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1.  RESUMEN

Introduccién
La mucormicosis en una entidad fungica con alta mortalidad en pacientes con diabetes
mellitus. Tiene importancia conocer aspectos fisiopatoldgicos y si el control glicémico se

relaciona con el desarrollo de R. oryzae el principal agente de esta entidad.

Objetivo general
Observar el efecto de la hemoglobina glicosilada como marcador de control glicémico
sobre la proliferacion in vitro de Rhizopus oryzae en diferentes grupos de pacientes

diabéticos y pacientes no diabéticos.

Materiales y métodos

Se recolectaron 95 pacientes, 65 con diabetes y 30 sin diabetes. Se excluyeron
pacientes con previa infecciéon, uso de antibiético, enfermedad renal crénica,
neutropenia o malignidad. EDTA. Cada muestra en tubo Vacutainer® BD fue lisada de
forma mecanica y por congelamiento. Usando un aislamiento clinico de R. oryzae se
prepard un inéculo de acuerdo a las guias CLSI M38A. El in6culo se mezcld 1:1 con
sangre. El crecimiento fungico fue evaluado a las 3, 6, 12 y 24 horas de incubacién en
numero de conidias en cdmara de Neubauer, conidiacién, filamentacion y crecimiento en
SDA en milimetros. Se realizaron prueba de Kruskal Wallis y test de Wilcoxon para

comparacion de grupos. Un valor de p < 0,05 fue considerado como significativo.

Resultados

El numero de conidias disminuy6é e incrementd la gemacion desde la hora 3, con
diferencias significativas entre los grupos en la hora 12 mostrando mayor desarrollo en
los grupos con descontrol glicémico (p=<0,001). Entre el grupo de diabéticos y no
diabéticos el numero de conidias fue significativamente menor desde la hora 6 con
incremento de la gemacion a la hora 12 para los pacientes con diabetes mellitus
(p=<0,001) y en todas las observaciones siempre hubo mayor filamentacién en

pacientes diabéticos comparados con los sanos (p=0,001).

Conclusiones
Se observa mayor conidiacién y filamentacion en paciente con diabetes mellitus
comparado con los pacientes sanos. El desarrollo de R. oryzae fue mayor en los grupos

de descontrol glicémico.
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3. ANTECEDENTES

La mucormicosis es una entidad fungica, causada por hongos del orden de los
mucorales. Rhizopus spp. son los causantes mas comunes de esta entidad en la
poblacion general y en pacientes diabéticos. Estas infecciones usualmente afectan a
pacientes inmunocomprometidos por neutropenia, malignidades hematolégicas, uso de
cortico esteroide, uso de deferoxamina, consumidores de drogas, diabetes mellitus o
trauma, sin embargo, también descritas de forma ocasional en pacientes sin aparente

alteracion inmune a diferencia de los hongos filamentosos (1).

La incidencia de mucormicosis ha incrementado debido al aumento de procedimientos
terapéuticos que llevan a inmunosupresién en varios campos médicos: reumatologicos,
trasplantes, hematolégicos, quimioterapia, etc. Esta entidad, sin tratamiento, alcanza
100% de mortalidad. Gracias al tratamiento antifungico y el desbridamiento quirdrgico
esta tasa de mortalidad ha mejorado, sin embargo, aun se mantiene en alrededor de
50% (2). Ademas, mucormicosis se asocia con una elevada morbilidad debido a la

alteracion anatdomica que deja como secuela en la mayoria de los casos.

Esta patologia se presenta en pacientes alrededor de 40 afios de edad, pero puede
presentarse en aquellos entre 5 y 80 anos. La comorbilidad de base mas reportada es
diabetes mellitus. El nUmero de casos y la tasa de mortalidad en pacientes con diabetes
han incrementado a nivel mundial (3). Treinta a 52% de casos de mucormicosis se
relacionan con diabetes mellitus, en estos casos se reporta una tasa de mortalidad de
32 a 57% (4, 5). El riesgo incrementado de desarrollar esta infeccion fungica invasiva se
asocia comunmente con diabetes no controlada, 80% de estos casos a diabetes mellitus
tipo dos y el 20% a diabetes tipo uno. En este grupo hasta un 34% de pacientes
presentan mucormicosis en un cuadro de debut diabético con cetoacidosis diabética

documentada (6, 3).

Luego del primer caso de mucormicosis reportado en 1885 los esfuerzos por conocer
mas sobre esta entidad se han incrementado con el afan de limitar su frecuencia dada
su repercusion y el tipo de poblacién afectada; la cual ha incrementado por la mejoria de
la sobrevida gracias al adelanto que ha tenido el abordaje y tratamiento de pacientes
con cancer. Varias preguntas quedan aun por responder en cuanto al papel de las
comorbilidades en la mucormicosis en especial de la diabetes, la hiperglicemia, el

control glicémico, la cetoacidosis en estos pacientes y su relevancia en el manejo de



esta entidad fungica. Esto ha llevado a revisiones fisiopatologicas importantes para

dilucidar el porqué de esta predisposicion.

La diabetes es la octava causa de muerte a nivel mundial. En México tiene una
prevalencia del 11% de la poblacién y mas del 75% de los casos no tienen control de la
misma. Esto objetiva la presencia de un grupo importante de riesgo en nuestra

poblacion.



4. MARCO TEORICO

4.1. Factores patogénicos propios de Rhizopus spp. en diabetes mellitus

La angioinvasion es el sello caracteristico de la mucormicosis. Para que ésta se
produzca se ha determinado la existencia de las proteinas homologas de la capa de la
espora de los mucorales (CotH) que actuan como ligando de algunos receptores
proteinicos de glucosa en especial de la GRP78. La proteina homodloga de la capa de la
espora esta presente en los mucorales patégenos y ausente en los no patégenos lo que
clinicamente se traduce en mayor patogenicidad. Se han descrito 4 tipos de proteinas
CotH: 1, 2, 3, y 4. La 3 y 4 tienen mas del 40% de similitud estructural y son las que
determinan virulencia, mientras que la proteina 2 esta presente en agentes no

patogenos (7).

4.2. Defensa del huésped normal en la patogenia

La exposicion a esporas por inhalacion en personas inmunocompetentes no resulta en
el desarrollo de mucormicosis. Los macréfagos alveolares en este caso son capaces de
fagocitar las esporas e inhabilitarlas para la gemacion pero su actividad fungicida es
limitada (8, 9). Posterior a este contacto cuando algunas esporas evaden la actividad
macrofagica e inician su germinacion hacia la forma miceliar también los neutrofilos
polimorfonucleares junto con los monocitos atraidos por quimiotaxis son la segunda
barrera de la inmunidad contra el agente agresor. En este caso la inmunidad celular no

tiene un lugar importante en el control de la enfermedad fungica (3).

Junto con la inmunidad innata, las plaquetas también juegan un papel agresor contra los
mucorales, su gemaciéon e hifas producidas ya que reducen su crecimiento por su

capacidad de obstaculizar su proceso reproductivo y su desarrollo (10).

El papel del suero humano normal juega un rol importante en la contencién de la
enfermedad ya que se ha observado que R. oryzae requiere hierro para su desarrollo el
cual puede adquirirlo del medio externo en este caso el suero humano. Esta adquisicién
se ve limitada por la fuerte unién de hierro a la proteina transportadora de hierro,

transferrina, que evita la adquisicion de este elemento por el hongo (3).

De esta manera solo en casos esporadicos en pacientes inmunocompetentes se ha

observado el desarrollo de mucormicosis.



4.3. Inmunidad innata en el diabético. Rol de la hiperglicemia y cetoacidosis

Se ha observado que los pacientes que tienen alteraciones o déficit en la fagocitosis o
inmunidad innata tienen mayor riesgo de mucormicosis a diferencia de los pacientes con
HIV con deficiencia celular en los que se ha observado que el riesgo no incrementa, lo
que indica que los neutrdfilos polimorfonucleares, los macrofagos, y no las células T
inhiben la proliferacion fungica como se ha detallado en el control de la mucormicosis en

inmunidad normal.

En hiperglicemia y acidosis se ha observado alteracion de la fagocitosis y quimiotaxis

con defectos de la muerte intracelular por vias oxidativa y no oxidativa (11).

