VRZ, mientras que dos de los aislados de F. oxysporum fueron sensibles, lo que
concuerda con otros autores 9,

La actividad in vitro que ha mostrado PSZ frente a Fusarium depende de la especie
causante de la infeccion; los aislados de F. verticillioides han presentado valores de
sensibilidad, mientras que con F. solani de resistencia ¢"*?¥. Lozano-Chiu y cols. en 1999
©") demostraron el efecto de PSZ contra F. solani in vivo en ratones inmunosuprimidos y
en infeccién sistémica por Fusarium. Estos autores concluyeron que los resultados que
obtuvieron dependieron de la dosis y de la duracién del tratamiento.

Las equinocandinas (ANF y CSF), TRB y NTC, no presentaron actividad frente a
los aislados de Fusarium spp., ya que en el caso de anidulafungina y caspofungina las

especies presentan resistencia intrinseca.
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En la literatura no se ha reportado pruebas de sensibilidad in vitro para Fusarium
spp., en donde se utilice bromuro de cetiltrimetilamonio, por lo que no se sabe si las
especies son sensibles, intermedias o0 resistentes. En el presente estudio este
antimicrobiano mostré valores de CMI de 2 pg/mL, fue evidente la inhibicién en el
crecimiento del hongo, aunque los valores de CMI corresponderian a intermedio
comparado con otros antifingicos.

Debido a la resistencia inherente de las especies de Fusarium a diversos grupos de
antifingicos de uso rutinario en la clinica llevé a diversos investigadores a plantearse
estrategias para lograr la erradicacion del hongo de los tejidos y curacion del hospedero.
Estas estrategias incluyeron combinaciones de antifingicos, procedimientos médicos y la

administracion de antiflngicos */120128)

. Por otro lado, el tratamiento con dos o mas
antifingicos en infecciones diseminadas por Fusarium para solucionar el problema de la
baja o nula respuesta, o de la resistencia al antifingico con resultados variables.
(40.51.56.118) ‘y/agace y cols. *?® reportaron curacion de este tipo de infeccién en un paciente
pediatrico con leucemia aguda al cual le administraron AMB liposomal, le afiadieron CSF
y el mantenimiento con VRZ con remision de infeccion por Fusarium. Tamez-Pefia y cols.
(120) reportaron un caso de endoftalmitis enddégena el cual fue tratado con NTC tépica, FLZ
oral y AMB intravitrea mostrando resolucion de la infeccién. Por el contrario, en el caso
presentado por Gémez-Valcarcel y cols. “” el paciente con queratitis no respondié al
tratamiento con VRZ tdpico e ITZ sistémico, por lo que se realizd evisceracion del ojo
afectado. El tratamiento de las infecciones invasivas por Fusarium también ha mostrado
resultados variables. Summerbell y cols., en 1988 ®® y Fanci y cols. en 2013 “9
reportaron algunos casos tratados con las combinaciones AMB+flucitosina y AMB+VRZ,
respectivamente; en ambos casos sin mostrar respuesta favorable. Hidalgo-Parra ©©
presentd dos casos tratados con AMB+VRZ y AMB+ITZ, ambos pacientes fallecieron.
Finalmente, Hernandez-Cruz en 2011 ®Y describi6 un caso en el cual el paciente
respondi6 favorablemente al tratamiento con la combinacion AMB+FLZ.

Desde el afio 1995 en el que se iniciaron los ensayos in vitro sobre diversas
combinaciones de antifingicos contra levaduras han aumentado el uso de estas pruebas
basadas en la asociacién de antifungicos con diferentes mecanismos de accién contra
especies multi-resistentes tanto en hongos levaduriformes como filamentosos, sobre todo
en la ultima década. Sin embargo, son pocos los estudios realizados con los aislados de
Fusarium spp. ¢9°0°%101.116.132) ' ynqg de ellos, es el descrito por Arikan y cols. en 2002 “9,
en donde demostraron que la combinacion de AMB y CSF mostré un efecto sinérgico en

todos los aislados de F. oxysporum y en el 25% de F. solani. En cambio en el presente
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trabajo la asociacion de estos dos antifungicos presentd un efecto indiferente en todos los
aislados de Fusarium, independientemente de la especie. Sin embargo, fue evidente la
inhibicién hasta seis diluciones en el crecimiento del hongo.

