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Resumen

La aspergilosis es una enfermedad fungica causada por diferentes especies del género Aspergillus.
Entre los agentes etiologicos asociados con mayor frecuencia se encuentra A. fumigatus, causa del
90 % de las aspergilosis a nivel mundial. El tratamiento de esta enfermedad tiene como primera
linea el empleo de triazoles pero en las ultimas décadas se ha observado un incremento en la
aparicion de aislados de A. fumigatus con resistencia a azoles asociada a la mutacion M220 y a
otras sustituciones aminoacidicas en la enzima 14 — a — esterol demetilasa. Los objetivos de este
trabajo son determinar la susceptibilidad antifungica frente a triazoles de un grupo de aislados de
A. fumigatus y detectar la mutacion M220 en aquellos que resulten resistentes. Para ello se
realizaron pruebas de susceptibilidad por el método de E-Test en 30 aislados de A. fumigatus. Se
evaluaron los triazoles itraconazol, voriconazol y posaconazol. Los aislados resistentes se
seleccionaron para amplificar una region del gen del citocromo p450 con posibilidad de portar la
mutacion M220 y se secuencio dicha region. De los 30 aislados, nueve resultaron resistentes frente
a itraconazol y ninguno lo fue frente a los otros dos triazoles. Los aislados resistentes tuvieron un
100 % de identidad en el alineamiento con la misma regién amplificada de una cepa tipo salvaje y
no se detectaron polimorfismos en el codon 220. Otros mecanismos moleculares de resistencia
deben ser evaluados asi como diferentes alternativas de origen de los genotipos mediante estudios

de epidemiologia molecular.



I. Introduccion
El género Aspergillus es uno de los taxones fungicos con mayor diversidad de especies dentro del
reino Fungi (dominio Eukarya) y su sistematica ha cambiado con el desarrollo de la micologia y
con la aparicion de nuevos métodos de clasificacion. Sus representantes estan vinculados con la
vida diaria del hombre en diversas actividades que van desde la industria biotecnolégica, el
mercado de productos comestibles y bebidas, la fitopatologia, la conservacién y restauracion de
objetos patrimoniales, y el campo de las enfermedades infecciosas, donde la aspergilosis y sus
diferentes formas clinicas constituyen un reto entre las micosis, con altas tasas de morbilidad y
mortalidad. Es en este espacio que destaca 4. fumigatus como la especie de mayor repercusion por

ser la causa del 90 % de las formas de aspergilosis a nivel global (Bennett, 2010).

Se puede encontrar a Aspergillus como causa de onicomicosis, queratitis y endoftalmitis,
micetomas, otomicosis, sin embargo son las formas respiratorias las que representan un mayor
riesgo para la vida de los pacientes. La aspergilosis pulmonar es una enfermedad que se adquiere
por via respiratoria al inhalar conidios o propagulos fungicos de Aspergillus. Como especie de
mayor importancia clinica, A. fumigatus tiene una amplia variedad de atributos patogénicos que le
permiten colonizar e invadir los tejidos del hospedero para terminar causando infecciones
localizadas en el pulmoén o con diseminacion a otros sistemas de 6rganos. El diagndstico de la
enfermedad es dificil y se recomienda un enfoque integral con analisis clinico-epidemiolégico,
radiologico y microbioldgico para la confirmacion del mismo. Como estrategias para la terapia, la
mayoria de las guias terapéuticas recomiendan la utilizacion de polienos, equinocandinas y
triazoles como antifingicos de eleccion, siendo estos ultimos los que se indican como primera
linea. No obstante, en las tltimas dos décadas la frecuencia de 4. fumigatus resistentes a azoles se
ha incrementado de manera exponencial, derivando en limitaciones al momento de asignar

tratamiento (Bernal - Martinez ef al., 2016).

Las investigaciones sobre evaluaciones de susceptibilidad antifingica en A4. fumigatus y los
mecanismos moleculares de resistencias asociados a fenotipos con valores de concentracion
minima inhibitoria elevados frente a triazoles han demostrado que la presencia de mutaciones en
el gen de la enzima 14 — o — esterol demetilasa es la causa mas frecuente para el origen de este
fenomeno. Estos polimorfismos se expresan como sustituciones aminoacidicas y modificaciones

del promotor del gen que afectan la expresion y estructura de la proteina, esencial para el
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mantenimiento de la membrana citoplasmatica y la homeostasia celular. Entre las diversas
mutaciones puntuales, el reemplazo aminoacidico de la metionina en el codén 220 (M220) es una
de las mas habituales, vinculada a pacientes que estan sometidos a tratamientos prolongados con
triazoles. La misma confiere resistencia absoluta frente a itraconazol y susceptibilidad variable

frente al resto de los antifungicos de la misma familia farmacologica (Parker et al., 2014).

En Cuba se han realizado pocos estudios sobre la susceptibilidad antifiingica de A. fumigatus y el
conocimiento de sus caracteristicas genotipicas es muy limitado. Se han descrito multiples aislados
que circulan en el pais y exhiben fenotipos resistentes a itraconazol lo que evidencia la necesidad
de investigaciones encaminadas a esclarecer sobre las causas moleculares que dan lugar a la

resistencia (San Juan - Galan et al., 2017a).

En este trabajo se evaluo6 la susceptibilidad antifiingica in vitro frente a triazoles en aislados de A.
fumigatus y se determino la existencia de polimorfismos de simple nucledtido en el gen de la 14 —

a — esterol demetilasa asociados a los fenotipos resistentes.



I1. Objetivos

Determinar los patrones de susceptibilidad a itraconazol, voriconazol y posaconazol
presentes en los aislados de Aspergillus fumigatus.
Identificar los genotipos portadores de la mutacion M220 en los aislados resistentes a

triazoles.



III. Marco tedrico

1.1 Antecedentes
En el ano 1729, durante la observacion de varias preparaciones microscopicas para la confeccion
de su tratado Nova Plantarum Genera, el botanico Pier Antonio Micheli describié un grupo de
estructuras correspondientes a un microorganismo fungico y lo denomind Aspergillus por su
marcado parecido con un instrumento utilizado en las cortes religiosas llamado “aspergillum”
(Bennett, 2010). En 1768 Haller validé el nombre de este género pero no fue hasta 1832 que Fries
lo oficializo6 en los codigos de taxonomia de la época (Samson ef al., 2014). Afos antes, Link habia
establecido la naturaleza saprofita de estos hongos al aislar varias especies de Aspergillus de
detritos vegetales. Sin embargo, hasta ese momento se desconocia sobre su capacidad patogénica.
Las primeras evidencias de Aspergillus como agente etioldgico de una infeccién en humanos las
proporcion6 Rudolph Virchow tras un analisis de un caso publicado en 1847 por el estudiante de
medicina Theodor Sluyter (Knoke et al., 2003). La mayor relevancia médica de A. fumigatus en
comparacion con el resto de las especies del género quedé marcada en un estudio del eminente
doctor francés Louis Rénon donde describe, con argumentos experimentales y clinicos, los
atributos de A. fumigatus como patégeno primario con capacidad para producir infecciones en
humanos, un concepto que hasta la fecha se habia mantenido en discusion por especialistas

anteriores (Rénon, 1897).

Durante la primera mitad del siglo XX, los trabajos publicados sobre aspergilosis fueron en
aumento a la par del desarrollo de la micologia médica. En 1926 Lapham publicé un articulo donde
planteaba la posible relacion entre la tuberculosis y la aspergilosis basada en el estudio de multiples
casos clinicos. De igual manera planted las dificultades para la diferenciaciéon entre ambas
enfermedades y las implicaciones terapéuticas que pudiese tener la aspergilosis en el proceso de
recuperacion de la tuberculosis (Lapham, 1926). En la década del 50 se publicaron algunos trabajos
sobre la capacidad invasiva del sistema nervioso central de 4. fumigatus (Iyer et al., 1952). En
1952 Hinson y Moon publicaron una serie de casos de aspergilosis con diferentes manifestaciones
broncopulmonares que contribuyeron de forma significativa al entendimiento de las
presentaciones clinicas y de su epidemiologia (Arenas, 2014). Para esa fecha el tnico farmaco
efectivo para el tratamiento de las diferentes formas clinicas de aspergilosis era la anfotericina B

que, a pesar de funcionar como fungicida y fungistatico contra la mayoria de las especies de
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Aspergillus, su elevada nefrotoxicidad reducia sus posibilidades en la practica clinica (Sugar,

1986).

A finales de los *80 y principio de los 90 del pasado siglo, la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés), aprobd la comercializacion de los
imidazoles y triazoles que se convertirian en una nueva alternativa terapéutica no solamente por
su potencial antifingico sino también por su reducida toxicidad en comparacion con los polienos
como la anfotericina B (Ghannoum y Rice, 1999). Entre ellos, el itraconazol adquiri6 relevancia
global, reemplazando a los imidazoles (miconazol y ketoconazol) en el tratamiento de micosis
sistémicas graves y de la aspergilosis (Maertens, 2004). Sin embargo, no tardaron en aparecer los
primeros trabajos donde se demostraba la susceptibilidad disminuida a esta droga en multiples
aislados de A. fumigatus de origen clinico y ambiental. El primer informe sobre la resistencia a
itraconazol se realizd en 1997 en tres aislados de A. fumigatus obtenidos en California, Estados
Unidos (Howard et al., 2009). Desde entonces la aparicion de aislados resistentes se ha hecho mas
frecuente. Segun datos del 2014 del programa global de vigilancia ARTEMIS, el 5,8 % de los
aislados clinicos registrados ese afio mostraron niveles elevados de concentraciéon minima
inhibitoria frente a uno o mas triazoles, ademas su incidencia tiene niveles mayores en

determinados paises como Holanda o Reino Unido (Parker ef al., 2014).

En la actualidad, la aspergilosis y su principal agente, 4. fumigatus, se ha convertido en una de las
principales micosis oportunistas con una cifra global estimada de 600 000 muertes anuales entre
formas clinicas invasivas y cronicas (Denning, 2016) y la resistencia a los triazoles es una de las

causas importantes en el fallo del tratamiento.

I11.2 Identificacion y ubicacion taxondomica de Aspergillus fumigatus
Con el perfeccionamiento de la sistematica en el reino Fungi (dominio Eukarya), el género se ha
modificado taxondmicamente en varias ocasiones y actualmente 4. fumigatus se encuentra ubicado
en la division Ascomycota, orden Eurotiales, familia Aspergillaceae, género Aspergillus,
subgénero Fumigati, seccion Fumigati (Tsang et al., 2018). Al igual que para el resto de las
especies se recomienda que la identificacion y clasificacion se haga en base a sus caracteristicas
culturales y micromorfologicas, su perfil de metabolitos y su informacion filogenética (Kocsubé
et al.,2016). Este enfoque polifasico brinda certeza en la clasificacion estricta de las especies pero

debe tenerse en cuenta que la disponibilidad de recursos para realizar todas estas técnicas es
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limitada en la mayoria de los escenarios clinicos por lo que la taxonomia convencional sigue siendo

una herramienta muy empleada para la identificacion.

