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“Soy de las que piensan que la ciencia tiene una gran belleza. Un cientifico
en su laboratorio no es solo un técnico, también es un nifo colocado ante

fenémenos naturales que lo impresionan como un cuento de hadas”.

Marie Curie
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La aspergilosis es una micosis de animales y seres humanos, causada por hongos
oportunistas del género Aspergillus, en especial, Aspergillus fumigatus
(A.fumigatus), Aspergillus niger y Aspergillus flavus, los cuales son causantes del
95% de dichas infecciones.

Estas especies pueden producir enfermedad alérgica o invasiva, aspergiloma,
diseminarse al sistema nervioso central (SNC) u otros 6rganos, o localizarse en
otomicosis, onicomicosis, queratits y micetoma. En pacientes con

inmunodeficiencia, la infeccidon generalmente es sistémica y mortal (1).

La aspergilosis es una enfermedad cosmopolita que se ha reportado en
practicamente todas las partes del mundo. Se considera la segunda micosis

oportunista mundial, solo después de la candidosis (2).

La aspergilosis se presenta en igual proporcion en ambos sexos; se ha visto en
todas las edades, pero la frecuencia en cada grupo etario puede variar de acuerdo
con la forma clinica. La ocupacion, también, desempefia una funcion especifica en
la adquisicion de la enfermedad; por ejemplo, las personas que manejan granos
(maiz, centeno, trigo, alimentos de aves, etc.) estan sujetas a inhalar grandes
cantidades de esporas o conidios, ya que las especies de Aspergillus se

encuentran en estos productos (2).
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2.1 Aspergillus spp.

Aspergillus es un hongo filamentoso, hialino, saprofito, perteneciente al reino
Fungi, dominio Eurotiomycetes, orden Eurotiales, familia Trichocomaceae, filo
Ascomycota, género Aspergillus.

Aspergillus crece en cualquier tipo de sustrato, especialmente en suelos y materia
en descomposicion, y es un contaminante habitual de los conductos de
climatizacién-ventilacion. Se caracteriza por formar hifas hialinas septadas y
puede tener reproduccion sexual (teleomorfa) con formacion de ascosporas en el
interior de ascas; y asexual (anamorfa), con formacion de conidios. Las diferentes
especies se diferencian en tamafo, tasa de crecimiento, textura y color de la
colonia (3).

Actualmente, el género Aspergillus incluye 379 especies reconocidas que
pertenecen a 26 secciones. Mas de 50 especies ya han sido reportadas en
muestras de humanos (4). Las especies mas comunes en infeccibn en humanos
son A.fumigatus, A.flavus, A.niger, A.terreus, A.versicolor, A.nidulans, A.glaucus,
A.clavatus, A.cervinus, A.candidus, A.flavipes y A.ustus. Estas especies se
diferencian por sus caracteristicas como tamafo y cabezas conidiales, morfologia
de los conidiéforos, fialides y métulas (5). Hasta hace poco, la identificacion se
basaba unicamente en las diferencias de las caracteristicas macro Yy
microscopicas.

Las especies oportunistas de Aspergillus son ubicuas, ocupan el primer o segundo
lugar dentro de los hongos contaminantes del ambiente. Muchos brotes
nosocomiales de aspergilosis estdn asociados a obras de construccion y

reconstrucciéon hospitalaria y a ductos contaminados (2).
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2.2 Factores predisponentes de infecciones por Aspergillus:

La mayoria de las veces la aspergilosis esta ligada a diversos factores, entre los
que sobresalen, desnutricién, tuberculosis, absceso hepatico amebiano,
alcoholismo cronico, carcinomas pulmonares, pacientes inmunocomprometidos
por linfomas, leucemia, trasplante de 6rganos, VIH-SIDA y corticoterapia. A pesar
del aumento del nimero de casos de VIH-SIDA, pocos se asocian con cuadros de
aspergilosis, y cuando lo hacen, se presentan en forma diseminada. La escasa
cantidad de casos en estos pacientes, se ha explicado porque la aspergilosis se
produce en pacientes con neutropenia y no con linfopenia (2). De tal manera que
las infecciones por Aspergillus estan ocurriendo con mayor frecuencia en
pacientes receptores de trasplantes y en pacientes con canceres hematoldgicos.
El nimero de pacientes sometidos a trasplante ha aumentado exponencialmente
en los dltimos afos, se estima que anualmente se realizan 15,000 alotrasplantes y
25,000 autotrasplantes de células madre, en todo el mundo. Los receptores de
trasplantes se encuentran entre los subgrupos mas importantes de pacientes
inmunosuprimidos con riesgo de aspergilosis invasiva (Al). Estas infecciones se
han reportado en 2 a 26% de los receptores de trasplante de células madre
hematopoyéticas, y en 1 a 15% de los receptores de trasplantes de 6rganos en
Estados Unidos de Norte América.

La tasa de mortalidad en los receptores de trasplante y Al oscila entre 74 y 92%.
De 9.3 al 16.9% de todas las muertes que ocurren en el primer afo entre
pacientes receptores de trasplantes, se atribuyen a Al en los Estados Unidos de
Norte América. Estas infecciones pueden ocurrir tan temprano como a los 17 dias
después del trasplante solido (6). EI manejo de la Al sigue siendo un desafio, y la
tasa de mortalidad, a pesar del uso de los agentes antifUngicos mas nuevos, sigue
siendo inaceptablemente alta (6).

Entre los factores de riesgo para desarrollar Al en pacientes postrasplantados, se
pueden incluir variables del hospedador (edad, enfermedad subyacente), variables
del trasplante (fuente células madre), complicaciones tardias (enfermedad de
injerto contra hospedero [EICH], aguda y cronica), tratamiento con

1 ——
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corticosteroides, neutropenia secundaria, enfermedad por citomegalovirus (CMV)

e infeccidn por virus respiratorio (7).

2.3 Principales tipos de infecciones ocasionadas por Aspergillus:

Las variedades o formas clinicas son las siguientes:

- Aspergilosis pulmonar.

- Aspergilosis alérgica.

- Saprofitacién pulmonar (aspergiloma).

- Infeccidn pulmonar invasiva.

- Aspergilosis diseminada.

- Aspergilosis cutanea.

- Ulceras necréticas.

- Onicomicosis.

- Micetoma.

- Saprofitacion en pacientes quemados.

- Otomicosis.

- Queratitis micatica (Ulceras corneales).

- Rinosinusitis (bolas fungicas).

