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Resumen

Introduccién: Fusarium solani es considerado un hongo oportunista emergente, para el cual se ha descrito la diseminacién sistémica a partir de onicomicosis,
causando un aumento en la incidencia de las fusariosis sistémicas con mortalidades que exceden el 70% en pacientes con inmunosupresion severa. Métodos: Se
evalud la susceptibilidad antimicrobiana frente a anfotericina B y voriconazol de 28 aislamientos de F. solani, obtenidos a partir muestras de ufias que fueron
depositados en la Micoteca de la Seccién de Micologia Médica de la Universidad de Costa Rica, en el periodo 2004-2012, segtn el método de referencia de
microdilucion en caldo para hongos filamentosos “M38-A” del CLSI. Resultados: El voriconazol presenté mayor actividad antifingica, con 82,14 % de los
aislamientos considerados resistentes (CMI >4 pug/mL) y el 17.86% considerados como sensibles dependientes de dosis (CMI = 2 pg/mL). La anfotericina B
tuvo la menor actividad antiflingica con 100% de los aislamientos analizados consideradas resistentes (CMIs > 2ug/mL). Conclusiones: Se recomienda el uso
de voriconazol para el tratamiento de la fusariosis invasiva diseminada con focos de infeccion superficial, asi como revertir la inmunosupresion siempre que sea
posible, tratar de evitar las infecciones nosocomiales transmitidas por el aire 0 agua, y de manera particular evaluar y tratar cuidadosamente las lesiones cutaneas,
particularmente onicomicosis.
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Antifungal susceptibility to systemic treatments of clinical isolates of Fusarium solani associated with potential invasive
disseminated fusariosis

Abstract

Introduction: Fusarium solani is considered as an emerging opportunistic fungus, the systemic dissemination from onychomycosis has been described for this
microorganism, causing increases in the incidence of systemic fusariosis with mortalities exceeding 70% in patients with severe immunosuppression. Methods:
The antimicrobial susceptibility to amphotericin B and voriconazole of 28 isolates of F. solani from nail samples was evaluated according to the reference method
of microdilution in broth for filamentous fungi *M38-A" of the CLSI. That isolates were deposited in the fungal collection of the Medical Mycology Section of
the University of Costa Rica, between 2004-2012. Results: Voriconazole showed greater antifungal activity, with 82.14% of the isolates considered resistant
(MIC >4 pg / mL) and 17.86% considered as dose-dependent sensitive (MIC = 2 pug / mL). Amphotericin B had the lowest antifungal activity with 100% of the
analyzed isolates considered resistant (MICs > 2ug / mL). Conclusion: The use of voriconazole is recommended for the treatment of disseminated invasive
fusariosis with superficial foci, as well as reversing immunosuppression whenever possible, trying to avoid nosocomial infections transmitted by air and water
and in particular to carefully evaluate and treat skin lesions, particularly onychomycosis.

Keywords: Fusariosis, Fusarium solani, amphotericin B, voriconazole, onychomycosis.

Introduccién
La onicomicosis es un problema médico insidioso,

falsos negativos obtenidos en el diagnostico de
laboratorio asociados al escaso entendimiento de la

dado que la mayoria de los pacientes acuden en busca de
tratamiento sélo cuando el plato ungueal se encuentra
severamente alterado. Muchas personas viven con el
hongo en sus ufias ingenuamente, ya que este no
representa un padecimiento debilitante y la distincion
entre onicomicosis y otros padecimientos a la hora de
realizar un diagnostico clinico, es notoriamente pobre.
Esto aunado a la numerosa cantidad de falsos positivos y

naturaleza de los organismos causales [1].