La cepa tipo de 4. fumigatus presenta colonias de tonos verde azulados a gris verdosos; crecimiento
rapido con colonias no restringidas mayores de 30 mm de didmetro en agar Czapek con extracto
de levadura (ACE) y agar extracto de malta (AEM); ausencia de cleistotecios; cabezas conidiales
azules y tonos verde-oscuro a grisaceos; esporulacion columnar; vesiculas subclavadas y
uniseriadas con las fidlides en los dos tercios de la superficie de la vesicula; estipe incoloro a gris
cerca del apice con dimensiones de 50-350 x 3,5-10 um; conidios globosos a elipsoides; lisos o
finamente rugosos de 2-3 um de didmetro de color verde; crecimiento a 50°C; débil produccion de

acido en agar creatina sacarosa (de Hoog et al., 2011).

La produccion de extrolitos en A. fumigatus tiene una gran diversidad con mas de 60 compuestos
diferentes entre micotoxinas, policétidos, sideréforos, fumiquinazolinas, pseurotinas,

piripiropenos, ergo-alcaloides, entre otros (Frisvad y Larsen, 2016).

En la caracterizacion genotipica de A. fumigatus, los genes mas utilizados para los analisis de
filogenia son la B - tubulina, la calmodulina, la region de los espaciadores internos de transcripcion
del ADNr (ITS1-5,8S-1TS2) y la actina. Para la identificacion se debe hacer uso de dos marcadores
moleculares: uno primario muy representativo del género, como pueden ser los ITS, que se
amplifiquen con cebadores universales, y otro secundario, como la 8- tubulina y la calmodulina,
que brinden mayor especificidad por el reconocimiento de multiples polimorfismos dentro de los

diferentes grupos filogenéticos (Samson ef al., 2014).

I11.3 Ecologia y distribucion
Tanto A. fumigatus como el resto de las especies pertenecientes al género Aspergillus se definen
como hongos anemofilos por su amplia dispersion en la atmosfera terrestre, con un desarrollo
evolutivo que le permite a sus esporas y propagulos recorrer grandes distancias transportados por
las corrientes de aire. Ademads, como parte de su fisiologia, posee una extensa bateria enzimatica
que facilita la obtencién de nutrientes de casi cualquier sustrato y lo convierten en un
microorganismo cosmopolita y ubicuo, aislado con frecuencia de plantas, materia organica en
descomposicion, suelos y bioaerosoles (Kwon-Chung y Sugui, 2013). La diversidad de hébitats de
estos hongos esta influenciada por la temperatura, la disponibilidad de agua, la salinidad y otros

parametros biofisicos que son esenciales. También su gran adaptacion y su extensa produccion de

6
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metabolitos secundarios facilita su competencia interespecifica con otros microorganismos

colonizadores de un mismo ecosistema (Paulussen et al., 2017).

A. fumigatus es un contaminante frecuente de la cascara de granos y granos trillados en depositos
de reserva, lo que constituye un potencial riesgo para los trabajadores involucrados en las labores
de almacén (Mulinge y Chesters, 1970; Malik et al., 2014; Zulkifli y Zakaria, 2017). Los ambientes
interiores de casas, oficinas, hospitales, archivos, bibliotecas y otras edificaciones también puede
ser un nicho ecologico importante para 4. fumigatus, donde comparte espacio con otras especies

del mismo género (McGinnis, 2007; Rojas et al., 2008; Samson et al., 2010).

111.4 Patogénesis de la infeccion pulmonar y respuesta del hospedero
La aspergilosis pulmonar es una enfermedad infecciosa del sistema respiratorio que puede adoptar
varias formas clinicas en funcion del estado inmunoldgico y de las condiciones preexistentes del
paciente. La aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA) y la aspergilosis pulmonar crénica
(APC) son infecciones donde el sistema inmune del individuo no estd comprometido; sin embargo,
existe una deficiencia respiratoria de base que permite al agente etiologico asentarse como
patogeno. La aspergilosis invasiva es la forma clinica més agresiva, siempre desencadenada por
una inestabilidad del sistema inmune con marcada neutropenia y déficit linfocitario (Kanj et al.,

2018).

El inicio de la infeccién comienza con la inhalacion de los conidios o propagulos fingicos. Los
conidios tienen su superficie recubierta con hidrofobinas y melanina que mantienen ocultos los
patrones de reconocimiento asociado a patdgenos (PAMPs) y asi evitan la activacion de la
respuesta innata. Una vez que comienza el proceso de germinacion al cabo de 4-6 horas, la
estructura de la superficie celular cambia y algunos PAMPs, como los B-1,3 glucanos, quedan
expuestos y son reconocidos por diferentes receptores de reconocimiento de patrones (receptores
tipo Toll, lectinas con unién a manosas, receptores de lectinas tipo C, receptores tipo NOD, entre
otros) que activan el reclutamiento de macréfagos y neutréfilos. En paralelo con la actividad de
los neutréfilos, las citoquinas producidas por las células presentadoras de antigenos generan la
activacion de los linfocitos T CD4" que comienzan la diferenciacion a las diferentes
subpoblaciones que intervienen en la respuesta adaptativa, ya sea pro-inflamatoria o de tolerancia.
De igual manera estas citoquinas activan la poblacion de linfocitos T CD8" con actividad fungicida

directa. Las infecciones cronicas como los aspergilomas o la APC y sus diferentes variantes por lo
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general se presentan asociadas a una cavidad o a otras alteraciones de la anatomia del pulmon que
faciliten un nicho ecologico para el asentamiento del hongo. Una vez alli, el micelio se desarrolla
en una homeostasia controlada entre la accion del sistema inmune y sus mecanismos de
supervivencia, formando una bola fingica, denominada aspergiloma, que puede estar inerte
durante afnos. En el caso de las APC, el micelio comienza a invadir la periferia de la cavidad
penetrando en el tejido pulmonar con serios riesgos para la vida de los pacientes (Dagenais y

Keller, 2009; van de Veerdonk et al., 2017).

Los macrofagos alveolares y neutrofilos tienen un papel esencial en la respuesta primaria contra
la infeccidn por Aspergillus fumigatus, eliminando las particulas fingicas del tracto respiratorio.
En pacientes que tienen una neutropenia prolongada, receptores de trasplantes sélidos, sida,
inmunodeficiencias primarias o que estan bajo terapia inmunosupresora con corticosteroides o
bloqueadores de citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa, estas poblaciones celulares y
el reclutamiento linfocitario estdn afectados y el desarrollo de la aspergilosis es mucho mas

agresivo, con alto riesgo de cursar por formas invasivas (Cadena et al., 2016).

115 Diagndstico de la aspergilosis pulmonar
La aspergilosis es una enfermedad de diagnostico complejo donde la integracion de los elementos
clinico-epidemioldgicos, la imagenologia y los resultados microbiologicos e histopatoldgicos son

fundamentales para la correcta identificacion de la enfermedad.

El reconocimiento clinico y la anamnesis permiten determinar sintomas y antecedentes
caracteristicos de la aspergilosis. A pesar de que A. fumigatus es un microorganismo ubicuo
pueden encontrarse altas cuantias de indculo en sitios donde se utilice el compost vegetal, existan
plantas y flores o se estén realizando procesos de renovacion constructiva; estos lugares son

fuentes potenciales de infeccion (Bonifaz, 2012).

La descripcion del cuadro clinico no tiene un periodo de incubacion definido, es muy amplia y
varia de forma sutil entre las diferentes formas de infeccion. En la ABPA, los sintomas se presentan
como un asma clasico con tos seca o productiva, malestar general y pérdida de peso. La tos puede
generar hemoptisis ante accesos constantes. Hay casos alérgicos donde las manifestaciones no son
pulmonares y se limitan a rinitis con rinorrea, prurito nasal, congestion intermitentes y epifora.
Para casos mas severos como la bronquitis mucomembranosa estos sintomas son mucho mas

crénicos e intensos (Arenas, 2014).
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Los aspergilomas se presentan con sintomatologia similar a la ABPA aunque es usual que los
pacientes se mantengan en fase subclinica con estabilidad de la lesion pulmonar e incluso en
algunos casos con resolucion de la bola fungica. El sintoma de mayor atencion lo constituye la
hemoptisis causada por la friccion del aspergiloma contra las paredes de la cavidad donde radica.
A menudo este tejido esta inflamado y los vasos sanguineos circundantes se rompen por la accion
mecanica y producen el sangramiento. Esto también es un riesgo para la entrada de particulas
aspergilares al torrente sanguineo que ante un deterioro del sistema inmune puede conducir a una

aspergilosis invasiva (Lee ef al., 2014).

La APC es otra de las diferentes presentaciones que mayor repercusion tiene por su alta morbilidad
y mortalidad. Esta enfermedad se presenta durante tres meses o mas tiempo en pacientes
inmunocompetentes o en ausencia de una inmunodepresion considerable, con sintomas mas
agravados que en las patologias anteriores y de igual manera la hemoptisis constituye uno de los
mayores riesgos. La pérdida de peso es también un indicio comin en la APC que muchas veces se

emplea como indicador cuantitativo en la evolucion favorable durante el tratamiento antifungico

(Godet et al., 2014).

Las infecciones invasivas por A. fumigatus como la aspergilosis pulmonar invasiva (API) cursan
como un estado grave de pacientes con inmunodepresion y producen insuficiencia respiratoria,
fiebre, disnea, expectoracion mucopurulenta y hemoptisis. Ademas estas presentaciones clinicas
pueden conducir a una diseminacion por via hematdgena con afectacion de 6rganos solidos,

manifestaciones mucocutaneas y colapso de multiples funciones fisioldgicas (Kanj ef al., 2018).

Laradiologia es una herramienta esencial en el diagnéstico de las diferentes formas de aspergilosis.
En la ABPA las iméagenes de rayos X a menudo muestran una gran sombra homogénea sin cambio
volumétrico en los lobulos pulmonares superiores. En imagenes de tomografia axial
computarizada (TAC) es frecuente observar bronquiectasias centrales con engrosamiento de las
paredes bronquiales, fibrosis en los 16bulos superiores y gran cantidad de secrecion mucosa (Tracy

etal.,2016).

