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RESUMEN

Aspergillus terreus comprende un complejo de hongos filamentosos pertenecientes a la
familia Aspergillaceae, subgénero Circumdati, seccion Terrei. En los Ultimos afios se ha
observado un aumento significativo de aislamientos de A. terreus complex, respecto de
otras especies del mismo Género, ocasionando infecciones superficiales y profundas
localizadas. Dichas infecciones suelen ser de dificil resolucion, de prondstico reservado a
grave, en parte por las dificultades en el diagnostico temprano e identificacion correcta del
microorganismo y ademdas por la presencia de aislados menos sensibles a los
antifingicos y, en general, resistentes in vitro e in vivo a la AMB.

Los métodos de referencia M38-A2 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
y el E.DEF 9.3 del European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
permiten determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) frente a los hongos
filamentosos de manera fiable, reproducible y resultan muy utiles para la vigilancia
epidemioldgica. Pero la realizacion de dichas técnicas es engorrosa, muy laboriosa y
costosa, motivos por los que su aplicacion en los laboratorios es limitada. El documento
M51-A del CLSI describe un método de difusibn en agar para hongos miceliales con
resultados cualitativos hasta 24 h antes de los resultados que se obtienen con la
determinacion de la CIM.

La técnica de difusibn en agar usando tabletas cargadas con antifiingicos (Neo-
Sensitabs™) resulta un recurso atractivo debido a su simplicidad, bajo costo y
disponibilidad en el pais. Pero hay pocos estudios realizados en Aspergillus spp.

Los objetivos del trabajo fueron correlacionar el método de difusién en agar con tabletas
Neo-Sensitabs™ y el método de referencia de microdilucién en caldo, M38-A2 del CLSI,

para los aislados del complejo A. terreus; valorar su aplicabilidad en la rutina del
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laboratorio y evaluar si el método de difusién en agar es eficaz para detectar aislados
resistentes a los antifiingicos estudiados.

Para ello se trabajé con 28 aislados ambientales y 24 clinicos del complejo A. terreus que
se encontraban almacenados en la coleccion de cultivos del Area de Micologia del
Instituto de Medicina Regional de la Universidad Nacional del Nordeste.

Por un lado, se llevé a cabo el método de dilucion en caldo segun el método de
referencia, M38-A2 del CLSI. Se ensay6 la actividad in vitro del voriconazol (VRC), el
itraconazol (ITC), la terbinafina (TRB) y AMB frente a estos aislados. Para el andlisis se
utilizaron los puntos de corte propuestos en dicho documento.

Por otro lado, se realiz6 el método de difusion en agar. La determinacién de la
sensibilidad se efectué seguin el documento M51-A del CLSI y se eligieron las tabletas
Neo-Sensitabs™ Rosco como reservorios de los antifingicos a evaluar. Se utilizaron
tabletas de 9 mm de diametro, cargadas con: 10 ug de ITC, 1 ug de VRC, 10 ug de AMB
y 30 pg de TRB. La lectura fue visual a las 24 y 48 h de incubacién y los halos de
inhibicion se midieron con regla milimetrada. La interpretacion de los resultados se realiz6
de acuerdo a las indicaciones del fabricante, que utiliza los puntos de corte del CLSI.

Para conocer el grado de asociacion entre el método de referencia y el método de
difusién, se determinaron los coeficientes de correlacion de Pearson para cada
antifingico y, en caso de ser posible, se realizaron los analisis de regresion lineal. Para
los métodos estudiados se observaron distintas categorias de discrepancias. Para cada
antifingico, excepto TRB, se calculé el porcentaje de concordancia entre ambos
métodos. Se calcul6 la media geométrica, moda, rango, CIMs, y ClMgy.

La AMB mostro los valores mas elevados de CIM frente a todos los aislados de A. terreus
estudiados y la mayoria de los aislados fueron categorizados dentro de las categorias de

resistentes y con sensibilidad intermedia. Ademas presentd los halos de inhibicion mas
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chicos por el método de difusion, donde la mayoria de los aislados fueron categorizados
como resistentes. El VRC y el ITC presentaron valores bajos de CIM en el 100% de los
aislados y todos fueron categorizados como sensibles, al igual que por el método de
difusién. Para la TRB, todos los aislados tuvieron valores bajos de CIM por el método de
referencia y todos presentaron halos de inhibicion mucho méas amplios que 17 mm por el
método de difusion.

El modelo de correlacion lineal no pudo ser utilizado para explicar la variable halo de
inhibicion en funcién de la CIM cuando se compararon ambos métodos para la AMB, el
VRC, el ITC y la TRB frente a aislados de A. terreus complex.

El método de difusion presentd 100% de concordancia con el método de referencia para
los azoles, sin ninguna discrepancia. Las discrepancias y la baja concordancia se
presentaron al analizar la AMB.

El método por difusién en agar con tabletas Neo-Sensitabs™ es una técnica de bajo
costo, rapida y simple, facilmente aplicable a la rutina de los laboratorios clinicos para
determinar la sensibilidad de aislados del complejo A. terreus frente al VRC y al ITC.

Sin embargo, se propone que la AMB sélo sea estudiada mediante el MR para los
aislados de este complejo, con el fin de conocer la epidemiologia de la resistencia a dicha

droga en cada regidn geogréfica.
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INTRODUCCION

Historia del género Aspergillus

Aspergillus es uno de los nombres mas antiguos de géneros de hongos. Actualmente se
lo clasifica dentro del Reino Fungi, divisibn Ascomycota, clase Eurotiomycetes, orden
Eurotiales, familia Aspergillaceae (1,2).

En 1729, el botanico florentino Micheli al observar la estructura microscépica de este
hongo la llamé “aspergillum” (del latin aspergar, que significar rociar o esparcir), acorde a
un dispositivo utilizado por el clero catélico romano para rociar agua bendita (3). Micheli
designdé nueve especies, a cada una de las cuales le aplicé un extenso nombre en latin.
Mas tarde, en 1809, Link describié varios “tipos” diferentes de Aspergillus que logré aislar
de vegetales en descomposicién. Entre estos estaba A. flavus, A. candidus y A. glaucus
(4,5).

La infeccién por Aspergillus fue una de las primeras enfermedades fangicas reconocidas
en el hombre y en los animales. En 1815 Mayer y Emmert describieron la infeccién
pulmonar en un grajo (Corvus glandarius) (4,5) y en 1847, Sluyter la informé en un
paciente (4,5). Aunque, fue en 1850 que Fresenius utilizd6 por primera vez el término
“aspergilosis” y al microorganismo aislado le dio el nombre de A. fumigatus (4).

Para ese entonces, Aspergillus se habia convertido en uno de los grupos de formas mas
conocidas y mas estudiadas. Su prevalencia en el medio natural, su facilidad de cultivo en
los medios de laboratorio y la importancia econémica de varias de sus especies provocé
gue muchos micd6logos y microbiélogos industriales fueran atraidos a su estudio.

Durante el siglo XX se empez6 a reconocer a Aspergillus como agente de infecciones
oportunistas. Asi, en 1924, Cleland encontr6 elementos aspergilares en un tejido
pulmonar necrosado, como resultado de una herida por arma de fuego. En 1926, Lapham

describio la aspergilosis como una enfermedad secundaria a la tuberculosis (4,5). Durante
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este siglo se publicaron varias monografias sobre el género, pero las mas completas y
aun consultadas fueron las escritas por Thom & Raper en 1945 (6) y Raper & Fennel en
1965 (7), quienes subdividieron al género Aspergillus en 18 “grupos” (7). En 1986, Gams y
col. (8) reemplazaron el nombre “grupos” por Subgénero y Secciones.

Con respecto al tratamiento, el yoduro de potasio se utilizé como terapia desde principios
del siglo XX hasta el final de la segunda guerra mundial. En la década de 1940, las
sulfamidas y los nuevos antibacterianos llamados "medicamentos milagrosos”, fueron
utilizados para tratar las infecciones por hongos con resultados inconsistentes. El
descubrimiento y la formulacion de los primeros antifingicos, la nistatina y AMB, en la

década de 1950 ofrecieron alguna esperanza de controlar esas infecciones.

Reservorio y mecanismo de transmision del Género Aspergillus

Los conidios de Aspergillus son componentes comunes presentes en el aire, se dispersan
por si mismos tanto a cortas como a grandes distancias dependiendo de las condiciones
ambientales. Pueden permanecer en suspension por periodos prolongados y contaminar
cualquier superficie (9). Cuando los conidios entran en contacto con una superficie sélida
o liquida, se depositan alli y germinan si las condiciones de humedad son las adecuadas
(10). Tanto el hombre como los animales estan habitualmente y casi constantemente
expuestos a ellos. Esta exposicién es normal y por lo general no plantea efecto adverso
para la salud. Sin embargo, cuando se dan ciertas condiciones, Aspergillus puede causar
enfermedades a través de la produccién de micotoxinas (11), de la induccion de
respuestas alergénicas (12) o de la afeccién de los tejidos (5,13).

Las principales puertas de entrada de Aspergillus al organismo humano incluyen el tracto
respiratorio, la piel, la cornea y el oido. La infeccion puede localizarse en la misma puerta

de entrada o diseminarse (5,13).
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El riesgo de infeccidn esté ligado a la concentracidén de los propagulos en el contexto del
paciente. Muchos trabajos refuerzan esta teoria y proponen como posibles fuentes de
infeccidn, los sistemas de ventilacién, las plantas ornamentales y las fuentes de agua
como lavabos y duchas (9,14-22). Ademds, se han descrito aspergilosis invasora
nosocomiales relacionadas con actividades de restauracion y construccion dentro de los
hospitales o en sitios cercanos a ellos (23,24), pues durante las obras se ponen al
descubierto reservorios del hongo que liberan al aire elevadas concentraciones de

propagulos (25-27).

Ecologia del Género Aspergillus

Las especies de Aspergillus, se consideran entre los organismos de mas amplia
distribucion, capaces de colonizar una gran variedad de sustratos y, en general, son
frecuentes en climas tropicales y subtropicales (4,5,13). Estdn en el suelo, en la
vegetacion en descomposicion, en todo tipo de desechos organicos: alimentos
descompuestos, pinturas, bolsas de didlisis rotas, lentes de contacto blandos, paredes de
refrigeradores, polvo de las construcciones, interior de los conductos de aire, alimentos
enlatados abiertos, ropa vieja, reactivos quimicos, cuartos de hospital (4,5,13). Ademas es
posible aislar Aspergillus en las capas altas de la atmésfera, de los bafios de
recubrimiento de acido sulfarico y sulfato de cobre, de las muestras tratadas con formol,
de la nieve del Antartico y de los vientos sobre el Sahara (4,5). Varias especies
contaminan granos y otros alimentos con metabolitos toxicos que son una amenaza para
la salud de los seres humanos y otros animales (28).