En Costa Rica, Fusarium sp. es el agente etioldgico
mas frecuente entre los hongos filamentosos no
dermatofitos aislado a partir de las ufias de los pies,
produciendo un cuadro de tipo distal-lateral-subungueal
y totalmente distréfico [2]. Este hongo tiene la capacidad
de infectar plantas, producir micotoxicosis tras la ingesta
de alimentos contaminados [3] y de causar un amplio
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espectro de infecciones en humanos, desde superficiales
en piel, ufias y cornea, hasta infecciones invasivas
localizadas y sistémicas [4]. Las infecciones invasivas en
humanos inmunocompetentes son extremadamente
raras, sin embargo, en individuos inmunocomprometidos
se presentan principalmente en pacientes con
neutropenia [4], con malignidades hematoldgicas y en
receptores de trasplantes de células hematopoyéticas [5].
Recientemente se ha considerado a Fusarium sp. como
un hongo oportunista emergente, llevando a 6bito hasta
un 70% de pacientes con inmunosupresion severa [6].
Por lo tanto, la fusariosis sistémica se ha convertido en
una de las micosis invasivas mas devastadoras [5]
causando neumonias, lesiones epiteliales metastasicas e
incluso fungemias [7]; siendo los agentes etiol6gicos
involucrados con mayor frecuencia Fusarium solani,
Fusarium verticilliodes y Fusarium oxysporum [8].
Ademas, en el 2007 se describido un aumento de la la
diseminacién sistémica de estos agentes a partir de
onicomicosis, causando un aumento del 66,7% de las
fusariosis sistémicas en el Hospital Universitario de la
Universidad Federal de Rio de Janeiro, de Brasil [5,7],
por lo que se sugiere que en pacientes inmunosuprimidos
es necesario estudiar los posibles nichos colonizados, ya
sea transitoriamente o donde el hongo se haya
establecido como agente infeccioso [1,9].

Fusarium es uno de los hongos mas resistentes a los
antifingicos disponibles (8), ha mostrado ser
intrinsecamente resistente a los farmacos inhibidores de
la sintesis de B-glucanos, como la caspofungina. Sin
embargo, las diferentes especies muestran patrones de
susceptibilidad distintos, por ejemplo, F. solani, en
general, tiende a ser resistente a todos los antiflngicos,
mientras que F. verticillioides, muestra concentraciones
minimas inhibitorias (CMIs) altas para 5-fluorocitosina,
ketoconazol, fluconazol, itraconazol y posaconazol y
relativamente bajas para anfotericina B, voriconazol y
natamicina [6,10-12].

El presente trabajo pretende evaluar la
susceptibilidad de aislamientos clinicos de F. solani a los
tratamientos de uso sistémico disponibles en el sistema
de salud publica de Costa Rica; mediante la
determinacion in vitro de la CMI por el método de
microdilucion en caldo empleando el protocolo
estandarizado del Clinical Laboratory Standard Institute
(CLS)).

Materiales y Métodos
Descripcion de la muestra

Se evalu6 la susceptibilidad antimicrobiana de 28
aislamientos de F. solani, obtenidos a partir muestras de
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ufias que fueron depositados en la Micoteca de la Seccién
de Micologia Médica de la Universidad de Costa Rica,
durante el periodo comprendido entre los afios 2004-
2012. El material bioldgico fue mantenido en tubos con
agar Sabouraud glucosado (ASG) y agar papa dextrosa
(APD) a temperatura ambiente (20-30°C).

Control de calidad

Como controles para los estudios de susceptibilidad
se emplearon las siguientes cepas control de la American
Type Culture Collection (ATCC): Candida krusei ATCC
6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 y Fusarium
solani ATCC 36031. Se utilizaron estos controles,
porgue son cepas que tienen una CMI conocida y lo que
se desea es garantizar que la concentracién de
antiflngico que hay en cada pocillo, sea la correcta.

Pruebas de sensibilidad a los antifungicos

La CMI de los aislamientos se determiné segun el
método de referencia de microdilucion en caldo para
hongos filamentosos “M38-A” del CLSI [13]. Se prepard
una solucién madre de cada antifungico: anfotericina B
1 600 pg/mL (Royal Pharm, Hangzhou, China) y
voriconazol 1 600 pg/mL (Royal Pharm, Hangzhou,
China); utilizando como diluyente dimetil sulfoxido
(DMSO, Sigma Chemicals Co., St. Louis, Mo, Estados
Unidos). A partir de la solucion madre, se prepard una
serie de diluciones a una concentracion 100 veces
superior a la concentracion final deseada, utilizando
DMSO como diluyente. En seguida se realizd una
dilucion 1/50 transfiriendo 200 puL de cada dilucién a un
tubo con 9,8 mL de RPMI 1640 (de las siglas en inglés
de Roswell Park Memorial Institute, Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos), con lo que la concentracién
de antifungico fue dos veces mayor que la concentracion
final deseada. Se procedi6 a preparar las microplacas
colocando 100 uL por pocillo del contenido de cada
dilucion. Las concentraciones finales fueron: 0,03-16
pg/mL para anfotericina B y 0,03-16 pg/mL para
voriconazol.