Se ha observado que los macréfagos alveolares de ratones inmunosuprimidos son
incapaces de prevenir la germinacién de las esporangioporas in vitro o después de

infeccién intranasal (9).

En general las alteraciones de la inmunidad innata que ocurren en el contexto de
hiperglicemia son significativas y han sido reportadas por numerosos autores. Delamaire
et al. y Nowat et al. reportaron alteraciones cualitativas de los polimorfonucleares en
suero de pacientes diabéticos. Describieron alteraciones de la quimiotaxis de células
blancas de pacientes con hiperglicemia. Observaron el restablecimiento de la misma al
afadir a dichos sueros glucosa mas insulina. Esto se produjo por la oferta de glicemia
en el medio y su factible internalizacion al intracelular con insulina disponible lo que le
permitié al polimorfonuclear su activacién energética y consiguiente movilidad. No se
observd la misma respuesta en los sueros suplementados solo con glucosa o solo con
insulina (12,13).

Ofras alteraciones reportadas son alteraciones de la adherencia de células de la
inmunidad innata. Aunque se han publicado resultados discordantes in vitro en
pacientes diabéticos y no siempre se las ha correlacionado con niveles elevados de
glicemia y hemoglobina glicosilada. Bagdade et al. reportaron en un niumero pequefio de
pacientes diabéticos tipo 1 y 2 no tratados la disminucién de la adherencia de
polimorfonucleares a columnas de fibras de nylon la cual incrementé luego de la

correccion de la hiperglicemia (14).

En cuanto a la capacidad de fagocitosis se ha observado que puede estar alterada en

pacientes diabéticos no controlados, y normal en pacientes que tienen mejores controles
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de hemoglobina glicosilada. Se ha mostrado incluso relaciones inversas entre
hemoglobina glicosilada y tasa de fagocitosis la cual se corregia con el efecto de la
normoglicemia mantenida mas de 36 horas aunque no volvia a ser semejante que el

control normal (15, 16, 17).

Por ultimo el hierro en la patogenia de enfermedades infecciosas cumple un rol
importante. Es de uso comun por varios microorganismos incluidos los hongos dentro de
su metabolismo, en su crecimiento y replicacion. Usualmente el hierro en suero se
encuentra unido a proteinas plasmaticas sobretodo transferrina lo que permite baja o
nula utilidad de este por los microorganismos. Alteraciones de esta homeostasis pueden
favorecer la disponibilidad de hierro para el patégeno. Esto puede ocurrir en variaciones
de pH sobre todo en la acidosis. A menor nivel de pH se favorece la disociacién entre

hierro y ferritina (18).

4.4. Otras comorbilidades que podrian afectar a la mucormicosis

La gran mayoria de pacientes diabéticos tienen comorbilidades metabdlicas y tienen
indicacion de uso de estatinas. En relacion a estos medicamentos se ha observado que
tienen varias actividades que no se relacionan solamente a la inhibicion de la enzima
hidroximetilglutaril coenzima A. Estudios con agentes micoticos han observado que
tienen actividad antifungica in vitro contra levaduras no patégenas asi como levaduras
patdgenas con Candida spp. y Cryptococcus neoformans. Chin et al. demostraron que la
MIC in vitro a Candida spp. y Criptococcus neoformans se reducia por una actividad

sinérgica entre azoles: fluconazol e itraconazol, mas fluvastatina (19).

Otros estudios han observado ademas que esta actividad sinérgica contra Candida spp,

actividad contra levaduras no patégenas (20).

En relacion a mucormicosis se ha evaluado la actividad de estos farmacos en
Zygomycetos. Chamilos et al. Observaron efecto in vitro de lovastatina contra siete
aislados de Zygomycetos observando actividad antifungica independiente y sinérgica

con vorizonazol contra las cepas estudiadas (21).

4.5. Rhizopus spp. en la patogenia de la enfermedad en el diabético

Rhizopus spp. es el agente etioldgico mas frecuente de mucormicosis y pacientes

diabéticos. La exposicion a esporas en estos pacientes y aquellos con uso de
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corticoesteroides resulta en el desarrollo de mucormicosis ya que, como se ha
mencionado, el principal mecanismo de contencion es la inmunidad innata que se
encuentra alterada en estos pacientes. En estas condiciones, los macréfagos alveolares
no son capaces de fagocitar las esporas e inhabilitarlas para la gemacion (22, 8, 9). Al
ser esta habilidad limitada por déficit de fagocitosis, quimiotaxis etc., las esporas libres
inician su germinacion a la forma miceliar y son los neutréfilos polimorfonucleares junto
con los monocitos atraidos por la débil quimiotaxis los que actian conteniendo la
gemacion del hongo. Este efecto esta claramente limitado por falta de adherencia de los
neutrdéfilos polimorfonucleares (3). Las plaquetas que de forma indirecta juegan un rol
importante en el control de la enfermedad por mucorales también se encuentran
alteradas en pacientes diabéticos ya que presentan modificaciones en la membrana y
alteraciones del metabolismo del éxido nitrico el cual es el principal estimulo para

movilidad y adherencia. (23)

El hierro puede jugar un rol importante en la patogénesis de la mucormicosis. R. oryzae
crece poco en suero humano a menos que este suplementado con hierro y en pacientes
diabéticos y con cetoacidosis se ha observado que tienen mayor cantidad de hierro libre

con niveles de pH de acidosis no a mas de 7,4. Esto sucede por el pH en acidosis (1).

Ademas la sobreexpresion de proteinas ligadoras que permiten la uniéon del hongo a
células de forma directa se han identificado en pacientes diabéticos. Se ha identificado
la proteina reguladora de glucosa GRP78 como mediadora de la penetracion y dafio
endotelial por mucorales. Conocida también como BiP/HSPA5 es una proteina celular
inducida por inanicion de glucosa. Esta proteina es principalmente una chaperona
incluida en muchos procesos celulares. Se reporta en estudios la translocacion de la
fraccion GRP78 a la superficie celular en una variedad de células que en raton
experimental se ha observado mayor expresion a nivel pulmonar y de la mucosa de
senos paranasales en presencia de niveles o concentraciones elevadas de glucosa y
hierro libre como en el estado de cetoacidosis resultando en la expresion, union y

penetracion endotelial por mucorales (24).

Existe por tanto una serie de factores fisiopatoldgicos que sustentan la caracteristica
predisposicion de los pacientes diabéticos al desarrollo de mucormicosis por tanto el
control glicémico, y su mejor marcador la hemoglobina glicosilada, podria incidir en el

desarrollo micdtico.
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4.6. Antecedentes de las mediciones in vitro de crecimiento de mucorales y

antecedentes del procedimiento

La determinacion de crecimiento micotica se encuentra estandarizada en la norma M38
A del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). En esta guia los procedimientos
son claros en cuanto a utilizacién de cepas, procedimientos, medios y diluciones para
medicion de suceptibilidad micotica (27). Estos ordenamientos se han aplicado a
observaciones de crecimiento con varias sustancias inhibitorias y suplementarias

realizando procedimientos modificados a la norma de CLSI (30, 31).

Algunos ejemplos tenemos en los siguientes trabajos reportados. Lewis et al.
describieron el efecto de deferasirox en mucorales modificando la norma CLSI

suplementando el medio usado con glucosa al 2%.

En cuanto al tiempo de crecimiento y evaluacion la mayoria de autores que ha realizado
evaluaciéon de crecimiento micético realiza sus observaciones en un plazo de
crecimiento en placa SDA de 48 horas a temperatura de 30 grados ya que es un
microorganismo de crecimiento rapido 24 a 26 horas. CLSI recomienda para hongos
filamentosos que incluye Rhizopus spp. incubacion de 7 dias en SDA a 30 — 35 grados

Celsius de temperatura (27).

Para la observacion se ha realizado tanto métodos directos como indirectos. Se ha
reportado la observacion directa con microscopia de la cantidad de hifas y conidias asi
como medicidn de colonias macroscépica. Dolatabadi mididé en su trabajo los diametros
en sus colonias dos veces al dia por 3 dias en un experimento de nomenclatura de
mucorales (31). Lewis reporto la inhibicién a través del contaje de conidias luego de

lavado en solucién salina y medicion por fotocromografia (32).