Algunas especies del Género son parte de la biota de distintas zonas del cuerpo como

orofaringe, fosas nasales, piel, saco lagrimal, oido y tubo gastrointestinal (13).
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Aspergillus terreus complex

A. terreus fue descrito por primera vez en 1918 por Thom and Church (29). Actualmente
se la clasifica dentro del subgénero Circumdati, seccién Terrei y es la especie tipo dentro
de esta seccion (8). El término "complejo de especies" se ha utilizado para denominar a
un grupo de especies que estan estrechamente relacionadas y son casi indistinguibles por
métodos morfo-fisiol6gicos (30). Asi, el nUmero de especies descritas dentro de la seccion
Terrei, y que conforman el “complejo A. terreus”, ha crecido durante los Ultimos afos e
incluye a A. terreus sensu stricto (A. terreus s.s.), A. neoafricanus, A. pseudoterreus, A.
floccosus, A. aureoterreus, A. hortai, A. niveus, A. neoindicus, A. carneus, A. allahabadii,
A. ambiguus, A. microcysticus, A. alabamensis (31-33). En el 2015, Guinea y col. (34)
propusieron a A. citrinoterreus como nueva especie dentro de la seccién Terrei.

Los miembros de este complejo presentan diversas caracteristicas morfolégicas. Las
colonias pueden ser de color canela-café a amarillo-canela; café palido a rosado. En agar
Czapek extracto de levadura y en agar extracto de malta A. terreus presenta colonias
desde aterciopeladas a lanosas, con centro flocoso en algunos aislamientos (Fotografia
1). En la micromorfologia se observan hifas hialinas septadas, conidioforos largos,
hialinos y lisos que se dilatan en el apice para formar una vesiculas sub-esféricas cuya
zona fértil da origen a 2 tipos de estructuras (biseriado), una de ellas son las fialides que
son células conidiégenas que originan cadenas de esporas mitéticas llamadas conidios, y
la otra se alinean bajo las fialides y son llamadas métulas. Las métulas vy fialides cubren
las % partes de la vesicula (Fotografia 2A). Los conidios son globosos a ligeramente
elipticos, de pared lisa y de 1,5-2,4 um de diametro (Fotografia 2A). La vesicula, fidlides y
métulas, junto con los conidios, forman lo que se conoce como “cabeza conidial”, la cual

es bien compacta y columnars. A. terreus produce, ademas, células hialinas globosas de
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pared gruesa que nacen a los lados de la hifa denominadas aleuroconidios o células

accesorias (Fotografia 2B) (7,28,35).

Fotografia 1. Colonias de algunos de los integrantes del complejo Aspergillus terreus. A-D: Colonias en agar
Czapek extracto de levadura (CYA), incubadas durante 7 dias a 25 °C. A: A. carneus; B: A. terreus sensu

stricto; C: A. aureoterreus; D: A. alabamensis.

Fotografia 2. A: Conidi6foros que nacen de célula pie, cabeza aspergilar, conidios, 400X. B: Aleuroconidios,

400X. Barras de escala = 10um.

A. terreus se encuentra ampliamente distribuido en el medio ambiente. Se lo aisla con

frecuencia de suelos desérticos, de suelos con vegetacion, del abono, y como
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contaminante en productos vegetales como el maiz almacenado, la cebada y el mani
(36). Es una especie econdmicamente importante ya que los aislamientos de este hongo
se utilizan en la industria de la fermentacion (37) y para la produccion de enzimas (38).
Por otro lado, A. terreus produce una serie de metabolitos secundarios, algunos de los
cuales tienen propiedades valiosas para la humanidad, incluyendo la lovastatina, un

medicamento utilizado para bajar el colesterol (39) y la ciclosporina A (40), entre otras.

Aspergillus terreus complex. Estado actual del conocimiento.

Desde la década del 80 las infecciones intrahospitalarias han emergido como una
complicacibn muy importante, tanto en individuos inmunocomprometidos como
inmunocompetentes, debido a un aumento de los trasplantes de 6rganos y de médula
6sea, a la aparicion de nuevos farmacos antineoplasicos y antimicrobianos de amplio
espectro y al desarrollo de nuevas técnicas quirdrgicas, que hacen al paciente susceptible
a la invasion por cualquier microorganismo (41-44). Asi la infeccion fungica, se ha
convertido en una infeccién nosocomial grave y relativamente frecuente, con alta morbi-
mortalidad en pacientes inmunocomprometidos, sobre todo en personas con neoplasias
hematoldgicas (42,44,45).

Actualmente, las infecciones causadas por hongos del género Aspergillus son la causa
mas comun de infeccién fangica oportunista en humanos, después de las infecciones por
levaduras (44,46). Alrededor de 40 especies dentro del género Aspergillus se han
asociado a enfermedad en seres humanos (47), pero las mas frecuentes como causantes
de cuadros patologicos son siete, donde A. fumigatus es la mas importante (48). Sin
embargo, la incidencia de otras especies como A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans,

A. glaucus y A. versicolor, ha ido en aumento en los ultimos afios (5,13,47-50).
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El complejo A. terreus ha emergido como patégeno oportunista ocasionando infecciones
superficiales como onicomicosis (51-53), infecciones en pacientes quemados (54),
infecciones cutaneas primarias (55,56), queratitis (57), otomicosis (58), endoftalmitis
(59,60), asi como infecciones profundas localizadas tales como endocarditis (61), bursitis
(62), osteomielitis (63,64). Es el tercer hongo que coloniza las vias aéreas de los
pacientes con fibrosis quistica y puede ser responsable de aspergilosis invasora en
hospedadores inmunocomprometidos (65-67). Ademas, al ser un hongo ambiental,
presente en el medio hospitalario como numerosos estudios lo demuestran (16-19), se lo
ha descrito como agente de aspergilosis invasora nosocomial, relacionadas con plantas
ornamentales en salas de internacion de pacientes con neutropenia, receptores de
trasplante o enfermedades hematoldgicas (20) y con renovaciones edilicias dentro del
hospital (68).

Esta emergencia se ve reflejada en el aumento significativo de aislamientos de A. terreus,
respecto de otras especies del Género, observado en los Ultimos afios (69,70).
Numerosos estudios han demostrado que A. terreus, posee valores altos de CIM a la
AMB (71-74), esto parece correlacionarse con lo sucedido in vivo cuando se utiliza dicha
droga en el tratamiento de aspergilosis invasora debido a A. terreus (75,76).

El uso de nuevas drogas para el tratamiento de la aspergilosis invasora optimizé la
respuesta clinica obtenida frente a las infecciones producidas por A. terreus. Entre estas
drogas, el voriconazol (VRC) demostrd ser la mas efectiva, in vivo e in vitro, frente a esta
especie (77-79) y es considerada la droga de primera eleccion para las infecciones por
Aspergillus spp. (80). Por otro lado, A. terreus tiene bajos valores de CIM para los demas
azoles como el posaconazol (POS) y el itraconazol (ITC) y para la terbinafina (TRB), la

caspofungina (CAS) y la micafungina (MIC) (81-84).

10
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Sin embargo se debe considerar que la adquisicion de resistencia a los azoles ya ha sido
documentada entre especies de este Género (85-88). En Estados Unidos y en algunos
paises de Europa se han informado aislados clinicos de A. terreus que muestran una CIM

elevada frente al ITC y al VRC (71,89-91).

Sensibilidad a los antifungicos. Métodos disponibles

Los métodos de referencia M38-A2 del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)(92) y el E.DEF 9.3 del European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (93) permiten determinar la CIM frente a los hongos filamentosos de manera
fiable, reproducible y resulta muy Util para la vigilancia epidemioldgica. Los estudios de
sensibilidad del Género Aspergillus generalmente se determinan empleando estos
métodos (74,86,94,95) pero la realizacién de dichas técnicas es engorrosa, muy laboriosa
y costosa, motivo por los gue su aplicacién en los laboratorios es limitada.

En 2009 el CLSI desarroll6 y public6 un método de difusibn en agar para hongos
miceliales frente a la AMB, la CAS, el ITC, el POS y el VRC. En 2010 se aprobé dicho
documento (M51-A) y es el que se encuentra vigente (96). EI método provee resultados
cualitativos hasta 24 h antes de los que se obtienen con la determinacién de la CIM.

La técnica de difusion en agar utilizando tabletas Neo-Sensitabs™ cargadas con
antifngicos (www.rosco.dk) resulta un recurso atractivo debido a su simplicidad, bajo
costo y disponibilidad en el pais. Pero la mayoria de los estudios en los cuales se
emplearon las tabletas fueron en Candida spp. (97,98). En Aspergillus spp. se realizaron
varios trabajos utilizando discos cargados con antifingicos para evaluar la sensibilidad
(99-101), sin embargo son escasas las publicaciones en las que se utilizan dichas

tabletas frente a las especies de este Género (102,103).
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JUSTIFICACION

Este trabajo surgié en base a mi experiencia de trabajo en el area de Micologia del
Instituto de Medicina Regional de la Universidad Nacional del Nordeste realizando
monitoreos ambientales en distintos hospitales de las ciudades de Corrientes y
Resistencia, donde A. terreus complex aparecia en segundo o tercer lugar de frecuencia,
después de A. flavus complex, A. niger complex y A. sydowii complex (18). En
simultaneo, la incidencia de aislamientos de este hongo, principalmente en onicomicosis,
aumentoé cinco veces en el 2010 respecto del 2007 (51). Como las infecciones por A.
terreus complex suelen ser de dificil resolucion, de pronéstico reservado a grave, en parte
por las dificultades en el diagndstico temprano e identificacion del microorganismo y
ademas por la presencia de aislados menos sensibles a los antifiingicos y resistentes, in
vitro e in vivo, a la AMB, result6é importante correlacionar el método de difusién en agar
utilizando tabletas Neo-Sensitabs™ con el método de referencia para los aislados del
complejo A. terreus. Con el propésito de contar con un método sencillo que sea aplicable
a la rutina de los laboratorios asistenciales y poder contribuir, en menor tiempo, en la
orientacion para la implementacion de terapias antimicéticas eficaces y vigilar la aparicion

de resistencia a los antifungicos.
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HIPOTESIS

4l Los resultados obtenidos con el método de difusién en agar utilizando tabletas Neo-
Sensitabs™ se correlacionan con los obtenidos por el método de referencia M38-A2

CLSI para cepas de A. terreus complex.

"4l Con el método por difusion en agar utilizando tabletas Neo-Sensitabs™ se pueden
detectar aquellos aislados que fueron resistentes a alguno de los antifingicos

estudiados.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales:
4 Comparar los resultados de la CIM obtenidos segun el método de referencia con
los obtenidos por el método de difusién en agar en un conjunto de aislados de A.
terreus complex.

