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1. Introduccion
1.1. Género Fusarium
1.1.1. Historia y datos relevantes del género Fusarium

El género Fusarium fue descrito por el naturalista aleman Johann Heinrich Friedrich
Link en 1809 y acufié este neolatinismo, haciendo referencia a la forma en huso o

fusiforme de los conidios (fusus, huso) [47, 62].
1.1.1.1. Importancia en la agricultura

Las especies de este género se caracterizan por ser fitopatdgenas causantes de la
descomposicion del sistema vascular de los cultivos de importancia agricola, asi como
ser patdgenos oportunistas de humanos y ser productores de micotoxinas de
importancia médica [4, 28, 39, 62, 65, 75, 103]. Una de estas especies de importancia
agricola es F. oxysporum, pues a finales de la década de 1950, la cepa tropical 1 (TR1,
por sus siglas en inglés) de F. oxysporum f. sp. cubense, provocé la llamada
enfermedad de Panama, la cual afect6 considerablemente los cultivos de platano Gros
Michel [32]. En 2014, la cepa TR4 de este hongo afecté considerablemente los plantios
de platano variedad Cavendish en varios paises de los continentes de Asia, Oceania y
Africa [32]. Algunos usos benéficos que se trataron de dar a estos hongos fue como
control biolégico de malezas en los campos de cultivo de jitomate (Solanum
lycopersicum) [12], asi como la destruccion de plantios de coca (Erythroxylum coca var.
coca) [14]. Fusarium oxysporum f. sp. erythroxyli fue usado como control biolégico por

el gobierno de los Estados Unidos de América para la destruccion de este tipo de



plantios en Sudamérica en su combate contra el narcotrafico. Sin embargo, se
considera que el uso de este hongo provocé una plaga conocida como “seca-seca’que
afectd cultivos de otras plantas en el valle de Huallaga, Pera, en 1984 [16]. Por ésta y
otras razones (como ser un patdgeno oportunista de individuos inmunocomprometidos)

fue que se descontinud su uso como micoherbicida.

1.1.1.2. Importancia en la medicina

Diversas especies se han descrito como causantes de infeccion en el humano. El
primer caso reportado de una infeccion humana causada por Fusarium fue por Mikami y
Stemmermann en 1958 [70]. Igualmente fue el primer caso reportado de infeccion
ocular en el mundo. Se traté de un caso de queratomicosis en un granjero filipino de 45
afios. La via de entrada fue por una herida causada por la cola de una vaca [68] y
probablemente agravado por el uso de corticosteroides y la tardia identificacion del
patdogeno. Zapater y Arrechea, en 1978, publicaron una revision de 112 casos de
queratitis por Fusarium spp. [109]. En las ultimas décadas, los casos de infecciones
oculares por Fusarium han aumentado [4, 35, 39, 77, 103]. Anteriormente se
consideraba que habia mayor frecuencia de infecciones oculares causadas por
Fusarium en granjeros. Sin embargo, se considera que la frecuencia ha aumentado
afectando a personas con otras ocupaciones debido al uso generalizado de lentes de

contacto y a malas practicas higiénicas de los mismos [4].

En 1973, Cho et al. reportaron el primer caso de fungemia causada por Fusarium en un

paciente con leucemia aguda [18, 35, 75]. De igual forma se ha incrementado el nimero



de casos reportados de infecciones sistémicas causadas por Fusarium, por el aumento

en los factores que causan inmunosupresion en los pacientes [35].

1.1.2. Ubicacién taxonémica

En sus inicios, el género Fusarium fue considerado un hongo anamorfo perteneciente al
phylum artificial Deuteromycota; no fue hasta la década de 1990, con el surgimiento de
las técnicas de sencuenciacion de DNA y de taxonomia filogenética, que éste y los
demas géneros de Deuteromycota fueron reubicados dentro del phylum Ascomycota
[100]. De igual forma, dentro de Ascomycota se encuentran los géneros Nectria,
Gibberella, Microdochium, de los cuales algunas especies son teleomorfos de Fusarium

[108].

De acuerdo con Ma et al. (2016), el género actualmente se encuentra clasificado de la

siguiente manera [65]:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especies: F. oxysporum, F. solani, F. dimerum,

F.subglutinans, F. chlamydosporum.

Las primeras especies descritas de este género se hicieron en base a sus
caracteristicas morfolégicas. Sin embargo, no existia una nomenclatura y una
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sistematica establecida para la identificacion del género, lo cual dio como resultado un
exceso de especies descritas [62]. Distintos autores [62, 103] explican que Wollenweber
y Reinking en 1935 describieron la clasificacion de especies de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas, como el tipo y forma de los conidios, quedando el género
dividido en 16 secciones, 65 especies y 77 subespecies. No obstante, la clasificacion
sufrio cambios a lo largo del siglo pasado. En los trabajos de Snyder y Hansen (1941)
redujeron el nUmero de especies a nueve, basados en las variaciones observadas
dependiendo del medio de cultivo usado. Posteriormente se describieron
modificaciones en la clasificacion como la de Raillo (1950), la cual se basé en la
morfologia de los cultivos monosporicos. Bilai (1955) realizé6 revisiones a las
clasificaciones y tomo en cuenta la influencia de aspectos fisiolégicos en el crecimiento
como la temperatura 6ptima de crecimiento, la humedad del medio y la composicion.
Booth (1971) retomd la importancia de la morfologia de la célula conidibgena en la
identificacion de las especies, basado en la clasificacidon de Wollenweber y Reinking.
Finalmente, Nelson, Toussoun y Marasas (1983) elaboraron una guia de identificacion
de Fusarium, la cual recopilé diversos datos de anteriores clasificaciones, lo cual llevé a
una herramienta mas completa de identificacion de especies, pero también mas

complicada [34, 62].

1.1.2.1. Taxonomia molecular de Fusarium

Actualmente las clasificaciones de las especies de Fusarium se basan en las técnicas
moleculares de secuenciacién de DNA para definir especies y la creacion de filogenias,
empleando secuencias conservadas como espaciadores entre secuencias codificantes

de RNA ribosomal (ITS por sus siglas en inglés) y secuencias codificantes como



factores de elongacion permitieron la identificacion mas completa de las especies. Sin
embargo, en el 2012, después de la reunidon de expertos taxbnomos de la Asociacion
Internacional para la Taxonomia de Plantas (IAPT, por sus siglas en inglés) en el
décimo octavo Congreso Internacional de Botanica, fue modificado el Caodigo
Internacional de Nomenclatura de Algas, Hongos y Plantas, designando el nombre de la
fase teleomorfa como el nombre oficial del holomorfo. Debido a que Fusarium estaba
compuesto por anamorfos de distintas especies, a que hay especies de Fusarium que
tienen relevancia en distintos campos de estudio [47, 103], a que no se ha descrito el
teleomorfo en todas las especies de Fusarium [62] y con el propdsito de mantener la
estabilidad en la nomenclatura, en esta reunion los taxonomos determinaron conservar

el género [47].

Las técnicas moleculares han permitido la identificacion de especies cripticas o
complejos de especies. Estos son conjuntos de especies relacionadas estrechamente e
indistinguibles morfolégicamente [4]. EI género Fusarium contiene veinte complejos de
especies, de los cuales siete son de importancia médica [4, 103]. Estos son el complejo
de especie F. solani (FSSC, por sus siglas en inglés), el de F. oxysporum (FOSC), el de
F. dimerum(FDSC) el de F. fujikuroi (FFSC), el de F. incarnatum-equiseti(FIESC), el F.
chlamydosporum (FCSC), y el de F. sporotrichioides (FSAMSC). En el cuadro 1, sélo se

incluyen las especies mas frecuentes causantes de infeccion en humanos.



Cuadrol. Complejos de especies de Fusarium causantes de enfermedades en el humano.

Complejo de especies Especies
FSSC F. solani, F. keratoplasticum, F. petroliphilum
FOSC F. oxysporum
FDSC F. dimerum, F. delphinoides, F. penzigii.
FIESC F. incarnatum, F. equiseti
FFSC F. proliferatum, F. verticillioides

Tomada de Van Diepeningen et al. (2014)

1.1.2.2. Morfologia de Fusarium spp.

Las caracteristicas morfolégicas de las hifas del género Fusarium son hialinas, miden
de 3 a 8 um de diametro, presentan un septo simple con la presencia de un poro que
comunica cada célula, y cuyo paso esta restringido por los cuerpos de Woronin. La
ramificacion de las hifas es en angulo agudo o recto. El tamafio y los extremos de los
conidios tienen valor taxondémico, ya que son estables y varian de acuerdo con la
especie [39, 75]. A nivel macroscopico, las colonias de Fusarium spp. se caracterizan
por tener aspecto algodonoso-aterciopelado y presentar, en algunos casos, pigmentos

de diversos colores como rojo, amarillo o purpura. (Fig. 1)

El micelio aéreo puede conjuntarse en cumulos llamados sinemas, en los cuales se da

la formacion de estructuras reproductoras.



Figura 1. Diferencias en la morfologia macroscdépica de dos especies de Fusarium en agar dextrosa
Sabouraud a los cinco dias de crecimiento. Izquierda, F. solani (colonia vellosa, centro ligeramente
elevado, de color rojo-vino y blanco en la periferia). Derecha, F. dimerum (colonia de aterciopeladas a
vellosa, blanca, con pigmento amarillo difundido al medio).

1.1.2.2.1. Macroconidios

Los macroconidios son multicelulares, largos y presentan de 2 a 8 septos. El nUmero de
éstos puede modificarse por variaciones ambientales o del cultivo [62, 75]. La forma
general también es diferencial, y varia entre cada especie. Macroconidios rectos, de
forma aciculada (semejante a una aguja) y con una curvatura pronunciada a lo largo de
la estructura. Finalmente estan los que muestran una curvatura dorsoventral en una
porcién (basal o apical) de la estructura, donde las células del centro son mas anchas
gue las de los extremos. Las células apicales tienen forma de gancho, con papilas o en
forma roma, presentan cierta curvatura y son de tamafo variable. Las células basales
presentan un menor grado de curvatura, y hay cuatro formas generales: forma de pie,
forma de pie elongada, con una muesca notoria y una muesca ligera. El tamafo de los

macroconidios de algunas especies de importancia médica (F. solani, F. verticillioides,



F. oxysporum) varia de acuerdo a la especie; existe un intervalo de entre 20-65 ym x 2-

6 uym (Fig. 2).

1.1.2.2.2. Microconidios

Los microconidios, generalmente son unicelulares o con un septo, aunque algunas
especies pueden presentar dos; el tamafio varia segun la especies. En especies de
importancia médica (F. solani, F. verticillioides, F. oxysporum) el tamafio es
aproximadamente de 5-16 ym x 2.3-5 ym. La forma varia de acuerdo a la especie:
ovalada, obovada (ancha en el &pice y de base mas estrecha o trunca), piriforme (forma
de pera), napiforme (forma de nabo), reniforme (forma de rifién), fusiforme (en huso),
esférica y globosa. Sin embargo, en un mismo cultivo puede haber microconidios de
formas diversas (Fig. 2). Especies como F. dimerum o F. equiseti no presentan

microconidios [62].