También se tienen datos sobre la estabilidad de los mucorales a diversas temperaturas.
Partida et al. cultivaron sus cepas de Rhizopus microsporus en agar dextrosa sabouraud
(SDA) por 6 dias y posteriormente preservaron los micelios en tubos estériles por dos
dias a menos 80 grados sin que esto interfiera en el desarrollo micético. También
cultivaron sus cepas para observacion en SDA a diversas temperaturas. En todas las

placas se obtuvieron crecimientos (33).

Para el procedimiento de contaje y evaluacién de crecimiento CSLI recomienda

medicion por densidad 6ptica cada densidad obtenida por Mc Farland corresponde a un
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determinado numero de unidades formadoras de colonias para Rhizopus spp. (27).
Petraitis et al. evaluaron diferentes porcentajes de germinacién de esporangiosporas
luego de lavado mediante conteo con hemocitometro. Luego de crecimiento en SDA de
diferentes concentraciones cada hora obtuvieron una alicuota similar para evaluar el
porcentaje de germinacién de un total de 100 esporangiosporas evaluadas para

comparar la patogenicidad de Cuninghamella bertholletiae versus R. oryzae.

Como se ha detallado no existe por tanto una guia estandarizada para realizacion de
crecimiento y suplementacion micética, sin embargo en base a las guias de la CLSI se
realizara un procedimiento modificado que sera aplicado en este estudio y descrito

posteriormente.

4.7. Estabilidad de la hemoglobina glicosilada

La hemoglobina glicosilada (HbA1c) es el biomarcador recomendado para evaluar el
control glicémico y prediccidon de complicaciones vasculares en pacientes diabéticos.
Como la cantidad de HbA1c esta estrictamente relacionada a las concentraciones de
glucosa la American Diabetes Association (ADA) ha recomendado su uso para

diagnostico y seguimiento de pacientes diabéticos.

Este biomarcador se forma con la glicosilacién de eritrocitos los cuales in vivo tiene una
vida media de 120 dias Conforme maduran esta glicosilacién es irreversible. La ADA
determina que un paciente diabético tiene adecuado control cuando tiene mediciones de
hemoglobina glicosilada menores a 7% bajo tratamiento, control moderado hasta 9% y
descontrol glicémico mayor de 9%. Estudios han reportado bajos porcentajes de
variabilidad biolégica y poca variabilidad con los diferentes métodos de laboratorio
usados (25). Si se ha descrito un porcentaje mayor de variabilidad en pacientes con

anemia severa ademas de pacientes transfundidos (33, 28).

La estabilidad de esta molécula en congelacion también ha sido valorada. Duck, Lee y D
Alessio evaluaron y determinaron la estabilidad de la hemoglobina glicosilada luego de
congelacion hasta por 18 meses posteriores a uso de muestras en banco de sangre.
Varios estudios posteriores a este en los que se ha usado hemoglobina glicosilada han
captado muestras y las han preservado en congelacién para realizacion de sus

procedimientos sin variaciones en sus valores (28, 29).

14



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conoce que el descontrol glicémico es uno de los principales factores de riesgo de
los pacientes diabéticos para desarrollo de la mucormicosis por diferentes efectos
celulares en la inmunidad celular. Sin embargo no se ha corroborado in vitro el efecto de

los diferentes valores de hemoglobina glicosilada en el desarrollo de este agente.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es el efecto de la hemoglobina glicosilada como marcador de control glicémico

sobre la proliferacién in vitro de Rhizopus oryzae en diferentes grupos de pacientes

diabéticos y pacientes no diabéticos?
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7. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es la comorbilidad mas frecuente asociada con mucormicosis y
ambas tienen una elevada mortalidad lo que justifica realizar estudios que contribuyan
con el entendimiento de estas dos patologias. Por otro lado no se conoce con claridad el
efecto del control glicémico crénico representado en la hemoglobina glicosilada en la
evoluciéon de la mucormicosis in vivo y tampoco in vitro, es claro controlar la enfermedad
de base como pilar del tratamiento de la mucormicosis pero en el caso de los pacientes
diabéticos se desconoce el tiempo de control. Entender este hecho fisiopatolégico puede
aclarar dudas sobre la importancia del control glicémico en estos pacientes. Varios
reportes han expuesto claramente la relacion fisiopatoldgica y bioquimica entre el
agente causal de la mucormicosis y el receptor diabético a través de receptores de
internalizacion y unién de mucorales, factores de virulencia propios del huésped,
alteraciones de la inmunidad innata, deterioro de la fagocitosis, quimiotaxis etc. (1, 2, 3,
7,9, 10, 12), sin embargo el crecimiento de mucorales in vitro suplementado con sangre
de pacientes diabéticos no se ha realizado en el afan de objetivar que el medio de
descontrol glicémico, objetivado a través del valor de hemoglobina glicosilada, favorece

al desarrollo de este patogeno.
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8. HIPOTESIS

La proliferacion de R. oryzae medida en crecimiento, filamentacion vy
germinacion/conidiacion es mayor en presencia de sangre total de pacientes con
descontrol glicémico (medido en diferentes valores de hemoglobina glicosilada) que en

sangre total de pacientes diabéticos controlados y sangre total de pacientes no

diabéticos.
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9. OBJETIVOS

9.1. General
Observar el efecto de la hemoglobina glicosilada como marcador de control glicémico
sobre la proliferacién in vitro de Rhizopus oryzae en diferentes grupos de pacientes

diabéticos y pacientes no diabéticos.

9.2. Especificos
- Comparar la tasa de proliferacion de R. oryzae, medida como crecimiento,
filamentacién y germinacion/conidiacion, en presencia de sangre total de
pacientes diabéticos en diferentes niveles de control glucémico, usando como

marcador de control la hemoglobina glicosilada.

- Comparar la tasa de proliferacion de R. oryzae, medida como crecimiento,
filamentacién y germinacion/conidiacion, en presencia de sangre total de
pacientes diabéticos en diferentes, usando como marcador de control la

hemoglobina glicosilada y en individuos sin diabetes mellitus.
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Experimental

10. DISENO DEL ESTUDIO
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11. METODOLOGIA

11.1. Universo de estudio: pacientes que se realizaran analisis de laboratorio en el

Hospital Manuel Gea Gonzalez.

Poblacion de estudio: la poblacion de estudio sera dividida en los siguientes grupos:

Grupo A: pacientes que acudan a toma de muestra en laboratorio clinico que no tengan

diabetes mellitus, mayores de 18 anos sanos y firmen el consentimiento informado.

Grupo B: pacientes mayores de 18 afios con diabetes mellitus en control glicémico con

hemoglobina glicosilada menos o igual de 7%.

Grupo C: pacientes mayores de 18 afios con diabetes mellitus y descontrol glicémico

con hemoglobina glicosilada entre 7,1 y 8,9%.

Grupo D: pacientes mayores de 18 afios con diabetes mellitus y descontrol glicémico

con hemoglobina glicosilada mayor o igual a 9%

Grupo E: pacientes mayores de 18 anos con cetoacidosis diabética.

Se incluye en la poblacién de estudio a la cepa de R. oryzae obtenida de aislamiento

clinico, identificada morfolégicamente y realizada secuenciacion.

11.2. Tamaiio de la muestra.

El estudio es exploratorio. El universo de estudio serd por conveniencia. Se
seleccionaran 100 individuos para ser clasificados en los diferentes grupos de estudio
(20 por cada grupo) de la siguiente forma: pacientes sin diabetes mellitus, pacientes con
diabetes mellitus en buen control glicémico con hemoglobinas glicosiladas menores o
iguales a 7%, pacientes con diabetes mellitus con descontrol glicémico en dos grupos:
entre 7,1y 8,9%, mas de 9% y, pacientes con cetoacidosis diabética. El equilibrio entre
los grupos se mantendra al conservar la seleccion estricta de acuerdo a los criterios de
inclusion y exclusiéon ademas de mantener el mismo numero de pacientes por grupo y

sera valorado en el analisis univariado de datos.