Para preparar el in6culo de los aislamientos de F.
solani, se partié de un subcultivo en APD incubado a
temperatura ambiente por 3 semanas. Se realiz6 una
suspension de conidias en solucidn salina estéril 0,85 %.
La concentracion de esporas se determind utilizando una
camara de recuento celular tipo Neubauer (Hausser
Scientific, Horsham, PA, USA) y se estandarizéa 1 -5
x 108 UFC/mL, luego se diluyd 1/50 en RPMI 1640. Para
preparar el in6culo de las cepas control, se utilizaron
subcultivos de 24 horas en ASG incubados a temperatura
ambiente. Se hizo una suspension de levaduras, y se
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ajustd a una densidad Optica de 0,5 McFarland en
solucion salina estéril 0,85%. Esta suspension tenia una
concentracion aproximada de 1 — 5 x 10° UFC/mL.
Posteriormente, se realizé una dilucion 1/1 000 con
RPMI 1640 (concentracion 1 — 5 x 10® UFC/mL). Las
placas de microdilucion cargadas con los antifungicos se
inocularon con 100 pL de la suspensidn de esporas a cada
pocillo. El control de crecimiento consistié en pocillos
con el indculo de las esporas, RPMI 1640 sin antiflngico
y DMSO vy el blanco de reactivos fue RPMI 1640 sin
antifingico con DMSO. La prueba de susceptibilidad
para cada aislamiento se realiz6 por duplicado. Las
placas se incubaron a temperatura ambiente (25°C),
durante 72 horas o hasta que se observd crecimiento en
el pocillo de control de crecimiento.

Para determinar la CMI se realizaron lecturas
espectrofotométricas a 450 nm utilizando el equipo
Synergy HT (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT,
Estados Unidos). Luego, la densidad Optica del valor del
blanco de reactivos se le resto a la de los demas pocillos.
Se tomdé como el 100% de crecimiento al valor de
densidad éptica del pocillo de control de crecimiento. De
acuerdo con el método de referencia CLSI M38-A, como
punto final se tomd 80% de inhibicion respecto del
control de crecimiento para los aislamientos de F. solani
y 50% de inhibicion para las levaduras control. Por tanto,
el valor de la CMI fue la concentracion del ultimo pocillo
(de izquierda a derecha) con un valor de densidad dptica
menor que 20% o que 50% del control de crecimiento,
respectivamente.

Analisis estadistico

Para analizar los resultados obtenidos, se utilizo el
programa SPSS para Windows, versién 19 (SPSS Inc.,
Chicago, Ill, EEUU). Ademas, se determiné la media
geométrica, la moda, el rango, la CMIsy y la CMlg para
las CMIs obtenidas.

Resultados

En los Cuadros 1y 2 se observa la distribucion de las
CMils de los 28 aislamientos de F. solani frente a los
antifungicos probados. El voriconazol presentd la mayor
actividad antifungica, es decir, sus CMIs fueron menores
en comparacion a las presentadas por la anfotericina B;
sin embargo, el 82,14% de los aislamientos presentaron
CMI mayores o iguales a 4 pg/mL (resistentes) y el
17,86% CMIs de 2 pg/mL, considerandose como
sensibles dependientes de dosis o intermedios. Ninguno
de los aislamientos analizados presenté CMIs <1 ug/mL,
por tanto, ninguno es sensible al antifungico. La CMI que
se encontr6 con mayor frecuencia corresponde a 4
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pg/mL, lo cual se encuentra dentro del rango de
resistencia.

Cuadro 1. Patrones de susceptibilidad in vitro de los
aislamientos clinicos de Fusarium solani (n=28).
CMI* (ug/mL)

Antifungico Promedio
Moda Intervalo CMiIso CMIlgo
Anfotericina B 9,75+ 5,76 8,00 2->16 4,00 8,00
Voriconazol 6,46 + 4,76 4,00 2->16 4,00 >16,00

*CMI = concentracién minima inhibitoria.