Los microconidios se originan de una célula conididgena o fidlide, y se disponen de
forma solitaria, concatenada o en racimo, formando falsas cabezas, similares a las
cabezas aspergilares. El largo de las cadenas de macroconidios varia segun la especie

y las condiciones ambientales. (Fig. 2)

1.1.2.2.3. Clamidoconidios

Algunas especies de Fusarium forman clamidoconidios, los cuales son esféricos, de
pared gruesa, lisa o rugosa, y con alto contenido de nutrientes y lipidos como
materiales de reserva [62, 75]. La disposicibn es en forma solitaria, en pares, en

racimos o de forma concatenada. Pueden disponerse de manera apical o intercalar en



la hifa. El tamafio es variable; en F. oxysporum el tamafio de los clamidoconidios es de

5 a 13 pym de diametro. (Fig. 3)

1.1.2.2.4. Fialides

Las células conididgenas producen a los microconidios y a los macroconidios. Se
dividen en dos tipos: monofialides (una sola apertura de conidiacion) y polifidlides
(varias aperturas de conidiacion). En el caso de las especies de Fusarium, la forma y
disposicion de las fialides son caracteres que permiten la identificacion de las mismas.
[34, 62, 75]. Las formas varian desde monofialides con forma de aguja hasta
cilindricas, cortas e hinchadas. La mayoria se distribuyen lateralmente en angulo de
90°. Hay especies que forman tanto monofidlides como polifialides. En estos casos,

estas especies forman mas monofialides que polifialides (Fig. 2).



Figura 2. Morfologia general de los conidios de Fusarium spp.; A-D: Formas generales de los
macroconidios. E-H: Formas de las células apicales de macroconidios. I-L: Formas de las células
basales de los macroconidios. M-T: Formas generales de los microconidios. U-X: Formas de las fialides.
Y-Z: Cadenas de microconidios. Tomada de Leslie y Sumerell (2006)
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Figura 3. Forma general de clamidoconidios de distintas especies de Fusarium. Tomada de Leslie y
Sumerell (2006).

1.1.3. Habitat y ecologia

Las especies del género Fusarium en general son euricoras; sin embargo algunas
especies s6lo han sido aisladas en ciertas partes del mundo [24]. Principalmente se
distribuyen en zonas calidas y himedas. Son considerados como hongos degradadores
y/o patégenos de gran variedad de plantas y animales. Se han aislado diversas
especies de gran diversidad de ambientes y sustratos: suelos arenosos, arcillosos y
calcareos, agua dulce y agua de mar, partes de animales vivos y muertos, asi como de
plantas vivas y muertas y sus derivados [41, 95]. Esto puede deberse a la produccion
de diversas enzimas cataliticas, asi como de metabolitos secundarios (como
micotoxinas) que les permiten resistir condiciones adversas, antimicrobianos y otras

sustancias toxicas [62, 95].

Fusarium spp. ha sido aislado de muestras de aire, aunque también puede ser

transportado por suelo. Los clamidoconidios representan en gran medida los
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reservorios de Fusarium spp. en el suelo [95]. En el caso de las especies del complejo
F. solani, la forma infectante en plantas es el clamidoconidio. Se ha estudiado el
mecanismo de infeccidon en plantas de chicharo y se ha observado que los exudados
radiculares de ésta promueven el crecimiento dirigido de las hifas del hongo [28, 95].
Esto desencadena la invasion al sistema vascular de la planta y la muerte de la misma.
Durante la infeccion y la muerte del hospedero, el hongo puede reproducirse, formando
conidios y clamidoconidios que pueden persistir en la tierra y permanecer viables por
afios [62]. De igual forma puede permanecer como saprobio en los restos de materia
vegetal muerta. Esto puede contribuir a su diseminacion en suelos agricolas, asi como

en las infecciones en animales por inoculacion traumatica [39, 95].

1.1.3.1. Patégeno de cultivos de importancia agricola

En la literatura mundial, algunos autores han reportado que las especies del complejo
de especies de Fusarium solani (FSSC) son causantes del sindrome de muerte subita
en los cultivos de soya (Glycine max) [47] en todo el mundo. De igual forma, algunas de
estas especies afectan cultivos de chicharo comdn (Pisum sativum), frijol (Phaseoulus
vulgaris), y miembros de la familia Cucurbitaceae como la sandia (Citrullus lanatus),
calabaza (Cucurbita pepo) y chayote (Sechium edule) [28]. En el caso del trigo (Triticum
sp.), la enfermedad de la espiga blanca es causada, principalmente, por F.
graminearum, F. avenaceum y F. poae [66]. En el maiz (Zea mays) la degradacién de la
raiz y las espigas esta relacionada con el hongo F. verticillioides, trasmitido a través de
la tierra o de la espiga a la semilla [63]. En Papantla, Veracruz, se ha observado que F.
oxysporum f. sp. vanillae es la especie mas comun causante de la degradacion de la

raiz y el tallo de la vainilla (Vainilla planifolia) [1]. Por otra parte, en estados como
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Aguascalientes, Guanajuato y Zacatecas se han asociado a diversas especies de

Fusarium con la pudricidon basal en plantios comerciales de ajo (Allium sativum) [36].

1.1.3.2. Patégeno de animales no humanos

Por otra parte, las especies del género Fusarium son patdgenas oportunistas de
animales, en ocasiones se le ha considerado como un patégeno emergente en los
humanos. Actualmente, en los casos de infeccion por Fusarium en otros animales se ha
observado un aumento. Especialmente en Brasil, F. solani estd estrechamente
relacionado con infecciones invasivas fatales en el escorpién amarillo (Tityus stigmurus)
[92]. En estudios sobre la patogénesis de las infecciones invasivas en las larvas de la
polilla de la cera (Galleria mellonella) se ha observado que la virulencia de F. solani es
mayor a temperaturas menores a 37°C [29]. Los mismos autores hacen referencia a las
infecciones causadas por estos hongos en insectos del orden Lepidoptera. En criaderos
de camardn kuruma (Penaeus japonicus) se ha observado que especies de Fusarium
son causantes de la enfermedad de las agallas negras, que provocan ademas opacidad

en el cuerpo de los individuos y la muerte [89].

En animales vertebrados, se han observado casos de infecciones superficiales en
tortugas marinas. Desde 1997 (afio en que se registré el primer caso por Cabairies et al.
[20]) se han registrado casos de micosis superficiales causadas por F. solani en
tortugas caguamas (Caretta caretta). Los mismos autores hacen referencia a casos de
micosis superficiales causadas por F. solani en focas grises (Halichoerus gripus). En el
2011, Sarmiento-Cabafies et al. [94], en Boavista, Cabo Verde, demostraron que el

mismo hongoes un patégeno mortal para los huevos de tortugas caguama, provocando
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una alta tasa de mortalidad prenatal. De igual forma, este hongo se ha aislado en nidos
e individuos no natos de tortuga carey (Eretmochelys imbricata), por lo que F. solani
juega un papel importante como patdégeno de esa especie de tortugas [76]. En el taxdn
de los elasmobranquios como el tiburon martillo (familia Sphyrnidae), F. solani causa
infecciones superficiales, ademas de infecciones invasivas al sistema del canal lateral.
Esto lleva a cambios conductuales y a la muerte de los individuos [31, 45, 87]. Ademas,
en rayas moteadas (Taenuria melanopsila) el mismo hongo, ademas provoca

ulceraciones y hemorragias que preceden a la muerte [45].

1.1.4. Factores de virulencia.

La mayoria de las especies de Fusarium presenta caracteristicas celulares y/o
moleculares intrinsecas que les otorgan la capacidad de infectar a un hospedero, las
cuales le permiten tener un amplio espectro de hospederos animales y vegetales [29].
Los ensayos realizados en modelos animales sobre la virulencia con aislados clinicos y
ambientales, demostraron que los aislados ambientales son igualmente virulentos. Otro
hecho demostrado acerca de la virulencia fue con los aislados de Fusarium patégenos
de plantas, los cuales son de igual forma virulentos en los humanos [28, 69, 111]. El
origen de estos factores de virulencia es desconocido, pero se considera que la
virulencia se dio de manera accidental. Las presiones selectivas (representadas por los
mecanismos de defensa de los hospederos) fomentan la conservacién de caracteres
que favorecen la infeccién. Dichos caracteres adquiridos accidentalmente permitieron
gue el hongo fuera capaz de infectar hospederos distintos, lo que dio lugar a nuevas
presiones que promovieron la conservacién de nuevos caracteres, provocando una

virulencia accidental [29].
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1.1.4.1. Micotoxinas

Estas sustancias son metabolitos secundarios de bajo peso molecular y termoestables
producidad por algunas especies de Fusarium. Estas causan alteraciones fisiologicas,
principalmente en higado y rifidn [43, 67]. Los principales complejos de especies
productores de micotoxinas son el FFSC y el complejo de especies de F. graminearum
(FGSC) [12, 63, 67]. Generalmente estas micotoxinas se encuentran en los cereales de
consumo humano y animal. El tipo de micotoxina mas frecuente en el género Fusarium
son los tricotecenos, de los cuales los mas comunes son la toxina T2, el nivalenol, el
deoxinivalenol (DON) y las formas acetiladas de este ultimo como el 15-acetil-DON y el
3-acetil-DON [43, 66]. Otros tipos de micotoxinas producidas por Fusarium spp. son la

zearalenona, asi como la fumosina B y las fusarinas [11, 19, 82].

La intoxicacion con estos compuestos pueden tener efectos agudos y cronicos y
dependen de la dosis asi como de la edad del individuo, el tiempo de exposicién y el
tipo de micotoxina [11, 43]. Los efectos agudos se caracterizan por sintomas como
vomito, diarrea, malestar general, distension del abdomen y/o la muerte. Por otro lado,
los efectos cronicos se caracterizan por inhibicion de la sintesis de proteinas,
desérdenes hormonales, interrupcién de la respuesta inmune y la modificacion de la
permeabilidad del epitelio intestinal, lo cual tiene efectos carcinogénicos y puede llevar
a la muerte [11, 19, 37, 43, 82]. Ademas, se ha observado que las micotoxinas tienen
un papel relevante en la patogenia de algunas especies de Fusarium, pues estas
sustancias alteran la respuesta inmune y pueden propiciar el dafo tisular y prevalencia

del hongo en el hospedero [39, 50, 67, 75, 77].
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1.1.4.2. Enzimas

Las especies de Fusarium pueden producir enzimas cataliticas que les permiten invadir
los tejidos de distintos tipos de hospederos, desde vegetales hasta animales [29].
Pueden producir cutinasas, las cuales ayudan en la penetracion de la cutina en la pared
vegetal, asi como quitinasas, capaces de degradar la quitina del exoesqueleto de
insectos [28, 71]. De igual forma producen lipasas como fosfolipasas y estearasas, las
cuales son cruciales para la infeccion de los tejidos pues ayudan con la degradacién de

las membranas de las células del hospedero y lipidos residuales [55].

Finalmente, la produccion de proteasas y colagenasas son un factor clave para la
patogénesis del hongo en animales como el humano [39, 50, 55, 75, 79] al permitir la
degradacion de proteinas en aminoacidos de los tejidos del hospedero, asi como de
proteinas residuales de otras reacciones cataliticas [71]. Por poner un ejemplo, las
gelatinasas promueven la degradacion de las matrices extracelulares de las cérneas, lo
cual es de gran importancia durante el desarrollo de las queratomicosis por Fusarium

spp. [110].

1.1.4.3. Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas son comunidades de microorganismos embebidos en una matriz
extracelular compuesta principalmente de polisacaridos y proteinas, las cuales se
encuentran adheridas a una superficie y le confieren a la colonia resistencia a
condiciones adversas, asi como la capacidad de propagarse y colonizar nuevos
ambientes [53, 74, 81]. Varias especies de Fusarium, como F. solani y F. oxysporum,

son capaces de generar estas estructuras, lo que les permite adherirse a distintas
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superficies, que van desde fuentes de agua potable hasta proétesis y tanques y habitats
de acuarios [6,39,45]. Dada esta capacidad, se ha observado que los sistemas de
aguas de las ciudades fungen como reservorios de especies patdogenas de Fusarium
[6]. De igual forma, se ha visto que la formacion de biopeliculas es un factor clave en la
patogénesis de infecciones como la queratomicosis, pues el hongo es capaz de
adherirse a lentes de contacto y formar colonias que son resistentes a los liquidos
limpiadores y a ciertos antifungicos [81]. Esto permite la persistencia del hongos en las

superficie contaminada [53].