- Miscelanea (2).
Dentro de estas patologias, la mas importante es la aspergilosis invasiva; se
presenta en especial en pacientes severamente inmunosuprimidos por leucemia,
linfomas, corticoterapia y trasplante de organos. Con menos frecuencia, la
aspergilosis invasiva ocurre en personas con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, cuidados intensivos médicos, trastornos autoinmunes (como el lupus
eritematoso sistémico), cirrosis hepatica, quemaduras graves. Sin embargo, como
algunas de estas enfermedades son mas frecuentes que el cancer hematolégico y
los pacientes trasplantados, el nimero de individuos con aspergilosis invasiva es
mucho mayor. El diagndéstico precoz y el tratamiento rapido, a menudo son
exitosos, sin embargo, desafortunadamente el diagnéstico es tardio y los

pacientes pueden morir. El estado de la enfermedad subyacente es importante en
I ——
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la recuperacion, ya que la inmunodeficiencia continua es problematica. Sin
tratamiento, la tasa de mortalidad supera el 99%. Los mejores resultados son en
pacientes con leucemia (30%), pero los resultados son peores en otras neoplasias
malignas e inmunodeficiencias sanguineas. De forma global, se reporta que mas
de 30 millones de personas corren el riesgo de aspergilosis invasiva cada afio
debido al uso de corticosteroides u otras terapias, y mas de 300,000 pacientes lo
desarrollan anualmente. La aspergilosis invasiva es responsable de 100,000
muertes cada afio, mientras que la aspergilosis pulmonar cobra la vida de 450,000
personas en el mismo lapso (8).

Es una entidad subdiagnosticada, y se calcula que, en cerca del 30% de los casos
no se confirma. El cuadro se inicia por la aspiracion constante de los conidios;
después se forman lesiones pulmonares cronicas. La sintomatologia es muy
marcada, con tos constante, expectoracion mucopurulenta, hemoptisis, fiebre
moderada, disnea, astenia y adinamia. Si el proceso avanza, se genera trombosis
de los vasos y necrosis localizada; por lo tanto, la infeccion se llega a diseminar
hacia diversos organos como bazo, corazon, higado, rifidn, intestino y sistema
nervioso central (SNC) (2).

La infeccion se produce principalmente por medio de las esporas o conidios que
se encuentran presentes en el ambiente en forma de bioaerosoles y penetran al
organismo por via respiratoria. También es posible la infeccién por contaminacion
de heridas o mucosas. Aspergillus es responsable de enfermedades nosocomiales

y no se produce transmision de persona a persona (3).

2.4 Métodos para el diagnostico de aspergilosis

2.4.1 Métodos convencionales

El abordaje puede ser desde la busqueda de estructuras fungicas mediante

observaciones en fresco o tinciones de las muestras clinicas.
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La observacion de las estructuras micoticas (como hifas y conidios) directamente
en las muestras de los pacientes, asi como, el aislamiento del hongo por cultivo
contindia siendo el estandar de referencia en el diagndstico micoldgico, a pesar de
su limitada sensibilidad y especificidad. El diagndstico micol6gico por medios
convencionales, no es facil, ya que depende del hospedero, la calidad de la
muestra, el microorganismo y la experiencia de quien hace el diagnéstico (9).

Se puede realizar una evaluaciébn microscépica directa de muestras biolégicas,
esta permite la observacion de estructuras micoticas que sugieren una infeccion.
Las preparaciones directas en fresco, se realizan en un portaobjetos mediante la
mezcla de una pequefa cantidad de muestra con hidroxido de potasio al 10%,
aunque se requiere de mucha experiencia por parte del observador para llevar a
cabo una evaluacion confiable.

También se utilizan tinciones como la de tinta china, metenamina de plata y
Giemsa. El rendimiento de estas técnicas es variable y depende de la
concentracion de los elementos fungicos en la muestra, pudiéndose obtener un
aumento de la sensibilidad utilizando fluorocromos y anticuerpos. Principales
limitaciones de las técnicas microscopicas es su baja sensibilidad, su incapacidad
para identificar el hongo a nivel de especie y la imposibilidad de realizar estudios
de susceptibilidad a los antifungicos (10).

En una observacidon microscopica, las hifas se encuentran como estructuras
alargadas, ramificadas o no ramificadas, con presencia de abundantes septos
(septadas) o con septos esporadicos (no septadas), hialinas o dematiaceas
(oscuras), segun el tipo de hongo. Por ejemplo, la observacion de hifas septadas,
delgadas con ramificaciones dicotdmicas en angulo de 45° sugiere una infeccion

por Aspergillus spp (9).

2.4.2 Pruebas seroldgicas

La prueba del galactomanano y el -D-3-glucano permiten la deteccion tanto de

antigenos fungicos, como de anticuerpos producidos en respuesta a la infeccion.
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La deteccion de antigenos fungicos puede permitir un diagnéstico temprano de las
micosis invasivas, ya que no requiere de la induccion de la respuesta inmune,
ademds que la deteccion no se ve influenciada por el estado inmunolégico del
paciente.(10)

Deteccién de antigeno de galactomanano (GM).

El galactomanano es un polisacarido constituyente de la pared celular de algunos
hongos y que se libera durante el crecimiento de las hifas, es el método
diagnéstico usado con mayor frecuencia (11). En una revisidn sistematica y un
metanalisis reciente se involucraban 783 pacientes con neoplasias hematologicas
para estimar la precisiéon general del GM en liquido de lavado broncoalveolar
(LBA) para el diagndstico de Al, se estim6 una sensibilidad y especificidad para Al
probada/probable del 82% y 92%. Una limitante del GM es que la sensibilidad de
la prueba es variable, dependiendo del huésped (40-90%) y del punto de corte
empleado para la interpretacion de la prueba (60% a 93%) (11, 12).

Se ha observado que la prueba puede presentar resultados falsos positivos debido
a reactividad cruzada. En adultos se ha observado una tasa del 2.5% de
resultados falsos positivos, mientras que en pacientes pediatricos es
aproximadamente del 10%, observandose las tasas mas altas en neonatos (83%),
aunque el numero de estudios realizados en este grupo de pacientes es muy
limitado (13-15).

De igual forma se han informado casos de reactividad en suero de pacientes que
reciben tratamiento con antibidticos R-lactamicos. Se ha demostrado que la
piperacilina/tazobactam, la amoxicilina/acido clavulanico, la ampicilina y la
fetoximetilpenicilina comiunmente pueden dar resultados falsos positivos en la
prueba de Platelia Aspergillus (16-22).

Sin lugar a dudas, el cultivo de la muestra, es el método estandar para el
diagndstico de aspergilosis, ya que, una vez aislado el hongo, puede realizarse la
identificacion a nivel de especie, asi como, los estudios de sensibilidad in vitro a
los antifungicos (10).