De acuerdo con Smith y Denning, en los aspergilomas las imagenes de rayos X y la TAC
evidencian un material compacto que se presenta como una sombra esférica rodeada de aire, ocupa
una cavidad preexistente y puede ser tnico o pueden haber multiples aspergilomas en dependencia

del grado de cavitacion del individuo (Smith y Denning, 2011).
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En la APC, la presencia de cavitaciones es un elemento radiologico clave. El hongo coloniza e
invade las paredes de la cavidad, dandole un aspecto irregular en la imagen de rayos X. En la TAC
se puede definir un engrosamiento de la membrana pleural con destruccion del parénquima
pulmonar. También esta forma clinica puede estar asociada con aspergilomas y, aunque menos

frecuente, la presentacion de nodulos aspergilares puede ser compatible con una APC (Denning et

al., 2016).

En las formas invasivas las imagenes pulmonares suelen caracterizarse por la presencia de uno o
varios ndédulos mayores de un centimetro, algunos rodeados de un halo opaco de presencia
temporal causado por un posible edema o una hemorragia. En ocasiones algunos de estos
macronddulos tienen apariencia de estar infartados o se agrupan en pequefios grupos con una
disminucion en su tamafio. Otro signo radioldgico importante son las consolidaciones, presentes
en el 30% de los individuos con aspergilosis invasiva. La observacion de algunos de los elementos
patognomonicos de la API depende también del progreso de la enfermedad y en algunas fases de

la misma pueden no mostrarse con claridad en las imagenes radiologicas (Pasqualotto, 2010).

Desde el laboratorio, las pruebas para el diagndstico de la aspergilosis son variadas y de igual
manera dependen del tipo de forma clinica que se sospeche. En el caso de la ABPA el diagnéstico
debe apoyarse en resultados positivos de la respuesta tipo I en la prueba cutanea para Aspergillus,
los titulos de IgE total mayor a 1000 UI/mL, precipitinas, IgG e IgE especifica para Aspergillus y

un conteo elevado de eosindfilos en pacientes sin terapia de esteroides (Agarwal ef al., 2013).

En el aspergiloma y la APC también la serologia es fundamental para el diagndstico. La
determinacion de altos niveles de anticuerpos IgG especificos para Aspergillus combinado con
resultados positivos de cultivo micoldgico y del examen directo de muestras bronquioalveolares

apoyan la deteccion de una APC o aspergiloma (Hayes y Novak - Frazer, 2016).

Para el diagnodstico de la aspergilosis invasiva, la prueba de deteccion de galactomananos y los
estudios histopatoldgicos son las pruebas mas recomendadas, aunque su especificidad puede ser
cuestionable. El cultivo micologico no es muy util por su baja sensibilidad, aunque se mantiene
aun dentro de la rutina de procesamiento de las muestras respiratorias. También la deteccion de
1,3 - B - D - glucanos puede ser util para guiar el diagnéstico, sin embargo no es especifica para

Aspergillus y por tanto no es confirmatoria. (Patterson et al., 2016).
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Las técnicas de biologia molecular basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) son una alternativa alentadora para la identificacion de la aspergilosis, en
especial en pacientes de riesgo. No obstante, hay puntos criticos en la estandarizacion (tipo de
muestra a procesar, periodo de evaluacion, influencia de la terapia antifiingica en el resultado del
PCR) en los que todavia la comunidad de expertos valora modificaciones para mejorar la
sensibilidad y especificidad. Aun asi se sugiere que su utilizacion se realice de conjunto con

pruebas serologicas y estudios radiologicos para dar robustez al diagndstico de la enfermedad.

I11.6 Los triazoles en el tratamiento de la aspergilosis
Las principales guias terapéuticas a nivel internacional tienen establecidos tres grupos
farmacologicos fundamentales para el tratamiento de la aspergilosis en sus diferentes formas
clinicas: los polienos, los triazoles y las equinocandinas. Entre estos antimicoticos, los triazoles

estan definidos como la primera linea de tratamiento para la aspergilosis (Jenks y Hoenigl, 2018).

Los triazoles actuan de forma indirecta como inhibidores competitivos de la proteina 14 — o —
esterol demetilasa, una enzima de la familia del citocromo p450 (CYP) que posee un dominio
“hemo” en su sitio activo y cataliza la demetilacion oxidativa del lanosterol o el eburicol,
precursores del ergosterol. En consecuencia, se afecta la ruta anabolica del ergosterol, componente
fundamental de la membrana celular que garantiza su estabilidad y permeabilidad y que, en su
ausencia, conduce al desequilibrio osmotico y en consecuencia a la muerte celular. El efecto
antifingico también resulta de la acumulacion de intermediarios metabolicos toxicos en el espacio
citoplasmatico celular. Estos farmacos se formulan en complejos con B-ciclodextrina, lo cual en
pacientes con insuficiencia renal puede ser un agravante. De igual manera su metabolismo puede
generar hepatoxicidad y al interactuar con otras proteinas de la familia CYP presentes en los
mamiferos pueden tener una interaccidn negativa con algunos agentes quimioterapéuticos
empleados en la terapia oncoldgica (fosfamida, vincristina) y otras drogas (rifampicina, fenitoina)

que alteran su metabolismo y concentracion sérica (Ashley y Perfect, 2019).

Las drogas de este grupo recomendadas para el tratamiento y profilaxis son el voriconazol, el
itraconazol y el posaconazol, aunque existen nuevos candidatos como el isavuconazol y el
albaconazol que muestran buenos resultados farmacocinéticos y farmacodinamicos ademas de un
buen desempefio in vitro frente a diferentes especies de Aspergillus (Pasqualotto y Denning, 2008;

Ananda - Rajah y Kontoyiannis, 2015) .
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Para la terapia primaria estdn indicadas las dosis intravenosas de voriconazol en pacientes con
sindromes invasivos y/o crénicos por Aspergillus. Como alternativa pueden emplearse en dosis
orales el itraconazol y el posaconazol, con especial énfasis en este tltimo durante la profilaxis del
paciente de alto riesgo de API. Para la ABPA se recomienda en particular el uso del itraconazol.
La remocién quirurgica del micelio combinada con la implementacion de antifingicos puede ser
imprescindible en el tratamiento de lesiones endo/pericardicas o en los aspergilomas de pacientes
con marcada hemoptisis. Para los casos infantiles es necesario el ajuste de dosis y el médico de
asistencia debe tener en cuenta la forma clinica y los factores de riesgo que tiene el paciente al

momento de indicar tratamiento (Patterson et al., 2016; Ullmann ef al., 2018).

L7 Susceptibilidad antifiingica en Aspergillus fumigatus
Desde 1966 la comunidad cientifica internacional aprob6 el método de Kirby — Bauer para la
evaluacion de la susceptibilidad in vitro frente a los diferentes antimicrobianos comercializados
por las grandes industrias farmacéuticas de la época. La metodologia se circunscribia a bacterias
de interés clinico y a medida que fue desarrollandose la medicina y la microbiologia también la
estandarizacion de las técnicas se optimizo (Wheat, 2001). En esa época el reconocimiento de
infecciones fungicas era poco, bien porque no existian enfermedades debilitantes ni tratamientos
inmunodepresores con la magnitud actual o bien porque faltaba desarrollo en los métodos
diagnosticos enfocados en la micologia médica y se desconocia la prevalencia e incidencia de las
micosis. En cualquier caso, no es hasta 1983 que el subcomité de evaluacion para la susceptibilidad
antifingica del National Committee for Clinical and Laboratory Standards (NCCLS, hoy CLSI)
comienza a realizar un estudio multicéntrico que permitiera evaluar un grupo de técnicas
empleadas sobre la susceptibilidad antifingica para los agentes etiologicos de las micosis (Arikan,
2007). En 1985 el subcomité expide un documento oficial denominado M20-CR que recogia toda
la informacion acumulada proveniente de las instituciones que habian participado en el estudio.
Los resultados del informe establecian la necesidad de un procedimiento normalizado basado en
cultivos en medio liquido y con suficiente repetitividad entre las instituciones como para definir
valores estandares de concentracion minima inhibitoria para estos microorganismos patdgenos

(Fothergill, 2012).

La primera propuesta de un documento oficial para evaluar la susceptibilidad antifiingica se hizo

en 1992 y fue aprobada en 1997 para emplearse en levaduras del género Candida. No fue hasta
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1998 que se propuso una metodologia analoga para los hongos filamentosos y se aprobd en 2002
para el género Aspergillus y otros hongos filamentosos productores de abundantes conidios, salvo
los dermatofitos y hongos con dimorfismo térmico (CLSI, 2008b; CLSI, 2008a). Este documento
se mantiene hasta la fecha con diversas actualizaciones (M38-A2) que han incluido a los
dermatofitos y otros hongos que en el inicio no se tenian contemplados asi como nuevas
metodologias con base en la difusion en agar (M61-A) que facilitan la evaluacion de la
susceptibilidad en los laboratorios con menor capacidad de recursos (CLSI, 2008a; CLSI, 2017).
Sin embargo aun existen interrogantes a definir, como los puntos de cortes para algunos de los

triazoles, en especial los de ultima generacion.

En paralelo, la comunidad cientifica europea también trabajo en la evaluacion de la susceptibilidad
antifingica con un enfoque similar al de CLSI aunque con variaciones de la metodologia. El
subcomité de antiflingicos de European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) emiti6 en 2008 un documento oficial (Edef. 9.1) que contenia un método estandarizado
de microdilucién en caldo para mohos formadores de conidios (Rodriguez - Tudela et al., 2016).
Esta version se actualizé en 2015 con la edicion del documento Edef. 9.3 (EUCAST, 2015). A
pesar de las diferencias en cuanto a concentracion y modo de cuantificacion del indculo, formato
de las placas utilizadas y composicion del medio de cultivo entre las técnicas aprobadas por CLSI
y EUCAST, diversos trabajos han mostrado correlacion entre ambos (Cuenca-Estrella ef al., 2010;

Bernal - Martinez et al., 2016).

Durante el proceso de estandarizacion de la metodologia de cultivo en microdilucion para las
pruebas de susceptibilidad existen variables técnicas que son esenciales: equilibrio dcido-base del
medio, propiedades quimico-fisicas de las drogas a evaluar, preparacion y concentracion del
inoculo, tiempo y temperatura de incubacion y criterios de interpretacion de las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI). Como objetivos definitivos una prueba de susceptibilidad debe
proporcionar la cuantificacion confiable sobre la actividad relativa de varios antifiingicos,
correlacionar los resultados in vitro con el resultado in vivo, predecir el potencial terapéutico de
antifingicos noveles e identificar microorganismos con fenotipos resistentes (Espinel-Ingroff,

2008).