4 Evaluar su aplicabilidad en la rutina del laboratorio.

Objetivos Especificos:
4 Determinar la CIM de los aislados clinicos y ambientales de A. terreus complex
frente a cuatro antifungicos.
4 Determinar la sensibilidad de los aislados clinicos y ambientales de A. terreus
complex mediante el método de difusién en agar.
4 Comparar los resultados y determinar la concordancia entre ambos métodos.
4 Evaluar si el método de difusibn en agar es eficaz para detectar aislados

resistentes a los antifingicos estudiados.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos. Origen y obtencién

Aislamientos ambientales: se trabajé con aislados del complejo A. terreus que se
encontraban almacenados en la coleccion de cultivos del Area de Micologia del Instituto
de Medicina Regional de la Universidad Nacional del Nordeste (UNNE). Los mismos
habian sido obtenidos en muestreos realizados en el aire y en la superficies de unidades
criticas (salas de oncologia, unidad de quemados, Unidad de Terapia Intensiva (UTI) y
quiréfanos) de hospitales de la ciudad de Corrientes Capital y de Resistencia (Chaco,
Argentina), en el aire externo de las zonas aledafias a los hospitales y en espacios
publicos, en arboles y en tierra de ambas ciudades.

Corrientes y Resistencia se encuentran ubicadas en una regién subtropical sin estacion

seca entre los 58°50’ LO - 27°28’ LS y 58°59' LO - 27°27' LS, respectivamente.

Aislamientos clinicos: se trabajd con aislados del complejo A. terreus que se
encontraban almacenados en la coleccion de cultivos del Area de Micologia del Instituto
de Medicina Regional de la UNNE, los mismos habian sido derivados al Area de

Micologia de dicho Instituto.

Antes de ser ingresados a la coleccion de cultivo, todos los aislados fueron identificados
por sus caracteristicas macro y micromorfolégicas utilizando claves taxondmicas
(7,104,105) y 44/52 aislados fueron tipificado por métodos moleculares. Se amplificé la
secuencia parcial del gen Calmodulina (calM) y se envié para su secuenciacion al
Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion- Servicio de Secuenciacion y
Genotipificado de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de

Buenos Aires, Argentina. El gen B-tubulina (benA) fue amplificado y secuenciado por el
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Departamento de Micologia - Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas - ANLIS
"Dr. Carlos G. Malbran", Buenos Aires, Argentina, sélo para los aislados del complejo A.
terreus distintos a A. terreus s.s. Las secuencias de calM y benA fueron almacenadas en
el "European Nucleotide Archive” (ENA). Los numeros de acceso son LN734824-
LN734863 y LN890300-LN890307, disponibles en

http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LN734824-LN734863 y

http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LN890300-LN890307, respectivamente.

Los 52 aislados se repicaron en agar Papa Dextrosa con cloranfenicol 250 mg/L
(APD/CAF) (Ver ANEXO 1) y se incubaron a 35 = 2 °C durante 7 dias o hasta que se
obtuvo una adecuada conidiacién del hongo, en general, luego de 48 h de incubacion,

para luego realizar el estudio de la sensibilidad a los antifingicos.

Estudio in vitro de la sensibilidad a los antifungicos

La misma se determiné empleando el método de referencia de microdilucién en caldo,
M38-A2 del CLSI (92) y el método de difusion en agar basado en el documento M51-A del
CLSI (96) pero utilizando tabletas Neo-Sensitabs™ Rosco (106). Todo el procedimiento se
realizé en cabina de seguridad biologica Clase IIA.

Si bien, TRB esta indicada en tinea pedis, tinea corporis, tinea cruris, pitiriasis versicolor y
onicomicosis (107), se la incluyé en este trabajo ya que la mayoria de los aislamientos

clinicos de A. terreus complex estudiados fueron aislados de lesiones en ufias.

Preparacion del inéculo: tanto para realizar el método de dilucién en caldo como el de

difusiéon en agar, se prepard una suspension inicial de conidios a partir del cultivo obtenido
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en APD/CAF segun el documento M38-A2 (92), ya que el M51-A (96) y el 3.15.0 de Neo-
Sensitabs™ Rosco (106) se basan en ese documento para preparar el indculo.

Para ello, las colonias se cubrieron con 1 mL de solucién salina estéril (CINa 0,85%) y se
preparo la suspension raspando suavemente la colonia con un tip de pipeta o un hisopo
estéril. Para facilitar la preparacion del inoculo, se adicioné 100 pL de Tween 20. La
mezcla resultante de conidios y fragmentos de hifas se transfirié a un tubo estéril y se dejo
sedimentar durante 3 a 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, se transfirio el sobrenadante
a otro tubo estéril y se homogeneiz6 con voértex durante 15 segundos. La densidad de la
suspension se leyd en un espectrofotometro (Labsysistems Multiskan Multisoft,
Basingstoke, UK) a 530 nm de longitud de onda y la densidad Optica se ajust6 a 0,09-0,13
de absorbancia, lo que equivale aproximadamente a 0,4 a 5 x 10° unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL).

Todas las suspensiones de los in6culos fueron preparadas el dia del ensayo y utilizadas

dentro de los 30 minutos de su preparacion.

Cuantificacion del in6culo: a partir del in6culo inicial se realizé una dilucion 1:10 en
agua destilada estéril, de esa dilucion se sembré 0,01 mL en agar Sabouraud glucosa
(Ver ANEXO 1). Las placas se incubaron a 28° C durante 36 a 48 h y se observaron cada

24 h hasta ver colonias. Luego se calcul6 el nimero de UFC/mL.

Método de dilucion en caldo (MR): la CIM vy la interpretacion de los resultados se

realizaron segun el método de referencia, M38-A2 del CLSI (92).

-Medio de cultivo:
Como medio de cultivo para determinar la CIM se utiliz6 RPMI 1640 (Thermo Fisher

Scientific, Argentina) con L-glutamina y rojo fenol como indicador de pH, sin bicarbonato;
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tamponado a pH 7,0 con acido 3-N-morfolino propano sulfénico 0,165 M (MOPS, Sigma-
Aldrich, Argentina) (Ver ANEXO I). EI mismo se esterilizé por filtracion, con filtros de

membrana de porosidad 0,22 um (New Technologies S.A., Argentina).

-Antifingicos:

Se ensayo la actividad in vitro del VRC (Pfizer, Argentina), del ITC, de la TRB y de la
AMB (todos de Sigma-Aldrich, Argentina). Los antifingicos evaluados fueron adquiridos
como drogas puras y mantenidos al vacio, refrigerados y en desecacion. El rango final de
concentracion de todas las drogas fue de 16 a 0,0313 pg/mL.

Preparacion de las soluciones stock de los antifingicos. Las soluciones stock se
prepararon a concentraciones 100 veces superiores a la maxima concentracion ensayada
(1600 pg/mL). Las cantidades necesarias para preparar las soluciones fueron pesadas en
balanza analitica calibrada. Las soluciones de todos los antifingicos ensayados se
prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO, Anedra, Argentina). Las mismas fueron
fraccionadas en viales estériles y mantenidas en freezer a - 70 °C hasta el momento de
ser utilizadas.

Preparacion de las diluciones de los antifingicos. Las disoluciones de los antifingicos se
prepararon siguiendo el método de las diluciones dobles seriadas aditivas (92). A partir de
la solucidn stock se realizaron una serie de diluciones a una concentracion 100 veces
superior a la concentracion final deseada (Ver ANEXO II). Posteriormente se realizd una
dilucion 1:50, tomando 100 pL de cada tubo y transfiriendo ese volumen a otro tubo que
contenia 4,9 mL de RPMI. La concentracion de antifangico quedd, de esta forma, al doble
de la concentracion final deseada (de 32 a 0,06 pg/mL).

Preparacion de las placas de antifiungicos (Ver ANEXO Il). Se utilizaron placas de
microdilucién de 96 pocillos, fondo en U, estériles (Greiner Bio-One, EE.UU.). Las mismas

se cargaron con 100 pL de la solucion del antifungico correspondiente. A cada columna le
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correspondié una dilucién de la droga, la columna 1 se cargd con la dilucibn mas
concentrada y asi, sucesivamente, en concentracién decreciente hasta la columna 10.
Las columnas 11y 12 se cargaron con 100 yL de RPMI sin antifingico, y correspondieron
a las columnas control de crecimiento (CC) y control de esterilidad (CE), respectivamente.
Una vez cargadas, fueron envueltas con papel film o con papel de aluminio, para las
placas con AMB, para evitar la evaporacion. Se las conservé en freezer a - 70 °C hasta

Su uso.

-Inoculacién e incubacién de las placas:

El dia del ensayo las placas de antifungicos fueron retiradas del freezer a - 70 °C y
dejadas a temperatura ambiente hasta su completa descongelacion.

En cada microplaca se procesaron 8 cepas, 5 de A. terreus complex y las 3 cepas control
utilizadas. Cada fila, de la A a la E, correspondi6 a un aislamiento distinto y de la F a la H,
a las cepas control. En cada pocillo de las columnas 1 a la 11, se inocularon 100 uL de la
suspension del inéculo diluido en RPMI. La columna 11 sin antifingico, correspondio a la
columna CC. En los pocillos de la columna 12, sin antifingico, so6lo se cargd 100 uL de
RPMI y correspondio a la columna CE (Ver Anexo ll).

Al inocular las placas, las concentraciones de los pocillos se diluyeron a la mitad, en
consecuencia, la concentracion final de los antifungicos resulté entre 16 uyg/mL a 0,03
pMg/mL para todos los antifingicos ensayados.

Las placas fueron incubadas a 35 °C durante 48 h sin agitacion.

-Lectura de los resultados de CIM:
El crecimiento en cada pocillo fue comparado visualmente con el desarrollo en el pocillo
CC, utilizando la siguiente escala numérica:

0, opticamente claro (= 100 % de inhibicion)
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1, ligeramente turbio (= 80 % de inhibicion)

2, disminucién prominente de la turbidez (= 50 % de inhibicion)

3, leve disminucion de la turbidez

4, sin reduccion de la turbidez.

Se consideré como punto final para la AMB vy los triazoles la menor concentracion que
impidio cualquier crecimiento discernible visualmente a las 48 h (puntuaciéon 0 o 100 % de
inhibicion) y para la TRB la concentracion de antifingico que produjo una inhibicién del 80

% en el crecimiento visual a las 48 h (puntuacion 1).

-Interpretacién de los resultados de CIM:

Si bien los puntos de corte clinicos para categorizar los hongos miceliales no han sido
establecidos, para el analisis se utilizaron los puntos de corte propuestos en el documento
M38-A2 (92) (Tabla 1).