(132 en las cuales combinaron

Las pruebas presentadas por Venturini y cols.
antifingicos (AMB y VRZ) con antimicrobianos como azitromicina, ciprofloxacino,
ibuprofeno, entre otros; la mayoria de las combinaciones de ambos antifingicos con los
otros farmacos mostraron un efecto indiferente.

El estudio mas reciente publicado por Spader y cols. en 2013 18 en el que la
combinacion de azoles de diversas generaciones (VRZ+ITZ, VRZ+FLZ, VRZ+KTZ) e
ITZ+flucitosina, mostraron un efecto indiferente en el 60-100% de los aislados de
Fusarium spp. Mientras que en las combinaciones entre alilaminas y triazoles (VRZ+TRB
e ITZ+TRB), el efecto observado fue sinérgico en el 60-100% de los aislados de
Fusarium. En el presente estudio la combinacién de VRZ+TRB fue sinérgico en uno de los
aislados (FS4) el cual correspondio a F. solani; y en los restantes el efecto fue indiferente.

En el presente trabajo, de las 13 combinaciones realizadas el 92% tuvo un efecto
indiferente y el 8% efecto antagdnico. Otro de los hallazgos notorios fue que la interaccion
de los antifungicos favorecia a uno de ellos, al disminuir la CMI, pero aumentaba la CMI
del otro antifingico en una o dos diluciones, por ejemplo, la combinacién de AMB+CSF
donde la CMI de CSF en 4/7 de los aislados disminuyo de 16 a 0.25 pg/mL; por el
contrario la CMI de AMB aumenté de 0.5 a 1.0 pg/mL. Por otro lado, la combinacién entre
AMB+NTM y VRZ+CTR fue notoria la disminucion de la CMI de NTM en 6/7 de los

aislados de 32 a 0.5 ug/mL y de VRZ de 16 a 0.25 pg/mL.
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VIl.  CONCLUSIONES
% Por las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias de los

aislados de Fusarium en los cuatro medios de cultivo empleados (AA, ADS, APD y

AEM), se identificaron las especies F. solani y F. oxysporum.

% Por las pruebas de sensibilidad in vitro por el método de microdilucion en caldo, el
antifingico que mostré6 la mayor actividad fue anfotericina B, con una CMI

promedio de 1.1 pg/mL.

« La combinacién de AMB con cinco de los antifungicos potencializ6 su efecto hasta

en seis diluciones.

% El efecto sinérgico se observo con la combinacién de VRZ y TRB.

< El 92% de las combinaciones mostraron un efecto indiferente.
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IX. APENDICE
Apéndice A
Tabla de abreviaturas.
ABREVIATURA SIGNIFICADO
AA Agar avena
ABC ATP binding casette
ADS Agar dextrosa de Sabouraud
AEM Agar extracto de malta
AMB Anfotericina B
AMR Amorolfina
ANF Anidulafungina
APD Agar papa dextrosa
ATP Adenosina trifosfato
CcC Control de crecimiento
CE Control de esterilidad
CIM Concentracidon minima inhibitoria
CLSI Clinical Laboratory Standards Institute
CSF Caspofungina
CTR Cetrimonio (bromuro de cetiltrimetilamonio)
C-N Enlace carbono-nitrogeno
DMSO Dimetilsulféxido
DNA Acido desoxirribonucleico
EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
FDA Food and Drug Administration
FIC Concentracidn fraccionaria inhibitoria
FICI indice de la concentracidn fraccionaria inhibitoria
FLZ Fluconazol
GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
h/ hrs Hora/horas
ITZ ltraconazol
KTZ Ketoconazol
um Micrometros
ug/mL o ug/mL | Microgramos por mililitro
mili-Q Sistema de agua ultrapura
mm Milimetros
MSF Major facilitators superfamily
NCCLS National Committee for Clinical Laboratory Standards
NTC Natamicina
PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa
PSC Posaconazol
RPMI Roswell Park Memorial Institute
TRB Terbinafina
VRZ Voriconazol
UFC Unidad formadora de colonias
UFC/mL Unidad formadora de colonias por mililitro

84



Apéndice B
Medios de cultivo
+ Agar dextrosa de Sabouraud (ADS)

Medio utilizado para el aislamiento, identificacion y conservacién de hongos patégenos y

saprofitos.