Un aspecto importante que deriva de la evaluacion de la susceptibilidad es la definicion de los

valores de corte epidemioldgico (VCE) y de los puntos de corte de susceptibilidad (PCS), utiles
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para trazar la estrategia terapéutica a seguir. Para ello es necesario determinar la distribucion de la
poblacién salvaje, relacionar los valores de CMI con respecto al resultado del tratamiento en el
paciente y analizar la farmacodindmica y farmacocinética de los antifungicos y su influencia en la
respuesta al tratamiento. Los términos de PCS y VCE no deben utilizarse indistintamente ya que
reflejan conceptos diferentes sobre la clasificacion de los aislamientos segin la actividad
antifingica de una droga en cuestion o la presencia de mecanismos de resistencia en un
microorganismo de la poblacion (EUCAST, 2019b). De acuerdo con los datos suministrados por
EUCAST en su pagina oficial, en el caso de Aspergillus fumigatus solo existe evidencia concreta
para establecer PCS para la anfotericina B, el isavuconazol, el itraconazol, el posaconazol y el
voriconazol (EUCAST, 2019a). Por otro lado, el CLSI no tiene establecido PCS para ninguno de
los triazoles frente a Aspergillus, no obstante si propone VCE para A. fumigatus frente a

itraconazol, voriconazol y posaconazol (Pfaller et al., 2013).

I11.8 Mecanismos de resistencia a triazoles en Aspergillus fumigatus
La problematica en torno a la resistencia a triazoles en el género Aspergillus tiene tres décadas en
las que se ha acrecentado y en estos momentos constituye un factor de riesgo para aquellos
pacientes que cursan cualquiera de las formas invasivas o saprofitas de aspergilosis. Las primeras
publicaciones sobre la tematica fueron realizadas en Estados Unidos, sin embargo, la mayoria de
los casos publicados en la actualidad radican en varios paises del continente europeo, con €nfasis
en los Paises Bajos y Reino Unido, aunque también paises del continente asidtico (China, India,
Irén, Japon, Kuwait y Pakistan), Tanzania y Australia han informado aislados resistentes (Rivero

- Menendez et al., 2016).

Al igual que en otros microorganismos la resistencia a firmacos en 4. fumigatus puede presentarse
de dos formas: primaria (también intrinseca) o secundaria (adquirida). La primera clasificacion
representa una caracteristica inherente al hongo que le permite soportar altas concentraciones de
un antifingico aun cuando nunca antes ha estado en contacto con ¢l. La resistencia adquirida por
otro lado es la respuesta adaptativa del hongo para desarrollar mecanismos moleculares que le
permitan sostener su viabilidad ante un cambio desfavorable en el ambiente como resulta el efecto
de un antimicotico. Este fendémeno se expresa en la célula como la reduccion en las cantidades
intracelulares del antifungico que esta en actividad o como alteraciones cuantitativas o

estructurales que tiene la diana molecular de tal farmaco (Chandrasekar y Manavathu, 2009).
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Modificaciones en la estructura de la 14 — a — esterol demetilasa, sobreexpresion de la misma,
alteraciones en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica y la pared celular y transporte
activo de la droga hacia el medio extracelular son las diferentes vias sobre las que la resistencia a
triazoles se sustenta en 4. fumigatus. La 14 — a — esterol demetilasa es una proteina citocromo
p450 codificada en el gen cyp51. Este gen posee dos variantes alélicas, cypS1A y cyp51B, que de
forma independiente expresan la misma enzima y en ausencia de ambas el crecimiento fungico se
ve afectado. De manera peculiar todas las mutaciones asociadas a la resistencia a triazoles suceden
en el alelo A sin que todavia quede claro el papel del alelo B en la susceptibilidad frente a estos
antifungicos (Garcia - Rubio ef al., 2017). Estan descritas mas de 25 mutaciones puntuales en
cypS1A que pueden conducir a la resistencia a triazoles (Parker et al., 2014). La gran mayoria de
estas mutaciones representan polimorfismos de simple nucleétido que se traducen en cambios
aminoacidicos de la estructura proteica. Estos cambios pueden o no ser unicos. Las mutaciones
que se detectan con mayor frecuencia son G54 (con reemplazos aminoacidicos de E/K/R/V/W)
que confiere resistencia a itraconazol y a posaconazol, M220 (con reemplazos aminoacidicos de
K/I/T/V) que confiere resistencia a itraconazol, posaconazol y susceptibilidad variable frente a
voriconazol, G138 (con reemplazos aminoacidicos de C/R), G448S y L98H que confieren
resistencia panazodlica (Howard y Arendrup, 2011). Algunas de estas mutaciones puntuales, como
la L98H, estan acompanadas de inserciones nucleotidicas en la region del promotor del gen cyp51.
Estas inserciones a modo de secuencias tindem modifican la expresion del gen, aumentando la
concentracion citosolica de la proteina y de esta manera también se minimiza el efecto del
antifingico sobre el metabolismo celular. Entre las mutaciones mas frecuentes de este tipo se
encuentran la TR34, TR53 y TR46 (repeticion en tdndem de 34, 53 y 46 pares de bases

respectivamente), cada una asociada a fenotipos con diferente distribucion (Rietveld et al., 2017).

Otro mecanismo molecular asociado a la susceptibilidad disminuida frente a triazoles en A.
fumigatus es la sintesis de transportadores transmembrana que expulsan la droga al medio
extracelular. Existen dos grandes grupos dentro de esta clasificacion: los MFS (del inglés Major
Facilitators Superfamily) y los ABC (del inglés ATP binding-cassete). Hasta la fecha se han
descrito en esta especie fungica mas de 250 proteinas MFS y mas de 40 transportadores ABC
(Cannon et al., 2009). El primero de estos mecanismos se concentra en el rol de algunos de sus
miembros, los transportadores antifungico:H" antiporter (AHA). El transporte activo depende del

gradiente electroquimico de protones que trae consigo el ingreso intracelular de los iones H' y

15



Marco teorico

genera una corriente de eflujo del farmaco hacia el medio extracelular. Proveniente de este grupo,
se plantea que Mfs56 es un transportador presente en A. fumigatus con un papel importante para
la resistencia a itraconazol, posaconazol y ravuconazol. Ademas algunos autores sugieren que
otros miembros del cluster 10 de los AHA pudiesen tener funciones similares en la resistencia
(Costa et al., 2014). En el caso de las proteinas ABC, estas poseen dominios transmembranas y
sitios de union/hidrélisis de adenosin trifosfato (ATP) para generar la energia necesaria en la
expulsion de las drogas antifungicas. En 4. fumigatus existen interrogantes sobre la identidad y
regulacion de estas bombas de eflujo dependientes de ATP. En la actualidad solo se conoce al gen
cdr1B con relacion directa en la resistencia a triazoles. Algunos investigadores han detallado otros
transportadores, como atrF y afuMDRA4, y sugieren que pudiesen tener algiin papel en el fendmeno
de la resistencia sin embargo no hay evidencias suficientes para atribuirle su implicacion directa

(Sanglard, 2016).

Muy en relacion con las bombas de eflujo y la problematica de la resistencia antifingica en A.
fumigatus esta la produccion de biopeliculas. Las biopeliculas son comunidades microbianas
estructuradas sobre una matriz extracelular propia y protectora que tiene a sus componentes unidos
entre si 0 a una superficie determinada. Ademas dichos componentes, y se entiende por
componentes a las diferentes comunidades asociadas, interactiian a través de diferentes moléculas
y dan lugar a un fendmeno de comunicacién quimica y cooperacién microbiana para crecer y
adaptarse al entorno circundante (Rajendran, 2013). Esta resistencia se define como fase-
dependiente ya que resulta del estado fisiologico de las colonias contenidas en la biopelicula y
donde influyen la densidad celular, la composicion de la matriz, la regulacion de los MFS y los
ABC, la tolerancia a estrés, la presencia de cé€lulas persistentes, entre otros factores (Kaur y Singh,

2014).

111.9 Aspergillus fumigatus y aspergilosis en Cuba
Cuba tiene una extensa diversidad en su micobiota y Aspergillus es uno de los principales géneros
que se aislan con mayor frecuencia en los estudios microbiologicos de ambientes interiores y
exteriores (Almaguer, 2016). Los periodos estacionales de predominio del género por lo general
son aquellos de temporada de lluvias, entre mayo y octubre, donde A. fumigatus representa una
fraccion de la acromicobiota (Almaguer y Rojas-Flores, 2013). En el pais, al igual que en otros, la

aspergilosis no es una enfermedad de declaracidon obligatoria, aunque existen informes de casos
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publicados en el ultimo quinquenio (Ferrer-Pérez et al., 2014; Grave de Peralta et al., 2016; Beltran
et al., 2019), no existe un indice oficial de reportes de casos de aspergilosis y se hace complejo
estimar el nimero de casos anuales. A pesar de ello, existen en el pais factores como el tabaquismo,
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, el asma y enfermedades debilitantes del sistema
inmune (Negrin - Villavicencio et al., 2012; Gorbea et al., 2014; Bess - Constantén et al., 2018)
que son determinantes en el desarrollo de una infeccion por Aspergillus y pueden contribuir al

estudio epidemioldgico de la enfermedad.

En Cuba no se conoce con profundidad el estado de la resistencia a triazoles en 4. fumigatus.
Estudios como los de San Juan — Galan ef al. han demostrado la existencia de aislados clinicos y
ambientales de Aspergillus que muestran una sensibilidad disminuida a itraconazol en pruebas in
vitro (San Juan - Galan et al., 2017a; San Juan - Galan et al., 2017b). No obstante se desconocen
los genotipos portadores de los mecanismos de resistencia que circulan en el pais y como las

mutaciones influyen en la expresion de los fenotipos.
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IV. Materiales y métodos
Iva Aislados

Se selecciond una muestra de 30 aislados de Aspergillus fumigatus conservados en la Coleccion
de Hongos Patdgenos del Laboratorio Nacional de Referencia de Micologia del Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK). Para su revitalizacion se emple6 agar malta con extracto
de levadura (AME) (Anexos) y los cultivos se incubaron a 28°C durante 7-10 dias. Se emple6 la
clave taxonomica de de Hoog et al. para confirmar la pureza e identificacion de los cultivos (de
Hoog et al., 2011) y se evaluaron las siguientes caracteristicas fenotipicas: textura y color de la
colonia en el reverso y anverso, tipo de esporulacion, velocidad de crecimiento, difusion de
pigmentos, tamafio y forma de la vesicula, color, textura y longitud del condi6foro, célula pie,
presencia o no de métula, tamafio, forma, textura y color de los conidios, presencia o no de células
de Hiille y otras estructuras teleomorficas (cleistotecios, ascosporas). Para la evaluacion de las
caracteristicas culturales y micromorfologicas mencionadas anteriormente y la confirmacion de
sus identidades como A. fumigatus se utiliz6 AME y agar Czapek con extracto de levadura (ACE)

(Anexos) y los cultivos se incubaron a 28°C, 37°C y a 50°C durante 7-10 dias.