1.1.4.4. Resistencia a antifungicos

Multiples aislados de Fusarium spp. presentan resistencia intrinseca a diversos
antifingicos de uso clinico y uso agricola [4, 15, 39]. En plantas se ha observado que la
resistencia a fitotoxinas forma parte del proceso infeccioso del hongo, pues éste: 1)
puede degradar el compuesto, 2) puede expulsar el compuesto al exterior celular y/o 3)
presenta modificaciones estructurales en el sitio blanco [28]. Los mecanismos de
resistencia a antifingicos de Fusarium spp. no estdn aun completamente
comprendidos, pero se considera que tiene mecanismos homologos a los que se han
estudiado en otros hongos filamentosos como Aspergillus sp. o Neurospora crassa [4,
27, 96]. Estos mecanismos estan descritos especificamente para la resistencia a azoles

y a equinocandinas.

La resistencia a azoles esta dada por mutaciones puntuales en el gen CYP51A que
codifica para la enzima 14a-lanosterol desmetilasa, y que pertenece a la superfamilia de

genes P450. Estas sustituciones provocan que la enzima se vea modificada
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estructuralmente y sea menos afin a la molécula azdlica, lo cual disminuye el efecto del
farmaco [15]. De igual forma, se puede dar la sobre-expresion del gen CYP51A por la
insercion de transposones o repeticiones en tandem en el promotor del gen. Por otro
lado, se ha visto que mutaciones en el gen que codifica en la proteina integral de
membrana Fksl (considerada como la posible subunidad catalitica de la enzima 1,3-B-
glucano sintetasa) otorgan la resistencia a equinocandinas que presenta Fusarium spp.
[58]. Finalmente, se ha descrito que las especies de Fusarium poseen bombas de eflujo
de las familias de dominos de unién al ATP (ABC, por sus siglas en inglés) y el
facilitador mayor de transportadores [15, 28]. Estas bombas de eflujo reducen las
concentraciones de farmaco y otras toxinas en el interior de la célula fungica, evitando

que tengan efectos toxicos sobre la misma.

Las respuestas adaptativas ante antifiingicos (especificamente azoles) estan mediadas
por factores de transcripciébn, como los homologos de CCG-8, que desencadenan la
sobreexpresion de genes relacionados con bombas de eflujo y enzimas como la 14a-

lanosterol desmetilasa [96].

Actualmente se considera que uno de los factores mas relevantes en la resistencia de
Fusarium y otros hongos oportunistas a los triazoles es el uso de pesticidas azolicos
como el tetraconazol en campos de cultivo [4, 15]. Su uso puede ser considerado una
presidn selectiva que elimina cepas no resistentes, permitiendo la proliferacion de

cepas con resistencia cruzada a antifungicos de uso clinico [15].

1.2. Formas clinicas de las infecciones por Fusarium spp.
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Fusarium spp. pueden causar desde infecciones superficiales hasta fungemias [77, 91,

103]. El estado inmune es una factor que determina la forma clinica de la infeccion,

pues en las superficiales y subutaneas se pueden presentar, tanto en pacientes

inmunocompetentes como en inmunocomprometidos, mientras que el requisito en las

formas profundas es que el paciente esté inmunocomprometido [39]. En el cuadro 2 se

resume las principales formas clinicas.

Cuadro 2. Formas clinicas de las infecciones causadas por Fusarium spp.

Forma clinica

Padecimiento

Organos/tejidos afectados

Queratitis Ojos (cérnea)
Superficial Onicomicosis Ufas
Celulitis, intertrigo Piel (Epidermis)
Osteomielitis Huesos
. Hialohifomicosis Derm|s,y tejido
Subcutanea subcutaneo
. Piel y 6rganos
Eumicetoma
subyacentes
Fungemia Sangre
Profunda Neumonia Pulmones
Endolftalmitis Ojo

1.2.1. Superficiales

Los casos de onicomicosis causadas por Fusarium spp. se distinguen porque los

pacientes manifiestan leuconiquia superficial o leuconiquia subungueal distal y proximal,
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incluso distrofia total de la uiia [22, 72]. Existen pocos reportes de melanoniquia por F.
solani [50]; esta infeccidbn generalmente va acompafada de inflamacion periungueal
(paroniquia). Otras afecciones cutdneas por Fusarium spp. son celulitis, placas
infiltradas con eritema intenso y dermatomicosis, especialmente de localizacién en los
pies, clinicamente indistinguible de la tifia de los pies; también se presenta afeccion de

pliegues generando intertrigo interdigital [67, 104].

1.2.2. Oculares

1.2.2.1. Queratitis micotica

La cérnea humana es la capa del ojo que funge como la lente del sistema ocular y esta
integrado por tres capas: el epitelio, estroma y el endotelio corneal. El epitelio esta
conformado de células con microvellosidades que permiten la retencion de lagrimas; el
estroma corneal es la zona cristalina constituido de fibras de colageno distribuidas de
manera regular y homogénea. Debajo de ésta se encuentra el endotelio corneal que
tapiza la cara interna de la cornea. Esta formado por células hexagonales que fungen
como una membrana semipermeable que evita que el humor acuoso del ojo se infiltre

en el estroma [48].

Las queratomicosis causadas por Fusarium spp. son infecciones corneales
indistinguibles de las queratitis bacterianas. Estas infecciones causan disminucion de la
agudeza visual, la aparicion de una ulcera corneal con infiltrados estromales de color
blanco grisaceo con aspecto lanoso, de bordes elevados, ademas de estar
acompafnadas de lesiones satélite con margenes de aspecto plumoso [40, 93]. Estas

ulceraciones van acompafiadas de inflamacion, enrojecimiento y dolor en el ojo
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infectado. En los casos avanzados puede haber la presencia de hipopion y un anillo
inmune blanquecino alrededor del iris, abscesos corneales y supuracion de la zona

afectada, asi como la perforacion de la cornea [10, 42] (Fig. 4).

Figura 4. a) Esquema que representa algunas partes del ojo. b) Esquema que ejemplifica una Ulcera

corneal. Tomada de https://www.pinterest.com.mx/pin/489133209519568246.

1.2.2.2. Endolftalmitis

La endolftalmitis es otra de las formas clinicas causadas por las especies de Fusarium
caracterizada por la inflamacién del interior del ojo producida por el proceso infeccioso y
puede ser adquirida de manera exdgena o enddgena, como el agravamiento de una
queratitis o por infeccion diseminada, respectivamente. Es una infeccion grave que

puede llevar a ceguera irreversible [8, 77, 98].

1.2.3. Subcutaneas

Los eumicetomas son infecciones cronicas y localizadas a la dermis media o profunda y
tejido subcutaneo. Las manifestaciones clinicas son: aumento de volumen,

endurecimiento del area afectada y trayectos fistulosos por los que drenan exudados
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serohematicos con la estructura parasita en forma de “granos” [17, 21]. Ademas,
Fusarium spp. puede causar hialohifomicosis en pacientes inmunocomprometidos,
caracterizadas por la formacion de nodulos, ulceraciones y granulomas en la piel [26,

39, 56, 59, 86].

1.2.4. Profundas

La forma mas relevante de éstas es la fungemia, ya que el hongo puede diseminarse y
afectar a distintos 6rganos. Las manifestaciones clinicas generales de la infeccidon
diseminada por Fusarium spp. son inespecificas y se caracterizan por fiebre, mialgias y
lesiones anulares necroticas en la piel, las cuales generalmente indican infeccién
diseminada [49]. Las fungemias por Fusarium spp. pueden desencadenar infeccion y
manifestarse de acuerdo al 6érgano afectado como rinocerebral, abscesos en multiples
organos, neumonia, artritis, sinusitis y peritonitis [39, 86]. Muchas de estas formas

clinicas podrian tener un desenlace fatal, con la muerte del paciente.

1.2.5. Factores de riesgo

Para que Fusarium spp. puedan generar una infeccion es necesario que el hospedero
presente ciertos factores que lo predispongan a la colonizacion por el hongo. Estos
factores son en su mayoria intrinsecos al hospedero, aunque también pueden ser

factores extrinsecos y en varios casos se relacionan entre si (Cuadro. 3).
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Cuadro 3. Relacion entre los principales factores de riesgo en las infecciones por

Fusarium y las formas clinicas.

Factor de riesgo Forma clinica/padecimiento

Profundas (fungemia)

Subcutidneas (ndédulos micéticos)
Inmunosupresién

Superficiales (lesiones necréticas en

piel)

Superficiales (queratitis)

Trauma Subcutaneas (eumicetoma)

Profundas (endolftalmitis)

Queratitis
Lentes de contacto

Endolftalmitis

Queratitis, endolftalmitis

Cirugias/trasplantes Hialohifomicosis, osteomielitis

Fungemia

Infecciones cronicas por Fusarium spp. Fungemia

El estado inmune del paciente es determinante, por lo que la inmunosupresion es uno
de los factores de riesgo mas relevantes para el desarrollo de infecciones diseminadas.
La inmunosupresion puede estar causada por enfermedades hemato-oncolégicas como
leucemia, deficiencia de células inmunes T, neutropenia, uso de corticosteroides o

inmunosupresores y diabetes [57, 73, 77, 91].

Las heridas con material contaminado representan una via de entrada para Fusarium

spp., por lo que son un factor de riesgo relavante en las infecciones en pacientes

23



inmunocompetentes, pues pueden generar infecciones oculares, asi como
eumicetomas [21, 102, 105]. De igual forma, lesiones severas en la piel como
gquemaduras fungen como una via de entrada para el desarrollo de fusariosis
superficialers y diseminadas [39, 50, 67, 77]. Otros factores serian posterior a cirugias
oftalmicas o trasplantes como de médula 6sea o de érganos solidos, como de higado o
intestino [8, 49, 56, 59]. En ambos casos, se trata de un trauma quirdrgico que propicia
la infecciones como queratitis de origen enddgeno y exdégeno [42, 52]. En caso de los
trasplantes, se le suma la inmunosupresion causada por el rechazo del injerto o por el

uso de inmunosupresores [77, 90].

Por otro lado, el uso prolongado de lentes de contacto es un factor de riesgo
importante, debido al material para la elaboracion de los lentes como poli-metil-
metacrilato, el cual es utilizado comUnmente; otros serian el poliéster, polietileno,
poliamidos (nylon) (Fig. 5). Esto ha contribuido al incremento en el nimero de casos de
infecciones oculares por Fusarium spp. a nivel mundial, por la capacidad de producir

biopeliculas [52, 74, 103].
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Figura 5. Lentes de contacto de diversos materiales

También el uso prolongado de catéteres puede generar infecciones por Fusarium spp.

[39, 46].
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Finalmente, las infecciones cronicas por especies de Fusarium, como la onicomicosis
cronicas, pueden fungir como una via de entrada para infecciones diseminadas en

pacientes con diversos factores de inmunosupresion [18, 22, 98].