Tradicionalmente, la identificacién del hongo se realiza mediante la determinacion

de las caracteristicas macroscoépicas de las colonias en el cultivo (color en el
I ——
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anverso y reverso, forma y textura), y microscopica, la cual se obtiene al realizar
una impronta del cultivo, que posteriormente se somete a la tincion de azul de
lactofenol, para evidenciar las estructuras fungicas y poder hacer un
reconocimiento a nivel de género o incluso a especie (9). Sin embargo, la
identificacion basada en la morfologia macro y microscopica, en algunas
ocasiones, presenta un importante grado de dificultad dado que muchas veces es
practicamente imposible diferenciar entre especies cercanas, lo cual es importante
ya que existen especies cripticas que son intrinsecamente resistentes a los

antifingicos mas comunmente utilizados.

2.4.3 Identificacion molecular

Recientemente, se han logrado avances importantes en la identificacion molecular
de muchos de los hongos de importancia médica (23). Por un lado, la utilidad de
equipos como el MALDI-TOF (del inglées Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization- Time-of-Flight) para la identificacion de hongos de
importancia clinica sigue siendo un reto, dado que las bibliotecas disponibles en
estos equipos no cuentan con el nUmero de espectros necesarios para lograr una
identificacion correcta a nivel de especie en muchos aislados (9).

Recientemente, Imbert S. et al. 2019 (24), se analizaron 5108 aislados de
Aspergillus spp. mediante MALDI-TOF de Bruker y la biblioteca gratuita en linea

MSI (https://biological-mass-spectrometry-identification.com/msi/welcome). Esta

biblioteca cuenta con espectros de 1913 cepas de levaduras y hongos
filamentosos procedentes de 28 paises. En este estudio el 99.6% de los aislados
fueron correctamente identificados a nivel de seccion, sin embargo, la
identificacion a nivel de especie se logro solo en un 66.1%. Los autores concluyen
gue estas deficiencias en la identificacion a nivel de especie pueden deberse a los
recientes cambios en la taxonomia de los hongos. Ademas, algunos de los
aislados utilizados para generar los espectros de referencia se encontraban

errbneamente identificados. Los autores consideran que a pesar del

1 ——
8


https://biological-mass-spectrometry-identification.com/msi/welcome

2.- ANTECeDENTES |ENED

aparentemente bajo porcentaje de identificacion a nivel de especie, la base MSI,
es util debido a que cuenta con mayor numero de espectros que las bases
proporcionadas por el fabricante o comercialmente disponibles. Los hallazgos de
esta investigacion soportan la hipotesis de que la identificacion a nivel de especie
puede mejorar significativamente si se actualiza la base de datos MSI con la
informacién actualmente disponible (24).

Por otro lado, entre las técnicas moleculares méas utilizadas para la identificacion
de hongos, se encuentra la amplificacion de blancos moleculares acoplada a la
secuenciacion. Esto ha permitido la identificacion mas precisa a partir de cultivos,
e incluso a partir de muestras clinicas directamente. Los blancos mas utilizados
con este propésito corresponden a secuencias de genes que codifican para la
actina, calmodulina, R-tubulina, factor de elongacion I-a; y las regiones no
codificantes del ADN ribosomal, ITS1 e ITS2 (del inglés Internal Transcribed
Spacer). Para la identificacion de las especies de Aspergillus, se ha utilizado la
secuenciacion de la region ITS, y de una regidon parcial del gen B-tubulina o
calmodulina, siendo el gen pB-tubulina el que tiene mejor capacidad de

discriminacion entre estas especies (25).

2.5 Tratamiento de las aspergilosis

En general, el tratamiento esta basado en el uso de tres clases de antifungicos

principales.

2.5.1 AZOLES
(fluconazol, Itraconazol, voriconazol, y posaconazol): Son antifiUngicos que existen
desde los 90°s. Actuan a nivel de membrana plasmética (26).

Los azoles se unen a través de su atomo de nitrégeno al grupo Hem del sitio
activo de la lanosterol14 a-desmetilasa. La inhibicion de esta enzima, conduce a la
formacion de esteroles aberrantes, que no complementan la funcion del ergosterol
en la membrana plasmatica, generando un efecto citotéxico y fungistatico (27).

El ergosterol es un componente esencial que garantiza la permeabilidad y la

fluidez de la membrana celular (28).
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A Normal susceptible cell in absence ot azoles B Normal susceptible cell in presence ot azoles
Azole ®
®

® ]

\Sm}';

Lanostero| —————» —» —> ‘ Ergosterol Lanosterol +> —_— m Ergosterol

SOV

Figura 1. A. Célula susceptible en ausencia de azoles. B. Célula susceptible en
presencia de azoles.(27)

2.5.2 EQUINOCANDINAS (caspofungina, micafungina, anidulafungina): Son
antifngicos que existen desde inicios del 2000. Las equinocandinas son
lipopéptidos, que se unen a la 3-1,3-D-glucano sintetasa (Fkslp), responsable de
la sintesis del 3-1,3-D-glucano de la pared celular, ocasionando dafio irreparable
en esta, teniendo asi un efecto fungicida para Candida y fungistatica para
Aspergillus (29). Inicialmente solo se utilizaba la caspofungina, y aunque tiene un
buen efecto sobre las infecciones por hongos filamentosos, no tiene buen alcance
a liquido cefalorraquideo (LCR). La Sociedad Americana de Enfermedades
infecciosas (IDSA) recomienda caspofungina como tratamiento de segunda linea
(rescate) de aspergilosis invasiva (30). Posteriormente, se introdujeron las nuevas
equinocandinas, micafungina y anidulafungina, siendo esta Ultima la mas utilizada

para infecciones por Aspergillus spp (26).

2.5.3 POLIENOS (Anfotericina B): Es un antifungico que existe desde 1956. Se
unen al ergosterol de la membrana de la célula fangica, causando inestabilidad

osmotica y pérdida de la integridad de la misma. La anfotericina B se encuentra en

1 ——
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4 diferentes formulaciones, incluida la anfotericina B desoxicolato, que, por su gran
toxicidad, ha dado lugar al uso de derivados lipidicos como, la anfotericina
liposomal, el complejo lipidico y la dispersion coloidal. Estas formulaciones
generan menor toxicidad y permiten elevar las dosis, sin embargo, el problema es

su elevado costo (5).

ANTIFUNGICOS - EVOLUCION HISTORICA

Anfotericina B

o Fluconazol .
Flucitosina Caspofungina
Il Gt
Albaconazol
| —— i | - | L e
1950 1960 1970 1980 1990 2000 Otros
| S——
Formulaciones Micafunai
lipidicas de la icatungina

Anidulafungina

Anfotericina B Aminofungina

Figura 2. Evolucion historica de los antifungicos (31).

Existe un amplio consenso para considerar al voriconazol como el tratamiento de
eleccion para la Al, esto en consecuencia con un estudio que mostrd superioridad
sobre la anfotericina B convencional (32).

El itraconazol es otro farmaco activo que puede administrarse como tratamiento de
primeria linea o como tratamiento de consolidacién tras la administracion inicial de
anfotericina B (5).