Iv.2 Pruebas de susceptibilidad
Se evalud la susceptibilidad antifungica in vitro de todos los aislados de 4. fumigatus frente a
itraconazol, voriconazol y posaconazol. Se utilizé el método de difusion en agar mediante E-test
y se siguieron las indicaciones del fabricante (BioMeriéux): se cultivaron los aislados de A.
fumigatus en AME a 37°C durante 7-10 dias y se prepararon indculos de sus conidios en 5 mL de
solucion salina con 0,01 mL de Tween 20. La concentracion se ajustd a 0,4-5x10° conidios/mL
mediante cdmara de Neubauer. Se embebid un hisopo estéril en la suspension de conidios y se
sembro el in6culo mediante método de sdbana en placas de agar RPMI-1640 con 2 % de glucosa
(Anexos). Luego de inoculadas las placas se aplicaron las tiras de E-test correspondientes a
itraconazol, voriconazol y posaconazol (rangos de concentracion 0,002-32 pg/mL) en posicion
central y con cuidado de no formar burbujas de aire. Posteriormente se incubaron a 37°C durante
48 horas. La lectura de los resultados se realizd de forma visual y se interpret6 la concentracion
minima inhibitoria (CMI) como el valor del gradiente de concentracion de la tira de E-test donde
el halo de inhibicién (80% de efecto inhibitorio en el crecimiento) corta de forma tangencial. Se

emplearon para los triazoles evaluados frente a 4. fumigatus los VCE que se presentan a
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continuacion: itraconazol, 1,0 ug/mL; voriconazol, 1,0 ug/mL; posaconazol, 0,5 pg/mL. Para la
interpretacion de los resultados se definidé que cualquier aislado con una CMI igual o por encima
de los VCE para cada triazol fuese considerado tipo no salvaje con posibilidad de tener resistencia
adquirida al antifungico en cuestion. Como cepa control se utilizd Aspergillus fumigatus tipo

salvaje, ATCC® MYA-3627.

IvV.3 Extraccion de acidos nucleicos
Para la obtencion del micelio vegetativo de A. fumigatus sin esporulacion se utilizé medio liquido
de Sabouraud - dextrosa (Anexos). Se incubaron los cultivos a 37°C durante 7-10 dias en agitacion.
Con una aguja de inoculacion se tomo6 un indculo equivalente a 200 mg (peso himedo) de micelio,
se lavd dos veces con EDTA a 0,5 M y se afadi6 a un vial eppendorf (1,5 mL) con 400 pL de
buffer para formacion de esferoplastos (Anexos). A continuacion se agregaron entre 20 y 30 perlas
de vidrio de 1 mm, se procedio6 a agitar en vortex durante 5 minutos y luego se incubd el vial a
37°C durante 2/ horas. Pasado este tiempo se volvid a agitar en vortex durante otros 5 minutos y
a partir de este paso se siguieron las recomendaciones del QIAGEN UCP Pathogen Mini Kit
(QIAGEN Group): se agregaron 40 pL de proteinasa K (20mg/mL), se agito en vortex por 1 minuto
y se incubo a 56°C durante 20 minutos. Luego se afiadieron 200 pL del buffer lisis APL2, se agito
por 1 minuto en vortex y se incubo el vial a 70°C durante 10 minutos. A continuacion se centrifugo
el vial a 14 000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos, se separ6 el sobrenadante a un
vial nuevo y se desecho la biomasa. Se adicionaron 300 pL de etanol al sobrenadante y se agitd
intensamente en vortex. Se descargo la solucion en una columna del QTAGEN UCP DNA mini kit
y se centrifugd la columna a 8000 rpm por 1 minuto. Se separ6 la columna a un nuevo tubo colector
y se desech¢ el anterior. Se agregaron 600 pL del buffer APW1 a la columna y se repitieron los
dos pasos anteriores. Se agregaron 600 pL del buffer APW2 y se centrifugdé a 14 000 rpm por 3
minutos. Se separ6 la columna a un nuevo tubo colector y se desecho el anterior. Se centrifugd
nuevamente a 14 000 rpm por 3 minutos. Se separd la columna a un vial eppendorf 1,5 mL y se
desecho el tubo colector anterior. Se adicionaron 60 pL de buffer AE en el centro de la columna,
se incubo a temperatura ambiente por 1-2 minutos y se centrifugd a 8000 rpm por 1 minuto para
la elucion del ADN. Finalmente se desecho la columna, se cerrd el vial con el ADN y se conservo

adecuadamente rotulado a -80°C.
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IV4 Amplificacion del fragmento del gen cypS1A

Para la deteccion de la mutacion M220 se empled el protocolo descrito por Spiess et al. con
modificaciones referentes al equipamiento empleado (Spiess et al., 2012). Se llevé a cabo un PCR
a punto final de un solo paso para amplificar una region del gen cypS1A que pueden contener la
mutacion M220. Para la mezcla de reaccion se utilizo el sistema Tag PCR (QIAGEN Group):
ThermoPol buffer [10X], deoxinucledtidos trifosfatos (ANTPs) [10mM], ambos cebadores Sentido
y Antisentido [10 uM], TagPolimerasa [2,5 U] y se completd con agua ultrapura para biologia
molecular. El volumen final de la mezcla de reaccion fue 45 puL y se utilizaron 5 pL de ADN diana
para un total de 50 pL. Las secuencias de cebadores (Eurofins®) utilizados para la region que puede
presentar el polimorfismo de simple nucleétido M220 fue la siguiente: M220 Sentido 5’-
GCCAGGAAGTTCGTTCCAA-3’; M220_ Antisentido 5’-CTGATTGATGATGTCAACGTA-
3.

El programa de amplificacion empleado en el termociclador (BIOER Inc.) fue el siguiente: un paso
de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos; 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 45
segundos, hibridacion de los cebadores a 52°C durante 1 minuto y extension a 72°C durante 1
minuto; un paso de extension final a 72°C durante 10 minutos. La comprobacion del producto de
PCR se realizd en electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. Los parametros
de amperaje y voltaje utilizados en la cdmara electroforética (Thermo Scientific, Amersham
Biosciences) fueron 90 mA y 110 V respectivamente. La lectura del gel se realizdé en un

transluminador de luz ultravioleta (AnalytickJena).

Como control positivo de la PCR se utiliz6 ADN (50 ng/uL) de la cepa Aspergillus fumigatus tipo
salvaje, ATCC® MYA-3627. Como control negativo se empled agua ultrapura para biologia

molecular.

IV.S Secuenciacion
El producto amplificado de la region se purificd mediante Qiaquick PCR Purification (QIAGEN
Group) y se siguieron las recomendaciones del fabricante: se afiadieron 40 pL del producto de
PCR y 200 pL de buffer PB en un vial de 1,5 mL y se agito en vortex. Se agregd la mezcla en una
columna de separacion y se centrifugd a 14 000 rpm por un minuto. A continuacion se desecho el
residuo del tubo colector, se agregaron 750 uL de buffer PE en la columna y se centrifugd a 14

000 rpm por un minuto. En un nuevo tubo colector vacio se centrifugd la columna nuevamente
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para eliminar los residuos de etanol del paso anterior. Se cambi6 la columna aun vial de 1,5 mL y
se desecho el tubo colector. Se anadieron 50 pL del buffer EB en el centro de la membrana, se
incubd la columna a temperatura ambiente por un minuto y luego se centrifugé a 14 000 rpm por

1 minuto. Se conservo el ADN purificado a -20° C hasta su utilizacion.

Para el proceso de secuenciacion se utilizé el estuche comercial CEQ DTCS quickstart (Beckman
Coulter) y se procedié de la manera que sugiere el fabricante con la mezcla de secuenciacion de
cada cebador: en un tubo de 0,2 mL se anadieron 1 puL del cebador [5 uM], 8 puL de la MasterMix
propia del estuche, 8 uL del producto de PCR purificado [20 ng/uL] y se completé con agua

ultrapura calidad biologia molecular para un volumen final de 20 pL.

Para la amplificacion de los cebadores en el termociclador se utilizé el siguiente protocolo: 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos, hibridacion a 52°C por 20 segundos y 72°C

por 4 minutos.

Tras la reaccidon de secuencia se afnadieron a cada vial 5 uL de la solucién terminadora (acetato de
sodio [3M], EDTA [100mM], glucégeno [20 mg/mL]; 2:2:1). La mezcla se agregd en un vial de
1,5 mL y se adicionaron 60 pL de etanol absoluto para agitarse en vortex. El vial se centrifugé a
14 000 rpm por 15 minutos a 4°C. Seguidamente se retird con cuidado el sobrenadante, protegiendo
el pellet, y se adicionaron 200 pL de etanol al 70%. Se centrifugd a 14 000 rpm durante 2 minutos
a 4°C. Se retiro el sobrenadante con cuidado y se dejo secar el pellet durante 20 minutos. Luego se
resuspendio el pellet en 40 uL de formamida, se agregd en una placa de 96 pocillos y se cubrid
con una gota de aceite mineral para introducirse en el secuenciador. El secuenciador utilizado fue

GenomeLab GeXP (Beckman Coulter).

La edicidén de las secuencias se realizo en el software MEGA X ver. 10.0.5. Para el alineamiento,
analisis y deteccion de la mutacion en las secuencias se emplearon los algoritmos de la herramienta

online BLASTx ver. 2.9.0+ (Altschul ef al., 1997).

Iv.6 Analisis estadistico
Todo el procesamiento estadistico se realizd en el software GraphPad version 6.01 y en el

Microsoft Excel 2013 version 15.0.4420.1017.
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Iv.7 Consideraciones éticas y bioseguridad
El protocolo de la investigacion, perteneciente al proyecto institucional con titulo “Susceptibilidad
antifingica in vitro de hongos filamentosos de interés médico” (Codigo 18013) se evalud por la
Comision Cientifica Especializada de Microbiologia y por el Comité de Etica del IPK. La
informacion referente a todos los aislados est4 contenida en la base de datos de la Coleccion de
Hongos Patdgenos del LNRM-IPK y todo el proceso fue autorizado y supervisado por el Curador
de la coleccion y por la Jefa del Laboratorio. La confidencialidad de los resultados también quedd

en manos de estos cargos.

Para el trabajo en el laboratorio se tuvieron en cuenta los procedimientos establecidos segun los
Protocolos Normalizados Operacionales del LNRM-IPK. Todo el trabajo se realiz6 en un Gabinete
de Bioseguridad clase II segtn lo establecido la resolucion No. 103 del Ministerio de Ciencia,
Tecnologia y Medio Ambiente (CITMA), de fecha 8 de octubre de 2002. El género Aspergillus
estd incluido entre los agentes biologicos que afectan al hombre, en el grupo de riesgo I, segun
declara la Resolucion No. 38 del mismo organismo, fechada del 24 de marzo de 2006, por lo que

representa riesgo individual moderado y comunitario limitado.