1.3. Epidemiologia

1.3.1. Infecciones superficiales

En las infecciones superficiales por Fusarium spp., la onicomicosis es la segunda
infeccion mas frecuente a nivel global. En la literatura existen publicaciones de Suiza,
Italia, Colombia y Tailandia sobre la frecuencia de infeccion de la ufia por hongos no
dermatofitos que va del 9-50 % [22, 72, 103, 104]. En general se estima que la
onicomicosis por Fusarium spp. se presenta entre el 1 y el 7.5 % de los casos. Sin
embargo existen diferencias regionales, en Europa la frecuencia varia del 1 al 6 % de
los casos, mientras que en Asia del 1.4 al 8 %; finalmente, en América la frecuencia va
desde 3.7 al 7.8 %, aunque en Colombia se han registrado valores de hasta 13.8 % [72,
104]. La especie causal mas comun de onicomicosis por Fusarium ha sido F.
oxysporum; aunque para algunos autores como Chabasse et al. [22] indicaron que F.
solani fue mas comun en onicomicosis, mientras que F. oxysporum en casos de
dermatomicosis de los pies. Finalmente, se estima que la frecuencia de F. oxysporum
en casos de onicomicosis y dermatomicosis de los pies fue del 4 al 56 %; mientras que
por F. solani del 31 al 82 % [103]. Existen ademas diferencias regionales en la
frecuencia de los agentes etioldgicos que causan onicomicosis, en Europa son mas
frecuentes las onicomicosis por F. oxysporum (35-56 %), a diferencia de Asia y América

que fue por F. solani (65-76 %) [104].
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1.3.2. Queratomicosis

La queratitis micética es el padecimiento mas comun causado por Fusarium spp. a nivel

mundial, seguido de Aspergillus y Candida [9, 10, 23, 39, 42, 51, 52].

En las ultimas décadas, el uso de lentes de contacto ha sido un factor de riesgo muy
importante en el desarrollo de este padecimiento. En el periodo comprendido entre los
afios 2004 y 2007 se observé un aumento en los casos de queratitis por Fusarium spp.
en usuarios de lentes de contacto en Estados Unidos de América (EUA) y en paises
como Hong Kong y Singapur [6, 23, 53, 60, 74]. La gran mayoria de los casos fueron
debido al uso de lentes de contacto suaves tratados con solucion limpiadora ReNu con
MoistureLoc, la cual se encontraba contaminada con Fusasium spp. De acuerdo con el
estudio de Keay et al. (2011) [60] en EUA, el 60.5 % de los casos de queratitis en
usuarios de lentes de contacto fueron causados por especies de Fusarium durante el
periodo 2004-2006. Para finales de junio de 2006, el Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), con sede en Georgia, EUA. habia
recibido un total de 318 casos de queratitis por Fusarium spp. relacionados al uso del

limpiador contaminado [23].

Este hongo es el principal causante de queratitis infecciosa en regiones tropicales y
subtropicales [23, 52, 79]. En la India el 44 % de los casos de queratomicosis esta
causado por Fusarium spp. y Aspergillus spp., Yy en zonas rurales se considera que
afecta principalmente a los agricultores, aunque no hay datos de la prevalencia, ni de la

incidencia [79, 103].
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1.3.2.1. Queratitis por Fusarium en México

En México, las queratitis infecciosas son causadas por hongos en el 7-33 % de los
casos, y de éstos, el 37.1-50 % es causado por Fusarium spp. Estos hallazgos
corresponden a revisiones realizadas en distintos centros de salud, en intervalos que
van de 1981 al 2014 [30, 51, 79, 84, 105]. Este tipo de infecciones suele afectar a
personas en edades de 20 a 40 afos, siendo el principal agente etiologico F. solani, con
frecuencias de 26.5-83.6 % de los casos, seguido de F. dimerum en el 4.6 %-9.9 % de
los casos [79, 84, 105]. Vanzzini-Zago et al. (2010) [105] reportaron que 32.8 % de 76
pacientes requirieron trasplante de cérnea y al 23.6 % se les realizd evisceraciéon del

0jo.

1.3.3. Infecciones diseminadas

Las infecciones diseminadas por Fusarium spp. sSon comunes en pacientes
inmunocomprometidos, especialmente en pacientes con neutropenia y/o enfermedades
hemato-oncoldgicos (leucemia), siendo el segundo hongo mas frecuente en casos de
infeccion diseminada después de Aspergillus [46, 56, 86, 91]. En EUA, de 1975 a 1995
la incidencia en pacientes con leucemia aument6 de 0.5 a 3.8 casos por afio, mientras
gue en paises como ltalia la incidencia (0.06 %) permanecié estable en el mismo
periodo [39]. Actualmente se considera que el 56-90 % de los pacientes con fusariosis
diseminada presentan antecedentes de enfermedades hemato-oncolégicos [46, 56, 77].
Sin embargo, en trabajos como el de Muhammed et al. (2013) [73] se ha visto que la
prevalencia ha sido mas baja (19.2-62 %). Por otro lado, otro de los factores

relacionados fue en aquellos pacientes que han sido sometidos a trasplantes (23.1-34
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%). Algunos autores han reportado la frecuencia en pacientes con quemaduras severas

(2-25 %) y pacientes con diabetes melitus (10.3 %) [73, 91].

1.3.4. Principales agentes etioldgicos

El principal agente etiolégico causante de fusariosis diseminada y de queratitis ha sido
F. solani, con frecuencias que van del 50 al 75 %, y del 75 al 82 %, respectivamente;
seguido por F. oxysporum (en fusariosis diseminada) en el 2.27 al 21 % y por F.

dimerum (queratitis) en el 9 al 12% de los casos [46, 56, 73, 91, 103].

1.3.5. Prondstico

El prondstico del paciente con infeccion por Fusarium spp. dependera de las diferentes
formas clinicas, de los factores de riesgo y del estado inmune. En particular las
queratitis por Fusarium spp. tienen un mal prondstico visual, ya que del 27 al 34 % de
los pacientes han requerido queratoplastia, llegando al 100 % donde se observa
resistencia a antifingicos, especialmente los casos causados por F. solani [10, 42]. Las
tasas de mortalidad tienden a ser altas. En general, los pacientes con fusariosis
diseminada presentan tasas de mortalidad 30-80 %, que varian de los 90 a los 120 dias
después del diagnostico [46, 56, 77, 86]. En pacientes con enfermedades hemato-
oncologicas se han calculado valores hasta 70-75 %, mientras que las de pacientes con
trasplante de 6rgano solido la mortalidad es de 30 %, incrementandose hasta 70 % si

se administran antifGngicos como anfotericina B en bajas concentraciones [56, 77].

En el cuadro 4 se muestra una revisidn de diversos reportes obre infecciones por

Fusarium spp., el tratamiento establecido y la respuesta obtenida.
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Cuadro 4. Revision de la literatura sobre diversas infecciones causadas por Fusarium spp. de 2010 a

2017
) Enfermedad
Geénero/
subyacente/ ] o ) c A
Edad Especie Formaclinica Tratamiento  Respuesta ura utores
. Factor de
(afos) _
riesgo
] FLZ indiferente Bourgeois et
. Fungemia,
Hombre/38 LMA Fusarium sp. o AMB+VRZ Favorable
paroniquia * al., 2010 [18]
VRZ Favorable
Trasplante de Hialohifomicosis VRZ Desfavorable Halpern et al.,
Hombre/58 higado Fusarium sp. ,celulitis, ] +
. o AMB lip Favorable 2010 [49].
onicomicosis
DM, FLZ Indiferente Tamez-Pefia
croénica, metil
. FLZ+NTM+ [98].
prednisona Favorable
AMB
LA CSF indiferente Labois et al.,
Mujer/52 F. solani Fungemia CSF+VRZ Favorable +
2011 [61].
VRZ Favorable
NTM+AMB, _ i
Lentes de ) Queratitis, Indiferente Edelstein et
Hombre/52 F. solani B FLZ
contacto endolftalmitis i (EN) al., 2012 [42].
VRZ+PSZ Indiferente
_ MCF indiferente ; Kawashima et
) Fungemia,
Hombre/18 LLA F. solani N VRZ+AMB Favorable
artritis * al., 2012 [59].
VRZ Favorable
VRZ+NTM+ _
Indiferente Taylan-
KTZ
Hombre/14 Trauma F. solani Queratitis VRZ+AMB+ + Sekeroglu et
~ Favorable
CSF al., 2012 [99]
VRZ iny Favorable
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Cuadro 4. Continuacion.

i Enfermedad
Género/
subyacente/ ) . )
Edad Especie Formaclinica Tratamiento  Respuesta  Cura Autores
. Factor de
(afios) _
riesgo
. Campos-
Hombre/29 o? . Eumicetoma ITZ Favorable + Macias et al.,
subglutinans
2013 [21].
) ] ] ] Pereira et al.,
Hombre/21 LBA F. solani Fungemia AMB lip Indiferente -
2013 [83].
Fungemia AMB lip+VRZ Favorable + n
. . Perini et al.,
Muijer/68 LMA Fusarium sp. ) -
EES VRZ Indiferente 2013 [85].
(EN)
F. . Al-Hatmi et al.,
Hombre/? Trauma Queratitis NTM+ITZ Favorable +
temperatum 2014 [2].
) ] FLZ + MCF Indiferente Liu et al., 2014
Hombre/20 LLA Fusarium sp. Fungemia - [64]
CSF Indiferente '
TBF+VRZ+
) . Absceso Favorable Peterson et
Muijer/33 &? Fusariumsp. AMB +
intracraneal al., 2014 [86].
VRZ Favorable
AMB iny Indiferente Alves da
Costa
Mujer/60 Cirugia ocular  Fusarium sp.  Endolftalmitis VRZ iny + + Pertuiset y
Favorable .
VRZ Logrofio, 2015
8].
VRZ Indiferente -
AMB lip+CSF Indiferente (EN)
) Lentes de ) - Antequera et
Mujer/62 F. solani Queratitis -
contacto AMB iny+ al., 2015 [10].
Indiferente
VRZ iny
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Cuadro 4. Continuacion.

) Enfermedad
Geénero/
subyacente/ ) o )
Edad Especie  Formaclinica Tratamiento  Respuesta Cura Autores
. Factor de
(afios) .
riesgo
AMB lip Indiferente
AMB+VRZ+ . o
Trasplante . ~ Favorable
Muier/4s ; p I £ solan Diseminad AMB lip Kandeel et al.,
er m sceral, . solani seminada - -
u UiV ! ! AMB lip+VRZ ~ Favorable 2015 [56].
corticosteroides
MCF+VRZ+
) ~ Favorable
AMB lip
) o . do Carmo et
Mujer/81 Trauma F. penzigii  Queratitis VRZ Favorable +
al., 2016 [40].
VRZ Indiferente
. . - Sara et al.,
Hombre/46 o? F. solani Queratitis VRZ+NTM+ )
Indiferente (EN) 2016 [93].
AMB
) Lentes de Fusarium . Amadasi et al.,
Mujer/16 Queratitis NTM Favorable +
contacto sp. 2017 [9].
] Sinusitis )
. L Fusarium ) AMB Indiferente - Chenetal.,
Muijer/65 DM, cirrosis infecciosa,
sp. (*) 2017 [26].
abceso cerebral -
AMB lip ~ Favorable

Abreviaciones:

AMB=Anfotericina B; AMB lip=AMB liposomal; AMB iny= AMB (inyeccién intravitrea); NTM=Natamicina VRZ=Voriconazol; VRZ

iny= VRZ (inyeccion intravitrea); PSZ=Posaconazol; ITZ=ltraconazol; FLZ=Fluconazol; KTZ=Ketoconazol; CSF=Caspofungina;

MCF=Micafungina; TBF=Terbinafina; LLA=Leucemia linfoblastica aguda;

LMA=Leucemia mieloide aguda; LBA=Leucemia bifenotipica aguda

EES=Endolftalmitis endégena secundaria; DM=Diabetes melitus

Simbologia: + = Cura; - = Muerte; - (*) =Muerte no debida a infeccién; - (EN) = Enucleacidén ocular; ~ = Ligeramente

Los tratamientos desfovorables fueron los que causaron nefrotoxicidad o hepatotoxicidad.

1.4. Tratamiento de las infecciones por Fusarium spp.

Aun no hay guias terapeuticas especificas para el tratamiento de las infecciones por

Fusarium spp. Algunos autores han planteado el iniciar un tratamiento de acuerdo a la

forma clinica de la infeccion y a la especie identificada [3, 4, 5]. Las especies de este
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género son resistentes al triazol de primera generacion como fluconazol (FLZ) y en
general frente a las equinocandinas, pues en estudios in vitro se ha visto que los
valores de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) han sido muy altas contra

estos hongos [5, 46, 61, 99].