Por otra parte, se hizo un andlisis en paralelo de acuerdo al punto de corte epidemiolégico
(PCE) especie-especifico propuesto por Espinel-Ingroff y col. (108,109), para la AMB, el

VRC y el ITC frente a A. terreus (Tabla 1). EI PCE divide a los aislados como wild-type
(WT) y no-WT (110,111).

Para este analisis se tuvieron en cuenta las siguientes definiciones:

Poblacion WT: es la subpoblacion de aislados/CIM en una combinacion de especies-
drogas, sin mecanismos adquiridos de resistencia detectables.

PCE: se calcula teniendo en cuenta la distribucién normal de la CIM, y se define como el
mayor valor de la CIM de la cepa WT sensible. Permiten identificar a aquellas cepas con
sensibilidad reducida o alertar tempranamente sobre cambios en los patrones de

sensibilidad de los organismos a la droga que esta siendo evaluada.
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Tabla 1. Puntos de corte utilizados para interpretar los valores de CIM*

Droga PC M38-A2 (ug/mL) (92) PCE (ug/mL)
antifingica S | R (108,109)
Anfotericina B 4
Itraconazol <1 2 >4 1
Voriconazol 1

*Método de referencia M38-A2 del CLSI, lectura a las 48 h. PC: puntos de corte; PCE: puntos de corte
epidemioldgicos; S: sensible; I: sensibilidad intermedia; R: resistente.
-Control de calidad:
Como cepas de control de calidad se incluyeron Candida parapsilosis (C. parapsilosis)
ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 y A. flavus ATCC 204304.
Con respecto a la combinacion TRB/Aspergillus spp. no hay datos de referencia de los
rangos de CIM para las cepas control de calidad, como tampoco han sido establecidos los
puntos de corte para este antifungico frente a este hongo. Por ese motivo, se determiné
20 veces la CIM de TRB frente a la cepa control A. terreus ATCC MYA-3633, en diferentes
dias para establecer el rango control del procedimiento.
El inéculo de A. flavus ATCC 204304 y el de A. terreus ATCC MYA-3633 se los prepar6
segun el documento M38-A2 (92). El procedimiento es el mismo que se utiliz6 para
preparar los indculos de los aislamientos de A. terreus complex estudiados.
Los in6culos de las levaduras utilizadas como control de procedimiento fueron preparados

como lo indica el documento M27-A3 del CLSI (112) (Ver Anexo II).

-Presentacion de los datos:
Se calcul6 la media geométrica, rango, CIMsoy CIMgo (CIM a la cual el 50% y el 90% de

los aislados fueron inhibidos respectivamente)
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Método de difusion en agar (MT): la determinacion de la sensibilidad por difusién en
agar se realizdé segun el documento M51-A del CLSI (96) y se eligieron las tabletas Neo-
Sensitabs™ Rosco, como reservorios de los antifingicos a evaluar, pues la técnica se
basa en el documento M51-A del CLSI tanto en el desarrollo de la prueba como en la

interpretacion de los resultados (96,106).

-Medio de cultivo:
Como medio de cultivo se utilizd6 agar Mueller-Hinton (MH-Britania, Argentina) no
suplementado (pH 7,2-7,4), es decir sin el agregado adicional de glucosa ni de azul de

metileno (Ver ANEXO ).

-Tabletas:
Se utilizaron tabletas Neo-Sensitabs™ Rosco de 9 mm de diametro con 10 pg de ITC, 1

ug de VRC, 10 ug de AMB y 30 ug de TRB.

-Inoculacién e incubacién de las placas:

Se utilizaron placas de Petri estériles de 9 cm con 20 mL del medio de cultivo utilizado.

El in6culo ajustado sin diluir se sembré por inundacion, dentro de los 15 minutos de haber
leido la densidad 6ptica. Se inundé la placa de MH con 0,5 mL de dicho in6culo, se dejé
en contacto 5 minutos y se extrajo el liquido excedente con una pipeta estéril. Las placas
fueron colocadas en estufa a 37° C durante 10 minutos boca abajo y con las tapas
ligeramente abiertas para permitir el secado del excedente de liquido que hubiera
gquedado. Las tabletas se colocaron sobre la superficie del agar de la placa previamente
inoculada con la ayuda de una pinza estéril, dejando 20 mm desde el borde de la placa y
40 mm entre las tabletas. En cada placa se colocaron como méximo 3 tabletas. Luego las

placas se incubaron a 35 + 2° C durante 48 h.
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-Lectura e interpretacion de los resultados:

La lectura fue visual y se utilizd una regla para medir el diametro del halo externo de la
zona de inhibicion. La misma se realizé a las 24 h y 48 h' para evaluar si hay diferencias
categoéricas entre las lecturas (96,106). El didmetro del halo de inhibicion del VRC, del
ITC y de la TRB se midi6 hasta el punto mas préoximo en el que hay una reduccién
importante en el crecimiento (80%), ignorando el efecto de arrastre o trailing alrededor del
borde de la zona de inhibicién o la presencia de hifas que se extendieron en la zona de
inhibicion cuando estos efectos fueron observados. Por el contrario, al testear a la AMB
se considerd una inhibicién completa (100%) del crecimiento.

Para interpretar los resultados se utilizaron los puntos de corte propuestos en el
documento 3.15.0 de Neo-Sensitabs™ Rosco (106) y son los que se establecen en el
documento M51-S1 del CLSI (113). EI documento de Rosco so6lo da valores para la
categoria sensible (106). Debido a esto, Unicamente con el fin de facilitar el analisis de la
concordancia categérica entre ambos métodos, se emplearon los criterios de
interpretacion utilizados por Espinel-Ingroff y col. (100) donde asignan valores a las

categorias de sensibilidad intermedia y resistente (Tabla 2).

Tabla 2. Categorias utilizadas para interpretar los resultados del método de difusion en

agar utilizando tabletas Neo-Sensitabas™

Tabletas Didmetro del halo de inhibicién (mm)
Neo-Sensitabs ™ S I R
Anfotericina B, 10 pg =15 14-13 <12

Itraconazol, 10 pg > 17 16-14 <13
Voriconazol, 1 ug B ]

S: sensible; I: sensibilidad intermedia; R: resistente; mm: milimetros

' El documento 3.15.0 de Rosco establece que para el género Aspergillus la lectura debe realizarse a las 24 h,
no hace diferencia para las distintas especies. El documento M51-A del CLSI indica que para especies del
género Aspergillus distintas a A. flavus, A. fumigatus y A. niger, la lectura debe realizarse a las 48 h.
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-Control de calidad:

Como cepas de control de calidad se incluyé a C. krusei ATCC 6258 (96,106). Cada vez
que se utilizé un nuevo lote de placas, frente a la AMB, el ITC y el VRC. Los resultados
de los halos de inhibicion de esta levadura fueron comparados con los intervalos
establecidos en el documento de referencia, con el fin de validar las pruebas.

Con respecto a la TRB no hay datos de referencia de los rangos del didmetro del halo de
inhibicion de las cepas control de calidad para Aspergillus spp., como tampoco han sido
establecidos los puntos de corte para este antifingico. Por ese motivo, se realizaron 20
repeticiones de difusion en agar con TRB y las cepas control C. krusei ATCC 6258 y A.
terreus ATCC MYA-3633 en diferentes dias para establecer el rango control del
procedimiento.

El in6culo de A. terreus ATCC MYA-3633 se lo prepard segun el documento M38-A2 (92)
y para inocular la placa se lo utilizé sin diluir, al igual que los inéculos de los aislamientos
de A. terreus complex estudiados. El in6culo de la levadura utilizada como control de
procedimiento fue preparado como lo indica el documento M27-A3 del CLSI (112) (Ver

Anexo II).

-Presentacion de los resultados:

Se establecié rango de los diametros de inhibicion y se calcul6 la media aritmética y
desviacién estandar del total de los aislados frente a cada droga probada.

La significancia estadistica de las diferencias en los diametros de los halos de inhibicién
se determind mediante el estudio de la t de Student, considerdndose un nivel de

significacion de p < 0,01.
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Comparacion entre el método de microdilucion y de difusion

Para conocer el grado de asociacién entre el método de referencia y el método de
difusién, primero se debié comprobar si existe tendencia lineal en la relacién entre las dos
variables. Para esto se utilizaron los diagramas de dispersién o nube de puntos para cada
una de las drogas evaluadas, donde se representd en el eje X el log2 de las CIM (variable
X: variable independiente o predictiva) y en el eje de las Y los didmetros de inhibicion de
cada aislamiento (variable Y: variable dependiente o de criterio). Luego, sélo si la
tendencia lineal fue comprobada, se determinaron los coeficientes de correlacion de
Pearson para cada antifingico y se realizaron los correspondientes analisis de regresion

lineal.

Por otro lado, se determind la concordancia categérica entre ambos métodos. Se
observaron distintas categorias de discrepancias basadas en los puntos de corte
presentados en la Tabla 1y 2:

-Discrepancias muy mayores (DMM): se calcularon sobre el nimero de aislados que
fueron clasificados como sensibles por el MT y como resistentes por el MR.
-Discrepancias mayores (DM): se determinaron por el nUmero de aislados resistentes por
el MT y sensibles por el MR.

-Discrepancias menores (Dm): se definieron cuando por uno de los métodos los aislados

se categorizaron como sensible o resistente, y por el otro con sensibilidad intermedia.
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RESULTADOS

Aislamientos. Origen y obtencién

Se estudiaron 52 aislados del complejo A. terreus, 28 ambientales y 24 clinicos, los
cuales se muestran en la Tabla 32,

En ninguna de las tablas que se presentan a continuacion se individualizé a A. terreus
s.s., A. alabamensis, A. aureoterreus, A. carneus y A. terreus complex, ya que la

sensibilidad in vitro de estos aislados, por ambos métodos, fue muy similar entre si.

Estudio in vitro de la sensibilidad a los antifungicos

Método de microdilucién en caldo

En la Tabla 4 se observan la distribucion de los valores de CIM de la AMB, el VRC, el ITC
y la TRB frente a los 52 aislados de A. terreus complex estudiados por el MR.

En la Tabla 5 se observan los valores de CIM de la AMB, el VRC y el ITC para las cepas
control de calidad. Todos los valores se encontraban dentro del rango establecido en los

documentos de referencia.