Por su parte, la caspofungina muestra una eficacia inferior a la deseada cuando se
usa como tratamiento de primera linea en la Al, siendo considerada eficaz y

segura, Unicamente en los casos microbiolégicamente confirmados (32).
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2.6 Uso de azoles en la agricultura:

La industria agricola ha utlizado pesticidas para optimizar la produccién de
alimentos para la creciente poblacién humana. Un problema importante para los
cultivos, son los fitopatdgenos flngicos, los cuales se combatieron con fungicidas
naturales hasta mediados del siglo XX cuando se introdujeron los fungicidas
sintéticos (33, 34). De estos, existen diversos compuestos disponibles en el
mercado, sin embargo, los azoles son los preferidos debido a su eficiencia ante
una gran variedad de hongos (28). Estos se introdujeron en la década de los 70's,
siendo los triazoles los mas utilizados (34, 35). Se usan ampliamente para
controlar los hongos en los granos, frutas, vegetales y plantas ornamentales,
cereales, bayas, enredaderas y tomates, entre otros. Es mas, se sabe que mas de
un tercio de las ventas totales de fungicidas son azoles (en su mayoria, triazoles).

Se ha comprobado que los azoles persisten activamente durante varios meses en
muchos nichos ecologicos, como los suelos agricolas y los ambientes

acuaticos(36).
La introduccién de estos compuestos en la agricultura, ha dado lugar a la aparicion

de cepas de A. fumigatus resistente a azoles. El riesgo de desarrollo de

resistencia, depende ampliamente de la clase de fungicida utilizado (37).
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de

introduccion

ARo

Nombre de los antifungicos

utilizados en la agricultura

Tratamiento

1973

Triadimefon, imazalil (imidazol)
[alto]

Amplio espectro

1977 Triadimenol, procloraz (imidazol) | Fungicida  para  cereales
[alto] postcosecha y semillas,

1979 Propioconazol, bitertanol [alto] Amplio espectro

1982 Triflumizol [alto] Amplio espectro

1983 Flutriafol, diniconazol, flusilazol. | Amplio espectro
[alto]

1986 Hexaconazol, ciproconazol, | Amplio espectro, follaje vy
tebuconzaol [alto] semillas

1988 Tetraconazol, difenoconazol | Amplio espectro, follaje vy
[alto] semillas

1990 Epoxiconazol [alto] Amplio espectro y cereales

1992 Metconazol, fluquinconazol, | Amplio espectro a follaje y
triticonazol [alto] semillas

2002 Protioconazol [alto] Amplio espectro

Cuadro 1. Uso de antifungicos a través del tiempo (34).

[ ] Hace referencia al riesgo de resistencia que existe para cada compuesto(38).:

*Protioconazol, epoxiconazol y tebuconazol, son los mas usados en Reino Unido,

Paises Bajos y Dinamarca.
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2.7 Mecanismos de resistencia a azoles descritos en A. fumigatus.

Los mecanismos bésicos de resistencia a los farmacos en las células microbianas
son:

A. Reduccién de la afinidad para la interaccion de las proteinas blanco con la
droga.

B. Sobreexpresion de la proteina blanco.

C. Disminucion de la concentracion del farmaco por el sistema de salida impulsado
por bombas de flujo

D. Degradacion intra o extra celular de las drogas.

E. Caminos alternativos que pasan por alto los efectos de las drogas.

En el caso de A. fumigatus, se han descrito los siguientes mecanismos:

A) Presencia de mutaciones que causan modificaciones estructurales en la
enzima Cyp51A, lo que conduce a una afinidad reducida al azol.

B) B) Sobreexpresion del gen Cyp51A, debido a una insercion de 34pb en la
region promotora combinada con una sustitucion en el codén 98 originando
el cambio de una leucina por una histidina (TL34/L98H), causando un
aumento en el nivel intracelular de Cyp51A.

C) C) Sobreexpresion de los genes que codifican para bombas de flujo que se
encargan de extraer el azol que penetra a la célula, causando una
disminucién en la acumulacion intracelular (39). Cabe mencionar que estos

mecanismos pueden coexistir en una misma célula (40).
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A
A AA L
Cdr1B transporter C. Overexpression of
efflux transporter
TR34/L98H | mutation A
7 A. Reduced azole affinity
"'°’“°‘°”eg'°"‘. — for the enzyme CYP51A
AAAA S Single amino
AAAA Substitutions:
A
— ey
AAAA F219
i =
“ ‘ Azole drug

CYP51A mutated

Figura 3. Mecanismos de resistencia a los azoles en A. fumigatus:(39).

2.7.1 Resistencia a azoles por alteraciones en el cyp51A de A.fumigatus

Se ha descrito que del 50-80% de la resistencia a azoles en A. fumigatus se da
por la mutacion Cyp51A. Se ha observado que estas alteraciones se pueden dar
por dos vias, por un lado, en pacientes con aspergilosis cronica, la resistencia se
da por mutaciones puntuales en el gen Cyp51A después de tratamientos
prolongados con azoles, mientras que, por otro lado, se encuentran los pacientes
con aspergilosis aguda, los cuales nunca han recibido tratamiento con azoles y
gue se infectan con aislados de A. fumigatus resistentes adquiridos desde el
medio ambiente (32).

Las alteraciones encontradas en el gen Cyp51A, en el caso de la resistencia
generada por tratamientos prolongados con azoles son: mutaciones en el codon
gue codifica para el aminoacido G54, M220, P216, F219 y G448 (41). Sin
embargo, la mutacién G54E es la que ha sido descrita y probada (42), mientras
gue las alteraciones relacionadas con larga exposicion de Aspergillus a los azoles
en la agricultura son la introduccion de secuencias de tanda repetidas (TR) de 34,
46 0 53 y120 pb en la region promotora (43) asi como, a mutaciones no sinénimas

en la region codificadora, que da lugar a cambios en ciertos aminodacidos (44).
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Las principales combinaciones encontradas son TRz4/L98H, TRu4e/Y121F/T289A,
TR46/Y121F/M1721/T289A/G448S, TRs3Yy la recientemente descrita por Rasmus K.

Harey col. TR12o.
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Figura 4. Alteraciones en el gen Cyp51A de A. fumigatus.(27)

Todos los aislados de A. fumigatus con las mutaciones TRz4/L98H, han
demostrado resistencia cruzada no solo a los triazoles de uso médicos, sino
también a los cinco fungicidas triazol extensamente usados en la agricultura
(propiconazol, tebuconazol, bromuconazol, epoxiconazol y difenoconazol) (45, 46).
Los casos de infecciones con cepas de Aspergillus con resistencia adquirida en el
ambiente qued6 demostrado desde el 2008, cuando se realizé un estudio en mas
de 1200 pacientes con aspergilosis, entre los que se encontraron 32 gue nunca
habian recibido tratamiento con azoles y sus aislados presentaron resistencia;
analisis moleculares demostraron relacion genética entre estos aislados y los

recuperados del ambiente hospitalario que también eran resistentes (47).
I ——
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Desde entonces, han surgido varios estudios en los que se ha demostrado la
infeccién de paciente con cepas de Aspergillus resistente a azoles provenientes
del ambiente. Recientemente, se describieron otros casos donde se demostré
relacion filogenética entre aislados clinicos y ambientales resistentes a azoles con
una mutacion TR4e/Y121F/T289A en el mismo gen cyp51A (48, 49).