Caracteristicas del grupo de estudio:
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11.3. Criterios de seleccion: pacientes que acudan a cita programada de laboratorio

clinico, o que acudan a urgencias, terapia intensiva y urgencias metabdlicas

11.3.1. Criterios de Inclusién.
Grupo A: pacientes que acudan a toma de muestra en laboratorio clinico que no tengan

diabetes mellitus, mayores de 18 afios sanos y firmen el consentimiento informado.

Grupo B: pacientes mayores de 18 afos que firmen el consentimiento informado, con

diabetes mellitus y hemoglobina glicosilada menos o igual de 7%.

Grupo C: pacientes mayores de 18 afios que firmen el consentimiento informado, con

diabetes mellitus y hemoglobina glicosilada entre 7,1y 8,9%.

Grupo D: pacientes mayores de 18 afios que firmen el consentimiento informado, con

diabetes mellitus y hemoglobina glicosilada mayor o igual a 9%.

Grupo E: pacientes mayores de 18 afios que firmen el consentimiento informado y que

tengan diagnéstico actual de cetoacidosis diabética.

11.3.2. Criterios de exclusion.

Grupo A: pacientes con diabetes mellitus, con neutropenia profunda: menos de 500
neutréfilos totales, malignidad hematoldégica o sdlida, con falla renal establecida con
creatinina mayor de 1,3 mg/dl o en tratamiento sustitutivo renal, uso de antibiéticos o
antifungicos reportados hasta un mes previo a la toma de muestra, hemoglobina menor

de 9 g/dl, transfusién en los ultimos 3 meses.

Grupo B: pacientes con neutropenia profunda: menos de 500 neutréfilos totales,
malignidad hematolégica o sdlida, falla renal establecida con creatinina mayor de 1,3
mg/dl o en tratamiento sustitutivo renal, uso de antibidticos o antifungicos reportados en
el pedido de laboratorio, hemoglobina menor de 9 g/dl, transfusién en los ultimos 3

meses.

Grupo C: pacientes con neutropenia profunda: menos de 500 neutrdfilos totales,
malignidad hematoldgica o sdlida, falla renal establecida con creatinina mayor de 1,3
mg/dl o en tratamiento sustitutivo renal, uso de antibidticos o antifungicos reportados en
el pedido de laboratorio, hemoglobina menor de 9 g/dl, transfusion en los ultimos 3

meses.
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Grupo D: pacientes con neutropenia profunda: menos de 500 neutréfilos totales,

malignidad hematoldgica o sodlida, falla renal establecida con creatinina mayor de 1,3

mg/dl o en tratamiento sustitutivo renal, uso de antibitticos o antifungicos reportados en

el pedido de laboratorio, hemoglobina menor de 9 g/dl, transfusion en los ultimos 3

meses.

Grupo E: pacientes con neutropenia profunda: menos de 500 neutrdfilos totales,

malignidad hematolégica o sélida, falla renal establecida con creatinina mayor de 1,3

mg/dl o en tratamiento sustitutivo renal, uso de antibiéticos o antifungicos reportados en

el pedido de laboratorio, hemoglobina menor de 9 g/dl, transfusion en los ultimos 3

meses.

11.3.3 Criterios de eliminacion.

Ninguno

11.4. Definicion de variables

Variable

Tipo

Escala

Hemoglobina

glicosilada

Cualitativa ordinal

Grupo A Sanos

Grupo B Diabetes mellitus <7%
Grupo C Diabetes mellitus 7,1 —
8,9%

Grupo D Diabetes mellitus >9%

Grupo E Cetoacidosis diabética

Crecimiento

Cuantitativa discreta

Milimetros

Filamentacion

Cualitativa ordinal

+ Poca filamentacion

++ Filamentacién moderada
+++ Filamentacion abundante
++++ Muy Abundante, no es

posible identificar hifas

Conidiacién Cuantitativa continua Densidad éptica
Glucosa Cuantitativa continua mg/dl

Sodio Cuantitativa discreta mmol/L

Hierro Cuantitativa continua mg/dl
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11.4.1 Descripcién de cada variable

Variable

Definicion

Hemoglobina glicosilada

Valor asignado a la medicién obtenida en laboratorio en

tuvo con EDTA por cromatografia

Crecimiento de R. oryzae

Medicion de colonia en tamano por milimetros a las 3,

6, 12 y 24 horas de crecimiento

Conidiacion de R. oryzae

Medicion por espectofotometria a la hora, 3, 6, 12y 24

horas de las diferentes siembras

Filamentacion de R. oryzae

Medicion duplicacion a la hora, 3, 6, 12 y 24 horas de

las diferentes siembras

Glucosa

Valor asignada a la medicion obtenida en laboratorio en
suero de glicemia en la muestra de sangre para el

estudio medida en mg/dI

Sodio

Valor asignado a la medicion obtenida en laboratorio en
suero de sodio en la muestra de sangre para el estudio

medida en mmol/l

Hierro

Valor asignado a la medicion obtenida en laboratorio en
suero de hierro en la muestra de sangre para el estudio

medida en mg/dI

11.5. Descripcién de procedimientos.

11.5.1. Obtencidon de las muestras

De 1505 sujetos que acudieron a laboratorio clinico en el periodo de junio a agosto de

2015 para venopuncion se seleccionaron 65 con diabetes mellitus y 30 sin diabetes

mellitus.

Se obtuvieron dos muestras de sangre por cada paciente: una en tubo BD Vacutainer

con EDTA-K2® que contiene 1,2 — 2mg de EDTA por mililitro (ml) de sangre para un

total de 4ml. de contenido y, la segunda muestra de 4 ml en tubo sin EDTA BD

Vacutainer®. Luego de la obtencion de las muestras, ambos tubos fueron procesados

por lisis; primero de forma mecanica por un total de 5 minutos en agitador tipo vortex vy,

segundo por congelacion al ser preservadas hasta la realizacién del experimento a

temperatura -70°C en ultracongelador.
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11.5.2. Cepa de estudio
Se utilizé una cepa de R. oryzae obtenida de un aislamiento clinico, la cual fue
identificada fenotipica y por genotipificacion. Fue conservada a -70 grados hasta la

realizacion del estudio.

11.5.3. Preparacion del inéculo

La cepa de R. oryzae fue propagada en agar dextrosa Sabouraud (SDA) e incubada por
5 dias a 30°C. Se realizé raspado al cultivo con un hisopo estéril para preparar un
inéculo denso en tubos cénicos de 15 ml por caja SDA. Los in6culos se sedimentaron
por periodo de 1 hora. Se tomé el sobrenadante y se ajusté al 0,5 de McFarland de
conidias de R. oryzae equivalente a una concentracién conocida de 1 x 10° conidias/ml.
Este procedimiento fue realizado con base en las indicaciones referidas en la guia
internacional CLSI - M08 para la preparacion de indculos para realizar pruebas de
susceptibilidad (14). Los indculos preparados fueron preservados en ultracongelacion a -

70°C hasta su ulterior utilizacion experimental.

11.5.4. Preparacién de la muestra para evaluacién y observacion de crecimiento
Se realizaron dos mezclas para cada paciente: 1) 0,5 ml. del inéculo con 0,5 ml. de
sangre con EDTA vy, 2) 0,5 ml. de inéculo con 0,5 ml. de sangre sin EDTA. Fueron

incubadas a 30°C durante todo el experimento y fueron procesadas por duplicado.

Se evalué en cada mezcla el crecimiento de R. oryzae por: 1) contaje de numero de
conidias y porcentaje de gemacion, 2) produccion de hifas o filamentacion y 3)

crecimiento en placa SDA.

El contaje de conidias se realiz6 en camara de Neubauer obteniendo el numero de
conidias por 1 uml. Del total de conidias contadas se separaron las conidias en

gemacion obteniendo asi un porcentaje en relacién al total de conidias.

Para valorar la cantidad de hifas o filamentacién se colocé una cantidad de 10 uml. de la
muestra en portaobjetos con KOH. La evaluacion se realizé con observaciéon y contaje
directo en escala calificada por el observador de la siguiente forma: 0 correspondiente a
ausencia de hifas; 1 correspondiente a una cantidad de 1 a 100 hifas por 100 campos
observados; 2 correspondiente a un contaje de 101 a 200 hifas por 100 campos
observados; 3 correspondiente a una cantidad de 201 o mas hifas por 100 campos

observados.
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Todas las evaluaciones se realizaron al tiempo cero, 3, 6, 12 y 24 horas (hrs) de
incubacion. La estimacion de crecimiento en placa SDA se realizé midiendo en
milimetros el crecimiento de R. oryzae luego de inocular 10 uml. en el centro de la placa.

