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INTRODUCCION

Las micosis son consideradas como
enfermedades desatendidas en la regién
latinoamericana, y entre ellas resalta la
aspergilosis invasiva (Al). Esta infeccidn es
producida por Aspergillus fumigatus sensu
stricto (AFSS), cuyo diagndstico se realiza
fenotipica y molecularmente. Tiene una
elevada mortalidad (cercana a 50%) vy
morbilidad en pacientes con enfermeda-
des crénicas. Estudios multicéntricos han
detectado una mortalidad de 19 a 28% y
se incrementa a 49% cuando hay resisten-
cia a voriconazol (VOR) ®. En los Estados
Unidos un estudio de vigilancia nacional
de Aspergillus fumigatus (AF) entre 2015
a 2017, encontrd a partir de 179 cepas
clinicas y 12 cepas ambientales (granjas
de cultivo), una prevalencia de 26% de
resistencia a triazoles, y 25% de deteccion
de mutaciones del gen cyp51A @, En La-
tinoamérica existen estudios aislados de
resistencia a triazoles en cepas clinicas y
ambientales, que reportan una prevalen-
cia aproximada de 3,2%, del cual AF ocupa
el 78% de casos ©.

Los estudios epidemioldgicos diferen-
cian la condicién clinica de las personas
como portador o colonizado, y la infeccién
como la Al, aspergilosis pulmonar créni-
ca (APC) y aspergilosis bronco pulmonar
alérgica (ABPA) . Las guias de practica
clinica utilizan a los azoles como terapia
de primera linea contra infecciones por AF
hasta que surja el evento de falla terapéu-
tica por resistencia ©). La alarma de salud
publica por esta infeccion debe justificar-
se por la alta diseminacion de conidias
ambientales que generan resistencia por
generacion de novo (espontanea) o dise-
minacion clonal de genes asociados 9. El
mecanismo de resistencia a azoles en AF
puede ser simplificado en 2 vias segun el
origen de la cepa: 1. la presion selectiva
ejercida por pesticidas tipo azoles en agri-
cultura (en Europa y Asia el uso esde 20 a
40%, en EE.UU. es <5%, y en Latinoamé-
rica solo hay registros de Colombia) **67)
y 2. la generacién de resistencia en coni-
dias ambientales, o por el uso prolongado
de azoles como terapia antifungica sobre
todo en pacientes con enfermedades cré-
nicas pulmonares 9,

Se han identificado filogenéticamen-
te dos clados de AF resistente a azoles

a partir de la vigilancia estadounidense:
clado A (12%) portador de la mutacion
TR34/L98H especificos de Europa y Asia;
y el clado B (83%) donde se encuentran
cepas sin el marcador TR34/L98H aunque
diseminadas en cepas ambientales y clini-
cas ?. Las cepas clinicas obtenidas de es-
pecimenes invasivos (Al, APC, aspergilo-
ma) son de utilidad para la identificacion
y evaluacion de factores de virulencia en
ensayos in vitro, y el reconocimiento de
genes asociados a resistencia a antifungi-
cos ®. Un estudio demostrd que 4 aisla-
mientos peruanos procedentes de Al po-
seen una tasa de crecimiento vegetativo
mas rapido hasta en 48°C de incubacion
(factor de virulencia), significativamente
mas alto en comparacion a cepas obteni-
das en otros paises ©\.

El mecanismo de infeccion es a través
de las conidias que se encuentran en el
medio ambiente y la existencia de una
persona susceptible. Los pacientes colo-
nizados por AF de la seccién Fumigati en
las vias respiratorias, junto a comorbilidad
por fibrosis quistica o enfermedad pul-
monar obstructiva crdnica, son una de las
principales fuentes de diseminacion de
conidias al ambiente a través de la tos ©10),

La ultima actualizacion documenta-
da del Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI) M38M51SED3E ™V ha
estandarizado el punto de corte clinico
de Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM o MIC por sus siglas en inglés) de
voriconazol para Aspergillus fumigatus.
Esto permite dejar en desuso el reporte
de puntos de corte epidemioldgico para
aquellos antifungicos que no tenian un
punto de corte clinico, lo cual brinda mas
informacién farmacoldgica para los médi-
cos tratantes. Esto es de relevancia para
un tamizaje oportuno y confiable para la
deteccion de resistencia a azoles por mu-
taciones puntuales del gen cyp51A 12,