Se siguieron las pautas dispuestas en el Manual de Bioseguridad del IPK en relacion a las buenas
practicas y uso de equipos de proteccion personal (batas y sobrebatas, guantes, etc). E1l LNRM-
IPK esté certificado con licencia de Bioseguridad declarada por el Centro Nacional de Seguridad
Bioldgica lo que garantiz6 sus condiciones para el correcto procesamiento y caracterizacion de los

aislados y la eliminacion final del material de desecho contaminado.
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Los 30 aislados se confirmaron como 4. fumigatus de acuerdo a sus caracteristicas culturales y
micromorfologicas y su termotolerancia a 50°C en todos los casos, que lo distingue de otras
especies de su misma seccion taxonomica. En las figuras V.1 y V.2 se muestran imagenes de los
cultivos y de las observaciones microscopicas. Los aislados presentaron colonias con un promedio
de crecimiento rapido (> 65 mm de didmetro en 7 dias) en ACE a 25° C y 37° C, con abundantes
hifas aéreas y conidiéforos de color verde oscuro. En AME las colonias presentaron un color
menos azulado y el promedio de su velocidad de crecimiento fue menor (50 mm en 7 dias) bajo
las mismas condiciones de temperatura. En la micromorfologia se observaron conidi6foros de
estipes lisos, hialinos y en algunos casos con una ligera coloracion verde en la region apical de la
vesicula. Los conidi6foros presentaron esporulacion columnar con células conididgenas en
distribucion uniseriada. Las vesiculas se apreciaron con forma subclavada y se distinguieron los
conidios con forma esférica o sub-esférica en ocasiones, mostrando ligeras rugosidades en su

superficie.

Figura V.1. Caracteristicas de las colonias evaluadas de Aspergillus
fumigatus en cultivo a 37°C durante 5 dias. a) ACE y b) AME
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Figura V.2. Observacion microscopica a 400X con acido lactico al
70%. Caracteristicas micromorfoldgicas de los conididforos de las
colonias evaluadas de Aspergillus fumigatus.

Del total de la muestra evaluada frente a itraconazol (ITZ), voriconazol (VCZ) y posaconazol
(PCZ) se encontraron 9 aislados resistentes al primero y ningun aislado resistente a los otros dos
triazoles de acuerdo a los criterios establecidos como valores de corte epidemiologico. En la Figura

V.3 se muestra la distribucion de aislados de acuerdo a su respuesta frente a los triazoles evaluados.
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Valores de concentracion minima inhibitoria

(ng/mL)
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Figura V.3. Valores de concentracion minima inhibitoria frente a
itraconazol (ITZ), voriconazol (VCZ) y posaconazol (PCZ) para los
aislados de A. fumigatus evaluados en el estudio.

Las medias geométricas para los valores de CMI de itraconazol, voriconazol y posaconazol fueron
0,700; 0,150 y 0,083 pg/mL respectivamente. En la tabla V.1 se muestran los estadisticos de la

distribucion de los valores de CMI para los triazoles evaluados.

Tabla V.1. Estadisticos descriptivos para los valores de CMI de
itraconazol, voriconazol y posaconazol en los aislados de 4. fumigatus
evaluados. Los valores se presentan en pg/mL.

ANTIFUNGICOS
ESTADISTICOS Itraconazol Voriconazol Posaconazol

Minimo 0,380 0,064 0,016

Méximo 2,000 0,380 0,190

Desviacién estandar 0,467 0,064 0,038

Varianza 0,219 0,004 0,002

Mediana (CMIs) 0,625 0,125 0,094

Percentil 90 (CMI) 1,500 0,250 0,125
Test de Shapiro-Wilk >0,001 (p>0,05) * >0,001 (p>0,05) * 0,010 (p>0,05) *

*Significativo
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Las figuras V.4 y V.5 muestran la interpretacion de los criterios de resistencia y sensibilidad para

los triazoles evaluados por Etest.
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Figura V 4. E-Test de itraconazol con valor de CMI = 1,5 pg/mL para
un aislado resistente (Ej. AF15).
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Figura V.5. E-Test de a) posaconazol y b) voriconazol para un aislado
sensible (Ej. AF22).
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En la figura V.6 se muestra la visualizacion de la corrida electroforética con las bandas de 173
pares de bases correspondientes a los amplicones del gen cyp51 que tienen la posibilidad de

contener la mutacion en el codon 220 para la sustitucion de la metionina en esa posicion.

!

PPM AF15 AF13 AF30 AF16 AF1 AF2 AF8 AF12 AF17 O] +)

Figura V.6. Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 2 %. Region
de 173 pb del gen cyp51A para la deteccion del reemplazo aminoacidico
M220. Pocillos 1 y 13, patréon de peso molecular de 50 pb (PPM);
pocillos 2-10, amplicones de los aislados resistentes a itraconazol;
pocillo 11, (-) control negativo de la PCR; pocillo 12, (+) control
positivo de la PCR, A. fumigatus ATCC MYA-3627.

La basqueda en BLASTx aline6 las secuencias con la secuencia de referencia Af293 (Numero
de acceso XP752137.1), indexada como proteina 14 — a — esterol demetilasa de una cepa
salvaje y sensible a azoles perteneciente a la especie A. fumigatus. En la tabla V.2 se presentan

los pardmetros del BLASTX para el alineamiento de las secuencias.

Tabla V.2. Parametros del BLASTx para el alineamiento de las
secuencias de los aislados resistentes con la secuencia de referencia

Af293.
Nombre de la secuencia Valor de E Identidades aminoacidicas (%)
AF1 2E-28 46/46 (100)
AF2 2E-31 49/49 (100)
AF15 6E-28 45/45 (100)
AF13 6E-72 45/45 (100)
AF12 4E-74 45/45 (100)
AF30 5E-28 45/45 (100)
AF17 6E-28 45/45 (100)
AF16 1E-28 46/46 (100)
AF8 8E-31 49/50 (98)
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En la Figura V.7 se presenta el alineamiento en la posicion M220 y en ningin caso se

comprobo la presencia del polimorfismo en este codon.
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Figura V.7. Resultado del alineamiento de las nueve secuencias de los
aislados resistentes a itraconazol con la 14 — o — esterol demetilasa de
Af293, cepa tipo salvaje de A. fumigatus. En el recuadro de color rojo se
sefiala la metionina en la posicion 220 conservada en todas las
secuencias. Las bandas grises representan las secuencias de nucleo6tidos
alineadas. La nomenclatura en orden descendente es la siguiente: AF2,
AF1, AF15, AF8, AF30, AF12, AF17, AF13 y AF16.
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VI. Discusion
La emergencia de microorganismos resistentes a los diferentes antimicrobianos disponibles en el
mercado es un problema en auge que interesa a todas las entidades nacionales e internacionales
relacionadas con la salud humana y las estrategias de control de las enfermedades infecciosas. Los
hongos no quedan fuera de este contexto y en las ultimas cuatro décadas el incremento en la
frecuencia de aislamiento de levaduras y hongos filamentosos drogorresistentes ha resaltado la
necesidad de establecer sistemas de vigilancia para la resistencia antifungica. Dentro de esta
problematica, el género Aspergillus, y en particular la especie 4. fumigatus y otras de su misma
seccion, exigen una atencion diferenciada por sus implicaciones en la salud, donde la aspergilosis
ocupa un puesto primario, junto a la candidiasis, en las causas de muertes por infecciones fungicas.
Estas especies son potenciales portadoras de mecanismos que confieren sensibilidad disminuida
frente a los antifiingicos y por ello resulta fundamental la evaluacion de la susceptibilidad in vitro

y el reconocimiento de marcadores moleculares de resistencia.

La identificacion garantizada de A4. fumigatus en este estudio no solo lo aseguraron las pruebas
convencionales con base en la morfologia sino también la termotolerancia a 50° C, un criterio
insoslayable y estricto en términos de clasificacion taxondmica para esta especie. No obstante,
junto a A. fumigatus se encuentran otros miembros de la seccion Fumigati que son muchas veces
indiferenciables mediante técnicas convencionales de identificacién y que muestran patrones de
susceptibilidad resistentes con alta frecuencia. Un grupo de investigadores realizd un estudio de
susceptibilidad mediante la metodologia Sensititre Yeast One para 86 aislados clinicos de
Aspergillus entre los que se encontraban seis miembros de la seccion Fumigati diferentes de A.
fumigatus (A. hiratsukae, A. thermomutatus, A. udagawae y tres aislados pertenecientes a la
especie A. lentulus). Todos ellos mostraron valores de CMI superiores a 1 pg/mL para voriconazol
lo que clasificé como aislados tipo no salvaje de acuerdo con los VCE empleados en ese estudio
(Mello et al., 2017). En otro trabajo publicado, investigadores del Instituto de Salud Carlos III en
Espafia determinaron, mediante el método de microdilucion del CLSI, resistencia a itraconazol y
voriconazol en 12 aislados de A. lentulus y dos aislados de A. fumigatiaffinis, todos de origen
clinico (Alcazar-Fuoli ef al., 2008). Aunque las muestras en las investigaciones mencionadas no
fueron suficientemente amplias como para obtener resultados decisivos sobre la predisposicion

intrinseca a desarrollar resistencia a triazoles de estas especies, ambos aportan evidencias
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importantes en su caracterizacion ademas de mostrar la efectividad de otros azoles, como el

posaconazol, para su empleo alternativo en la terapia antifungica.

Los triazoles componen el principal grupo farmacologico empleado en el tratamiento de las
infecciones por A. fumigatus, siendo el voriconazol el antimicotico de primera linea utilizado y el
posaconazol y el itraconazol propuestos como terapia alternativa o profilactica segin la forma
clinica en el paciente y el estado evolutivo de la enfermedad (Patterson et al., 2016; Ullmann et
al., 2018). No obstante, 4. fumigatus es una especie con gran capacidad adaptativa y numerosos
estudios de susceptibilidad han confirmado su capacidad para desarrollar fenotipos resistentes a

estos antifungicos (Bernal - Martinez ef al., 2016).

Las pruebas de susceptibilidad antifingica por E-Test son métodos de facil desarrollo, con minima
necesidad de recursos, de personal capacitado y aportan resultados confiables sobre los valores de
CMI, con excelente correlacion con respecto a los métodos de referencia estandarizados por el
CLSIy el EUCAST. En el caso particular de la evaluacion del itraconazol y el voriconazol, el E-
Test tiene buen desempefio y puede emplearse con seguridad para la deteccion de resistencia en A.

Jfumigatus y otras especies (Sanguinetti y Posteraro, 2018).