Esta siembra se realizé después de 12 horas de mantener la mezcla preservada a 30°C.

11.6. Hoja de captura de datos.

Anexo 1.

11.7. Anadlisis

Se realiz6é una descripcidn general del grupo y subgrupos con proporciones y valores de
medianas y rangos. Las variables nominales se presentan en proporciones. El contaje
de conidias fue reportado y comparado con medianas de conidias por mm®. La
gemacion se describe en porcentaje en relacion a las conidias contadas. Se usaron
ademas las medianas de filamentacién en cruces de acuerdo a la observacion. El
analisis comparativo de conidiacion, gemacion y filamentacién entre todos los grupos se
realizé con prueba de Kruskal-Wallis. Se uso la prueba de rangos senalados de U Mann
Whitney para el analisis comparativo entre dos grupos pareados. Se utilizé analisis de
corelacion de Spearman para comparar los grupos pareados. Se considerd un valor de p
menor de 0,05 como estadisticamente significativo. Todos los datos se analizaron en el

programa SPSS versién 21.
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12. RESULTADOS

12.1. Descripcioén del grupo

Se evaluaron un total de 95 sujetos distribuidos de la siguiente forma: grupo A
correspondiente con sujetos sin diabetes mellitus (n=30), grupo B con diabetes mellitus
y HbA1c <7% (n=24), en el grupo C sujetos con HbA1c entre 7,1 y 9% (n=20) y grupo D

con 21 sujetos con HbA1c >9%.

El total de la cohorte tuvo una mediana de edad de 55 afios (minimo 21 y maximo 92).
Del total sesenta y tres sujetos (66,3%) fueron hombres. Veinticinco (26,3%) se
encontraban usando estatinas al momento de la venopuncion, 7 pacientes (7,3%) tenian
obesidad, 24 (25,2%) hipertension arterial, 5 (5,2%) dislipidemia y 11 (11,5%)
hipotiroidismo. Entre otras comorbilidades los pacientes presentaron: enfermedad
arterial coronaria en 2 casos, artritis reumatoidea, hepatitis C, fibromialgia y enfermedad
por reflujo gastroesofagico en un caso cada una. No hubo diferencias en cuanto a edad,
sexo, uso de estatinas y presencia de comorbilidades entre los grupos A, B, C y D. Las

caracteristicas demograficas por grupo se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y comorbilidades de los pacientes del grupo de

estudio.
Diabetes mellitus No diabetes p”
Grupo B* Grupo C* Grupo D* Grupo A*

Edad 55 (30-92) | 62 (21 - 88) 59 (30 - 85) 50 (26 - 81) 0,45
(mediana)
(valor minimo
y maximo)
Masculino N 16 (66,7) 13 (65) 13 (61,9) 21 (70) 0,94
(%)
Uso de 6 (25) 8 (40) 6 (28,6) 5(16,7) 0,39
estatinas N
(%)
Comorbilidad
Hipertension | 7 (29,2) 7 (35) 4 (19) 6 (20) 0,55
arterial N (%)
Obesidad N 1(4,2) 1 (5) 1(4,8) 4 (13,3) 0,51
(%)
Dislipidemia N | 1 (4,2) 1 (5) 0(0) 3 (10) 0,46
(%)
Hipotiroidism | 4 (16,7) 0 (0) 1(4,8) 6 (20) 0,1
o N (%)
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* Grupo A: sin diabetes. Grupo B: HbA1c menos o igual a 7%. Grupo C: HbA1c de 7,1 a 9%. Grupo D:

HbA1c mayor a 9%.

“Valor de p por prueba de Kruskal Wallis

12.2. Descripcion de las caracteristicas bioquimicas

Los valores bioquimicos obtenidos para cada grupo se muestran en medianas en la

tabla 2. No se observaron diferencias entre ningun grupo para los parametros

bioquimicos excepto el esperado para cada grupo en el valor de la hemoglobina

glicosilada. Se observaron diferencias entre los grupos de estudio en los valores de

creatinina clinicamente no relevantes dado que todos los valores se encuentran dentro

de rango normal.

Tabla 2. Medianas de los valores bioquimicos de los pacientes distribuidos en los

diferentes grupos.

(Mediana)
(Valor minimo

Diabetes* No diabetes p”
Grupo B Grupo C Grupo D Grupo A
Leucocitos/mm | 8.000 (660 | 7.900 (5.400 - | 7.000 (4.000 | 7.300 (3.000 | 0,51
3 (Mediana) —13.400) 12.500) —10.100) —14.400)
(Valor minimo
maximo)
Hemoglobina 14,05 (11— | 14,7 (12-18) 14,6 (11 - 14,8 (10 — 0,31
g/dl (Mediana) | 17) 18) 17)
(Valor minimo
maximo)
Plaquetas/mm3 | 251.000 217.500 237.500 236.500 0,70
(Mediana) (110.000 - | (162.000 — (116.000 — (145.000 —
(Valor minimo | 405.000) 335.000) 470.000) 411.000)
maximo)
Sodio mg/di 139 (139 - | 135 (135-135) | 134 (130 - 138 (135 — 0,24
(Mediana) 139) 141) 140)
(Valor minimo
maximo)
Creatinina 0,69 (0,48 | 0,87 (0,53 - 0,71(0,53- |0,77(0,59- | 0,01
mg/dl -1,03) 1,3) 1,21) 1,26)
(Mediana)
(Valor minimo
maximo)
Glucosa mg/dl | 108,5 (69 — | 154,5 (94 — 192 (83 - 94 (79 -104) | 0,67
(Mediana) 153) 239) 456)
(Valor minimo
maximo)
Hemoglobina 6,4 (5,3 - 8 (7,1-8,9) 10,8 (9,3 - 57(4-64) 0,00
glicosilada % 7) 15,3)
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maximo) |

* Grupo A: sin diabetes. Grupo B: HbA1c menos o igual a 7%. Grupo C: HbA1c de 7,1 a 9%. Grupo D:
HbA1c mayor a 9%.
“Valor de p por prueba de Kruskal Wallis

12.3. Primer grupo de experimentos sin EDTA

12.3.1. Conidiacién y gemacién

La conidiacién del primer duplicado de experimentos se muestra en la figura 1. Se
puede observar como el nimero de conidias disminuyé subitamente desde la tercera
hora hasta ser muy escaso a la hora 24 para todos los grupos con conteo menor a 25
conidias por mm3. Este patron fue observado en todos los grupos aunque existieron
diferencias significativas en el conteo basal (momento de la inoculacién) teniendo mayor
contaje de conidias el grupo D en relacion al C y B y estos en relacién al A. No se
observaron diferencias en la hora 3 y 6 del conteo de conidias intergrupo pero si en la
hora 12 en la cual el grupo A tuvo mayor numero de conidias en relacion a B y este en
relacion al C y D. Esta diferencia numérica se mantuvo hasta la hora 24. Observamos
que la disminucion del conteo de conidias es inversamente proporcional al incremento
de porcentaje de gemacion, es decir el contaje de conidias disminuye a medida que

estas se trasnforman en conidias gemantes.