Composicion:

Digerido péptico de tejido animal..................... 509
Digerido pancreatico de caseina..................... 50¢9
Dextrosa......c.ooviii i 40.0¢g
AGAr. . 15049
AQUA. ... 1000 mL

pH final: 5.6 £ 0.2

Preparacion:
a. Disolver 65 g del polvo por litro de agua destilada.
b. Calentar en agitacion constante hasta disolver.
c. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.
d

Distribuir en placas y dejar solidificar.
% Agar papa dextrosa (APD)

Medio utilizado para la estimulacién de conidios, en la preparacion de inéculos de hongos
miceliales y en la estimulacion de produccion de pigmentos. Se utiliza con frecuencia en

microcultivos para observar las caracteristicas morfologicas.

Composicion:

Infusién de papa............. 40 g
Dextrosa............cceeennens 20.0g
Agar.....ooooiiiiiiii 15.04¢
Agua........cooeiiiii, 1000 mL

pH final: 5.6 + 0.2
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Preparacion:
a. Rehidratar 39 g del medio en un litro de agua destilada.
b. Calentar hasta ebullicion con agitacion constante.
c. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.
d. Enfriar aproximadamente a 45°C.
e

. Verter en placas y dejar solidificar.
«» Agar extracto de malta (AEM)

Medio empleado para el aislamiento de hongos filamentosos y levaduriformes. Adecuado

para la identificacién de zigomicetos y especies de Aspergillus, Penicillium, Fusarium, etc.

Composicion:

Maltosa.............cceeeeeenn. 12.75 ¢
Peptona.............c.ooins 0.78 ¢
Dextrina..........cccocvennn. 2759
Glicerol........ccocvvvieiinnns 2.35¢
Agar......ccooviiiiiiiiiinnn, 15.00 g
Agua..........ceiiiiinn, 1000 mL

pH final: 4.7 £ 0.2

Preparacion:

a. Suspende 33.6 g del polvo en un litro de agua destilada.

b. Calentar agitando frecuentemente hasta ebullicién para disolver completamente.
c. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
d

. Distribuir en placas y dejar solidificar.
+ Agar harina de avena (AA)
Medio de cultivo utilizado para inducir la esporulacién de hongos. Recomendado para la

identificacion de especies de Acremonium, Cladosporium, Fusarium, Paecilomyces,

Phialophora, Scopulariopsis, etc.
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Composicion:

Harina de avena............ 100 g
Agar......coooiiiiiiii 15¢
Agua........ccoeiieiiiinnnn. 1000 mL

Preparacion:
a. Disolver 100 g de avena en un litro de agua destilada.
b. Calentar en agitacion constante hasta ebullicién, para disolver completamente.
c. Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.
d. Vaciar en placas y dejar solidificar.
Cuando se requiera el medio inclinado en tubo, distribuirlo antes de esterilizar.

s RPMI 1640

El medio de cultivo sintético empleado para el método de microdilucion en caldo es el
RPMI 1640 con 2.05mM de L-glutamina y sin bicarbonato sodico, el cual tiene como

buffer, acido morfolino propano sulfénico (MOPS) 0.164 M, ajustado a pH 7+0.1.

Composicion:

RPMI 1640............ 10.40g

Buffer MOPS......... 34.53¢g

Agua Mili-Q........... 1000mL

Preparacion:

a. Disolver las cantidades indicadas de MOPS y RPMI 1640 en el agua, agitando
hasta su completa disolucion.

Ajustar pH a 7.0, utilizando NaOH 1M o 1N.

Aforar a 1000 mL.

Esterilizar por filtracién (unidades filtro 0.2 pm).

© 2o o

Mantener a 4°C maximo 2 meses hasta su uso.
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