El objetivo de este estudio es conocer
la susceptibilidad de nuestros aislamientos
clinicos a antifungicos triazdlicos. Los datos
de frecuencia y prevalencia de resistencia a
azoles en AFSS continda siendo subnotifica-
do y subestimado, por ello, es necesario el
reporte de mas estudios a partir de cepas
clinicas y ambientales en Sudamérica 39,
lgualmente, es necesario implementar la
vigilancia y reporte de datos de suscepti-

bilidad a los azoles, y la estandarizacion en
laboratorio debido a la complejidad de las
metodologias, preparacién del indculo de
conidias para ensayos y la necesidad de
personal experimentado .

METODOS

Disefo del estudio

Es un estudio descriptivo en el cual se
evaluaron 20 cepas de la seccién Micolo-
gia del Instituto de Medicina Tropical Da-
niel A. Carrién (IMT/DAC), de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM). Se rea-
lizo la reactivacion de cepas, la identifica-
cion fenotipica y sensibilidad entre julioy
setiembre del 2021.

En el Laboratorio de Micologia y Diag-
néstico Molecular (LMDM), Catedra de
Parasitologia y Micologia, Facultad de
Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional del Litoral (UNL),
Santa Fe, Argentina se realizo la prueba
de sensibilidad y la identificacion molecu-
lar entre abril 2022 y abril 2023.

Especimenes biolégicos

Las cepas fueron aisladas de pacientes
con diagndstico de Al a partir de los si-
guientes especimenes bioldgicos: esputo
seriado (n = 14), biopsia de tejido pulmo-
nar (n = 3) y aspirado bronquial (n = 3);
procedentes de 1 hospital de Lima (Hos-
pital Nacional Dos de Mayo) y 1 del Callao
(Hospital Nacional Daniel A. Carrion).

Identificacion fenotipica

La identificacién fenotipica de Asper-
gillus fumigatus sensu lato se realizd se-
gun las técnicas descritas por Klich y Pit
(1988) *3). Cada cepa se sembré por du-
plicado en Agar Czapeck, se incubaron a
25°C y 37°C durante siete dias. Para la
identificacion macroscopica se utiliza-
ron como parametros: didmetro, color,
aspecto y difusion de pigmento en el
medio de cultivo. Para la identificacién
microscopica se ejecutaron microculti-
vos en agar harina de maiz con Tween 80
en los cuales se aplico azul de lactofenol
para la observacién, y los pardmetros
que se evaluaron fueron disposicion de
las métulas o fidlides sobre la vesicula,
forma y diametro de la vesicula, formay
color de conidias.
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Identificacion molecular

En el Laboratorio de Micologia y Diag-
néstico Molecular (LMDM) de la Universi-
dad Nacional del Litoral (UNL), se realizd
la identificacion molecular de AFST de las
20 cepas mediante una reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) screening para Aspergillus fumi-
gatus sensu stricto basada en secuencias
del gen CYP51A. Para la extraccién de
ADN fungico, los conidios de cada cepa
se inocularon en caldo GYEP (glucosa 2
%, extracto de levadura 0,3 % y peptona
1 %) por 24 horas y la extraccion de ADN
se realizd mediante un método basado
en purificacion fendlica de ADN segun el
método publicado de Mellado y cols.

La PCR screening se baso en la detec-
cion de diferencias entre las secuencias de
nucledtidos especificas del gen CYPS51A
de A. fumigatus sensu stricto (nUmero de
acceso en GenBank AF338659.1) y de los
mismos genes de otras 12 especies crip-
ticas de la seccion Fumigati (ej. A. felis, A.
fischeri, A. lentulus, A. novofumigatus, A.
udagawae y A. viridinutans). Estas dife-
rencias se evidenciaron in silico mediante
alineamiento CLUSTAL. La amplificacion
del gen CYP51A de A. fumigatus sensu
stricto fue realizada usando el set de pri-
mers A3, F (5'-TAGTCCATTGACGACCCC-3')
y A10, R (5-GGACATCTCTGCGGCAAT-3).
La amplificacién de la PCR se realizd en un
volumen de 25 ul siguiendo las instruccio-
nes del fabricante de la ADN polimerasa
Pegasus (PBL, Buenos Aires, Argentina) en
un termociclador de Applied Biosystems
(Tecnolab-AB, Buenos Aires, Argentina).
El termociclador fue programado para un
ciclo inicial a 95° C por 5 minutos, seguido
de 30 ciclos de 30 segundos: desnaturali-
zacion a 95° C, hibridacién a 56° Cy exten-
sion a 72° C, y un ciclo final a 72° C por 10
minutos. Las bandas de PCR se observaron
en gel de agarosa al 0,8%.