Otro mecanismo asociado con resistencia son las bombas de eflujo, incluidos los
transportadores de casete de union a ATP (ABC) y los de la superfamilia
facilitadora principal (MFS), estos son necesarios en los organismos eucariontes
para eliminar las toxinas de la célula (50).

En A. fumigatus se encargan de expulsar el azol de la célula, por lo tanto, la
sobreexpresién de estos genes conduce a resistencia al azol a medida que
disminuye la concentracion intracelular del fungicida. Aspergillus fumigatus
contiene al menos 49 genes que codifican los transportadores ABC. Entre ellos, se
ha demostrado que 12 presentan una alta homologia con las proteinas PDR5 vy
PDR15 de Saccharomyces cerevisiae que también estan involucradas en la
resistencia a los azoles. Se demostr6 que el transportador de flujo de salida
CdrlB, un miembro de la subfamilia PDR, estd sobre expresado en aislados
resistentes a azol. La eliminacién del gen CdrlB en una cepa resistente da como
resultado una mayor sensibilidad al itraconazol. Esto significa que CdrlB es
primordial para la resistencia al azol en A. fumigatus (51). Recientemente, se ha
demostrado que los mutantes, por delecion, de otros dos transportadores ABC
distintos (AtrF, Atrl) y un transportador de la superfamilia facilitadora principal

(MdrA), también muestran sensibilidad a los azoles (52).
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2.8 Epidemiologia de Aspergillus resistentes a azoles

El primer informe de aislados de A.fumigatus resistente a azoles ocurrié en 1997
en California, E.U. (53); a partir de esa fecha, se han detectado aislados

resistentes con una incidencia creciente en todo el mundo.

o %
e} 533
i
&
G54/W/R/E/V/A d
M220/T/1/V/K/R/L y

NN
Gaass \{ ~
TR4,/L98H
TR4e/Y121F/T289A \

Figure 1. Worldwide distribution of azole resistance in A. fumigatus by mechanisms.

o000

Figura 5. Distribucion mundial de A.fumigatus resistente a azoles. (54)

Después del primer reporte, un grupo de investigadores de los paises bajos,
realiz6 un analisis de los aislados recuperados entre 1994-2007 y encontraron que
la resistencia incrementé del 1.7 al 6% (55). Otro grupo del Reino Unido, analizé
mas de 500 aislados y report6 una resistencia del 5% en el 2004 (56),
incrementando hasta el 14% en 2008 y al 20% en 2009 (57). A partir de entonces
se han reportado altas tasas de resistencia en otros paises del continente Europeo

(36).
I
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La red de vigilancia global para deteccién de Aspergillus resistente, ARTEMIS,
revel6 que 5.8% de los A.fumigatus tienen MICs elevados para uno 0 mas
triazoles (58). Por otro lado, un estudio realizado en 22 paises Europeos, mostré
una resistencia que va de 0 a 26% (59).

Para América Latina existen pocos estudios. Recientemente, Le Pape y col (60)
evaluaron 60 muestras de suelos de invernaderos en Bogota, Colombia. A partir
de estas muestras, recuperaron 20 aislados de A. fumigatus, principalmente de
areas donde existe un alto uso de tebuconazol y difeconazol. Diecinueve de los 20
aislados mostraron cambios en el gen Cyp51A, 17 presentaron una
TR46/Y121F/T289A, otro presentd una TRz4/L98H y el Ultimo present6é una TRss.

Van der Linden y col. (61) organizd una red de vigilancia multicéntrica a nivel
internacional (22 centros medicos en 19 paises) para determinar la prevalencia de
la resistencia a azoles en aislados clinicos de Aspergillus. En este estudio
analizaron 64 aislados recuperados de 57 pacientes de Brasil, sin embargo, en

ninguno de ellos se encontro resistencia.

Por otro lado, en 2017 Leonardelliy col. (62) describieron el primer reporte, en
América del Sur, de un aislado clinico de A. fumigatus con la sustitucion G54E en
cyp51A asociada con la resistencia a itraconazol en un paciente argentino con

gueratitis micotica.(63)

En un estudio realizado en Peru, analizaron 207 aislados clinicos de Aspergillus, y
mediante marcadores moleculares identificaron 143 A. fumigatus sensu stricto.
Estos aislados se sometieron a analisis de susceptibilidad, y a los resistentes se
les realizd la secuenciacion del gen cyp51A en la busqueda de las mutaciones
previamente descritas. Tres aislados (2%) mostraron resistencia a itraconazol con
diferentes mutaciones en Cyp51A, un aislado present6 la mutacion M220K, otro la
G54, mientras que el tercer aislado, recuperado de un paciente sin tratamiento con

azoles, present6 una TR3z4 con una sustituciéon L98H (64).
I ——
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Figura 6. Epidemiologia de la resistencia de A.fumigatus a los azoles en América
Latina (63).

2.9 Tratamiento de casos de aspergilosis con aislados resistentes a
azoles

Desde 1990 los triazoles han sido el pilar para el tratamiento de la
aspergilosis(41).

La mortalidad en las infecciones causadas por Aspergillus resistentes a los azoles,
supera la observada en ensayos clinicos recientes (88-100% versus 29%).

Las infecciones por aislados con resistencia a los azoles, representan una
amenaza potencial para la salud publica ya que la probabilidad de fracaso del
tratamiento y resultado fatal cuando se administra monoterapia con voriconazol es

alta (56).
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Van der Linden y col. reportaron que en un estudio que realizaron, siete de ocho
(87,5%) de los pacientes con Al con aislados resistentes murieron dentro de los
tres meses (65) y cuatro de cuatro pacientes que recibieron monoterapia con
voriconazol murieron a las 12 semanas, mientras que en otro reporte, el mismo
autor informé que tres de cada cuatro que recibieron L-AmB sobrevivieron (66).
Con respecto a la terapia antifangica empirica, un panel de expertos sugirié que
esta se debe basar en la prevalencia local de resistencia a los azoles (67) en
contraste con las recomendaciones de la IDSA de la monoterapia universal con
voriconazol (68). El panel de expertos estableci6 un limite de 10% de prevalencia
para definir "alto nivel de resistencia", y sugirié que, en estas regiones, la terapia
empirica debe consistir en una combinacibn de voriconazol mas una
equinocandina 0 una monoterapia con anfotericina B lipoomal (L-AmB). Los
expertos acordaron que las regiones con tasas de resistencia <5% deben seguir
las pautas internacionales que apoyan la monoterapia con voriconazol. Sin
embargo, la recomendacion para lugares con una tasa de resistencia del 5-10%
sigue siendo controvertida, ya que algunos expertos abogan por la terapia
combinada o L-AmB, mientras que otros apoyan la monoterapia con voriconazol
(69, 70).