Figura 1. Conidias en numero por mma3 en relacion al tiempo en horas para el grupo 1

de las observaciones pareadas.
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* Valor de p por prueba de Kruskal Wallis.
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* Grupo A: sin diabetes. Grupo B: HbA1c menos o igual a 7%. Grupo C: HbA1c de 7,1 a 9%. Grupo D:
HbA1c mayor a 9%.
“Valor de p por prueba de Kruskal Wallis

Todos los grupos iniciaron su gemacion a partir de la hora 3 con porcentajes que no
sobrepasaron el 35% e incrementaron progresivamente a la hora 6 y 12 en el grupo A
alcanzando un porcentaje de gemacion de hasta 68% (Figura 2). A partir de la hora 6 la
gemacion decrece como se observa en la grafica hasta la hora 12 para todos los grupos
excepto el grupo A el cual tarda en decrecer hasta la hora 24 observandose una cursa
de evolucion retrasada en tiempo de la evolucién observada en los grupos restantes (B,
C y D). El porcentaje de decremento de hifas fue inversamente proporcional a la
presencia de hifas, es decir disminuye el porcentaje de conidias en gemacion
observadas porque estas se han transformado en hifas. Se observaron diferencias
significativas entre los grupos en la gemacion desde la hora 6, cuando se nota un
porcentaje mayor de gemacion para el grupo A (por lo tanto menos hifas) y un menor
porcentaje para los grupos restantes siendo mas notoria esta diferencia a la hora 12y a
la hora 24 sucesivamente, manteniendo mayor porcentaje de gemacién el grupo A en

relacion al B, este en relacioén al C y este en relacion al D (p=0,00 y p=0,01).

Figura 2. Porcentaje de gemacion del total de numero de conidias observadas en

relacion al tiempo en horas para el grupo 1 de observaciones pareadas.
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Los experimentos pareados realizados se muestran en las figuras 3 y 4. De forma
similar a sus primeros pares las conidias disminuyen subitamente desde la tercera hora
hasta observarse escaso numero de conidias a la hora 24 (Figura 3). En este caso no
existieron diferencias para el conteo basal y se mantuvieron las diferencias intergrupo
observadas en el numero de conidias en la hora 12 y en la hora 24 cuando se observd
mayor numero en el grupo A en relacion al B y este en relacion al C y D sucesivamente

y acorde al incremento de gemacion.

De igual forma la gemacion en este grupo pareado se observé a partir de la hora 3 con
ascenso hasta la hora 6 luego de lo cual decrece siendo notoria en la hora 12 para todos
los grupos excepto para el grupo A que en relacién al tiempo parece tener retraso en la
evolucion de la curva que grafica la gemacion de los grupos restantes (Figura 4).
También se observaron diferencias significativas intergrupo en la gemacién a la hora 6,
12 y 24 cuando se observa un porcentaje de gemacion mayor para el grupo A y menor
para los grupos restantes B, C y D de forma sucesiva. Es decir en el grupo A se
observan conidias en gemacion en mayor porcentaje y decae en los restantes

sucesivamente ya que estas se han transformado en hifas.

Figura 3. Conidias en nimero por mma3 en relacion al tiempo en horas para el grupo 2

de las observaciones pareadas.
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Figura 4. Porcentaje de gemacion del total de numero de conidias observadas en

relacidn al tiempo en horas para el grupo 2 de observaciones pareadas.
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12.3.2. Filamentacion

La figura 5 muestra la filamentacion del primer grupo pareado en la que se puede

observar ausencia de hifas hasta la hora 3. A partir de esta momento se observaron

hifas en todas las evaluaciones con notorio incremento en el tiempo para todos los

grupos. Se observaron diferencias significativas entre los grupos en la hora 6 entre el

grupo A que no presento filamentacion versus los grupos B, C y D. Estas observaciones

son concordantes con lo descrito en el proceso de gemacién que muestra mayor

porcentaje para el grupo A lo que indica menor formacién de hifas en este grupo. En la

hora 24 la diferencia fue observada con el grupo B que presenté menos filamentacion en

relacion a los grupos A, Cy D.

Figura 5. Filamentacion observada en escala objetiva (en cruces) en relacién al tiempo

en horas para el grupo 1 de observaciones pareadas.
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En la figura 6 correspondiente al segundo grupo pareado se observan las mismas
caracteristicas de filamentacion descritos para el primer grupo. A diferencia de su grupo
par a la hora 24 se observé mayor cantidad de hifas en el grupo C en comparacion con
el grupo A, B y D. Cabe recalcar que en comparacion a la gemacién se conservaron las
mismas relaciones inversas. En general los dos grupos pareados mostraron progresiva y
mayor filamentacion de acuerdo a su ascenso en descontrol glicémico teniendo como

marcador la hemoglobina glicosilada.

Figura 6. Filamentacion observada en escala objetiva (en cruces) en relacion al tiempo

en horas para el grupo 2 de observaciones pareadas.
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12.3.3. Dinamica entre numero de conidias, gemacion y filamentaciéon

La dinamica entre numero de conidias, gemacion y filamentacion de R. oryzae en
sangre para el grupo uno de las observaciones pareadas se muestra en medianas en la
grafica 7. El experimento inicia con determinado numero de conidias, cero porcentaje de
gemacion y ausencia de hifas. A la hora tres se observa un namero relativamente igual
de conidias algunas de ellas ya en gemacion sin embargo aun sin presencia de hifas. A
la hora 6, se observa, un decremento del conteo de conidias a expensas de incremento
de la gemacion y de transformacién de estas a hifas. A la hora doce el porcentaje de
conidias decrece junto con el porcentaje de gemacién ya que el numero de hifas se
mantiene en incremento y esta misma relacion mas notoria se observa a la hora 24 en la
que predominan las hifas por lo que ya se observan pocas conidias y poca gemacion.
Este fue el proceso observado en general con las diferencias ya sefialadas en ambas
observaciones en relacion al tiempo con retraso de filamentacién en los grupos A, B, C y
de forma sucesiva. En las fotos 4, 5, 6 y 7 se muestra la dinamica de desarrollo de los

grupos observada por microscopia.

Figura 7. Dinamica entre conidiacion, gemacién y filamentacién para las observaciones

pareadas en relacion al tiempo de observacion.
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12.3.4. Crecimiento en placa SDA

Las medianas de las observaciones de crecimiento en placa SDA se muestran para los
grupos pareados en las figuras 8 y 9. Se observo progresivo crecimiento desde la hora 3
con excepcion del grupo A el cual no tuvo desarrollo hasta después de la hora tres con

diferencia significativa respecto a los grupos restantes. Para las observaciones a la hora
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6 y 12 no existieron diferencias y, a la hora 24 el crecimiento fue completo en placa SDA

(85mm). Esto evidencia un retraso de crecimiento en placa agar a la hora 3 en el grupo

de pacientes sin diabetes mellitus que posteriormente iguala a los grupos restantes.

Figura 8. Crecimiento en milimetros en placa SDA evaluada en relacién al tiempo del

primer grupo de observaciones pareadas.
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Figura 9. Crecimiento en milimetros en placa SDA evaluada en relacion al tiempo del

segundo grupo de observaciones pareadas.
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12.4. Comparacion entre grupo de diabéticos y no diabéticos

12.4.1. Conidiacién y gemacién

Las diferencias observadas en los experimentos realizados entre los grupos de
pacientes con y sin diabetes mellitus se muestran en las figuras 10 y 11. Hubo una
diferencia significativa en el contaje inicial de conidiacion estando a favor el numero de
conidias para el grupo de pacientes diabéticos. De acuerdo a la dinamica esperada se
observa un ligero incremento las primeras horas de incubacion y cae a partir de la sexta
hora siendo mayor para el grupo de pacientes diabéticos de forma similar a lo que se
observa a la hora doce. A las 24 horas sin embargo estas diferencias desaparecen entre
los grupos con un total de conidiaciéon en los dos grupos que no sobrepasa las 30
conidias/mm.

Figura 10. Conidias en numero por mma3 en relacién al tiempo en horas para los grupos

de pacientes con y sin diabetes mellitus.
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La gemacion para los dos grupos fue observada a partir de la hora 3 y durante las 24
horas de observacion. Increment6é hasta la hora 6 para los dos grupos aunque con
diferencias significativas, observandose menor gemacién para el grupo de pacientes
diabéticos. A medida que incrementaba la gemacién disminuia de forma inversamente
proporcional el contaje de conidias de tal manera que, a la hora doce, la gemacion

decayé de forma importante para el grupo de pacientes diabéticos. El grupo de
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pacientes no diabéticos parece tener el mismo decremento pero a partir de la hora 24

existiendo un retraso de la curva esperada en relacion al grupo de pacientes diabéticos.