Estudio de susceptibilidad antifiingica

La prueba de sensibilidad in vitro rea-
lizada en el IMT/DAC fue microdilucion
en caldo para hongos filamentosos segun
CLSI M57SEDAE. Se utilizd el antimicdtico
Itraconazol (ITC) (Sigma-Aldrich, St. Louis
MO, USA). Se utilizd la cepa AF ATCC
204305 con el siguiente perfil de suscep-
tibilidad en rangos para para el antimico-
tico: ITR (0,12 — 1 mg/L).

418 | An Fac med. 2023;84(4):416-422.

En el LMDM, UNL se realizd el ensa-
yo de sensibilidad por microdilucién en
caldo para 7 antifungicos sobre estas 20
cepas de AF. Se siguié el protocolo del
documento M38ED3 (2017) y los resul-
tados fueron interpretados segun CLSI
M38M51SED3E (puntos de corte clinicos
para voriconazol) y M57SED4E (puntos
de corte epidemioldgicos para anfoterici-
na B, caspofungina, anidafungina, isavu-
conazol, itraconazol y posaconazol). Se
evaluaron los siguientes antifungicos an-
fotericina B (AMB), anidafungina (ANF),
caspofungina (CSF), isavuconazol (ISA),
itraconazol (ITC), posaconazol (POS) y vo-
riconazol (VOR). Los antifungicos fueron
obtenidos como liofilizados estandard de
Sigma-Aldrich-Merck Argentina o de su
fabricante (ISA, Knight Argentina).

Andlisis de datos

Se realizé un analisis descriptico de los
datos, mediante frecuencias absolutas,
los resultados de la sensibilidad de ITC
realizado en el IMT fueron comparados
con el realizado en el LMDM.

RESULTADOS

Las 20 cepas sembradas a 25°C desa-
rrollaron colonias de entre 35 a 70 mm
de diametro, de color verde azulado, sin
difusion de pigmento en el agar; a 37°C
desarrollaron colonias de entre 50 y 80
mm de didmetro de color blanco y algu-
nos casos con aspecto algodonoso. La
forma microscépica presentd cabezas
aspergilares uniseriadas, vesiculas piri-
formes con fidlides ocupando dos tercios
de las vesiculas, con conidios globosos y
superficie lisa, tanto a 25°C como a 37°C.

A las 20 cepas se les realizo identifi-
cacién molecular dando como resultado
que todas fueron identificadas como
AFSS. Se observé una banda de PCR de
213 pb correspondiente a la amplifica-
cion de la regidn especifica del CIP51A
de A. fumigatus sensu stricto en todas
las cepas.

En la tabla 1 se resume la identifica-
cion fenotipica, espécimen bioldgico del
cual fue aislado la cepa clinica de AF y
el resultado de amplificacion molecular
para la confirmacién de AFSS.

Se realizo la distribucién de los valores
de MIC para cada antifungico consideran-
do frecuencias absolutas y rangos para
percentiles 50 y 90 (Tablas 2 y 3). En la
sensibilidad del ITC en el IMT se obtuvie-
ron 2 cepas con MIC de 0,06 ug/mL, 17
cepas con 0,12 ug/mL, 2 cepas con 0,06
ug/mL y en la sensibilidad realizada en
UNL se encontré 12 cepas con 1,0 ug/mL,
7 cepas con 0,5 ug/mLy 1 cepa con 0,25
ug/mL (Tabla 1). Segun la distribucion de
percentiles se obtuvo un MIC 50 de 0,12
ug/mL en el IMT y en UNL un MIC 50 de
0,50 ug/mL. Mientras que el MIC 90 fue
0,5 ug/mLen el IMTy 1,0 en UNL ug/mL
(Tabla 2). El punto de corte evaluado fue
el epidemioldgico con valor menor igual
a 1 ug/ml. Se presenta la distribucién de
las MIC para las 20 cepas tanto la sensibi-
lidad realizada en el IMT y en UNL.