2 Todos los aislamientos obtenidos de raspado de ufia de mano y pie fueron considerados los agentes
etiolégicos ya que se cumplieron los requisitos minimos aceptados para el diagnoéstico de onicomicosis
causada por un hongo filamentoso no dermatofitico (133). El aislamiento obtenido del lavado broncoaleveolar
fue de un caso de aspergillosis probable. Los aislamientos recuperados de pacientes gquemados fueron

considerados como colonizantes.
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Tabla 3. Aislados de Aspergillus seccién Terrei estudiados en este trabajo (n = 52)

a a
IMR-MF Especie calM Origen IMR-MF Especie calM Origen
benA benA

202 A.terreuss.s  LN734824  aire externo 679 A. terreus s.s LN734845 aire externo

208 A.terreuss.s  LN734825 aire externo 694 A. terreus s.s LN734846 tierra

482 A.terreuss.s  LN734826 aire externo 714 At (;omp|exb - ufia de pie

549 A.terreuss.s  LN734827 aire interno hospital | 715 A. terreus s.s LN734847 ufia de pie

550 A.terreuss.s  LN734828 aire interno hospital | 717 A. terreus s.s LN734848 arbol

563 At comp|exb - ufia de mano 719 A. terreus s.s LN734849 tierra

565 A.terreuss.s  LN734829 ufia de mano 721 A. terreus s.s LN734850 ufia de mano

592 A.terreuss.s  LN734830 aire externo 724 A. terreus s.s LN734851 ufia de pie

598 A.terreuss.s  LN734831 ufia de pie 727 A. terreus s.s LN734852 tierra

604 At (;omplexb - ufia de pie 728 A. terreus s.s LN734853 tierra

625 A.terreuss.s  LN734832 piel de quemado 760 A. terreus s.s LN734854 aire externo

626 At complexb - ufia de pie 774 A. terreus s.s LN734855 aire interno hospital

629 A.terreuss.s  LN734833 piel de quemado 812 A. terreus s.s LN734856 aire interno hospital

630 A.terreuss.s  LN734834 piel de quemado 829 A. terreus s.s LN734857 aire externo

647 A.terreuss.s  LN734835 ufia de pie 22 A. terreus s.s LN734858 aire externo

650 A.terreuss.s  LN734836 ufiade pie 554 A. terreus s.s LN734859 aire interno hospital

651 A.terreuss.s  LN734837 BAL 597 A. terreus s.s LN734860 ufia de pie

652 A.terreuss.s  LN734838 ufia de pie 627 A. terreus s.s LN734861 piel de quemado

659 A.terreuss.s  LN734839 ufia de pie 718 A. terreus s.s LN734862 arbol

662 A.terreuss.s  LN734840 ufiade pie 723 A. terreus s.s LN734863 ufia de pie

665 A.terreuss.s  LN734841 ufiade pie 448 A. alabamensis  LN890300.1 aire interno hospital
LN890304.1

666 A.terreuss.s  LN734842 ufiade pie 644 A. alabamensis  LN890301.1 tierra
LN890305.1

667 At complexb - ufia de pie 517 A. alabamensis  LN890302.1 aire interno hospital
LN890306.1

672 A.terreuss.s  LN734843 tierra 815 A. aureoterreus  LN890303.1 tierra
LN890307.1

673 A.terreuss.s  LN734844 tierra 524 A. carneus® - aire interno hospital

830 A. t complex® - aire externo 722 A. t complex” - aire externo

# Namero de acceso en European Nucleotide Archive (ENA) de los resultados obtenidos por secuenciacion

parcial del gen Calmodulina (calM) y B-tubulina (benA), respectivamente. ® Aislados que fueron identificados

sélo en base su macro y micromorfologia. n: nimero; IMR-MF: Instituto de Medicina Regional-Micologia

Filamentosos. Coleccion de cultivos; BAL: lavado broncoalveolar; A. t.: A. terreus; s.S: sensu stricto
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Tabla 4. Distribucion de los valores de CIM del voriconazol, el itraconazol, la terbinafina y
la anfotericina B frente a los 52 aislados de Aspergillus terreus complex obtenidos por el

método de referencia*

No. de aislados con CIM (ug/mL)

Aislados
d Droga MG
(no. testeados) <003 006 0125 025 050 10 20 40 80
AMB 1,89 6 1 2 1°
VRC 0,28 2 16
Clinicos (24)
ITC 0,21 3 3 7 4
TRB 0,11 3 7 6 8
AMB 1,90 9 13 5 1°
Ambientales VRC 0,38 1 9 18
(28) ITC 0,18 1 5 7 11
TRB 0,07 8 7 10 3

*Método de referencia M38-A2 del CLSI, lectura a las 48 h. AMB: anfotericina B; VRC: voriconazol; ITC:
itraconazol; TRB: terbinafina. no.: numero; MG: Media Geométrica. Los valores subrayados corresponden a la
CIMso y los valores en negrita a la ClMgo. ? valores de CIM de AMB por encima del punto de corte
epidemioldgico (PCE = 4 pg/mL), los cuales corresponden a un aislado de A. terreus complex de origen clinico

(ufia de pie) y a A. terreus s.s de origen ambiental.

Tabla 5. Valores de CIM de la anfotericina B, del voriconazol y del itraconazol para las

cepas control de calidad

Cepas Control de Calidad (CIM pg/mL*)

Aspergillus flavus Candida parapsilosis Candida krusei
Drogas antifungicas ATCC 204304 ATCC 22019 ATCC 6258
AMB 2 0,5-2 1
VRC 0,5 0,03-0,125 0,25-0,5
ITC 0,25 0,06-0,125 0,25

*CIM (Concentracion inhibitoria minima) obtenidas por el método de referencia M38-A2 del CLSI, lectura a las

48 h. AMB: anfotericina B; VRC: voriconazol; ITC: itraconazol
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Para la TRB no han sido establecidos los puntos de corte y tampoco hay datos de
referencia de los rangos de CIM de las cepas control de calidad para Aspergillus spp. En
la Tabla 6 se muestra el rango control del procedimiento para el MR obtenidos al evaluar

las cepas control A. terreus ATCC MYA-3633 y C. krusei ATCC 6258 frente a la TRB.

Tabla 6. Valores de CIM de terbinafina para las cepas control de calidad

Cepas Control de Calidad Rango de CIM® (ug/mL)
(24 h/48 h)
Candida krusei ATCC 6258 4-26/8-216
Aspergillus terreus ATCC MYA-3633 <0,03/<0,03-0,06

4 CIM (Concentracion inhibitoria minima) fue determinada por el método de referencia, M38-A2 del CLSI, con

lecturaalas 24 hy48h

En las Fotografias 3 - 6 se muestra la CIM obtenida por el MR de la AMB, el ITC, el VRC

y la TRB frente a algunos de los aislados de A. terreus estudiados.
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Fotografia 3. Placa de microdilucién para determinacion de CIM de voriconazol por el método de referencia
M38-A2. CE: Control de esterilidad, CC: Control de crecimiento. Fila A-E: Aspergillus terreus con CIM
(ug/mL) de 0,25; 0,25; 0,5; 0,25 y 0,25, respectivamente. Fila F-H: Aspergillus flavus ATCC 204304 (CIM
0,5ug/mL), Candida parapsilosis ATCC 22019 (CIM 0,03ug/mL) y Candida krusei ATCC 6258 (CIM

0,125pg/mL)

Fotografia 4. Placa de microdilucién para determinacion de CIM de itraconazol por el método de referencia
M38-A2. CE: Control de esterilidad, CC: Control de crecimiento. Fila A-E: Aspergillus terreus con CIM
(ng/mL) de 0,06; 0,125; <0,03; 0,06; y 0,06, respectivamente. Fila F-H: Aspergillus flavus ATCC 204304
(CIM 0,25ug/mL), Candida parapsilosis ATCC 22019 (CIM 0,03ug/mL) y Candida krusei ATCC 6258 (CIM

0,06pg/mL)
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Fotografia 5. Placa de microdilucion para determinacion de CIM de terbinafina por el método de referencia
M38-A2CE: Control de esterilidad, CC: Control de crecimiento. Fila A-E: Aspergillus terreus con CIM
(ng/mL) <0,03 desde la fila A-D, y de 0,06 en la E. Fila F-H: Aspergillus terreus ATCC MYA-3633 (CIM 0,06
pHg/mL), Candida parapsilosis ATCC 22019 (CIM 0,25pg/mL), Candida krusei ATCC 6258 (CIM =16ug/mL)
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Fotografia 6. Placa de microdilucién para determinacion de CIM de anfotericina B por el método de

referencia M38-A2. CE: Control de esterilidad, CC: Control de crecimiento. Fila A-E: Aspergillus terreus con
CIM (ug/mL) de 8; 2; 1; 1 y 1, respectivamente. Fila F-H: Aspergillus flavus ATCC 204304 (CIM 1pg/mL),
Candida parapsilosis ATCC 22019 (CIM 0,5ug/mL) y Candida krusei ATCC 6258 (CIM 1ug/mL)

33



Maestria en Micologia Médica | Resultados

Método de difusién en agar

En la Tabla 7 se observan los datos de la actividad antifungica de la AMB, el VRC, el ITC
y la TRB frente a los 52 aislados de A. terreus complex estudiados por el MT.
El aislado IMR-MF 524, identificado morfol6gicamente como A. carneus no creci6é en la

placa de difusion a las 24 h, pero si a las 48 h.

Tabla 7. Halos de inhibicion obtenidos por el método de difusién en agar de la anfotericina

B, el voriconazol, el itraconazol y la terbinafina frente a los 52 aislados de Aspergillus

terreus
T L 2D
Aislados Tableta = Halo de inhibicion™ (mm) -

no. testeados ifangica®
( ) antifingica Rango MA DS Rango MA DS
AMB 11-15 12,88 1,36 9-13 9,88 1,36
Clinicos (24) VRC 25-44 31,29 4,80 25-44 30,29 5,05
ITC 20-28 22,50 1,96 18-28 21,79 2,32
TRB 42-60 49,58 5,31 41-60 47,12 5,94
AMB 11-15 12,36 1,52 9-13 9,39 1,17
Ambientales (28) VRC 23-38 30,61 3,27 22-38 29,11 3,69
ITC 18-25 21,64 2,10 18-25 20,68 2,04
TRB 38-68 49,82 6,76 36-66 46,54 6,95

% La concentracién de las drogas para el ensayo con tabletas Neo-Sensitabs'" fueron: anfotericina B 10
po/tableta, voriconazol 1 pg/tableta, itraconazol 8 pg/tableta, terbinafina 30 pg/tableta. ®Halos de inhibicion
obtenidos a partir del método de difusion en agar usando tabletas Neo-Sensitabs™, con lectura a las 24 h y 48
h. no.: nUmero; AMB: anfotericina B; VRC: voriconazol; ITC: itraconazol; TRB: terbinafina; MA: Media Aritmética;

DS: Desviacion estandar

En la Tabla 8 se observan los valores de los diametros de los halos de inhibicion de la
AMB, el VRC y el ITC para la cepa control de calidad. Todos los valores se encontraban

dentro del rango establecido en el documento de referencia.
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Tabla 8. Diametros de halos de inhibicion de la anfotericina B, del voriconazol y del

itraconazol para la cepa control de calidad

Cepa Control de Calidad Rango de diametro del halo de inhibicion® (mm)
y drogas antifingicas®
24 h 48 h
Candida krusei ATCC 6258
AMB 19-23 17-20
VRC 33-35 30-35
ITC 24-26 23-27

2 La concentracion de las drogas para el ensayo con tabletas Neo-Sensitabs™ fueron: anfotericina B 10
Hg/tableta, voriconazol 1 pg/tableta, itraconazol 8 pg/tableta. PHalos de inhibicion obtenidos a partir del método
de difusion en agar usando tabletas Neo-SensitabsTM, con lectura a las 24 h y 48 h. AMB: anfotericina B; VRC:

voriconazol; ITC: itraconazol

Para la TRB no han sido establecidos los puntos de corte y tampoco hay datos de
referencia de los rangos del didmetro del halo de inhibicion de las cepas control de

calidad para Aspergillus spp. En la Tabla 9 se muestra el rango control del
procedimiento para el MT obtenidos al evaluar las cepas control A. terreus ATCC MYA-

3633y C. krusei ATCC 6258 frente a la TRB.