1.4.1. Infecciones superficiales

En los casos de infeccion en piel y ufias se han empleado por via topica la preparacion
de formulas magistrales utilizando los principios activos de voriconazol (VRZ),
posaconazol (PSZ), Itraconazol (ITZ), asi como tratamientos topicos con terbinafina
(TBF), en asociacion con terapias sistémicas en pulsos con otros triazoles diferentes a
FLZ [3, 50]. En casos de onicomicosis, se emplea la combinacion de queratoliticos
(urea) para la avulsién quimica de la ufia y mejorar la penetracion de los farmacos

antifangicos en presentacion laca (amorolfina, ciclopiroxolamina) [3, 22].

1.4.2. Infecciones oculares

En los casos de queratitis por Fusarium spp. los principales antifUngicos empleados son
natamicina (NTM), anfotericina B (AMB) y VRZ en férmulas magistrales [3]. Sin
embargo la NTM funciona mejor en casos incipientes de queratitis, pues al ser de uso
exclusivamente tépico pierde su efectividad en estados avanzados de queratitis o
endolftalmitis [80]. Sin embargo, la AMB llega a ser irritante el epitelio ocular [10], por lo
que limita su uso. En el caso de VRZ se tiene poca experiencia, aunque se ha indicado
en aplicacion topica en combinacion con tratamiento sistémico. Algunos autores han
descrito una buena actividad, ya que evita que la infeccién se disemine y se agrave a

endolftalmitis [8, 40, 86]. De igual forma, se pueden aplicar inyecciones intravitreas de
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VRZ o AMB en el ojo afectado, con buena respuesta al tratamiento [8]. Estos mismos
autores mencionan el uso de PSZ tépico y de admistracion sistémica con buenos
resultados en algunos casos, a pesar de que presenta actividad in vitro variable.
Desafortunadamente, muchas veces los tratamientos incluyen procedimientos
quirargicos como la debridacién de la cornea, con la finalidad mejorar la penetracion del
farmaco, por lo que el prondstico visual es malo y en en los pacientes con mala

respuesta al tratamiento se decide la enucleacion del ojo [8, 9, 10, 93].

1.4.3. Fusariosis subcutaneas y diseminadas

Finalmente, para el tratamiento de infecciones subcutaneas y/o diseminadas los
antifingicos considerados méas adecuados para limitar la infeccion son AMB y VRZ, con
resultados variables [73], debido a que presentan buena actividad contra varias
especies de Fusarium, siendo AMB la que tiene los valores de CMI mas bajos (0.025-4
pMg/mL) [42, 46]. Sin embargo, la AMB, es nefrotéxica [80], por lo cual se emplean
formas menos téxica de ésta, como la AMB liposomal. A pesar de ello, en varios casos
se prefiere el uso de VRZ, especialmente en los que involucran pacientes
inmunocomprometidos, que a pesar de sus valores de CMI altas (2-8 pg/mL) han tenido
buena respuesta con este farmaco [42, 46]. Al comparar la respuesta observada a la
administracion de AMB contra VRZ en los pacientes con infeccion por Fusarium, la
mejoria fue del 32-46 % y del 45 % de los casos, respectivamente [3, 46, 77]. Sin
embargo, la tasa de superviviencia en los pacientes que recibieron VRZ fue del 60 %,
mientras que con AMB en su forma liposomal fue del 28-53 % [4]. Estos resultados

acompafados de tratamientos alternativos o de apoyo como la resoluciéon de la
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neutropenia en pacientes inmunocomprometidos con factores estimulantes de colonias

de granulocitos-macrofagos, asi como la remocion quirargica del tejido infectado [56].

1.4.4. Mecanismos de accion de los antifungicos

Los antifungicos actuan interrumpiendo alguna ruta metabdlica especifica de la célula
fungica, teniendo un efecto fungicida o fungistatico sobre la misma [68]. En el cuadro 5
se resumen los mecanismo de accion de los tipos de antifungicos mas usados

actualmente.

Cuadro 5. Mecanismos de accion de los principales antifungicos de uso clinico.

Amilaminas y

Polienos? Triazoles? Equinocandinas® morfolinas! Otros’
Procedencia g;f;liglrioscgsor Sintéti gee;rgggri?gé?gss Sintét Sintati
sppD W intéticos como_f_opm'um intéticos intéticos
’ arhoricola
Sitioblanco | Membrana Membrana Pared celular Membrana Varios
celular celular celular
¥ Unidn a ¥ Union ala # Unidn al ® Union a la Inhibicién de
ergosterol de enzima P-450 complejo B- enzima enzimas comao
membrana desmetilasa. {1,3)-glucano escualeno quitinasas,
celular. ¥ Inhibicion de sintasa. epoxidasa topoisomerasas
¥ Formacion de sintesis de # Inhibicion de la (amilaminas) , ATPasas, asi
poros. ergoesterol. sintesis de B- . como de
. * Aumento de » Acumulacion {1,3) glucanos.  » Unidn a factores de
Mecanismo permeabilida téxica de > Formacién de esterol elongacién y
de accion ddela lanosterol y pared celular reductasas e  sintesis de
membrana y otros defectuosa. isomerasas proteinas.
filtracion de esteroles. (morfolinas).
citoplasma. » Formacion de # Inhibicion de
membrana sintesis de
celular ergosterol.
defectuosa.
Anfotericina B Voriconazol Caspafungina ;erbmarpna IEI I
Ejemplos | Natamicina ltraconazol Anidulafungina morofiina uorocitosina
Nistatina Fluconazol Micafungina Nikomicinas
Sordarinas
Referencias | 1 Mazu et al., 2017 [68], 2 Berger et al., 2017 [15]; © Patil y Majumdar , 2017 [80].
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2. Justificaciéon

En México, el numero de infecciones oculares por Fusarium spp. ha incrementado en la
tltima década. Las complicaciones observadas en las queratitis por Fusarium spp. y la
resistencia mostrada a diversos antifingicos por las especies de este género ha
propiciado que se presenten fallas en el tratamiento de los pacientes. Algunos autores
han observado que la resistencia a ciertos antifungicos es distinta y dependiente de la
especie. Ante esta evidencia el médico clinico se enfrenta a un desafio para establecer
un tratamiento especifico y dirigido a los pacientes que cursan con infecciones por
Fusarium spp., ya que el numero de antifungicos disponibles en las unidades
hospitalarias es escaso y la falta de pruebas utiles para determinar la sensibilidad
antifingica de las especies y puntos de corte limita la conducta del médico para iniciar

un tratamiento.

Por tanto es fundamental establecer patrones de sensibilidad a antifungicos como
medida importante para llevar a cabo tratamientos adecuados contra las infecciones por
Fusarium spp. De igual manera, estos patrones de sensibilidad tienen relevancia
epidemioldgica y terapéutica, pues son Utiles para detectar el surgimiento de cepas

resistentes a antifingicos y redirigir un tratamiento.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

e Identificar los aislados de Fusarium spp. obtenidos de pacientes con infeccién
ocular y determinar su sensibilidad in vitro a seis antifungicos.

3. 2. Objetivos particulares

e |dentificar por caracteristicas fenotipicas los aislados clinicos de Fusarium spp. y
su frecuencia.

e Conocer la concentracion minima inhibitoria de itraconazol, fluconazol,
voriconazol, posaconazol, anfotericina B y caspofungina frente a los aislados de
Fusarium spp.

e Determinar la concentracion minima fungicida de los antifungicos sobre los

aislados de Fusarium spp.
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4. Material y métodos

Este es un estudio transversal, observacional, realizado en aislados de Fusarium spp
obtenidos de pacientes con datos de infeccion ocular atendidos en el Hospital de la

Asociacion para Evitar la Ceguera en México.

4.1 Purificacién de aislados clinicos

Todos los aislados fueron resembrados en placas con agar dextrosa Sabouraud (ADS).
Las placas se incubaron a 28°C por 5 dias. De cada uno de los aislados crecidos se
realizaron cultivos monosporicos. Esto se llevo a cabo preparando una suspension de
conidios y/o fragmentos de hifas en 1 mL de solucion salina al 0.9 %; la suspension del
inodculo fue agitada y homogenizada por diez segundos. De la suspensiéon se tomaron 2
uL, los cuales fueron inoculados en el centro de una placa con ADS vy distribuidos en
toda la superficie por estria cerrada. Las placas se incubaron a 28°C por 48 horas. El
pequefio crecimiento colonial detectado fue tomado con una aguja hipodérmica estéril y
resembrado en agar papa dextrosa (APD). A partir del crecimiento de las colonias
purificadas, de cada uno de los aislados se realizaron resiembras en APD, de las cuales
unas se conservaron a 5°C y otras se conservaron en viales con solucién salina al

0.9%.

4.2. Estudio morfoldgico e identificacion de los aislados

La identificacion de las especies de Fusarium se baso en las claves dicotdmicas de
identificacion de De Hoog et al. (2000) [34] y de Leslie y Summerell (2006) [62]. Cada
uno de los aislados se resembraron en ADS, APD y agar extracto de malta (AEM) para
valorar las caracteristicas morfolégicas macroscopicos y microscopicos. En la
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identificacion macroscoépica se evaluaron diferentes parametros como:1) el tiempo de
crecimiento (diametro alcanzado en cinco dias); 2) aspecto de la colonia (algodonoso,
velloso, aterciopelado o membranoso); 3) superficie (lisa, con elevacion central,
plegada, radiada); 4) presencia o ausencia de exudados sobre la colonia; 5) margen
(regular o irregular); 6) color de la colonia (blanco o crema); 7) produccion de pigmento
(pigmentacion rojo vino, marrén, amarilla, parpura, anaranjada o sin pigmentacion) en el

anverso, reverso o difundido al medio.

Para la identificacidbn microscépica se prepararon microcultivos de cada uno de los
aislados, para lo cual se utilizaron placas con AEM, de las cuales se corté un cuadro de
agar de aproximadamente 1cm?y se colocé en el centro de la placa. Posteriormente se
inocularon cada una de las aristas del cuadro con porciones de micelio tomadas con
una aguja de diseccion; el cuadro de agar inoculado se cubri6 con un cubreobjetos
estéril. Las placas fueron incubadas a 28°C por siete dias, con revisiones cada tercer
dia. Cada uno de los cubreobjetos fue retirado con pinzas de diseccidn estériles y se
colocaron sobre un portaobjetos, adicionando una gota de azul de algoddén. Los
microcultivos se observaron al microscopio y se evaluaron las siguientes caracteristicas:
presencia o ausencia de macroconidios, microconidios y clamidoconidios; el tipo, forma,
tamafio y disposicion de las fidlides. En el caso de los macroconidios se describio el
namero de septos, tamafno, la curvatura, la forma y tamafio. Con respecto a los
microconidios se determind la presencia y numero de septos, la forma y el tamafo. En
el caso de presentar clamidoconidios se describio el tamafio, forma, la superficie y el

grosor de la pared.
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4.3. Prueba de sensibilidad a antifungicos

La prueba de sensibilidad a antifungicos se realiz6 con base en el método de
microdiluciébn en caldo descrito en el documento M38-A2 del CLSI (2008). Se
prepararon microdiluciones seriadas de seis antifingicos: anfotericina B (AMB),
voriconazol (VRZ), posaconazol (PSZ), itraconazol (ITZ), fluconazol (FLZ) vy
caspofungina (CSF), para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima fungicida (CMF) de cada antifingico sobre cada uno de los

aislados.