La deteccion de nueve aislados (30 %) con fenotipos resistentes a itraconazol indica que Cuba no
estd exenta de esta situacion. En otros trabajos a nivel global la deteccion de resistencia oscila
entre valores similares. Mediante la metodologia de E-test, investigadores iranies publicaron
patrones de susceptibilidad para itraconazol en 30 aislados de 4. fumigatus con valores de CMIsg
y CMlIy de 0,750 y 1,00 pg/mL respectivamente (Badiee ef al., 2012). En Holanda, varios
investigadores encontraron, en un pesquisaje en 420 aislados de A4. fumigatus, valores de
resistencia frente a triazoles en el 37 % de ellos, con una alta prevalencia de mutaciones en el gen
cypS1A (Buil et al., 2018). Otros estudios en Estados Unidos, enfocados en aislamientos
ambientales, publicaron la presencia de 19 % de A. fumigatus resistentes a itraconazol en 200
aislados con un estrecho vinculo a mutaciones de la 14-a esterol demetilasa (Hurst ez al., 2017).
En pacientes alemanes con trasplantes de médula dsea, se aislaron un total de 27 A. fumigatus de
los cuales el 29,6 % fueron resistentes a itraconazol y a voriconazol (Steinmann ef al., 2015).

No obstante, algunos trabajos difieren de estos resultados en cuanto a frecuencia de aparicién de
resistencia frente a antifungicos triazélicos. Con el empleo de los mismos VCE que se evaluaron

en la presente investigacion, otros cientificos encontraron resistencia a itraconazol en 10 de 128
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aislados clinicos de 4. fumigatus (Balajee et al., 2004), una cifra inferior a los resultados que aqui
se presentan. De la misma manera en Austria se encontraron valores de CMIgo equivalentes a 1
pg/mL para 27 aislados de A. fumigatus en evaluacion (Lass-Florl y Perkhofer, 2008), lo que

representa un valor mas bajo que el que se presenta en este trabajo.

En el caso del voriconazol y del posaconazol no se observaron aislados con posible genotipo
resistente durante este estudio, lo que coincide con lo que esta publicado en la literatura cientifica
internacional. Varios trabajos sobre la accion del voriconazol y el posaconazol en 4. fumigatus
revelan bajos valores de CMI con ningln aislamiento resistente frente a estos antifungicos
(Espinel-Ingroff y Rezusta, 2002; Felton et al., 2010; Gheith et al., 2014). Una posible causa de
esto es que dichos farmacos son de reciente desarrollo y por tanto su utilizacién y comercializacion
ha estado limitada durante més tiempo bajo las condiciones de patentes y control de calidad que
exigen las entidades regulatorias internacionales (Maertens, 2004). Ademdas como parte de la
evolucion farmacoldgica, las nuevas alternativas triazdlicas poseen otras dianas paralelas que
refuerzan su efecto antifungico. En el caso particular del voriconazol también actua sobre otras
demetilasas de la ruta biosintética del ergosterol (Chandrasekar y Manavathu, 2009). Estos
resultados plantean una propuesta segura y efectiva para el tratamiento de las infecciones por A.
fumigatus y sugieren su consideracion en el Cuadro Nacional de Medicamentos del pais, donde

solo estan contemplados el itraconazol y algunos imidazoles sin utilidad para las aspergilosis.

No obstante la efectividad de los azoles mas modernos no es absoluta y son cada vez mas
frecuentes las publicaciones sobre resistencia a voriconazol y posaconazol. Modificaciones como
TR46/Y121F/T289A y TR34/L98H se detectan en aislados con fenotipos que presentan valores
altos de CMI frente a voriconazol, por encima de 4 pg/mL. Durante una investigacion realizada
en Holanda con el objetivo de determinar la presencia de estas mutaciones bajo tratamiento con
voriconazol encontraron 60 pacientes portadores de ellas de un total de 63 pacientes evaluados lo
que evidencia la alta incidencia de estos polimorfismos. De igual manera TR46/Y121F/T289A
también se ha detectado en Bélgica en pacientes fallecidos por aspergilosis invasiva en terapia con

triazoles (van der Linden et al., 2013).

La frecuencia de aislamiento de 4. fumigatus resistente a triazoles en Cuba va en incremento y
demanda trabajos de mayor profundidad sobre genotipos circulantes y epidemiologia molecular.

Resultados publicados en investigaciones previas del Laboratorio Nacional de Referencia de
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Micologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” revelaron la presencia de aislados de
origen clinico y ambiental de A. fumigatus con altos valores de CMI frente a itraconazol y
anfotericina B y se sefialaron como una alerta microbioldgica para el sistema de salud (San Juan -
Galan et al., 2017b). En el Cuadro Nacional de Medicamentos solo esta contemplado el itraconazol
dentro del grupo de los triazoles recomendados para el tratamiento de la aspergilosis por lo que la
vigilancia de la resistencia antifingica en Cuba para A. fumigatus debe estar focalizada en este

antifungico por la presion selectiva que puede generar en los ambientes intrahospitalarios.

En este trabajo se evalud la presencia de la mutacion M220 como causa de la resistencia a
itraconazol y, aunque no se detectd la mutacion en ninguno de los aislados, la diversidad de
polimorfismos en cypS1A es amplia y pudiera suceder que otros mecanismos sean los que actiian
y dan lugar a estos aislados resistentes. Hasta la fecha se han descrito mas de 40 mutaciones
diferentes asociadas al gen de la 14 — a - esterol demetilasa, la mayoria como polimorfismos de
simple nucledtido expresados como sustituciones aminoacidicas o combinaciones de estos con
secuencias de repeticiones en tandem adicionadas en la region del promotor del gen (Parker et al.,
2014). La mutacion M220 aparece con mayor frecuencia en los pacientes con infecciones cronicas
por Aspergillus que estan bajo terapia con azoles durante prolongados periodos de tiempo,
generando genotipos con resistencia a itraconazol y puede proporcionar sensibilidad diminuida y
variable frente al voriconazol y al posaconazol respectivamente (Arikan - Akdagli ef al., 2018).
En relacion a este comentario, el andlisis de la informacion de los aislados evaluados en el presente
trabajo reveld que seis de los nueve fenotipos resistentes detectados tienen un origen clinico de
pacientes con terapia azélica y aun asi carecen de la mutacion M220, lo que sugiere que deben ser

otros los mecanismos de resistencia que predominan en los pacientes tratados en Cuba.

Existen varias hipotesis sobre la aparicion de la resistencia triazdlica. Al igual que en bacterias, la
presion selectiva del medio ambiente potencia el surgimiento de fenotipos de A. fumigatus
adaptados a altas concentraciones de antifungicos. Sin embargo, a diferencia de ellas cuyos
mecanismos de transformacion, conjugacion y transduccion les facilitan la transferencia horizontal
de material genético, la transmision y modificacion de la informacion genética en los hongos tienen
su base fundamental en los procesos de recombinacion genética que ocurren durante la conversion
a estados sexuales, asexuales y parasexuales y en la accion de genes reguladores sobre la expresion

del genoma (Webster y Weber, 2007). La variabilidad en el gen cyp51 que condiciona el
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surgimiento de resistencia puede deberse a mutaciones adquiridas durante cambios en el ciclo de
vida de Aspergillus. Investigadores han logrado reproducir este proceso in vitro al cruzar cepas
heterotélicas compatibles que son portadoras de mutaciones diferentes y donde una fraccion de las
ascosporas resultantes de ese cruce presentd una nueva mutacion producto de la combinacion de
las anteriores. La meiosis puede conducir a un entrecruzamiento cromosomico desbalanceado con
desapareamiento de determinadas regiones que generan adiciones o deleciones genéticas (Zhang

etal.,2017a).

La reproduccion asexual también tiene un papel esencial en el desarrollo de resistencia al
garantizar la expresion de todos los nucleos celulares que posee el micelio, un hecho que en
condiciones vegetativas no sucede porque ocurre segregacion por los nicleos predominantes. Un
grupo de investigadores en Holanda demostraron, durante un experimento evolutivo para una
misma cepa sensible, un alto contraste en los valores de crecimiento micelial y de CMI frente a
cinco triazoles diferentes para condiciones con esporulacion asexual y sin ella. Los resultados de
este trabajo evidenciaron el importante rol que tienen los ciclos asexuales para la seleccion de
generaciones resistentes en los ecosistemas que habita A. fumigatus, incluidos los sitios anatomicos

que invade durante una aspergilosis y donde solo la fase anamorfica esta presente (Zhang et al.,

2015).

La presencia de polimorfismos en cyp51A no siempre esta asociada a condiciones intrinsecas del
microorganismo sino a su adquisicion a causa de la presion selectiva del ambiente. En este sentido,
un posible precedente para la aparicion de resistencia triazolica en 4. fumigatus es la accion directa

del hombre sobre los ecosistemas agricolas.

Desde 1970 se utilizan azoles en la agricultura y en la actualidad existen mas de 20 inhibidores
diferentes donde valen mencionar como los mas comercializados el tebuconazol, difenoconazol,
propiconazol, epoxiconazol, procloraz, entre otros. El empleo en la agricultura de fungicidas del
tipo inhibidores de demetilacion (IDM) es una técnica con amplia difusion que ha demostrado ser
efectiva en el incremento de beneficios para cultivos de alta demanda. Sin embargo, estos
plaguicidas constituyen un riesgo ya que comparten estructuras y mecanismos de accion similares
con otros miembros de su familia quimica y multiples instituciones han demostrado que pueden
conducir al desarrollo de resistencia cruzada (Ziogas y Malandrakis, 2015). Son compuestos que

pueden persistir activos durante varios meses en el suelo, plantas y otros ecosistemas. Faria —
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Ramos et al. demostraron que el tratamiento de colonias de 4. fumigatus con concentraciones
progresivas de procloraz durante un mes originaba nuevas colonias con altos valores de CMI para
voriconazol, itraconazol, posaconazol y fluconazol (Faria-Ramos et al., 2014). De igual manera
Zhang et al. desarrollaron un experimento similar donde sometieron un grupo de aislados de A.
fumigatus a un tratamiento durante siete semanas con cinco IDM diferentes. El analisis de sus
patrones evolutivos tanto para las CMI relativas como para los cambios en el morfotipo de los
aislados evaluados planted la seleccion de colonias resistentes como consecuencia de la accion de
los fungicidas agricolas, en especial el tebuconazol y el difenoconazol. Ademds determinaron la
segregacion de algunos loci asociada a la resistencia a los triazoles clinicos a causa de un
cruzamiento sexual entre aislados heterotalicos, lo que refuerza la hipdtesis expuesta en parrafos

anteriores (Zhang et al., 2017b).