Cuadro 2. Distribucién de los aislamientos clinicos de
Fusarium solani (n=28) segun su susceptibilidad a los
antiflngicos.

Porcentaje de aislamientos (%)

Antifangico
Sensible SDD* Resistente
Anfotericina B 0 - 100
Voriconazol 0 17,86 82,14

*SDD = Sensible dependiente de dosis.

Por otro lado, la anfotericina B tuvo la menor
actividad antifungica (mayor CMI), porque el 100 % de
los aislamientos analizados presentaron CMIs >2ug/mL,
siendo consideradas en su totalidad como resistentes al
tratamiento.

Adicionalmente a los aislamientos clinicos, en este
estudio se probd la susceptibilidad a los antifungicos de
la cepa de F. solani ATCC 36031, obteniéndose una MIC
de 2 pg/mL para voriconazol y de 4 pg/mL para
anfotericina B.

Discusion

Las opciones terapéuticas para una infeccion
causada por hongos del género Fusarium son escasas
[12]. En el caso especifico de la fusariosis invasiva, ésta
lleva a 6bito hasta un 90 % de los pacientes sometidos a
trasplante alogénico de células madre hematopoyeéticas,
donde se ha determinado que la mediana de tiempo entre
el trasplante y el diagnéstico de la fusariosis es de 48 dias
[13,14]. Sin embargo, la posibilidad de resolucion
exitosa aumenta si se corrige de manera oportuna las
inmunosupresiones de fondo como la neutropenia [15].
Inicialmente, el tratamiento se basaba en la anfotericina
B, pero la baja tasa de respuesta condujo al uso de nuevos
agentes antifangicos como el voriconazol solo o en
combinacion con la anfotericina B y su formulacién
liposomal.

De esta manera, actualmente, existen reportes de
casos en los cuales los pacientes severamente
inmunocomprometidos que padecen de fusariosis
diseminada, han respondido al tratamiento con
anfotericina B liposomal y voriconazol combinados, al
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ser tempranamente suministrados por via intravenosa
[15].

En los dltimos afos, los avances en el manejo
terapéutico de la fusariosis han sido modestos,
evidenciando una falta de correlacion entre los estudios
in vitro de susceptibilidad antifangica y los resultados
clinicos ante las diferentes terapias. En general, los
estudios han mostrado que el voriconazol tiene una
actividad muy deficiente in vitro, resultados
concordantes con lo encontrado en el presente estudio,
pero este tratamiento esta recomendado por las recientes
directrices de la European Society for Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) y la
European Confederation of Medical Mycology
(ECMM).

Por su parte, la anfotericina B es més activa que el
voriconazol, in vitro, pero no funciona tan bien en los
estudios clinicos [16]. Asimismo, se han realizado pocos
estudios en animales para evaluar la efectividad de la
anfotericina B y los disponibles han demostrado poca
efectividad en los animales neutropénicos estudiados e
inmunocompetentes [17].

Dallé da Rosa y colaboradores (2018), realizaron
pruebas de sensibilidad con los antifingicos en cuestion,
a tres aislamientos de F. solani, obtenidos de queratitis
fangicas de pacientes del Sur de Brasil y concluyeron que
para todos los aislamientos la anfotericina B fue méas
efectiva que el voriconazol; obtuvieron CMIs de 1, 4y
16 pg/mL para anfotericina B y 16, 32 y 32 pg/mL para
voriconazol [18]. Las CMIs encontradas en nuestro
estudio fueron superiores a las reportadas por Dallé da
Rosa y colaboradores ya que once de los 28 aislamientos
(39,29%) mostraron CMIs in vitro iguales 0 mayores a
16 upg/mL para anfotericina B contra 4 aislamientos
(14,28%) para voriconazol. Se presume que dicha
diferencia podria tener su origen en el reducido grupo
muestral (n=3) del estudio brasilefio, en este sentido seria
deseable comparar los resultados considerando un
namero mayor de aislamientos identificados inicamente
como F. solani. Sin embargo, en ambos estudios se
presenta una alta tasa de resistencia a ambos
tratamientos.