2.9.1 Pruebas de susceptibilidad

Recientes investigaciones indican que existe correlacion entre la resistencia in
vitro y el fallo terapéutico, pero no entre la sensibilidad y curacioén clinica (40).

Dado las altas tasas de resistencia a azoles observadas en Europa, un grupo de
expertos que se reunieron en 2015 recomend6 que todos los aislados de
Aspergillus recuperados de muestras clinicas se identificaran a nivel de especiesy
se sometieran a pruebas de resistencia a azoles (67) mientras que las pautas de
IDSA 2016, establecen que las pruebas de susceptibilidad contra azoles deben
reservarse principalmente para pacientes que no responden a la terapia o con

fines epidemioldgicos (68).
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

EUCAST y CLSI cuentan con un protocolo estandarizado para la determinacion de
susceptibilidad de Aspergillus mediante microdilucion en caldo, sin embargo, son
pruebas muy laboriosas, costosas y requiere de personal entrenado para
realizarlas, de tal manera que solo en algunos laboratorios de referencia se

pueden realizar (71, 72).

Recientemente, se describi6 una prueba de screening o cribado con el fin de
detectar la resistencia en A. fumigatus de una manera mas sencilla y rapida. Este
meétodo que se basa en el uso de una placa con agar RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) suplementado con 4ug/mL de itraconazol, otra placa con agar
RPMI suplementada con 2ug/mL de voriconazol (concentraciones de antifingicos
gue separan los asilados silvestres de los mutantes) y una ultima placa con agar

RPMI sin azoles (control de crecimiento) (73).
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Figura 7. Sugerencia de uso de placa para pruebas de susceptibilidad (73).

3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aspergillus es un organismo ubicuo, se encuentra practicamente en todas partes,
desafortunadamente, con el aumento de enfermedades o tratamientos
inmunosupresores  (enfermedades hematoldgicas, trasplante de células
hematopoyéticas, cancer, uso de esteroides, entre otros) Aspergillus ha ocupado

un papel muy importante dentro de las enfermedades infecciosas. La aspergilosis

1 ——
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4.- JUSTIFICACION

invasiva es responsable de 200,000 casos cada afo y cerca de 100,000 muertes
en el mismo lapso. Recientemente se ha reportado la aparicion de aislados de
A.fumigatus resistentes a azoles, tratamiento de primera linea en los casos de
aspergilosis. La adquisicion de resistencia pude ser ambiental, por uso de azoles
en la industria agricola, o bien por tratamiento prolongado con azoles en pacientes
con aspergilosis cronica; y cada una de ellas se ha relacionado con cambios
especificos en el gen cyp51A. La mortalidad en pacientes con aspergilosis
resistentes a azoles alcanza el 88-100%. La prevalencia de aspergillus resistentes
a azoles va de 20 a 50%, esto para Europa donde se han realizado mas
investigaciones al respecto. Dado que las pruebas de susceptibilidad no se
realizan de manera rutinaria para los aislados de Aspergillus, los datos de
resistencia son desconocidos en la mayoria de los paises. En el caso de América
son poco los casos reportados, USA ha reportado solo algunos casos clinicos,
Colombia reporté 20 casos ambientales, y recientemente, Argentina realizo el
reporte de un aislado clinico, mientras que para nuestro pais estos datos no se

conocen.

4.- JUSTIFICACION

El tratamiento de primera linea de los casos de aspergilosis es el voriconazol, sin
embargo, las tasas de mortalidad en los casos resistentes a azoles va del 88-
100%. Lo que ha llevado al planteamiento de cambio en las recomendaciones de
tratamiento. En los paises con una prevalencia alta de resistencia (210%) el
tratamiento debe consistir en el uso de voriconazol en combinacion con una
equinocandina, mientras que si la prevalencia es <5%, el tratamiento debe
continuar siendo uniterapia con voriconazol. Por lo antes mencionado es
importante conocer cudl es la prevalencia de resistencia en nuestro pais, o que
permitira establecer tratamientos que puedan llevar a mejores desenlaces en los

pacientes con estos padecimientos.
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5.- HIPOTESIS

5.- HIPOTESIS

Entre los A.fumigatus recuperados de pacientes del INCMNSZ, encontraremos
aislados resistentes, y entre ellos, hallaremos la mutacion TRz4/L98H en el gen
Cyp51A.

6.- OBJETIVO

Buscar, mediante una prueba de cribado, resistencia a azoles en aislados de
A.fumigatus recuperados de pacientes del INCMNSZ, y realizar el andlisis de la

secuencia del gen cyp51A de aquellos aislados que resulten resistentes.

7.- MATERIAL Y METODOS

7.1 Aspectos éticos )
El protocolo fue aprobado por los Comités de Etica e Investigacion del INCMNSZ.

7.2 Poblacion en estudio
Se analizaron 58 aislados de A.fumigatus recuperados de pacientes del

INCMNSZ.

7.3 Prueba de cribado
La prueba de cribado se realizé de acuerdo a lo descrito por EUCAST(73).

En breve:

7.3.1 Preparacion del medio RPMI

- En un frasco se pesaron 10.4 g de medio RPMI con L-glutamina, indicador
de pH, sin bicarbonato suplementado con glucosa con concentracion final

de 2% (20 g), 34.53 g de MOPS sal de sodio (con una concentracion final

1
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de 0.165 mol/L) para una concentracion final de 0.165 mol/L, y 20 g de
Bacto agar.

- Se agregaron 990 mL de agua para disolver.

- Seajustd el pH a 7.0 con ayuda de NaOH 10 N.

- El volumen se ajustd a un volumen final de 1000 mL.

- Antes de esterilizar, y con ayuda de agitaciéon se vacio el agar preparado y
ajustado en tres frascos.

- El medio se esterilizd a 121°C por 15 minutos.

- Los medios se dejaron enfriar a aproximadamente a 45°C.

- A uno de los frascos con medio RPMI se le afiadi6 itraconazol para
alcanzar una concentracion final de 4 mg/L, a otro de los frascos se le
agrego voriconazol para que quedara a una concentracion final de 2 mg/L,
mientras que al dltimo frasco no se le agreg6 antifungico (control de
crecimiento).