Tabla 9. Diametros de halos de inhibicién de terbinafina para las cepas control de calidad

Cepas Control de Calidad Rango de los halos de inhibicion® (mm)
(24 h /48 h)
Candida krusei ATCC 6258 12-18/12-17
Aspergillus terreus ATCC MYA-3633 41 -46/34-37

% Halos de inhibicién obtenidos a partir del método de difusiéon en agar usando tabletas Neo-Sensitabs™ de

terbinafina 30 pg/tableta, con lectura alas 24 hy 48 h

En las Fotografias 7 - 9 se muestran los halos de inhibicion obtenidos por el MT de la
AMB, el ITC, el VRC y la TRB frente a uno de los aislados de A. terreus estudiado y la

cepa control de calidad C. krusei ATCC 6258.

35



Maestria en Micologia Médica | Resultados

Fotografia 7. Difusiéon en agar
con las tabletas Neo-Sensitabs™
de anfotericina B 10 pg/tableta,
voriconazol 1 ug/tableta,
itraconazol 8 pg/tableta vy
terbinafina 30 pg/tableta frente
a uno de los aislados de
Aspergillus terreus estudiado.
A,B: Lectura a las 24 h, anverso y
reverso, respectivamente.

VOR. 1: Voriconazol, AMPHO:
Anfotericina B, TERBI:

Terbinafina, ITRAC: Itraconazol.

Fotografia 8. Difusién en agar
con las tabletas Neo-
Sensitabs’™ de anfotericina B
10 pg/tableta, voriconazol 1
ug/tableta, itraconazol 8
ug/tableta y terbinafina 30
ug/tableta frente a uno de los
aislados de Aspergillus terreus
estudiado. A,B: Lectura a las 48
h, anverso y reverso,
respectivamente.

VOR. 1: Voriconazol, AMPHO:
Anfotericina B, TERBI:

Terbinafina, ITRAC: Itraconazol.
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Fotografia 9. Difusion en agar con la tabletas Neo-Sensitabs' ™ de anfotericina B (10 pg/tableta), voriconazol

(1 pg/tableta), itraconazol (8 pg/tableta) y terbinafina (30 pg/tableta) frente a la cepa control de calidad
Candida krusei ATCC 6258. A: Lectura a las 24 h. B: Lectura a las 48 h. VOR. 1: Voriconazol, AMPHO:

Anfotericina B, TERBI: Terbinafina, ITRAC: Itraconazol.
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Comparacion entre el método de microdilucion y de difusion

Asociacion entre ambos métodos. Graficos de dispersion

Para definir si era factible aplicar el coeficiente de correlacion de Pearson, se realizaron
los diagramas de dispersion de las CIM en funcion de los halos de inhibicion para cada
una de las drogas (Grafico 1). Con el fin de mejorar la visualizacion de la nube de puntos,
se aplico Log2 al valor de la CIM, de manera de linealizar los resultados. Para ninguno de
los antifiingicos estudiados se observé disposicion lineal entre las variables CIM y halo de
inhibicion. Por lo tanto, no pudo calcularse el coeficiente de correlacién de Pearson ni

realizarse los correspondientes analisis de regresion lineal.

Gréfico 1. Diagrama de dispersion que relaciona las variables Log2 CIM y diametro de

inhibicién de los 52 aislados de A. terreus complex y los 4 antifungicos estudiados

=
[}]

[T
N -
Py
* 4000
*%e
L 4

Didmetros de Inhibiclén (mm)
-]
Vorlconazol
Dldmetros de Inhibiclén (mm)

%f 3 & 8

[
[=]

**

L X XX X

Anfotericina B

Bl NN

Qo U © »n o u

0 05 1 1,5 2 2,5 3 35 -

w

5 3 25 2 1,5 1 05

=]

Anfotericina B Log2 CIM (pg/mL) Voriconazol Log2 CIM (ug/mlL)

¢
0
=]

*

*»

o X J
*
&

L
ﬁ

jin
o

v

Itraconazol
Didmetros de Inhibiclén (mm)
&

Terbinaflna
Didmetros de Inhiblclén (mm)
*

*

:

-6 -5 -4 -3 -2 -1 1] -6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Itraconazol Log2 CIM (pg/mlL) Terbinafina Log2 CIM (ug/mL)

38



Maestria en Micologia Médica | Resultados

Concordancia entre ambos métodos

En la Tabla 10 se muestra, segun el método y el antifingico evaluado, la distribucion por
categorias de sensibilidad, las distintas categorias de discrepancias y el porcentaje de
concordancia entre ambos métodos.

Para la TRB no fue posible establecer las categorias sensible-resistente, como tampoco
se analizé la concordancia entre los métodos debido a que no hay puntos de corte para

este antifingico frente a Aspergillus spp.

Tabla 10. Evaluacion de la sensibilidad antifungica de aislados de Aspergillus terreus por
el método de referencia y el método de difusion en agar. Discrepancias y porcentaje de

concordancia entre ambos métodos

N° de aislados . .
Discrepancias

b
[?rf)gg Método® &N cada categoria i
antifungica % C
S | R muy mayores mayores menores
AMB MR 15 28 9
MT 24 h* 4 20 27 1 7 20 43,14
MT 48 h 0 4 48 0 14 26 23,08
VRC MR 52 0 0
MT 24 h 51 0 0 0 0 0 100
MT 48 h 52 0 0 0 0 0 100
ITC MR 52 0 0
MT 24 h 51 0 0 0 0 0 100
MT 48 h 52 0 0 0 0 0 100

*MR: Método de referencia M38-A2, CLSI, con lectura a las 48 h; MT: Método de difusion en agar con tabletas
Neo-Sensitabs™, con lectura a las 24 y 48 h. ® Ntimero de aislados cuyas CIM (Concentracion inhibitoria
minima) y diametros del halo de inhibicién, en milimetros, para el voriconazol y el itraconazol que estaban
dentro de las categorias asignadas de S: Sensible, CIM < 1 pyg/mL y diametro = 17 mm; I: Intermedio, CIM = 2
pg/mL y didmetro 14-16 mm; R: Resistente, CIM = 4 ug/mL y diametro < 13 mm y para anfotericina B,
Sensible, CIM < 1 pg/mL y diametro = 15 mm; |: Intermedio, CIM = 2 pg/mL y diametro 13-14 mm; R:
Resistente, CIM = 4 ug/mL y didmetro < 12 mm. ° C: Concordancia: Porcentaje de concordancia entre
diametros de la zona de inhibicién, en milimetros, y CIM. AMB: anfotericina B; VRC: voriconazol; ITC:

itraconazol. ¢ No se obtuvo desarrollo del aislamiento IMR-MF 524, a las 24 h, por el método de difusion.
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DISCUSION

Sensibilidad a los antifungicos. Método de dilucion en caldo

Al analizar la CIM de los antifungicos estudiados (Tabla 4) se observé que, para los
azolicos, el 100% de los aislados mostraron valores bajos de CIM y que la TRB presento
valores, aln mas bajos, para los mismos aislados. Mientras que, la AMB exhibi6 los
valores mas elevados de CIM frente a la mayoria de los aislados de A. terreus complex
estudiados (114). Al realizar el andlisis en base a los puntos de corte avalados en el
documento de referencia M38-A2 (Tabla 1)(92), todos los aislados fueron sensibles al ITC
y al VRC, pero no ocurrioé lo mismo con la AMB. Esta droga presento diversos valores de
CIM, lo que permiti6 categorizar a los aislados como sensibles, resistentes y con

sensibilidad intermedia, lo cual se discute mas adelante en el trabajo.

El uso del VRC, como primera linea, para el tratamiento de la aspergilosis invasora
causada por A. terreus mejor0 la respuesta clinica de los pacientes (76,78,79). Aunque se
han documentado fallas en pacientes infectados por A. terreus tratados con este
antifngico (76). EI VRC presenta un efecto fungistatico frente a este hongo (71),
mostrando valores de CIM que van desde 0,125 pg/mL a 32 pg/mL, con CIMg, de 0,5
pg/mL a 2 pg/mL (71,81-83,89,90,108,114-116). En este trabajo, todos los valores de
CIM fueron bajos, con un rango de 0,125-0,5 pg/mL y CIMg, de 0,5 pg/mL, tanto para los
aislados clinicos como para los ambientales (Tabla 4, Fotografia 3). El 100 % de los
aislados mostraron valores de CIM < PCE propuesto para esta droga frente a A. terreus
(108), siendo todos WT (Tabla 4), aunque en la literatura se ha informado alrededor de un
3 % de aislados de A. terreus no-WT frente a dicho compuesto azélico (108,117).

El ITC, generalmente, se utiliza para el tratamiento de las formas cronicas no invasivas de

la aspergilosis y ha demostrado ser eficaz en la aspergilosis broncopulmonar alérgica
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(118). Esta droga, al igual que el VRC, también presenta un efecto fungistético frente a A.
terreus (115), con valores de CIM que van desde 0,07 pg/mL a 8 pg/mL (81—
83,89,90,108,114,116). En este trabajo se obtuvieron valores bajos de CIM para ITC,
incluso algunos aislados presentaron CIM mas bajas que para el VRC, con un rango de <
0,03-0,5 pg/mL y CIMg, de 0,5 pg/mL, tanto para los aislados clinicos como para los
ambientales (Tabla 4, Fotografia 4). EI 100% de los aislados mostraron valores de CIM <
PCE propuesto para esta droga frente a A. terreus (108), siendo todos WT (Tabla 4),
similar a otros trabajos donde usaron los PCE para analizar sus aislados (117,119).