Por otro lado, de Souza y colaboradores analizaron
cuatro aislamientos de Fusarium napiforme obtenidos de
una paciente femenina de 60 afios de edad que sufria de
mieloma multiple en estadio IlIB. Tres de los
aislamientos provenian de hemocultivos y uno de piel.
Con respecto a la susceptibilidad antifungica, los
aislamientos presentaron CMIs de 2-4 pg/mL para la
anfoterina B y voriconazol salvo uno de los aislamientos
de sangre (LIF 2008) que presenté una CMI > 8 pg/mL
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para el voriconazol (19), lo cual sugiere una cepa
mutante con resistencia microbiana posiblemente
cruzada producto de una mutacién puntual, puesto que
dicha paciente Unicamente fue tratada con anfotericina B
desoxicolato y el aislamiento del aire del ambiente donde
se encontraba la paciente presentdé CMI=2 pg/mL para
dicho antifungico. Se debe recalcar, que F. napiforme no
es un agente etiologico aislado con frecuencia de
fusariosis sistémica, a diferencia de F. solani que como
se ha mencionado anteriormente es bien reconocido
COMO un agente emergente y resistente a los tratamientos
antifingicos, pudiendo establecerse la diferencia en el
perfil de sensibilidad obtenido en el estudio brasilefio y
el presente.

Estudios realizados en Per( durante el 2017 por
Morén-Teves y colaboradores, demuestran que al probar
un gel oftalmico de voriconazol contra F. solani ATCC®
36031 in vitro este mostro ser resistente, por lo que no
recomienda su utilizacién como tratamiento en queratitis
fungica [20]. Sin embargo, en el presente estudio, al
probar la misma cepa control hemos obtenido que esta se
muestra sensible dependiente de dosis para el
voriconazol y resistente a la anfotericina B, siguiendo la
misma tendencia que muestran los aislamientos clinicos
costarricenses. Lo anterior se correlaciona con resultados
de estudios en pacientes como los que realiz6 en el 2013,
Nucci y colaboradores donde analizaron de forma
prospectiva 233 casos de fusariosis invasiva (92% con
enfermedad hematol6gica) provenientes de 11 paises,
comparando los hallazgos clinicos, el tratamiento y el
resultado de dicha terapéutica en dos periodos: 1985—
2000 (periodo 1) y 20012011 (periodo 2).

El tratamiento primario con anfotericina B
desoxicolato fue el mas frecuente en el periodo 1,
mientras que el voriconazol y las terapias combinadas
fueron méas frecuentes en el periodo 2. Las
probabilidades de supervivencia a los 90 dias en los
periodos 1 y 2 fueron del 22% vy del 43%,
respectivamente. En el periodo 2, las probabilidades de
supervivencia a los 90 dias fueron del 60% con
voriconazol, del 53% con una formulacién lipidica de
anfotericina B y del 28% con anfotericina B desoxicolato
[21]. Dicho comportamiendo in vivo tiene relacién con
los resultado obtenidos in vitro en el presente estudio,
mostrando cdmo F. solani se muestra discretamente mas
sensible al voriconazol que a la anfotericina B, quedando
evidenciado en el aumento de la sobrevida de los
pacientes.

De este modo, se concluye que, aunque hace falta
realizar mayor cantidad de investigaciones para lograr un
consenso relativo a las opciones terapéuticas y las lineas
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de tratamiento contra la fusariosis invasiva, dados los
resultados arrojados en este estudio, recomendamos la
bdsqueda de nuevas alternativas terapeuticas para el
tratamiento de la fusariosis invasiva diseminada,
especialmente en casos donde hay evidencia de focos
cutaneos como las onicomicosis. También es necesario
realizar estudios de interaccion entre los medicamentos
para definir si su combinacién ofrece ventajas sinérgicas.
Y puesto que a la fecha hay muy poca experiencia en
el uso del posaconazol y otros azoles novedosos,
farmacos combinados o el uso de citoquinas como
terapia adyuvante y considerando que el desarrollo de
antifngicos nuevos y mas efectivos contra la fusariosis
estd muy lejos, se deben seguir las recomendaciones
propuestas; como revertir la inmunosupresion siempre
gue sea posible, tratar de evitar las infecciones
nosocomiales transmitidas por el aire y por el agua y de
manera particular evaluar cuidadosamente y tratar las
lesiones cutaneas, particularmente onicomicosis.
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