4.3.1. Preparacion de soluciones madre de los antifingicos

Para la preparacion se emplearon dos solventes: agua ultrapura Milli-Q para los
antifangicos hidrosolubles (CSF y FLZ) y dimetilsulféxido (DMSO) para los antifangicos
no solubles en agua (AMB, VRZ, ITZ y PSZ). Las soluciones se prepararon pesando la
cantidad necesaria del antifingico, de tal forma que en 10 mL de agua o DMSO se
tuviera la concentracion mas alta a ensayar. Las soluciones madre fueron esterilizadas
a través unidades filtro de 0.02 um, se distribuyeron en alicuotas de 500 uL y se
almacenaron en congelacién a -20°C para su posterior uso. Las diluciones seriadas a
partir de la solucibn madre se realizaron con caldo RPMI 1640 para los antifingicos
hidrosolubles y DMSO para los no solubles en agua (Cuadro 6). Posteriormente las
diluciones finales fueron 1:5 y 1:50 para antifungicos hidrosolubles y no solubles,

respectivamente, en tubos de ensaye con caldo RPMI.

4.3.2. Preparacion de las placas
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De cada una de las diluciones se tomaron 100 uL y se depositaron en los pozos de las
columnas 1 (mayor concentracion) a la 10 (menor concentracién). Las columnas 11 y
12 correspondieron al control de crecimiento (CC) y control de esterilidad (CE),
respectivamente. Para la columna 11, en el caso de los antifungicos hidrosolubles, se
llenaron con 100 pL de caldo RPMI y para el caso de los no solubles, con 100 pL de
caldo RPMI con DMSO al 2 %. La columna 12 se llen6 con 100 uL de medio RPMI. Las

placas de 96 pozos se conservaron a -20°C para su posterior uso.
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Cuadro 6. Diluciones seriadas de los antifungicos hidrosolubles e insolubles en agua

(CLSI,2008)

Antifangicos hidrosolubles

Paso Concentracion Fuente Volumen Medio Concentracion Concentracion

(ng/mL) (mL) (mL) intermedia final a 1:10
(Mg/mL) (Mg/mL)

1 5120 Stock 1mL 7 640 64

2 640 Paso 1 1.0 1.0 320 32

3 640 Paso 1 1.0 3.0 160 16

4 160 Paso 3 1.0 1.0 80 8

5 160 Paso 3 0.5 1.5 40 4

6 160 Paso 3 0.5 35 20 2

7 20 Paso 6 1.0 1.0 10 1

8 20 Paso 6 0.5 1.5 5 0.5

9 20 Paso 6 0.5 35 25 0.25

10 25 Paso 9 1.0 1.0 1.25 0.125

11 25 Paso 9 0.5 1.5 0.625 0.0625

12 25 Paso 9 0.5 35 0.3125 0.03125

Antifiingicos no solubles en agua

Paso Concentracion Fuente Volumen DMSO Concentracion Concentracion
(ug/mL) (mL) (mL) intermedia final a 1:10

(Mg/mL) (Mg/mL)

1 1600 Stock 1600 16

2 1600 Stock 0.5 0.5 800 8.0

3 1600 Stock 0.5 15 400 4.0

4 1600 Stock 0.5 3.5 200 2.0

5 200 Paso 4 0.5 0.5 100 1.0

6 200 Paso 4 0.5 1.5 50 0.5

7 200 Paso 4 0.5 35 25 0.25

8 25 Paso 7 0.5 0.5 12.5 0.125

9 25 Paso 7 0.5 1.5 6.25 0.0625

10 25 Paso 7 0.5 35 3.13 0.0313

4.3.3. Preparacion del indculo

La suspension de cada uno de los aislados fueron preparadas en solucion salina al 0.9

%, de 7 dias de crecimiento en APD. A cada tubo de aislado fungico se le adicionaron 2

mL de solucién salina 0.9 %; con ayuda de una asa bacteriologica estéril se
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desprendieron los conidios del micelio aéreo. De esta suspension se retir6 1 mL para
ser colocado en un tubo de poliestireno de 5 mL y determinar el niamero total de
conidios en una camara de Neubauer. De acuerdo con el numero de conidios totales
se realizaron diluciones en caldo RPMI para obtener una concentracién de 1x10°

conidios/mL.
4.3.4. Inoculacién de las placas

El inéculo de cada uno de los aislados problema se distribuyé de las filas D a la H,
donde se depositaron 100 uL del in6culo de los pozos de la columna 1 a la 11. En las
filas A, B y C se inocularon los aislados de Candida parapsilosis ATCC 22019,
Aspergillus fumigatus ATCC 204305 y Fusarium solani ATCC 36031, respectivamente.
La cepa ATCC 22019 de C. parapsilosis correspondié al control de calidad del método.
Las cepas ATCC de Fusarium y Aspergillus fueron los controles para hongos

filamentosos. Los pozos de la columna 12 se llenaron con 100 pL de caldo RPMI. Las

placas se incubaron a 35°C por 72 horas, con revision cada 24 horas.
4.3.5. Lectura de placas y registro de datos

Las lecturas se realizaron de forma visual con ayuda de un espejo invertido. La CMI se
determiné comparando la turbidez de los pozos conteniendo los aislados problema con
la del pozo CC. En el caso de la actividad de AMB, la CMI se valoro al 100 % de
inhibicion del crecimiento. En cambio, con los azoles, el porcentaje de inhibicion
considerado fue de 80-90 %. A pesar de que no hay puntos de corte clinicos

establecidos para Fusarium spp., los aislados se consideraron resistentes a los
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antifangicos con los valores de CMI = 4 ug/mL para AMB y de = 8 uyg/mL para azoles de

acuerdo con lo establecido por el CLSI en el documento M38-A2 (2012).

4.3.6. Determinacion de la Concentracion Minima Fungicida (CMF)

La CMF fue determinada con los farmacos que mostraron una CMI < 4 ug/mL sobre los
aislados problema. Los pozos de la columna 11 fueron los CC de los cuales se tomaron
2 uL y se inocularon por estria cerrada en la superficie de la placa con ADS. Por otro
lado, una placa con ADS se dividid en cuatro cuadrantes, en cada uno de ellos se
inocularon 2 uL en sentido a las manecillas del reloj, partiendo del pozo de la placa de
microdilucién que mostré un 30-40 % de inhibicién en el crecimiento y los tres pozos
siguientes con menor crecimiento o ausencia de crecimiento. Por ejemplo, el pozo
donde se observo la disminucion en el crecimiento fue en el pozo E4 y con mayor
disminucién fueron en los pozos E3, E2 y E1, respectivamente (Fig. 6). Las placas se
incubaron a 28°C por 48 horas. Posteriormente se contaron las unidades formadoras de
colonias (UFC) del control y de los problemas. El nimero de UFC de cada cuadrante se
contrast6 con el numero de UFC del control para obtener un porcentaje de inhibicion. La
CMF fue la concentracion a la cual se observo el 99 % de inhibicion en el crecimiento

de UFC.
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Figura 6. Determinacion de la concentracién minima fungicida: A) placa de Petri dividida en cuadrantes e

inoculada con el aislado problema; B) placa inoculada con el control de crecimiento (CC)

4.4. Efecto letal del voriconazol (VRZ)

Para determinar el efecto letal del voriconazol se us6 el método de Kiraz et al., 2013,
para lo cual se utilizaron cinco placas de microdilucion preparadas con concentraciones
seriadas de VRZ (0.03 uyg/mL a 16 yg/mL), inoculadas con uno de los aislados (1PG) e
incubadas a 35°C. Las lecturas colorimétricas se hicieron a las 2, 12, 24, 48, 72 horas
para evaluar la actividad metabdlica empleando disoluciones en PBS de 2,3-bis [2-
metiloxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2-H-tetrazolio-5-carboxanilido  (XTT) a un mg/mL vy
menadiona inicialmente disuelta en acetona a 10 mM vy diluida en PBS 1:10. La
disolucion final en PBS correspondio a 0.5 mg/mL de XTT y 125 yM de mandiona. A

cada uno de los pozos de la placa se adicionaron 50 uL y se incub6 por dos horas a
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35°C; después se determind Is DO a 492 nm en un espectrofotdmetro (Chromate 4300
de Awareness Technology, Inc.). La efectividad del antifingico fue valorada al 50% de
reduccion en la actividad de XTT comparada con el control. Estos procedimientos se
realizaron por duplicado. Para construir la curva del efecto letal se consideraron los
datos de absorbancia de los pozos que contenian las CMI y CMF de VRZ contra el

aislado.

4.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de la CMI y la CMF fueron analizados con el programa Statistica 8.
Se aplicé la prueba de ANOVA de dos vias para valorar la diferencia significativa entre
la actividad de los antifungicos sobre las especies de Fusarium, asi como para detectar
posibles interacciones entre los dos factores en los valores de CMI y CMF. Finalmente
se aplicod la prueba post hoc de correccion de Bonferroni para detectar los casos
donde habia diferencia significativa en la CMI y la CMF. Para ambas pruebas

estadisticas se consider6 un valor de significancia de p<0.05.
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5. Resultados

5.1. Datos epidemioldgicos y agentes etioldgicos

5.1.1. Pacientes

En total se procesaron 33 aislados clinicos de Fusarium spp. obtenidos de pacientes
con infeccion ocular. Solo se recibieron los datos de 29 pacientes. De éstos, 17 (58.6
%) fueron obtenidos de pacientes masculinos y 12 (41.4 %) de pacientes femeninos. El
rango de edad de los pacientes fue de 7 a 85 afios, con un promedio de 39.9 afios. Los
pacientes masculinos fueron mas frecuentes, pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa (p=0.518). Por otra parte, hubo mayor nimero de pacientes de edades
entre 31 y 40 afios pero esta frecuencia tampoco fue estadisticamente significativa

(p>0.05) (Fig. 7).
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Figura 7. A) Proporcién de mujeres y hombres en 29 pacientes; B) grupos de edad

y distribucién por género de los pacientes

En el cuadro 7 se describe las caracteristicas demograficas, factores de riesgo y

evolucién del padecimiento ocular de los pacientes incluidos en este estudio.
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Cuadro 7. Caracteristicas demograficas, factores de riesgo y

infeccion ocular por Fusarium en 29 pacientes.

tiempo de evolucion de la

Clave  Género Edad Residencia Ocupacion Factor de Evolucion Ojo Diagnéstico
de (afios) riesgo (dias) afectado clinico
registro
Pedro
1PG M 27 Escobedo, - - 60 oD Queratitis
Gro.
2 PG F 32 Quintana Roo Ama de Traumatismo 30 oD Queratitis
casa corneal
Traumatismo Queratitis
3 PG F 85 NE Campesino  con material 30 oD S
micotica
vegetal
Tuzamapan Ama de Traumatismo
4 PG F 75 P pan, con material 1 Ol Queratitis
ue. casa
vegetal
5 PG F 40 Petatlan Gro. Estudiante Quemadura 11 Ol Queratitis
corneal
Uso
prolongado .
6 PG M 32 Cancun, Q.R. Animador de lentes de 30 oD ngrgtltls
micotica
contacto
blandos
7 PG M 7 Veracruz, Estudiante Traumatismo 15 ol Quera,tlt_ls
Ver. corneal traumatica
9 PG M 72 NE NE NE NE NE  Queratitis
traumética
Queratitis
10 PG F 13 Veracruz Pintor Qu’er_nadura 3 ol corneal por
quimica
quemadura
Traumatismo -
12 PG M 3g  llapehuala, NE con material 15 ol Queratitis
Gro. traumatica
vegetal
13 PG = 38 Acapulco, Ama de Traumatismo 8 ol Q_uere_ttltls e
Gro. casa coneal hipopion
14PG M 47 Altamira, Obrero . 30 o Querattis
Tams. estromal
Queratitis .
. o Queratitis
15 PG F 21 San Luis Amade herpeética, 18 OD  herpeticay
Potosi casa Ulcera .
. bacteriana
bacteriana
16 PG M 39 Durango,  omnesing  APSCeso 21 ol Queratitis
Dgo. coneal micotica
17 PG F 54  Taxco, Gro. Amade  Traumatismo 15 op  Queratitis
casa corneal micoética
Tehucan Traumatismo Ulcera
18 PG M 74 Pue ! Campesino  coneal, 35 Ol corneal
) Ulcera traumatica
19 PG M 4 CDMX Ayudante  ‘aumatismo 15 op  Queratitis
corneal traumatica
20 PG F 34 Acapuilco, Ama de - 10 Ol Queratiis
Gro. casa

48



Cuadro 7. Continuacion.