Asi mismo, en la tabla 4 se exponen
los datos de los MIC comparativos de ITC
entre resultados obtenidos en IMT/DAC y
UNL, donde observamos que los datos del
IMT/DAC se encuentran 1 o 2 diluciones
por debajo a los obtenidos por la UNL.

Ninguna de las cepas presentd MIC por
encima de los puntos de corte clinicos (exis-
ten solo para voriconazol), ni por encima de
los puntos de corte epidemioldgicos (ITC, ISA,
AMB y CSF). EI POS fue la droga mas potente
frente a la coleccidn de cepas evaluadas (me-
dia geométrica (GM) de MIC de 0,042 ug/
mL), seguido por ANF y VRC (GM de 0,071y
0,297 ug/mL, respectivamente). Los rangos
de MIC fueron estrechos. Ningun antifungico
presentd rangos de mas de 4 o 5 diluciones
con la excepcidn de ISA que presento todas
las MIC entre 0,5y 1 ug/mL (Tabla 5).

DISCUSION

De las 20 cepas clinicas de AF obtenidas
de especimenes biolégicos de fuente del
tracto respiratorio de pacientes con Al, se
realizdé la identificacion molecular como
AFSS en todas. La técnica de PCR screening
permite la discriminacion de A. fumigatus
sensu stricto de las principales especies
cripticas de la seccion Fumigati aisladas
de aspergilosis invasivas. En la evaluacién
de los azoles, la realizamos con el VOR
gue es el Unico antimicotico que en estos
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Tabla 1. Caracterizacién microbioldgica, susceptibilidad y molecular de las cepas de Aspergillus fumigatus sensu stricto aisladas en Peru.

Identificador IMT Muestra MIC (ug/mL) Itraconazol Peru MIC (ug/mL) Itraconazol Argentina  Amplificacién por qPCR
8 Biopsia tejido pulmonar 0,12 0,5 Positivo
12 Esputo seriado 0,12 0,5 Positivo
19 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
23 Aspirado Bronquial 0,12 1,0 Positivo
33 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
39 Esputo seriado 0,06 1,0 Positivo
43 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
67 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
75 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
83 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
85 Aspirado Bronquial 0,5 1,0 Positivo
100 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
126 Esputo seriado 0,12 0,5 Positivo
128 Esputo seriado 0,12 0,5 Positivo
135 Esputo seriado 0,12 1,0 Positivo
270 Esputo seriado 0,12 0,5 Positivo
303 Biopsia tejido pulmonar 0,12 1,0 Positivo
304 Biopsia tejido pulmonar 0,12 0,25 Positivo
642 Esputo seriado 0,12 0,5 Positivo
5229 Aspirado Bronquial 0,06 0,5 Positivo

En Pery, en el Instituto de Medicina Tropical (IMT) se realizaron los estudios de identificacion fenotipica y susceptibilidad a itraconazol. En Argentina, en el Laboratorio de Mico-
logia y Diagndstico Molecular (LMDM) se realizaron las pruebas de identificacion molecular y susceptibilidad a itraconazol. MIC: Minima Concentracion Inhibitoria

momentos tiene un punto de corte clinico
para inferir si hay resistencia clinica o no. En
las 20 cepas evaluadas no se encontraron
niveles de resistencia, por lo que afirma-
mos no tienen fenotipo de resistencia y no
ameritd realizar en un estudio posterior la
deteccién del gen cyp51A. Para ITC, POS e
ISA se evaluaron con los puntos de corte
epidemioldgicos y también confirmamos
gue los MIC obtenidos son menores a estos
puntos y serian consideradas a tipo salvaje
(wild type).