Figura 11. Porcentaje de gemacion del total de niumero de conidias observadas en

relacién al tiempo en horas para los grupos de pacientes con y sin diabetes mellitus.
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12.4.2. Filamentacion

Figura 12. Filamentacion observada en escala objetiva (en cruces) en relacién al tiempo

en horas para los grupos de pacientes con y sin diabetes mellitus.
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Tanto en los grupos de pacientes diabéticos y no diabéticos se observé filamentacion,
sin embargo como se muestra en la grafica 12, hay un retraso en la formacion de hifas
en el grupo de pacientes no diabéticos de 6 horas ya que se observa filamentacién en
este grupo solo a partir de la hora 12. Este fendbmeno se presenta de forma similar al
retraso de la curva de porcentaje de gemacion y el decremento de la curva del numero
de conidias para los pacientes no diabéticos (figura 10 y 11) por lo tanto, el nimero de
conidias decrece mientras incrementa la gemacioén y estas a su vez disminuyen cuando
se presenta filamentacién en la muestra, un proceso que se ve acelerado en sangre de

pacientes diabéticos en relacién a pacientes no diabéticos.

12.4.3. Crecimiento en placa SDA

Figura 13. Crecimiento en milimetros en placa SDA evaluada en relacién al tiempo para

los grupos de pacientes con y sin diabetes mellitus.
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Al comparar el crecimiento en placa SDA se observd una importante diferencia entre los
grupos desde la tercera hora. Hay crecimiento rapido en el grupo de pacientes
diabéticos en relacién a los no diabéticos alcanzando crecimiento completo en placa
SDA a partir de la hora doce lo que ocurrio en los pacientes sin diabetes pero solo hasta
la hora 24. Las diferencias se muestran con su valor estadistico en el grafico 13.

Los ensayos de crecimiento realizados en duplicado se muestran en la figura 14 y 15. A

diferencia de los experimentos pares al comparar los pacientes con y sin diabetes el
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contaje de conidias basal no tuvo diferencias entre los dos grupos (p=0,05). Se
observaron diferencias en la conidiacién a la hora 12 (p=0,00) y 24 (p=0,00) momentos
en los cuales el grupo de pacientes diabéticos tuvo menor nimero de conidias. Se
mantuvieron las diferencias observadas en la gemacién con el retraso de la curva
descrito para los pacientes sin diabetes y la gemacién incrementada con aumento de
hifas en el grupo de pacientes con diabetes mellitus. En este caso hubo diferencias
significativas para gemacion y filamentacion a partir de la hora doce (p=0,00). De igual
forma se observaron diferencias significativas a la tercera hora de crecimiento en placa
SDA mostrando crecimiento mayor el grupo de pacientes con diabetes a diferencia de
su grupo control (p=0,01). Para las siguientes mediciones en el tiempo los experimentos

sin diabetes igualaron a los ensayos con sangre de pacientes diabéticos.

Figura 14. Conidiacién, gemacion, filamentacion y crecimiento el placa SDA para el

grupo de pacientes con diabetes mellitus segundo grupo pareado.
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Figura 15. Conidiacion, gemacion, filamentacion y crecimiento el placa SDA para el

grupo de pacientes sin diabetes mellitus segundo grupo pareado.
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Se realizaron analisis para conidiacion, gemacion y filamentacion para los grupos con
uso de estatinas, obesidad e hipertension sin encontrar diferencias en el desarrollo de R.

oryzae.

12.5. Experimentos con EDTA

12.5.1. Conidiacion y gemacion

En los experimentos realizados con EDTA se observdé que el numero de conidias
continud relativamente estable en todos los grupos desde su conteo basal hasta la hora
seis y declinan ligeramente a la hora doce. (Figura 16). No hubo diferencias entre los
cuatro grupos para ninguna observacion en el tiempo, excepto, en el nimero de conidias
a la hora 24 de incubacion en la que se puede observar tendencia a incremento de las

mismas en todos los grupos siendo mas notoria para el grupo D.

Figura 16. Conidias en numero por mm3 en relacion al tiempo en horas para el grupo de

pacientes sin EDTA.
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Se observé conidias gemando a partir de la hora 3 en ascenso hasta la hora 12 a partir
de la cual la curva de gemacion se mantiene (Figura 17). Este incremento de gemacion
coincide con el ligero decremento de conidias observadas a la hora 12. Para todas las

observaciones con EDTA no hubo diferencias estadisticas y la gemacion no sobrepaso

el porcentaje de 9,3% observado en el grupo B.

Figura 17. Porcentaje de gemacion en relacion a las conidias observadas en relacion al

tiempo en horas para el grupo de pacientes sin EDTA.
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12.5.2. Filamentacion

No se observo filamentacion en ningun experimento realizado con EDTA a ninguna hora

observada hasta la hora 24.

12.5.3. Dinamica entre numero de conidias, gemacion y filamentaciéon

La dinamica del desarrollo de R. oryzae en sangre con EDTA se muestra en la figura 18.
La conidiacion se mantiene relativamente estable en el tiempo y en el Unico momento
que decae ligeramente se sustituye por un incremento de gemacion. Sin embargo la
gemacion es minima y no permite que se desarrollen hifas por lo que no son observadas
en ningun momento del experimento hasta la hora 24. La foto 8 muestra la dinamica de

observaciones para el grupo con EDTA.

Figura 18. Dinamica entre conidiacién, gemacion y filamentacion para las observaciones

realizadas con EDTA en relacion al tiempo de observacion.
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12.5.4. Crecimiento en placa SDA

Para los experimentos realizados con EDTA se observé ausencia de crecimiento de
todas las placas hasta la hora 12 y desarrollo en las mismas a la hora 24 con valores
minimos y maximos de 0 a 72 mm, sin alcanzar el 100% de la placa (85mm) (Figura 19).
Tres placas SDA no mostraron desarrollo a la hora 24, una correspondiente a un

paciente en el grupo B y dos correspondientes al grupo D. Estas placas fueron
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observadas a las 48 horas cuando las tres tuvieron desarrollo completo en la placa SDA.

No hubo diferencias en el desarrollo a la hora 24 para los diferentes grupos.

Figura 19. Crecimiento en milimetros en placa SDA evaluada en relacién al tiempo del

grupo de observaciones realizadas con EDTA.
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12.6. Comparacion entre el grupos de experimentos realizados con EDTA y sin
EDTA

12.6.1. Dinamica entre numero de conidias, gemacion y filamentacion

Para esta comparacion se tomo el total de pacientes en los cuales se realizaron dos
ensayos uno con EDTA y otro sin EDTA. Las caracteristicas descriptivas de los grupos
en cuanto a conidiacion, gemacion filamentacion y crecimiento en placa SDA se
muestran en la tabla 3.

Tabla. 3. Medianas de conidias, porcentaje de gemacién, filamentacién y crecimiento en

milimetros en placa SDA para los grupos de ensayos realizados con y sin EDTA.

Conidias Gemacioén Filamentacion SDA
Namero/mm3 % (Cruces) Milimetros
EDTA EDTA EDTA EDTA
Si [ No | p* Si [No|[ p* [Si| No | p* | Si [No| p*
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Basal | 268 [292 | 0,52 | 0 0 099 [0 |0 1 0 0 1
3h 292 312 | 0,77 |19 30,2 0,00 /0 |0 1 0 2 0,00
6h | 262 155 10,00 | 4,8 379|000 |0 |+ 0,00 |0 9 0,00
12h | 227 (32 [0,00 |6,5 66 |035 |0 |++ 0,00 |0 34 10,00
24h | 254 |20 ]0,00 [6,3 12,6 10,47 |0 |+++ 10,00 |44 |85 ]0,00

* Valor de p por prueba de U de Mann Whitney.

Se puede ver en la tabla decremento del nimero de conidias de acuerdo al avance del
tiempo y a partir de la hora seis mientras incrementa la gemacion en el grupo sin EDTA
durante las primeras 6 horas para luego dar paso al incremento de hifas
progresivamente durante la hora doce y 24. Se observan diferencias importantes en el
numero de conidias desde la hora seis entre los grupos, estas se mantienen constantes
en el grupo con EDTA, de igual forma que en la gemacion que tiene un ligero
incremento desde la hora tres sin sobrepasar un porcentaje de gemacion de 6,5%
comparado con la gemacién de los ensayos sin EDTA que tuvieron gemacién de hasta
37,9%. No se observaron hifas en ningun experimento realizado con EDTA durante las
24 horas observadas por lo tanto el EDTA actué como inhibidor de la gemaciéon y

filamentacion.