- El medio se vertio en cajas Petri de 3 mL y se dejo solidificar

- Se realizo control de esterilidad mediante incubacion a 37+ 2°C por 48 h.

7.3.2 Preparacion de los aislados de Aspergillus para la prueba de cribado

- Los aislados de Aspergillus fueron recuperados del cepario del laboratorio,
se sembraron en agar dextrosa Sabouraud y se incubaron a 30°C por 24-48
h. Antes de realizar la prueba de cribado, se realiz6 una segunda resiembra

en las condiciones antes mencionadas.

7.3.3 Preparacion del Inoculo

-A partir del sub cultivo de entre 24-48 horas, se cosecharon las conidias en
solucion salina estéril y se ajustdé a una concentracién del 0.5 en la escala
de McFarland.
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7.3.4 Inoculacion

-Cada una de las placas (RPMI con itraconazol, RPMI con voriconazol y
RPMI sin antifungico), fueron inoculadas con 25 pL de la solucién al 0.5 de
McFarland

-Las placas se incubaron a 35-37°C por 48 horas.

En cada corrida se incluy6 un control susceptible (A. fumigatus ATCC MYA 3626)
y uno resistente (C. glabrata, aislado resistente a azoles, probado en nuestro
laboratorio mediante Vitek2 ASTYSO07 con una MIC para fluconazol >64 pg/mL y
voriconazol de 4 pg/mL).

7.4 Manejo de resultados preliminares

En primer lugar, se revisaron los controles de crecimiento. La prueba se interpret6
como positiva cuando se observé desarrollo en la placa de RPMI con itraconazol
ylo voriconazol, asi como en la de RPMI sin antifingico (control de crecimiento);
mientras que se consideraba una prueba negativa cuando solo se observaba

desarrollo en la placa con agar RPMI sin antifungico.

Los aislados de Aspergillus con una prueba de cribado positiva, se separaron para

el andlisis de la secuencia nucleotidica del gen Cyp51A.

7.4.1 Extraccion de DNA

Se realiz0 un subcultivo en medio caldo Sabouraud, el cual se incubo a
temperatura ambiente en movimiento rotatorio por 24 horas.

El hongo se concentrd y se lavé con agua milliQ para proceder con la extraccion
del DNA mediante ruptura mecanica de la membrana celular, con el uso del
equipo Precyllys (Bertin Instruments. Bertin Technologies SAS Parcd’activités du

1 ——
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Pas du Lac.10 bis, avenue Ampére.78 180 Montigny-le-Bretonneux. France), para
esto, se usaron perlas de ceramica “Gridingmatrixforlysing kits (esferas de
ceramica recubierta con 6xido de zirconio [6,35 mm])” y microtubos de 2 mL, se
aplic6 un programa de 6500 rpm con ciclos de 6x25 con pausas de 30 s.
Posteriormente se continué con la extraccion de DNA con el kit Fungal DNA
Isolation kit (Omega Bio-TekInc, Norcross, GA, USA) segun las recomendaciones

del fabricante.

7.4.2 Amplificacion del gen Cyp51A

Para la amplificacibn de la region promotora, se utlizaron los siguientes
oligonucleotidos:

> PA7 (F): 5-TCA TAT GTT GCT CAG CGG-3".

» PA5 (R): 5°-TCT CTG CAC GCA AAG AAG AAC-3".

Las condiciones utilizadas para la amplificacion fueron:

1 mM de MgCl,, 100 uM de dNTP’s, 0.5 pmol de cada ologonucleotido, 1.5 U de
Taqg polimerasa (invitrogen[ 5 U/uL) y =200 ng de DNA. Usando el siguiente
programa para la amplificacion: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 94°C por 1
minuto, 58°C por 45 s, 72°C por 1 minuto; con una extension final de 72°C por 7

minutos. Producto de amplificacion esperado de =700 pb.

Para la amplificacion de la regidn codificadora se utilizaron los siguientes
oligonucledtidos:

- P450A1 (F): 5°-ATG GTG CCG ATG CTATGG-3’

- P450A2 (R): 5°-CTG TCT CAC TTG GAT GTG-3'
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Las condiciones utilizadas para la amplificacion fueron:

1 mM de MgClz, 100 uM de dNTP’s, 0.5 pmol de cada oligonucleétido, 2 U de Taq
polimerasa (invitrogen, 5 U/ yL) y = 200 ng de DNA. Usando el siguiente programa
para la amplificacion: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos: 94°C por 30 s, 58°C por 45 s,
72°C por 2 minutos; con una extension final de 72°C por 7 minutos. Producto de

amplificacion esperado de aproximadamente 1500 pb.

Los productos de amplificacion fueron analizados en un gel de agarosa al 1.5%,
usando el marcador de peso molecular de 100 pb (invitrogen“Trackit” 100pb DNA
ladder [0.1 pg/uL])

7.4.3 Purificacion de los productos de amplificacion

Cuando se realizaba la electroforesis y se obtenian los resultados deseados, se
procedia a purificar los productos de amplificacion, para después secuenciarlos.

El proceso de purificacion de los productos de amplificacion se realizaba con kit de
purificacion de QIAGEN (QIAquick PCR Purification Kit (250)), siguiendo el

procedimiento del proveedor.

7.4.4 Secuenciacion de los productos amplificados

La secuenciacion se llevé a cabo con un secuenciador 3130XL GeneticAnalyzer
de la marca AppliedBiosystems. (AppliedBiosystems. Hitachi, San Francisco,

USA), mediante protocolo estandar.
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7.4.5 Analisis de las secuencias

Para detectar las mutaciones en Cyp51A, la secuencia de los productos se alineé
con la secuencia Cyp51A de A. fumigatus disponible
enhttps://github.com/oliverbader/Aspergillus_fumigatus_cyp51A,usando la
alineacion multiple Clustal IW.

8.- RESULTADOS

Se realizé el andlisis de cribado en 58 aislados clinicos de Aspergillus fumigatus,
correspondientes a 49 pacientes. Los 58 aislados fueron previamente identificados
por caracteristicas macroscopicas, microscopicas y mediante espectrofotometria
de masas MALDI-TOF (BrukerDaltonics). Siete (12%) de los aislados presentaron
una prueba de cribado positiva. Estos aislados fueron sometidos al analisis de
secuenciacion nucleotidica del gen Cyp51A y se encontré que tres de ellos

(correspondientes a dos pacientes) presentaron la mutacion TR3z4/L98H.
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En las siguientes imagenes se muestran algunos de los resultados con la prueba
de cribado.

(

controles™

Fotografia 1. Prueba de cribado en medio RPMI.

*RPMI, RPMI/ITC, y RPMI/VCZ.

Se puede observar la flecha para la muestra 2 y la 4 la cuales fueron positivas a la
prueba.