Actualmente un estudio en Peru evalud
el perfil de susceptibilidad a azoles en cepas
clinicas y ambientales de AF. En el estudio

de Bustamante y colaboradores (2020) re-
colectaron 143 cepas de AFSS en dos hospi-
tales de nivel lll durante 1 afio, de las cuales
el 81% provenian de especimenes respira-
torios, 50% de pacientes con antecedente
clinico de tuberculosis y 22% expuestos a
azoles previamente. En este estudio 3 cepas
(2,1%) procedentes de muestras respirato-
rias no definidas fueron catalogadas como
no susceptibles para itraconazol por muta-
ciones del cyp51A, muy por debajo de lo
obtenido en Espafia con 38,1% por este me-
canismo %), En Argentina a partir de 50
cepas de AF (78% fueron AFSS) obtenidas
de pacientes con fibrosis quistica se detectd
que el 90% eran portadores, 50% eran pa-

Tabla 2. Valores de minima concentracion inhibitoria para las 20 cepas invasivas de Aspergillus fumigatus

Droga Antimicética

Rango MIC
(ug/mL) (ug/mL)

Rango MIC 50

cientes pediatricos, y una relacién entre AF
y ABPA en 12 casos. Como desenlace se evi-
dencié 1 muerte por falla respiratoria aso-
ciado a APC 19, En Brasil, se detecté 1,8% de
AF resistentes a VOR %, En Martinica (mar
Caribe) se reportd 8,9% de AF clinicos resis-
tentes a azoles con altos MIC @7,

En cuanto a cepas obtenidas por
muestreo de suelos, a nivel sudameri-
cano la resistencia de AF a azoles se en-
cuentra entre 7 a 10%, incluyendo 106
cepas de origen peruano (Lima) de las
cuales AF cuenta con 57,7% de aislamien-
to y 6 de ellas por encima del punto de
corte epidemioldgico (PCE) a azoles (ITR
>16 ug/mL, VOR >2 ug/mL, POS 1 ug/mL)

Rango MIC 90
(ug/mL)

ltraconazol IMT

0,12-1,0 0,12

0,5

Itraconazol UNL

0,12-1,0 1,0

1,0

IMT: Instituto de Medicina Tropical (Pertl), UNL: Universidad Nacional del Litoral
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IMT: Instituto de Medicina Tropical (Perd), UNL: Universidad Nacional del Litoral

Tabla 3. NUmero de aislamientos por minima concentracion inhibitoria para las 20 cepas de Aspergillus fumigatus.

Numero de aislamiento por MIC (ug/mL)

0,12 0,25
Itraconazol IMT 0 2 17 1 0
Itraconazol UNL 0 0 0 7 12

IMT: Instituto de Medicina Tropical (Pert), UNL: Universidad Nacional del Litoral

detectando mutacion del gen cyp51A 18,
Filogenéticamente, las cepas peruanas
de AF se asignaron al mismo clado de
las cepas clinicas de Francia, suponien-
do una diseminacién muy répida y entre
fronteras; aunque otro estudio la incluye
en el clado |, junto a cepas mexicanas %9,

El estudio mds extensivo en el uso de estas
cepas se realizd en Espafia quienes a partir de
un estudio nacional se detectd —a partir de
828 cepas de AFSS en 98% de lavados bron-
quiales— resistencia a mas de 1 azoles en
5,5% y 95% de resistencia en especies cripti-
cas de la seccion Fumigati . En sentido con-
trario, el contexto clinico puede elegir analisis
mas oportunos como la deteccion de galac-
tomanano en suero >1,04 como factor pro-
nostico de mortalidad (OR=37,9) utilizado en
una UCI de India debido a su alta mortalidad
de 29,7% en 14 dias, y 17,6% de resistencia a
azoles en AF @9,

El estudio de cepas ambientales de
AF es un segundo asunto gravitante a la
aparicién de cepas clinicas resistentes
a azoles. En un estudio de muestreo de
ambientes hospitalarios se encontrd un
caso de asociacién entre el cultivo de AF
detectado en el bafio de un paciente con
EPOC a partir de esputo. Tanto la cepa
clinica como la ambiental coinciden en
identificacion molecular y perfil de resis-
tencia a ITR >8 ug/mL, VOR de 4 ug/mL,
y POS de 0,5 ug/mL @Y. Es asi como las
conidias podrian ser vehiculos de genes
de resistencia hacia los humanos coloni-

zados, especialmente cuando las cepas
ambientales son sometidas a presién se-
lectiva por fungicidas azdlicos (inhibido-
res de demetilasa, imidazol).