La utilizacion de fungicidas quimicos en la agricultura cubana es una practica frecuente que merece
atencion y andlisis. De acuerdo con lo establecido en la Gaceta Oficial No.16 de la Republica de
Cuba y aprobado por el Ministerio de Salud Publica y por el Ministerio de Agricultura, en el pais
estd autorizada la comercializacion y distribucion, tnica o combinada, de 11 azoles de uso agricola
entre los que valen destacar el procloraz, difenoconazol, tebuconazol, tetraconazol y propiconazol,
todos ellos mencionados como fuente potencial para la resistencia cruzada a triazoles clinicos
(Cuba, 2016). Cabe valorar entonces cuales son las estrategias de empleo de triazoles a nivel
nacional. Para disminuir la aparicion de resistencia antifingica en el ambiente el Comité de Accion
para la Resistencia a los Fungicidas (del inglés, Fungicide Resistance Action Committee)
recomienda usar combinaciones de plaguicidas con otros mecanismos de accion para asi reducir
las concentraciones y la presion selectiva en los cultivos, aplicar los tratamientos solo cuando sea
estricto, necesario y en las dosis recomendadas y disponer de otras medidas como buenas practicas
agrondmicas, siembra de variedades resistentes y buena higiene de las plantas (Brent y Hollomon,
2007). La puesta en practica de estas medidas garantizaria la racionalizacion en las estrategias de
cultivo y la disminucion del aislamiento de hongos resistentes con capacidad patogénica, A.

fumigatus incluido.

La presion selectiva y el abuso de azoles en el ambiente no es un problema circunscrito al &mbito
rural. La presencia de estos quimicos estd muy presente en las regiones urbanas donde su

utilizacion se asocia con frecuencia a jardines y areas de cultivo de plantas ornamentales como
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macetas y jardineras. En el sur de Inglaterra y Gales varios investigadores realizaron estudios
comparativos entre aislados de 4. fumigatus provenientes de zonas rurales y urbanas y encontraron
en éstas ultimas un predominio de fenotipos resistentes portadores de mutaciones en cypS1A. Los
muestreos con mayor frecuencia de aislamiento fueron las locaciones de cultivo de plantas
ornamentales alrededor de centro hospitalarios. Estos resultados contradicen las hipdtesis
sustentadas hasta el momento de que la resistencia a azoles en 4. fumigatus es un problema
asociado fundamentalmente a la agricultura. Es posible que el control y manejo en el empleo de
triazoles en los campos agricolas es mucho mas estricto que en areas no reguladas como jardines
y otros sitios urbanos donde los trabajadores no siguen pautas bien definidas para afiadir los
fungicidas lo que puede constituir un factor determinante para la aparicion de resistencia en estos
lugares (Tsitsopoulou et al., 2018; Sewell et al., 2019). Este planteamiento sugiere la necesidad de
hacer muestreos para la deteccion de fenotipos resistentes de A. fumigatus en las llamadas “areas

verdes” aledanas a instituciones de salud cubana, en especial aquellas que atienden pacientes de

riesgo para aspergilosis.

Existe también la posibilidad de que en Cuba no existan cepas autdctonas de A. fumigatus
resistentes y los aislamientos en cuestion tengan un origen externo al pais. El género Aspergillus
pertenece al grupo de hongos denominados anemofilos por sus caracteristicas de dispersion en la
atmosfera. Son microorganismos cuyas esporas son capaces de mantenerse suspendidas en el aire
durante tiempo prolongado y su estructura y metabolismo le permiten mantener su viabilidad sin
que las radiaciones solares o la desecacion las afecten (Burge, 2011). Las caracteristicas de este
tipo de hongos los convierte en colonizadores natos y les permiten recorrer grandes distancias,
incluso de magnitud intercontinental, en coyuntura natural con fenomenos atmosféricos como

huracanes, tormentas de polvo, El Nifio, entre otros (Magyar et al., 2016).

Aunque desde otro punto de vista pero en relacion a la dispersion de los hongos anemofilos, en
Cuba se ha registrado la importaciéon de agentes fingicos fordneos por via natural, como
Peronospora tabacina, o moho azul del tabaco. En 2001 una epifitia asociada a este
microorganismo se reportd en la region de Pinar del Rio pronosticada por el transporte de conidios
de Peronospora tabacina en la circulacion del huracan Michelle. Las modelaciones atmosféricas
mostraron la trayectoria de movimiento de conidios desde Centroamérica, especificamente

Honduras y Nicaragua. Situaciones similares ocurrieron en 2002 y 2003 por los huracanes Isidore
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y Lili (Lopetegui et al., 2006). Dentro de esta hipotesis también cabe destacar la influencia de las
tormentas de polvo provenientes del desierto del Sahara que acostumbran a afectar el Caribe en
los meses de julio y agosto y traen consigo gran cantidad de elementos ajenos a los ecosistemas
caribefios. Segun los centros meteoroldgicos de varias islas del Caribe el incremento de alergenos
en esta época del afo esta asociado con el polvo del Sahara, una situacioén que también se relaciona
con un incremento en el ingreso de pacientes asmaticos en instituciones hospitalarias. En
muestreos ambientales que se han realizado de estas tormentas de polvo del desierto se han
encontrado incluso hongos con importante riesgo para los ecosistemas caribefios como Aspergillus
sydowii, agente causal de la aspergilosis coralina (Garrison et al., 2006; Monteil, 2008). Se han
descrito cepas de A. fumigatus portadoras de las mutaciones TR34/ L98H en paises de Africa por

lo que existe la posibilidad de importacion desde esta region (Mushi ef al., 2016).

Cuba no esta exenta de riesgos de importacion asociados a su ubicacion geografica y a la intensa
actividad meteorologica en el area del mar Caribe. Aunque las investigaciones en el continente
americano sobre la resistencia a triazoles de A. fumigatus son incipientes, estudios en Colombia y
Estados Unidos confirmaron la presencia de fenotipos resistentes portadores de mutaciones en
cyp5S1A del tipo M220 y L98H. También en Suramérica se han encontrado otras nuevas
mutaciones de tipo “repeticiones en tandem” que al parecer tienen una frecuencia mayor que
aquellas puntuales (Gongalves, 2016; Verweij et al., 2016). Existen un gran nimero de
polimorfismos diferentes asociados a la resistencia a triazoles que no se determinaron en este
trabajo y que pueden ser la causa de los fenotipos observados. Estas areas se encuentran a
distancias cercanas de Cuba y pueden ser fuentes potenciales para cepas importadas. Estudios
enfocados en la busqueda de otros mecanismos de resistencia combinados con el empleo de
microsatélites para la obtencion de resultados de epidemiologia molecular permitirian descifrar la
hipotesis del origen foraneo de los aislados y como se distribuyen los genotipos de A. fumigatus a

lo largo del pais.

Este trabajo constituye el primer paso para futuras investigaciones encaminadas a conocer la
distribucion en el pais de mecanismos moleculares de resistencia en A. fumigatus con sensibilidad
disminuida frente a triazoles. De igual manera muestra por primera vez la ausencia de mutaciones
asociadas a la terapia y sugiere replantearse la fuente de la resistencia antifingica con énfasis

particular en la agricultura y otros ambientes urbanos sometidos a la accion de plaguicidas.
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Ademas ratifica la efectividad de triazoles como el voriconazol y el posaconazol como
medicamentos de eleccion para el tratamiento de las aspergilosis por su potente actividad fungicida

in vitro.
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VII.

Conclusiones

La existencia de fenotipos de A. fumigatus resistentes a itraconazol en Cuba sugiere la
necesidad de incluir a este microorganismo en el desarrollo de la vigilancia para la
resistencia antifingica por su rapida dispersion en el ambiente.

El voriconazol y el posaconazol representan la mejor alternativa de eleccion para la
asistencia de pacientes con aspergilosis en Cuba.

La ausencia de mutaciones M220 relacionadas con la terapia antifingica apunta a nuevos
enfoques sobre el origen de la resistencia antifingica con particular interés en la influencia

de plaguicidas agricolas en ambientes rurales y urbanos.
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VIII. Recomendaciones

e Determinar otros mecanismos moleculares de resistencia vinculados a la accidén de

fungicidas de uso agricola.

e Realizar estudios de epidemiologia molecular para determinar el origen y distribucion de

los aislados resistentes a triazoles.
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X. Anexos

Medios de cultivo y soluciones

e Agar malta con extracto de levadura (AME) (BioLife)

>
>
>
>
>

Dextrina; 2,5 g/L
Glicerol; 1,0 g/L
Peptocomplejo; 2,6 g/l
Agar; 17,0 g/L

Extracto de levadura; 5 g/L

Resuspender todos los componentes en 1 L de agua destilada. Autoclavear a 115°C por 15 minutos.

e Agar Czapek con extracto de levadura (ACE) (BioLife)

>

YV V. V V V VY

>

Sacarosa; 30,0 g/L
NaNOs; 2,0 g/L

K>H3PO4; 1,0 g/L

MgSOs; 0,5 g/L

KCI; 0,5 g/L

FeS04; 0,01 g/L

Extracto de levadura; 5 g/LL
Agar; 15,0 g/L

Resuspender todos los componentes en 1 L de agua destilada. Autoclavear a 121°C por 15 minutos.

e RPMI — 1640 agarizado (Sigma - Aldrich)

>
>
>
>

RPMI — 1640 (sin bicarbonato, con glutamina y rojo fenol); 10,4 g/L
Acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico (MOPS); 34,5 g/L

Agar; 15,0 g/L

Glucosa; 20 g/L

Resuspender RPMI — 1640 en 400 mL de agua ultrapura. Afiadir el MOPS y mezclar hasta que

quede disuelto. Ajustar el pH a 7,0 con NaOH al 1M. Completar a 500 mL con agua ultrapura.

Esterilizar por filtracion. Preparar 500 mL de agar (17 g) y glucosa (20 g) y autoclavear a 121°C

por 15 minutos. Normalizar la temperatura del agar y del RPMI — 1640 a 50°C en un bafio

termostatico. Mezclar de forma homogénea la solucion de agar y el RPMI — 1640 y dispensar en

placas de 90x15 mm. Todas las cantidades deben prepararse para un litro ya que este es el volumen

final.



Anexos

e Medio liquido de Sabouraud — dextrosa (BioCen)

» Hidrolizado enzimatico de caseina; 5,0 g/L
» Peptona bacteriologica; 5,0 g/
» Dextrosa; 20,0 g/L
Resuspender todos los componentes en 1 L de agua destilada. Autoclavear a 121°C por 15 minutos.
e Buffer para formacidn de esferoplastos
» Sorbitol; 1,0 M
» EDTA; 0,1 M

» Liticasa; 1,5 mg/mL
> Ditiotreitol; 0,05 M
» pH7)5
Para 40 mL: mezclar 7,3 g de sorbitol, 1,5 g de EDTA, 60 mg de liticasa en 39,7 mL de agua

ultrapura. Anadir 0,3 mL de ditiotreitol. Conservar a -20°C en alicuotas.