> RPMI +

Control R Control S  Aislado problema
Fotografia 2. Controles utilizados en el cribado.
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Productos de amplificacion por PCR.
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Figura 8. Muestra algunos ejemplos de amplificacion de aislados clinicos de
Aspergillus. Gel de agarosa al 1.5%.PA: amplificacion de la region promotora;
P450: amplificacion de la region codificadora. PM: Marcador de Peso Molecular de
100 pb; 1-5: productos de amplificacion de aislados clinicos de Aspergillus;C-:
control negativo.

Andlisis de la secuencia nucleotidica de la region promotora del gen cyp51A

g [Comimben  =|[17 =] B 4 total sequences
WMode: [Select / Slide_~ B o] ESEEZ::ZMZi None SE |
£ 1D IT G oo+ b= iH MR I et GE ¢ g g
— IllIllllIIIIIIIIIIIllllIIIIIIl'llIllllIIIIIIllllIlllllll‘llllllllllll
- 120 130 140 150 160 170 180
PAT-MYA3626 Wild Type GAATCACGCGGTCCGGAT GTGTGCTGAGCCGAATG
ASPER-PAT-16037805 GAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATG
>ASPER-PA7-F-18-16037807 |GAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATGAATCACGCGGTCCGGATGTGTGCTGAGCCGAATG
>ASPER-PAT7-16024157 GAATCACGCGGTCCGGATE}TGTGCTGAGCCGAATGAATCACGCGGTCCGGAT.GTGTGCTGAGCCGAATG
TR34

Figura 9. Andlisis de la secuencia de la region promotora del gen Cyp51A. PA7-
MYA3626 Wild Type: secuencia de referencia con region promotora intacta. Asper
PA7-16037805, 16037807 Y 16024157: secuencias de los tres aislados que
presentaron la insercion de la tanda repetida de 34 pb.
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Analisis de la secuencia nucleotidica de la region codificadora del gen Cyp51A

% Untitled -
E |C0uriet Mew ﬂ |19 ﬂ B 4 total zequences EI-@

: i Selection: E13 10 B13 Sequence Mask: Mone Start
) - ='ect / Slide [ Fosition: Mumbering M ask: Mone ruler at: 1

g 1D IT G oo b MRV TR e et SwE ¢ iy qre
A|llll|llll|llll|llll|llll|llll|l£
-l 550 560 570

REFERENCIA AGTTTATTCTCAACGGCAAGCTCRAGGATGTC

ASPER P450A1 16037805 AGTTTATTCTCAACGGCAAGCACRAGGATGTC

Asper P450A1F 18 16037807 AGTTTATTCTCAACGGCAAGCACRAGGATGTC

ASPER P450 16024157 AGTTTATTCTCAACGGCAAGCACRAGGATGTC

L98H

Figura 10. Analisis de la secuencia de la region codificadora del gen Cyp51A.
Referencia: secuencia de la cepa de referencia MYA3626 con region codificadora
con el cododn intacto. AsperP450A1 16037805, 16037807 Y 16024157: secuencias
de los tres aislados que presentaron la mutacion en el codoén 98, lo que ocasiona
el cambio de una Leucina por una Histidina.

Cabe mencionar que dentro de la informacion clinica con la que contamos se
encuentra que, ambos pacientes se hallaban inmunocomprometidos y presentaron
aspergilosis invasiva en el 2016, ninguno de los dos habia sido tratado
previamente con azoles, ambos sufrieron enfermedad progresiva, fracasaron a la
terapia con voriconazol y fallecieron.

9.- DISCUSION

» La prueba de cribado detecté 7/58 (12%) de los A. fumigatus con una prueba
positiva. De estos siete aislados, solo tres mostraron alteraciones en el gen
Ccyp51A, la alteracion encontrada fue TRs4/L98H. En una publicacion reciente
(74) se reportd que la prueba de cribado tiene una sensibilidad y especificidad
de 99% para la deteccidén de aislados de A. fumigatus resistentes a azoles,
por lo que recientemente, el European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (EUCAST) emitidé las recomendaciones a seguir para
I ——
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9.- DISCUSION

realizar la prueba de cribado para la deteccién de A. fumigatus resistente a
azoles (73). En nuestro caso detectamos cuatro aislados con una prueba de
cribado positiva, sin embargo, con una secuencia intacta en el gen cyp51A.
Para confirmar o descartar estos resultados como “falsos positivos”, es
necesario conocer la concentracion minima inhibitoria para los azoles, lo cual
se estd abordando en otro proyecto de investigacion. Cabe la posibilidad de
gue los aislados sean realmente resistentes, pero por otro mecanismo

diferente a cyp51A.

El 5.2% (3/58) de los aislados de A. fumigatus analizados mostraron
mutaciones en cyp51A. Este es el primer reporte de deteccion de asilados de
A. fumigatus resistentes relacionado con mutaciones en cyp51A en México.
Se ha reportado la emergencia de A. fumigatus resistente a nivel mundial.
Europa es el continente con las tasas mas altas de resistencia, las cuales van
del 0% al 26% (59). En América Latina son escasos los datos con los que se
cuenta, solo existen reportes aislados de EE UU(75, 76), Argentina(77) y
Colombia(78), siendo en este ultimo, datos de aislados ambientales, no
clinicos. En el caso de México, este es el primer reporte que se hace al
respecto, lo cual es de gran relevancia ya que, en 2015, un grupo de expertos
recomendo que el tratamiento de la aspergilosis invasiva debe basarse en las
tasas locales de resistencia a los azoles: en aquellos lugares con resistencias
mayores al 10%, el tratamiento debe ser voriconazol en combinacion con una
equinocandina 0 monoterapia con anfotericina B liposomal, mientras que en
lugares con resistencias <5%, los pacientes deben tratarse con monoterapia
con voriconazol (67).

Nuestros datos sugieren la necesidad de iniciar un programa de vigilancia

nacional, con el objetivo de conocer el panorama real de A. fumigatus

resistente a azoles en nuestro pais, lo cual apoyara al médico en la toma de

decisiones al momento de implementar el tratamiento.
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10.- CONCLUSION

» Los tres aislados que encontramos con la mutacion cyp51A TRz4/L98H fueron
recuperados de dos pacientes virgenes a tratamiento con azoles. Esta
mutacion se ha relacionado con el uso de azoles en la agricultura (39); y es la
principal mutacion reportada a nivel mundial, encontrada en aislados de
pacientes que nunca han recibido tratamiento con azoles, por lo que se
asume, que todos estos casos son consecuencia de infeccion por aislados

ambientales con resistencia a azoles adquirida en el campo.

10.- CONCLUSION

Existe un 5.2% de resistencia a azoles en A. fumigatus relacionada con la
mutacion TRz4/L98 en el gen cyp51A entre pacientes con aspergilosis del
INCMNSZ.
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