Sin embargo, en 2/50 aislados de A. terreus estudiados en Espafia (90), en 1/23 hallados
en Estados Unidos (89) y en 1/9 aislados de pacientes daneses con fibrosis quistica (91),
se informaron CIM elevadas para el ITC (CIM 22 ug/mL). Este ultimo aislado fue
estudiado molecularmente y se observo que la resistencia al ITC en A. terreus estaba
relacionada con una alteracién en el codén M2171 de la proteina Cyp51A (118), lo que
sugiere la resistencia adquirida en esas cepas particulares. Para el VRC también se han
informado CIM = 2 pg/mL, pero estos aislados no han sido estudiados molecularmente
(71,82). En esas publicaciones no se han utilizado los PCE para realizar el andlisis debido
a que todavia estos puntos de corte no se habian propuesto.

Por lo tanto, contrario a lo comentado en esas publicaciones, en este trabajo no se han

encontrado aislados resistentes o con sensibilidad intermedia a los azoles estudiados.

Las publicaciones acerca de la actividad de la TRB han aumentado desde que este
antifingico ha mostrado CIM bajas frente a un amplio espectro de hongos patégenos
(84). Pero, dicha droga estd indicada so6lo en micosis superficiales, debido a que se
acumula en piel, pelos, ufias y sebo (107,120). Como se comentd anteriormente, en las

ciudades de Resistencia y Corrientes aumentd cinco veces la incidencia de A. terreus
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complex como agente de onicomicosis, en un periodo de cuatro afios (51). Debido a esto,
la TRB fue incluida en este estudio.

Aungue los puntos de corte para el género Aspergillus frente a dicha droga no han sido
establecidos por el documento M38-A2 del CLSI, esta droga mostré una potente actividad
in vitro frente a todos los aislados de A. terreus estudiados, con valores de CIM mas bajos
que la AMB, el ITC y el VRC (CIMgg 0,25 pug/mL para los aislados clinicos y CiMg, 0,125
pug/mL para los ambientales) (Tabla 4, Fotografia 5). Estos datos coinciden con los
valores publicados por Alastruey-lzquierdo y col. (121) y Karaarslan y col. (122), quienes
estudiaron cepas de A. terreus aisladas de infecciones invasivas y de otomicosis,
respectivamente. Estos resultados sugieren a la TRB como una buena opcion en el
tratamiento de infecciones superficiales por el complejo A. terreus, aunque seria
necesario realizar mayores estudios sobre correlacion in vivo e in vitro.

Al no haber datos de referencia de los rangos de CIM de TRB frente a las cepas control
de calidad para evaluar a especies del género Aspergillus, en este estudio se obtuvieron
los rangos control del procedimiento cuyos valores se presentaron en la Tabla 6. Ninguno
de los trabajos donde se estudi6 la actividad in vitro de la TRB obtuvieron este rango

(73,74,84,122).

La mayoria de las investigaciones realizadas muestran que, generalmente, A. terreus
tiene resistencia in vivo e in vitro a la AMB, droga antifungica de amplio espectro y
ampliamente utilizada en infecciones fangicas, con valores de CIM mas altos (CIM = 4
pg/mL) (69,71,75-77,83,95,123) que para A. fumigatus (0,5 - 1 ug/mL) (30,50). Lo mismo
se observo en este trabajo, donde la AMB presenté una CIM = 2 ug/mL para la mayoria

de los aislados (Tabla 4, Fotografia 6).
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A diferencia de lo observado para el VRC y el ITC donde todos los aislados se agruparon
en la categoria de sensible; para la AMB los aislados se categorizaron como sensibles,
resistentes y con sensibilidad intermedia (Tabla 4) en base al punto de corte mencionado
en el documento de referencia M38-A2 (92). Asi, el 53,85% de los aislados fueron
categorizados con sensibilidad intermedia, porcentaje intermedio a lo informado en otros
lugares del mundo (69,115,124); el 17,3% fueron categorizados como resistentes, similar
a lo informado en otros paises (69,90,124) y algo inferior a lo informado en Argentina por
Cérdoba y col. (125), aunque cabe aclarar que este grupo de trabajo recibe cepas de

toda la Argentina.

El 28,85% (15/52) de los aislados presentaron CIM de 1 pg/mL, dicho porcentaje es muy
inferior a lo hallado en ltalia, Bélgica y EEUU (124), y superior a lo observado en Austria e
India (74,116). Diversos autores (69,77) sugieren que hay una gran diversidad genotipica
dentro del complejo A. terreus y que este porcentaje de aislamientos “sensibles” in vitro a
la AMB podria deberse a ese hecho. Sin embargo, Kathuria y col. (116) obtuvieron un 8
% de aislamientos de A. terreus con CIM a la AMB entre 0,5 — 1 pg/mL pero no se

limitaron a un patrén genotipico particular.

De acuerdo al PCE para AMB frente a A. terreus (109), el 96,15% (50/52) de los aislados
presentaron CIM < 4 ug/mL, los cuales fueron WT y sélo 2 aislados (3,85%) (A. terreus
s.s. de origen ambiental y A. terreus complex de origen clinico) presentaron una CIM = 8
pug/mL, los cuales fueron no-WT (Tabla 4). Este ultimo porcentaje es similar al obtenido
en el trabajo donde se propone dicho PCE (109), aunque en esa publicacion los

aislamientos eran todos de origen clinico.
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Sensibilidad a los antifungicos. Método de difusién en agar con tabletas
Neo-Sensitabs™

La mayoria de los estudios en los cuales se empled la técnica de difusion en agar
utilizando tabletas Neo-Sensitabs™ cargadas con antiftingicos fueron en Candida spp.
(97,126,127). Sin embargo, son escasas las publicaciones en las que se utilizaron las
tabletas en Aspergillus spp. y mas infrecuentes aun en A. terreus, donde ademas se
estudiaron pocos aislados de dicha especie (102,103,126). Hay algunos otros trabajos
donde emplearon la técnica de difusion en agar para hongos filamentosos pero utilizaron
discos cargados con antifungicos, por lo cual se hace dificil a la hora de comparar
resultados (100,101,128,129).

Como se observa en la Tabla 7, el VRC y la TRB mostraron la mas amplia gama de
didmetros del halo de inhibicién, con una gran dispersion de los valores alrededor del
valor medio. Ademas, para la TRB, los valores del diametro de la zona de inhibicion
fueron mayores que para los otros antifungicos evaluados (valor menor = 38 mm). El ITC
también presentd un extenso rango de didmetros del halo de inhibicién, pero la dispersién
fue menor. La AMB mostro el rango mas acotado de diametros.

Después de realizar el MT, se observd que los halos de inhibicibn de los cuatro
antifingico estudiados estaban bien definidos y eran facil de leer en Mueller-Hinton no
suplementado como ya se ha informado previamente (102,103) y ninguno de dichos
antifingicos present6 efecto de arrastre (Fotografias 7 y 8). Si bien el documento M51-A
especifica que para otras especies de Aspergillus diferentes a A. fumigatus, A. flavus y A.
niger, la lectura de los diametros del halo de inhibicién debe realizarse a las 48 h (96), y el
documento 3.15.0 de Rosco (106) dice que la lectura para Aspergillus spp., en general,
debe realizarse a las 24 h; en este trabajo no se observo diferencias significativas (p <

0,01) en la lectura a las 24 y 48 h de los halos del VRC y del ITC frente a los aislados
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estudiados de A. terreus y en ambas lecturas se pudo determinar facilmente el halo, que
en todos fue =2 17 mm (sensible) (Tabla 7). Sélo el aislado IMR-MF 524 identificado
morfolégicamente como A. carneus desarroll6 en la placa de difusion recién a las 48 h.
Los mayores problemas se presentaron con la AMB ya que en la lectura a las 24 h el 7,84
% de los aislados mostraron halos dentro de la categoria de sensible (= 15 mm) y el
39,22 % dentro de la categoria de sensibilidad intermedia (13-14 mm); y a las 48 h el
92,31 % de los aislados se categorizaron como resistentes (<12 mm) y el resto con
sensibilidad intermedia (Tabla 10) (Fotografia 7 y 8).

El PCE tentativo =2 15 mm esta propuesto para un PCE de CIM = 1 pg/mL segun el
documento M51-A (96). En este trabajo, so6lo se obtuvo una CIM = 1 pg/mL para la AMB
frente al 28,85% de los aislados, pero en un sélo aislado dicha CIM se correspondid con
un halo de inhibicion de 15 mm. Esto, una vez mas, demuestra que los valores deben ser
revisados para interpretar correctamente los datos obtenidos in vitro.

Para la TRB la lectura de los halos también se realiz6 a las 24 y 48 h y no se observo
diferencias significativas (p < 0,01) entre los valores. En ambas lecturas se determind de
manera sencilla el halo, que en todos fue = 17 mm (Tabla 7) (Fotografia 7 y 8).

Al no haber datos de referencia de los rangos del diametro del halo de inhibicién de las
cepas control de calidad para Aspergillus spp. frente a la TRB, se obtuvieron rangos de
los halos de inhibicion a las 24 h y 48 h para A. terreus ATCC MYA-3633 y C. krusei
ATCC 6258 como control del procedimiento (Tabla 9).

Si bien la TRB se utiliza principalmente para tratar infecciones superficiales, ninguna de
las publicaciones donde se estudi6 el método de difusion en agar con tabletas Neo-

Sensitabs™ frente a A. terreus, incluyeron a dicha droga para su anélisis (102,103,126).
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Para la cepa control de calidad C. krusei ATCC 6258, la lectura de los halos de inhibicién
de los antifungicos probados también se realizé a las 24 y 48 h, ya que en el documento
M51-A (96) los rangos control del procedimiento figuran para ambas lecturas. En el
documento 3.15.0 de Rosco sélo figura la lectura a 24 h (106). Los halos obtenidos se
encontraban dentro de los rangos control tanto a las 24 h como a las 48 h, pero a las 48
h los halos estaban mejor definidos y las lecturas se realizaron con mayor facilidad (Tabla
8) (Fotografia 9). El tnico antifingico que present6 efecto de arrastre fue el VRC, pero de

todas formas la lectura del halo se pudo realizar sin mayores problemas.

Comparaciéon del método de referencia con el método de difusién en agar

Un estandar de referencia como el documento M38-A2 y el M51-A se desarrollan a través
de un proceso de consenso para facilitar un acuerdo sobre la forma de evaluar la
sensibilidad a los antifungicos de los hongos filamentosos. Uno de los objetivos
primordiales de un estandar de referencia es sentar las bases a partir de las cuales se
puedan desarrollar otros métodos mas asequibles, pero que aporten resultados
equivalentes al estandar. En conclusién, cualquier método que proporcione resultados
equivalentes al de referencia se debe considerar en conformidad y, por lo tanto, su
utilizacion debe ser aceptada.