Clave  Género Edad Residencia Ocupacion Factor de Evolucion Ojo Diagnostico
de (afios) riesgo (dias) afectado clinico
registro
. Traumatismo .
22 PG M 50 Zihuateutia, NE con material NE oD ngrgt|t|s
Pue. micética
vegetal
Glaucoma,
23 PG M 63 Tamaulipas Proyectista Ela::t:rrgta, 60 Ol Queratitis
corneal
24 PG M 40 Puebla Campesino - 20 oD Queratitis
Quemadura
25 PG M 15 Cotaztla, Ver. Estudiante  térmica en la 3 oD Queratitis
cornea
28 PG M 36 CDMX Obrero - NE Ol Queratitis
Ulcera
L. trinitaria, Ama de Traumatismo corneal
29PG F 41 Chis. casa corneal 5 oD traumatica e
hipopion
30 PG F 30 CDMX Amade  Traumatismo 180 op  Queratiis
casa quirdrgico micotica
32 PG M 36 Iguala, Gro. Jardinero - 3 Ol Queratitis
Traumatismo Ulcera
33 PG M 14 Morelos Estudiante 7 Ol corneal
corneal .
traumatica
34 PG F 30 CDMX Amade  Traumatismo 90 op  Queratiis
casa quirdrgico micética
35 PG M 33~ Cuernavaca,  Ayudante de ; 30 OD  Queratitis
Mor. albaiiil

Abreviaciones:

M=masculino; F=femenino; OD=0jo derecho; Ol=0jo izquierdo; NE=no especificado

CDMX=Ciudad de México; Chis.=Chiapas; Dgo.=Durango; Gro.=Guerrero; Mor.=Morelos; Pue.=Puebla

Q.R.=Quintana Roo; Tams.=Tamaulipas; Ver.=Veracruz

El principal factor de riesgo que presentaron los pacientes (16/29) fue traumatismo

sufrido con diferente materiales; de éstos, 4/16 con material vegetal, 3/16 quemadura

corneal y en 2/16 secundario a trauma quirargico. El uso de lentes de contacto sélo se

presentd en un paciente masculino, adulto joven. Los casos insidiosos (8/29) fueron los

mas comunes.

El lugar de origen de los pacientes fue variado, la mayoria fueron de las regiones

suroeste (8/29), oriente (7/29) y centro-sur (6/29) de la Republica Mexicana (Fig. 8). El
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estado con mayor niumero de casos fue Guerrero (7/29), seguido por la Ciudad de
México y Puebla (4/29 cada uno). Las tres principales ocupaciones de los pacientes

fueron ama de casa (9/29), campesinos y estudiantes (4/29 cada uno).

Noroeste Centronorte
Noreste Centrosur
Occidente Sureste
Oriente Suroeste

Figura 8. Mapa regional de México.(ﬁi\’) Estados con mayor numero de casos. Tomada de Keepscases -
Trabajo propio, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=8658972

Las manifestaciones clinicas fueron dismuninucion de la agudeza visual, dolor de
intensidad variable, la presencia de anillos densos inmunoldgicos, abcesos corneales,
Ulceras y cataratas. Ambos ojos fueron afectados sin predileccién. El tiempo de

evolucion fue menor a 30 dias en 21/29 casos; y en un caso mayor a 100 dias.
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En 26/29 pacientes el principal diagnostico clinico fue de queratitis, de los cuales sélo

en 7/26 correspondieron a queratitis micética y uno a queratitis herpética-bacteriana.
5.1.2. Identificacion y caracteristicas fenotipicas de las especies de Fusarium

De los 33 aislados, 17 de ellos fueron identificados por sus caracteristicas fenotipicas
como Fusarium solani, nueve F. dimerum y cuatro F. oxysporum. En otros

correspondieron a F. subglutinans, F. proliferatum y F. chlamydosporum (Fig. 9).

W F. solani

M F. dimerum
W F. oxysporum
m Otros

Figura 9. Porcentaje de las especies identificadas en 33 aislados clinicos de Fusarium

Las colonias de F. solani se caracterizaron por ser de color blanco, de aspecto
algodonoso o velloso, con elevaciéon central y margen regular y radiado, en algunos de
los aislados (7/17) se observé la formacion de un anillo filamentoso. Al reverso de la
mayoria de las colonias (6/17) presentaron un prigmento rojo-vino sobre la colonia y/o
difundido al medio (Fig. 10). Microscopicamente mostraron hifas hialinas septadas con
ramificaciones en angulo de 45°, con abundantes microconidios unicelulares o con un
septo, de forma elipsoidal o cilindrica, de 6-18 um de largo; macroconidios abundantes,

fusiformes, de apices curvos, de 20-27 um de largo, con dos a cuatro septos; la forma
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de la célula basal fue indistinta a la de la célula apical. En las hifas se detectaron
monofidlides aciculadas, de mas de 20 um de largo, septadas, cuya célula conididogena
presentaba una marca similar a un collarete. También se observaron clamidoconidios
apicales y/o intercalares, globosos, de 5-10 um de diametro, de pared lisa o rugosa

(Fig. 11).

Las colonias de F. dimerum mostraron un aspecto aterciopelado a velloso, de superficie
lisa o con pliegues en algunos de los aislados (2/9); los bordes de éstas fueron
regulares y radiados (con algunas excepciones donde el borde fue irregular (3/9)), de
color blanco amarillento. Al reverso de las colonias se observd la formacion de
pigmento amarillo difundido al medio. (Fig. 10) Microscépicamente, los aislados de esta
especie presentaron hifas hialinas septadas, con abundantes macroconidios fusiformes
con uno o dos septos, de 10-20 um de largo, los apices curvados hacia el centro, con la
célula apical ligeramente lanceolada y la célula basal con apice romo. Las monofialides
rectas, anchas y ramificadas, dispuestas lateralmente cuya longitud fue de 10-15 pm.

No se observaron microconidios ni clamidosporas (Fig. 11).

El aspecto de las colonias en los aislados de F. oxysporum fue algodonoso a flocoso,
de color blanco, con el centro elevado y los margenes regulares y radiados, formando
un anillo filamentoso en dos aislados. Sobre la colonia se observo la produccion de
pigmento de color violeta (Fig. 10). Microscépicamente constituidos por hifas hialinas
septadas, macroconidios fusiformes, alargados hasta 30 pm, curvos, con uno a tres
septos, con la célula apical lanceolada y la célula basal pedicelada. Los microconidios
fueron abundantes, de hasta 8 um de largo, elipsoidales, cilindrico o reniformes, sin

septo o con un septo. En dos aislados se encontraron clamidoconidios globosos de 5-
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10 um y de pared lisa. Ademas, presentaron monofialides laterales, cortas, de base

ancha y no ramificadas (Fig. 11).
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Figura 10. Caracteristicas morfolégicas de las colonias en agar papa dextrosa (APD), agar
extracto de malta (AEM) y agar dextrosa Sabouraud (ADS), de tres de las especies de

Fusarium.

Especies

F. solani (22PG) F. dimerum (23PG) F. oxysporum (24PG)

APD

AEM

ADS

ADS

(reverso)
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Figura 11. Morfologia microscépica de tres de las especies de Fusarium con tincion de azul de
algodon lactofenol a 40x.

Especies

F. solani (28PG) F. dimerum (23PG) F. oxysporum (21PG)

Macroconidios

Microconidios Ausentes

Fialides

Clamidoconidios Ausentes
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5.2. Prueba de sensibilidad a antifingicos

La concetracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima fungicida (CMF)
obtenidas de la actividad de seis antifungicos sobre los 33 aislados de Fusarium spp.
son mostrados en el cuadro 8. Los valores de CMI para PSZ, ITZ y CSF fueron 216
pg/mL y FLZ de =64 ug/mL. Los dos antifiingicos con la mejor actividad fueron AMB y
VRZ. Los valores de CMI con AMB fueron en rango de 0.5 a 8 yg/mL, mientras que con
VRZ fueron de 0.5 a 16 pg/mL. En el caso de la CMF, los valores de AMB y VRZ se
mostraron en rango similar a lo observado en la CMI: de 0.5 a 8 yg/mL y de 0.5 a 16

Mg/mL, respectivamente (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Valores de CMI y CMF de AMB y VRZ frente a 33 aislados clinicos de
Fusarium spp.

CMI
Antifiingico Especie .N|:|m_ Numero de aislados con valores de CMI (ug/mL)
aislados 0.5 1 2 4 8 >16
AMB F. solani 16 1 3 5 6 1
F. dimerum 9 3 1 2 3
F. oxysporum 4 1 2 1
F. proliferatum 1 1
F. subglutinans 1 1
F. chlamydosporum 1 1
VRZ F. solani 16 1 3 3 4 5
F. dimerum 9 1 1 1 2 4
F. oxysporum 4 3 1
F. proliferatum 1 1
F. subglutinans 1 1 0
F. chlamydosporum 1 1
CMF
Antifiingico Especie .Num. Numero de aislados con valores de CMF (ug/mL)
aislados 0.5 1 2 4 8 =16
AMB F. solani 16 1 3 5 6 1
F. dimerum 9 3 1 2 3
F. oxysporum 4 1 2 1
F. proliferatum 1 1
F. subglutinans 1 1
F. chlamydosporum 1 1
VRZ F. solani 16 4 1 4 4 3
F. dimerum 9 2 1 6
F. oxysporum 4 1 1 2
F. proliferatum 1 1
F. subglutinans 1 1

F. chlamydosporum 1 1

CMI: concentracion minima inhibitoria; CMF: concentracion minima fungicida; AMB: anfotericina B; VRZ:
voriconazol

5.2.1. Andlisis estadistico

El analisis de las pruebas estadisticas mostr6 que el efecto del antifingico no fue
dependiente de la especie de Fusarium (p>0.05). Por otro lado, el tipo de antifingico
fue el factor determinante para los distintos valores de CMI y CMF obtenidos (p=0.003 y

p=0.007, respectivamente). Se encontr6 ademas que habia diferencias significativas
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entre los valores de CMI y de CMF de AMB y VRZ (p<0.05), siendo los valores para

AMB significativamente menores a los de VRZ (Fig. 12).
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Figura 12. Valores de CMI (A) y CMF (B) de AMB y VRZ frente a los aislados de las diferentes especies

de Fusarium.
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5.3. Efecto letal de VRZ

En la figura 13 se muestra la curva del efecto letal de VRZ, donde hay una reduccién en
la actividad celular a partir de las 12 horas, el cual fue mas evidente a las 48 horas.
Este descenso se prolongé hasta las 72 horas, donde se not6 la reduccion del 50% de

la actividad celular.
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Figura 13. Curva de crecimiento (CC) y curva de efecto letal (EL) de VRZ contra F. solani (aislado 1PG).
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6. Discusién

Fusarium es un género de hongos que presenta un alto grado de variabilidad
morfolégica, que puede ser modificada por factores como la cantidad y tipo de
nutrientes, el pH y la temperatura [75]. Sin embargo, el uso de medios especificos y
condiciones controladas, asi como el uso de cultivos monospoéricos ha permitido la
creacion de sistemas de clasificacion robustos que auln siguen vigentes [62]. En este
trabajo, el uso de tres medios de cultivos distintos (agar dextrosa Sabouraud, agar papa
dextrosa y agar extracto de malta) permitié la identificacion fenotipica de los aislados.
La morfologia de los macroconidios se aprecié mejor en agar extracto de malta en los
aislados identificados como F. dimerum. El agar papa dextrosa fue el merjor medio de
cultivo para la morfologia colonial de cada uno de los aislados, ya que no se observé
gran modificacién y ademas se evidencio la produccién de pigmento (rojo vino, amarillo
y purpura), que es una de las caracteristicas mas usadas en la diferenciacién de
especies de Fusarium [62]. Por ejemplo en los aislados de F. oxysporum se observo un
pigmento purpura en el anverso de la colonia. Otro de los hechos relevantes de este
estudio fue la morfologia atipica de los macroconidios en dos de los aislados (11PG y
23PG), por lo cual se utilizd un medio que contenia cloruro de sodio al 1% (modificacion
de agar Gorodkowa) que dio como resultado la obtencién de numerosos macroconidios

tipicos.