En la valoracion de placa SDA se observo un claro retraso de desarrollo de R. oryzae el
cual se observo a partir de las 24 horas sin embargo los ensayos realizados sin EDTA

presentaron crecimiento progresivo desde la hora 3 (tabla 3 y figura 23).

12.6.2. Conidiaciéon, gemacion y filamentacion

Las figuras 20, 21 y 22 muestran un comparativo de la conidiacion, gemacion y
filamentacion de los dos grupos. Se puede observar como el EDTA inhibe la gemacion y
filamentacion en todos los experimentos mientras que R. oryzae se desarrolla en sangre
sin EDTA como en la dinamica observada previamente, las conidias decrecen desde la
hora tres de forma importante a la hora 6, 12 y 24 horas con reemplazadas conidias
gemantes desde la hora tres alcanzando altos porcentajes los mismos que decaen solo

cuando estas son reemplazadas por hifas (tabla 3).

Figura 20. Conidias en numero por mm3 en relaciéon al tiempo en horas para los

ensayos realizados con y sin EDTA.
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Figura 21. Porcentaje de gemacion del total de numero de conidias observadas en

relacién al tiempo en horas para los ensayos realizados con y sin EDTA.
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En el comparativo de filamentacién se observa ausencia total de hifas durante las 24

horas del experimento en la sangre incubada con R. oryzae y EDTA (Grafico 22).

Figura 22. Filamentacion observada en escala objetiva (en cruces) en relacion al tiempo

en horas para los ensayos realizados con y sin EDTA.
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12.6.3. Crecimiento en placa SDA

Figura 23. Crecimiento en milimetros en placa SDA evaluada en relacién al tiempo en

horas para los ensayos realizados con y sin EDTA.

90
—Sin EDTA EDTA ,

80

7 /
60 *0,00 /
50

40 //

30

20 /

P /

Basal 3h 6h 12h 24h

Milimetros

* Valor de p por prueba de U de Mann Whitney.

12.7. Correlacion entre los experimentos pareados

Las correlaciones para los experimentos pareados se muestran en la tabla 4. La
correlacion de las observaciones pareadas fue escasa para las observaciones basales.
La mayoria de las evaluaciones pareadas en la hora 6 y 12 tuvieron una correlacién

adecuada. A la hora 24 tanto la conidiacion como la gemacion tuvieron baja correlacion
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entre las observaciones pareadas. Cabe recalcar que el contaje de conidias y la
gemacion a las 24 horas fueron escasos e irregulares en todas las observaciones por el

desarrollo a hifas de estas estructuras.

Estas variaciones de correlacion denotan la complejidad de la evaluacion de los ensayos
en cuanto al contaje de conidias asi como el de gemacién en relacion a las
observaciones realizadas en filamentacion y medicién de milimetros en placa SDA. Es
importante sefialar que, de forma independiente a la correlacion estadistica y como se
ha observado en las curvas de analisis de los ensayos pareados realizados sin EDTA,
los experimentos han sido reproducibles mostrando los dos grupos las similitudes

comentadas.

Tabla 4. Correlacion de Spearman de las observaciones de los experimentos en

duplicado.

Correlacién de Basal 3 horas 6 horas 12 horas 24 horas
Spearman

(Significancia p)

Conidiacion/mm3 | 0,3 (0,003)* | 0,4 (0,00) | 0,74 (0,00) | 0,59 (0,00) | 0,39 (0,00)
Gemacion tasa 0,31(0,002) | 0,74 (0,00) | 0,69 (0,00) | 0,64 (0,00) | 0,36 (0,00)
Hifas - - 0,84 (0,00) | 0,55 (0,00) | ¢?
Crecimiento mm | - - 0,75 (0,00) | 0,79 (0,00) | ¢?

*Valor de p por prueba de Kruskal Wallis.
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13. DISCUSION

Nuestros hallazgos muestran inhibicion completa de la filamentacion de R. oryzae y
menor gemacion y crecimiento en placa SDA en muestras de sangre con EDTA de
pacientes sanos y con diabetes mellitus comparadas con muestras de sangre sin EDTA.
Del grupo de muestras evaluadas sin EDTA se observé que la gemacion y filamentacion
fue mayor en los grupos de pacientes diabéticos con descontrol glicémico (HbA1c >9%)
comparados con los pacientes diabéticos controlados (HbA1c <7%) y los no diabéticos.
En sangre de pacientes diabéticos R. oryzae filamenta mas rapido que en no diabéticos

sin embargo este fendmeno fue por completo inhibido al afadir EDTA.

Este hallazgo es congruente con otras observaciones de inhibicién del EDTA solo y en
sinergia frente a otros agentes filamentosos. Por ejemplo en relacion a Aspergillus spp.,
Ruhil y colaboradores evaluaron la actividad del EDTA en combinacién con anfotericina
B y nistatina en 8 aislados de aspergillus. Observaron una actividad sinérgica de los dos
antifungicos en combinacion con este quelante sin incremento de la actividad citotoxica

evaluada en una suspension de eritrocitos (15).

De igual forma se ha reportado la habilidad del EDTA para inhibir la producciéon de
biofilm en todas sus fases desarrollo producido por Cryptococcus neoformans reportado
en las derivaciones auriculoventriculares de pacientes con afeccion crénica del sistema
nervioso central al reducir la tasa de secrecion de vesiculas que contienen el principal

factor de virulencia: el polisacarido capsular (16).

Oftros estudios reportan el efecto aditivo del EDTA en la inhibicién de especies de
candida glabrata mas hepcidina 20 un péptido catiénico humano que ejerce actividad
fungicida en un buffer de fosfato de sodio. Para esto se investigo la actividad fungicida
del péptido en un modelo de simulacion de fluido vaginal y en fluido vaginal humano. El
EDTA fue usado para quelar cationes que pudiesen ser la causa de la inhibicién, sin
embargo se observo que concentraciones de 1 mM de EDTA potenciaba la actividad del

péptido de forma significativa (17).

Raad y colaboradores evaluaron la actividad del EDTA en combinacion con anfotericina
B liposomal en un modelo in vitro de biofilm de candida spp., con base en previos
analisis que demostraron que el afadir 30 mg/ml de EDTA a una solucion
antimicrobiana para catéteres tiene actividad sinérgica para erradicar staphylococcus y

candida spp., en biofilms (18, 19). Luego de usar EDTA solo, antotericina liposomal y
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EDTA mas anfotericina liposomal dentro de 6 horas de efecto sobre discos de silicon
incubados previamente con un inoculo de 1 ml a concentracién de 5 x 10° UFC con
plasma 24 horas a 37% se observé sinergia entre EDTA con anfotericna B liposomal
observandose desarrollo de un numero menor de UFC y cantidad de biofilm que los

controles de forma significativa para dos especies de candidas: albicans y parapsilosis.

El EDTA ha sido usado con seguridad como terapia local en oftalmologia como
preservante y potenciador de actividad antibacteriana (11) y para el tratamiento de
heridas (12). En este contexto cabe hipotetizar que podria ser un importante

coadyuvante en terapia local sinérgica en pacientes con mucormicosis.

Dentro de las limitaciones del estudio mencionamos la imposibilidad de transpolar
resultados a aplicacion clinica. Este estudio fue realizado en un solo centro en grupos no
pareados por edad ni sexo. Si bien se excluyeron pacientes sin factores de riesgo para
micosis profundas dentro del grupo de pacientes sanos comparativo, este tuvo algunos
pacientes con patologias establecidas. Las limitaciones incluyen también la posible

variacién dependiente del observador en la valoracion de las muestras.
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14. CONCLUSIONES

R. oryzae tiene mayor crecimiento en pacientes con diabetes mellitus y este crecimiento,
observado en conidiacion, gemacién y filamentacion es directamente proporcional al
estado de descompensacion glicémico. En todos estos casos el EDTA inhibié por
completo la filamentacion y produjo un retraso en la gemacién y desarrollo en placa SDA
de R. oryzae de modo que proponemos realizar estudios que pudieran corroborar su

potencial accién como coadyuvante en el tratamiento de mucormicosis.
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