Son escasas las publicaciones en las que se compara el método de referencia con un
método de difusion. Ademas, en algunos trabajos utilizan discos cargados con
antifingicos (100,101,128,129) y en otros tabletas Neo-Sensitabs™ (102,126,130), por lo
gue se hace dificil a la hora de comparar resultados. Por otro lado, esos trabajos que

utilizaron las tabletas estudiaron pocos aislados de A. terreus.
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Analisis de correlacion lineal

Como recurso para ver la “covariacién” entre las variables CIM de cada antifungico frente
al didmetro de los halos de inhibiciéon de los mismos antifiingicos para los aislados de A.
terreus complex estudiados, resultaron Utiles los diagramas de dispersién. Sin embargo,
dichos gréficos no arrojaron ningun patrén, por lo que no se pudo especificar ningdn tipo
de relaciéon entre el MR y el MT (Gréfico 1). Por lo tanto, se considera que la correlacion
entre ambos métodos es nula, ambas variables son independientes entre si. Esto
resultados sefalan que el modelo de correlacion lineal no pudo ser utilizado para explicar
la variable halo de inhibicién en funcién de la CIM cuando se compararon ambos métodos
para la AMB, el VRC, el ITC y la TRB frente a aislados de A. terreus complex. Lo mismo
conluyen Ozkutuk y col. (130) en su trabajo.

Sin embargo, en otras publicaciones, donde también se utilizaron los diagramas de
dispersién para observar la “covariacion” entre las variables, calcularon el coeficiente de
correlacion de Pearson, el cual les dio 2 0,7 para el ITC, el VRC y la AMB, y realizaron el
andlisis de regresion lineal. Por lo que concluyeron que existia una relacion lineal entre
las variables para los tres antifingicos. Aungue todos coincidieron en que la AMB fue la
droga que menor valor de coeficiente arrojé, por lo que el nivel de correlacion entre las
variables fue mas baja (102,103,126).

Concordanciay discrepancias

Escasos son los trabajos donde se evaludé la concordancia y discrepancias entre el
método de difusion en agar utilizando tabletas Neo-Sensitabs™ y la microdilucién en
caldo para hongos filamentosos (102,103,130).

En este trabajo, la concordancia del MT con el MR del VRC y del ITC, para ambos
tiempos de lectura, fue del 100%, sin ningun tipo de discrepancias, similar a lo expuesto

por otros autores cuando solo se evalla A. terreus (102,103) (Tabla 10).
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La baja concordancia y las discrepancias se presentaron al analizar la AMB. La lectura a
las 24 h presenté mayor concordancia con el MR que la lectura a las 48 h, obteniéndose
un porcentaje de concordancia de 43,14 % y 23,08 %, respectivamente. Sin embargo el
MT a las 24 h present6é 1 DMM, 4 DMy 26 Dm y la lectura a las 48 h presenté 14 DMy 26
Dm, similar a lo espuesto por otros autores (102,103) (Tabla 10).

La diversidad de categorias interpretativas que se obtuvieron con la AMB por el MR no
fue detectada por las tabletas, y eso se tradujo en las distintas discrepancias observadas
al comparar ambos métodos.

Se ha propuesto que para que una prueba de sensibilidad sea considerada especifica
deben producirse menos del 5% de DMM y DM (131). Solo frente al ITC y al VRC se ha
obtenido 0% de DM y DMM. Sin embargo, es importante destacar que no hubo aislados
categorizados como resistentes, a estas drogas, por el MR que permitan probar si los
mismos serian detectados por el MT.

El método por difusion en agar con tabletas Neo-Sensitabs™ es una técnica de bajo
costo, rapida y simple, facilmente aplicable a la rutina de los laboratorios clinicos para
determinar la sensibilidad de aislados del complejo A. terreus frente al VRC y al ITC.

Sin embargo, se propone que la AMB sbélo sea estudiada mediante el MR para los
aislados de este complejo, sélo con el fin de conocer la epidemiologia de la resistencia a
dicha droga en cada region geogréafica ya que los valores de la sensibilidad in vitro de
AMB vy los estudios clinicos en humanos y otros animales, sugieren que esta droga no es

una opcion eficaz para el tratamiento de infecciones por A. terreus (75,132).

Al ser, el método por difusiobn en agar con tabletas Neo-Sensitabs™, una técnica
comercial, siempre se sugiere confirmar los resistentes por el MR, y en forma periddica es

conveniente chequear un 5% de los aislados sensibles.
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CONCLUSIONES

4 AMB mostré los valores mas elevados de CIM frente a la mayoria de los aislados.
Un aislado de origen ambiental y otro clinico fueron considerado no-WT. Ademas
presentd los halos de inhibicion mas chicos por el método de difusién, con lo que
la mayoria de los aislados fueron categorizados como “resistentes”.

4 El VRC y el ITC mostraron valores bajos de CIM en el 100% de los aislados
estudiados y todos fueron categorizados como sensibles, demostrando la alta
actividad in vitro de estos antifungicos. Por el método de difusiébn en agar, los
mismos aislados fueron categorizados como sensibles.

4 Para la TRB, todos los aislados mostraron valores bajos de CIM por el método de
referencia y todos presentaron halos de inhibicion mucho més amplios que 17 mm
por el método de difusion.

4 No se ha podido establecer una relacién lineal, ni de ningun tipo, entre el método
de referencia y el método de difusion en agar. El modelo de correlacion lineal no
pudo ser utilizado para explicar la variable halo de inhibicién en funcién de la CIM
cuando se compararon ambos métodos para la AMB, el VRC, el ITC y la TRB
frente a aislados de A. terreus complex.

4 El método de difusién en agar con tabletas Neo-Sensitabs™ presenté 100% de
concordancia con el método de referencia para los azoles, VRC e ITC; sin ninguna
discrepancia. Sin embargo, es importante destacar que no hubo aislados
categorizados como resistentes, a estas drogas, por el método de referencia que
permitan probar si los mismos serian detectados por el método de difusion.

4 Las discrepancias y la baja concordancia se exhibieron al analizar la AMB. La
lectura a las 24 h mostré mayor concordancia con el MR que la lectura a las 48 h,
pero presenté una DMM. Por lo que se propone que la AMB sélo sea estudiada
mediante el método de referencia para los aislados del complejo A. terreus.
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ANEXOS

ANEXO |

1) Medio RPMI-1640 tamponado con 0,165 mol/L MOPS

RPMI-1640 10,49
Tampon MOPS 34,53 ¢
Agua destilada 1000 mL

Disolver en 900 ml de agua destilada las cantidades indicadas, agitando hasta su
completa disolucion. Ajustar el pH a 7,0 + 0,1 utilizando NaOH 1N. Afiadir agua destilada
hasta completar 1 L. Esterilizar el medio por filtracién empleando filtros de membrana de

porosidad 0,22 um. Mantener refrigerado 4-8 °C hasta su uso.

2) Agar patata dextrosa con cloranfenicol 250 mg/L (APD/CAF)

Puré de papa instantaneo 59
Extracto de levadura 1lg
Sulfato de magnesio 0,59
Dextrosa 10g
Agar agar 16 g
Comprimido de cloranfenicol 250 mg
Agua destilada 1000 mL

3) Agar Sabouraud glucosa (ASG)

Glucosa 209
Peptona de carne 10g
Agar agar 2049
Cloranfenicol 250 mg
Agua destilada 1000 mL
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4) Agar Muller Hinton (no suplementado)

Suspender 37 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Dejar embeber 10 a
15 minutos. Calentar con agitacion frecuente y hervir durante 1 minuto. Esterilizar a 121°C
durante 15 minutos. Enfriar a 45 °C- 50 °C y distribuir en las palcas de Petri hasta un nivel

de 4 mm (equivalente a 25-30 mL en placas de 9 cm de didametro). pH final: 7,2 + 0,1.

51



Maestria en Micologia Médica | Anexos

ANEXO I

-Esquema de preparacion de las diluciones de las drogas insolubles en agua

Tubo Concentracion transferir a un tubo con concentracion Tubo
inicial inicial volumen de DMSO  resultante (100X) final
Ne 1 1600 pg/ml 0,5 ml 0,5ml 800 ug/ml Ne 2
Ne 1 1600 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml 400 pg/ml Ne 3
Ne 1 1600 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml 200 pug/ml Ne 4
Ne 4 200 pg/ml 0,5ml 0,5 ml 100 pg/ml Ne 5
N2 4 200 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml 50 pg/ml Ne 6
NE 4 200 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml 25 pg/ml Ne 7
N2 7 25 pg/ml 0,5ml 0,5 ml 12,5 pg/ml Ne 8
Ne 7 25 ug/ml 0,25 ml 0,75 ml 6,25 ug/mi Ne 9
Ne 7 25 ug/ml 0,25 ml 1,75 ml 3,12 pg/ml Ne 10

Al terminar las diluciones todos los tubos contienen 1 ml, excepto el tubo n? 10 (2 ml). De este

ultimo se desechara 1 ml.

DMSO: dimetil sulféxido

-Esquema de cargado de microplacas con diluciones de los antifungicos

Tubos 1

I mm g oOw>

3
DILUCIONES 2X
32-0,06 pg/mlL

11 12

Rango de concentracionesdecreciente

CC: control de crecimiento; CE: control de esterilidad.
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-Esquema de inoculacién de microplacas con los in6culos de A. terreus complex

Inoculo final
de cada aislamiento de
A. terreus complex +100 pl
D,A-5 x 10* UFC/mL e

0000000k
o QOO0
e Q000000
QOO0
0000000k
- Q000000
S 0000000
i 0000000

CC: control de crecimiento; CE: control de esterilidad.

-Preparacion del in6culo de las levaduras utilizadas como control de procedimiento
Las levaduras fueron repicadas en medio ASG e incubadas durante 24 h a 35 °C. Las
suspensiones se prepararon tocando cinco colonias de aproximadamente 1 mm de
diametro en 5 mL de solucion salina estéril (0,145 mol/L). La densidad de la suspension
resultante fue ajustada a la turbidez 0,5 McF (1-5 x 10° UFC/mL) con espectrofotémetro
(Labsysistems Multiskan Multisoft, Basingstoke, Reino Unido) a 530 nm. Esta suspension
inicial fue diluida 1:50 en solucién salina estéril y posteriormente 1:20 en el medio de
cultivo RPMI 1640, para obtener la concentracién de células de 1-5 x 10° UFC/mL
requerida para inocular la placa de cultivo. Las lecturas de la CIM para estas cepas

control se realizaron a las 48 h.
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