Las infecciones oculares por especies de Fusarium son causa importante de morbilidad,
dificiles de establecer el diagndstico y presentan una pobre respuesta a los tratamientos
antifangicos. En 2016, Ong et al. [78] realizaron un estudio epidemiolégico donde

observaron un incremento de las queratitis por Fusarium spp. en la ultima década,

60



principalmente en hombres. En el presente trabajo no se observdé predominio de
género, ni de edad en las infecciones oculares por Fusarium spp. Los pacientes eran
originarios principalmente de estados con climas calidos-templados hdimedos y/o
subhimedos, como el estado de Guerrero, similar al estudio de Vanzzini-Zago et al.
[105], en 2010. Otros autores han descrito una elevada incidencia de estas infecciones
causadas por Fusarium spp. en regiones de clima templado [78, 107]. Por otro lado, los
campesinos que presentaron infeccién ocular por Fusarium spp. representaron el 13.8%
del total de pacientes en comparacion al 34.4% reportado por Pérez-Balbuena et al.
(2009) [84]. En el presente estudio el 17.6% de los pacientes fueron masculinos y el
8.3%, pacientes femeninos. Las amas de casa presentaron una frecuencia de 31% del

total, una frecuencia mayor al 18.1% reportado por otros autores [84].

El traumatismo como factor de riesgo tuvo una frecuencia del 55.2%, muy similar a la
reportada en la literatura para México [84]. El uso de lentes de contacto blandos por
periodos prolongados no fue un factor de riesgo relevante en este estudio, pues sélo se
presenté en un paciente (3.4%), frecuencia menor al 8.1% reportada por Pérez-
Balbuena et al. (2009) [84] en México. Los factores de riesgo parecen variar de acuerdo
a la region geografica, pues en otros estudios como el de Tupaki-Sreepurna et al.
(2016) [102] en la India, el principal factor de riesgo fue el trauma (90%), mientras que
en Alemania el uso de lentes de contacto fue el factor asociado mas frecuente (73.3%)
[107]. Cabe destacar que los casos insidiosos fueron especialmente frecuentes en este
estudio (27.6%), ademas de que no hay datos de frecuencia de este tipo de casos

causados por Fusarium spp. en México.

61



El principal agente etiologico identificado fue F. solani, con una frecuencia del 52% de
los casos. Este porcentaje se encontrd dentro del rango de 26.5-82% de la literatura
revisada para México [84,105]. Sin embargo, fue una frecuencia menor dentro del rango
de 66-90% en otros centros de referencia como Argentina [88], India [102], Alemania
[107] y Tanez [25]. En el caso de F. dimerum se encontré una frecuencia mayor (27%)
con respecto a otros estudios realizados en México (4.6-9.9%) [84, 105] y en otros
paises (4-12%) [25, 88, 103]. F. oxysporum se presentd en el 12.1% de los casos,
mientras que en la literatura para México la frecuencia fue de 4.9-6.6 % de los aislados
de Fusarium spp. [84,105]. En otros paises, la frecuencia de F. oxysporum en

gueratomicosis por Fusarium spp. ha sido reportada entre el 4 al 19% [25,88].

El tratamiento de las infecciones oculares causadas por Fusarium spp. es dificil debido
a la resistencia que llegan a presentar a diversos antifungicos. Algunos autores han
reportado la resistencia intrinseca al grupo de las equinocandinas; mientras que la
actividad de los azoles ha sido variable y depende de la especie del aislado [5, 7, 13,
38, 54, 97]. En el presente trabajo, de todos los antifungicos probados, la AMB fue Oal
que tuvo los valores de CMI y CMF mas bajos, lo cual es similar a lo descrito en la
literatura [5, 33, 97, 102]. En cambio, el VRZ mostr6 una actividad variable (0.5-16
pg/mL), lo que coincide con otros autores [5, 54, 97]. Sin embargo, fue el segundo
antifangico con la mejor actividad frente a los aislados de Fusarium spp. En otros
estudios, el VRZ ha mostrado y se ha discutido sobre la buena actividad in vitro contra
estos hongos [33, 102]. En el presente estudio, se observo que el VRZ provocé el
decremento de la actividad celular a partir de las 12 horas, con una inhibicion en el

crecimiento del 50% a las 72 horas. Por estas razones el VRZ podria ser considerado
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como el mejor farmaco para el tratamiento de las infecciones oculares causadas por
Fusarium spp. Los triazoles de primera generacion (ITZ y FLZ) mostraron los valores
mas altos de CMI y CMF (=16ug/mL y 264ug/mL), lo cual ha sido descrito en otros
estudios [33, 44, 101, 106]. En el caso del PSZ se ha descrito que tiene una respuesta
dependiente de la especie sobre Fusarium spp., por ejemplo puede presentar buena
actividad sobre F. oxysporum y F. vercilloides [4, 5, 101]. Sin embargo, en el presente
estudio se observd que el PSZ no tuvo efecto contra los aislados (CMI y CMF
216ug/mL), a pesar de que se ha reportado respuesta clinica favorable en pacientes
con queratitis por Fusarium spp. [54]. Por otra parte, la CSF tampoco tuvo efecto contra

los aislados.

Cabe resaltar que de los 33 aislados estudiados, 10 mostraron resistencia a todos los
antifingicos empleados, la cual es indicativa de que las pruebas de sensibilidad, asi
como la identificaciébn del aislado son importantes para establecer un tratamiento

adecuado en las infecciones por Fusarium spp.
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7. Conclusiones

Las infecciones oculares por Fusarium spp. de los pacientes del Hospital de la
Asociacion para Evitar la Ceguera en México son causadas principalmente por F.

solani, seguido de F. dimerum y F. oxysporum.

El factor de predisposicion mas frecuente fue el traumatismo en el 55.2% de los

pacientes.

Todos los aislados de Fusarium mostraron resistencia a caspofungina, fluconazol,

itraconazol y posaconazol.

La anfotericina B fue el antifangico que mostré los valores de CMI y CMF mas bajos.

Voriconazol presentd una buena actividad contra Fusarium spp., el cual representa una

buena opcion para el tratamiento de las infecciones oculares causadas por este género.
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. Abreviaturas

°C.: grados Celsius

ABC: dominio de union al ATP

ADS: agar dextrosa Sabouraud

AEM: agar extracto de malta

AMB: anfotericina B

AMB iny: anfotericina B (inyeccion intravitrea)

AMB lip: anfotericina B liposomal

ANOVA: Analysis of variances, andlisis de varianzas
APD: agar papa dextrosa

CC: control de crecimiento

CDC: Center for Disease Control and Prevention, Centro de control y prevenciéon
de enfermedades

CDMX: Ciudad de México

CE: control de esterilidad

Chis.: Chiapas

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute, Instituto de estandares clinicos y
de laboratorio

cm: centimetro

cm?: centimetro cuadrado

CMF: concentracién minima fungicida

CMI: concentracion minima inhibitoria

CSF: caspofungina
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DM: diabetes melitus

DMSO: dimetil sulfoxido

DNA: acido desoxirribonucléico

DON: deoxinivalenol

Dgo.: Durango

EES: endolftalmitis endégena secundaria

EL: efecto letal

EN: enucleacion

et al.: et alii (latin), y colaboradores

EUA: Estados Unidos de América

f. sp.: forma specialis (latin)

FCSC: complejo de especies de F. chlamydosporum
FDSC: complejo de especies de F. dimerum

FFSC: complejo de especies de F. fujikoroi

FGSC: complejo de especies de F. graminearum
FIESC: complejo de especies de F. incarnatum-equisetti
FLZ: fluconazol

FOSC: complejo de especies de F. oxysporum
FSAMSC: complejo de especies de F. sporotrichoides
FSSC: complejo de especies de F. solani

Gro.: Guerrero

IAPT: International Association for Plant Taxonomy, Asociacion internacional

para la taxonomia de plantas
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ITS: Internal Transcribed Spacer, Espaciador transcribible interno
ITZ: Itaconazol

KTZ: ketoconazol

LBA: leucemia bifenotipica aguda
LLA: leucemia linfoblastica aguda
LMA: leucemia mieloide aguda

MCF: micafungina

mL: mililitro

Mor.: Morelos

NA: no aplica

NE: no especificado

nm: nanémetros

NTM: natamicina

NUm.: nUmero

OD: ojo derecho

Ol: ojo izquierdo

PSZ: posaconazol

Pue.: Puebla

Q. R.: Quintana Roo

RPMI: medio Roswell Park Memorial Institute
sp.: species (latin), especie

spp.: species (latin), plural de especie

Tams.: Tamaulipas
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TBF. terbinafina

UFC: unidad formadora de colonias
Ver.: Veracruz

VRZ: voriconazol

VRZ iny: voriconazol (inyectable)
XTT: cloruro de tetrazolio

Mg: microgramos

ML: microlitros

Mm: micrometros

MM: micromolar
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10. Anexo

Medios de cultivo

» Agar dextrosa Sabouraud para 1000 mL

Digerido pancreético de caseina 5.0 g/L
Digerido péptico de tejido animal 5.0 g/L
Dextrosa 40.0 g/L
Agar 15.0 g/L

Adicionar todos los ingredientes al agua destilada. Dejar rehidratar por unos minutos
para después calentar hasta disolver completamente el agar. Esterilizar a 121°C por 15

minutos y vertir en placas de Petri en condiciones estériles.

» Agar extracto de malta para 1000 mL

Extracto de malta 30.0 g/L

Agar 15.0 g/L

Agregar los ingredientes al agua destilada. Dejar rehidratar y posteriormente calentar y
disolver el agar completamente. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Vertir en placas de

Petri en condiciones estériles.
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» Agar Gorodkowa (modificado) para 1000 mL

Glucosa 1.0 g/L

Peptona 10.0 g/L
Cloruro de sodio 10.0 g/L
Agar 20.0 g/L

Afadir los ingredientes al agua destilada y dejar rehidratar. Llevar a ebullicién hasta

disolver el agar. Esterilizar por 15 minutos a 121°C. Vertir en placas de Petri estériles.

» Agar papa dextrosa para 1000 mL

Dextrosa 20.0 g/L
Infusion de papa 4.0 g/L
Agar 15.0 g/L

Afadir los ingredientes al agua destilada. Dejar rehidratar y llevar a ebullicion hasta
disolver el agar. Esterilizar por 15 minutos a 121°C. Vertir en placas de Petri en

condiciones de esterilidad.

85



» RPMI 1640 para 1000 mL

RPMI 1640 10.4 g/L

Acido morfolino propano sulfénico (MOPS) 34.5g/L

Disolver por agitacion el MOPS en agua Mili-Q. Agregar el RPMI 1640 y ajustar el pH a

7 con NaOH 1M. Estelizar por filtracidbn mediante unidades filtro de 0.2 ym. Mantener a

4°C hasta su uso.
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