También se detectan mutaciones del
cyp51A (G228S especifico para VOR)
en cepas clinicas evaluadas prospecti-
vamente #2422, Un estudio ha evaluado
cepas ambientales de nuestro medio *°,
donde a partir de 61 cepas de AF (57,5%
de hongos ambientales) se encontré re-
sistencia a los azoles en 6 cepas y ademas
se detectd la mutacién del gen cyp51A en
9,8% de las cepas. Existe evidencia de la
presencia de cepas ambientales con la
mutacion de resistencia a los azoles, por
lo que debe implementarse la vigilancia
de infecciones y resistencia por parte del
Ministerio de Salud del Perd, ya que, ha-
ciendo monitoreo nos podra garantizar si
hay tendencia al aumento de MIC a itra-
conazol en cepas clinicas de AF y poder
tomar las medidas de salud publica nece-
sarias para su control.

Entre las principales limitaciones, res-
pecto a otros esudios, mencionamos la
heterorresistencia intra-colonias o inter-
especie de un cultivo de AF y el protocolo
estandar que se utiliza que es un cultivo
monosporico 21518 Por otro lado, es
asunto pendiente realizar ensayos de
identificacion molecular y susceptibilidad
a azoles en mas de una colonia de la mis-
ma placa de cultivo, asi como recolectar
un numero mayor de cepas clinicas. Nues-

tro estudio evalud un escaso numero de
cepas en comparacion a otros estudios;
por ello, es importante que existan mas
reportes de este tema de investigacion
en nuestro pais para que los tomadores
de decisiones en salud publica visibilicen
brotes latentes en dreas criticas de aten-
cion. Por ejemplo, en Martinica se legisld
la disminucién de azoles como fungicidas
en campos de cultivo, y a ello atribuyen
su baja prevalencia de resistencia a azo-
les 2% en cepas ambientales de AF®8).

Especificamente se recomienda estu-
diar, dentro de los aislamientos con MIC
superior al PCE, cepas con valores de MIC
superiores al MIC 50 de los antifungicos
para generar evidencia en el estableci-
miento de puntos de corte clinicos segun
CLSI %19 Finalmente, las mutaciones
puntuales de cyp51A no es el Unico me-
canismo de resistencia a azoles en AF y
amerita que los laboratorios implemen-
ten y estandaricen procedimientos para
su deteccién oportuna a futuro en la re-
gion sudamericana (9,

La Al no es una enfermedad de notifi-
cacion obligatoria ante entidades nacio-
nales de salud publica, por lo que no se
conoce la cantidad de pacientes afecta-
dos. Del mismo modo, existe carencia de
laboratorios gubernamentales con la ca-
pacidad instalada para obtener un diag-
néstico clinico y de laboratorio oportuno
y confiable 1229 | 3 estandarizacién de los
procedimientos y técnicas de laboratorio

Tabla 4. Determinacion del porcentaje de acuerdo esencial y acuerdo categérico, para la distribucion de MIC de itraconazol en las cepas clinicas de AF (n=20) eva-

luadas en IMT Peru y en UNL Argentina.

Porcentaje de acuerdo esencial

*+2 diluciones

Itraconazol

30 (6)°

+1 dilucién

Acuerdo

Porcentaje de acuerdo categérico

Discrepancia

100 (20) 0(0)

5%9erér}z#t?g;{E%gte%g%%%qg)f}ég@éﬁgg'absoluta de las cepas clinicas.
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Tabla 5. Actividad de los antifiingicos evaluados frente a los 20 aislamientos de Aspergillus fumigatus sensu stricto.

Numero de cepas con CIM (ug/mL) Rango (ug/mL)

Antifiingico ] 4 0,25 0,12 0,06 0,03 0,015 <0,015 GM (ug/mL) *

AMB @ 0 0 0 0o 17 2 1 0 0 0 0 0 0,871 0,25 1
ANF® 0 0 0 0 0 0 0 9 8 2 1 0 0,071 0,015 0,12
CSFe 0 0 0 0 0 13 5 1 1 0 0 0 0,377 0,06 0,5
ISA @ 0 0 0 0 13 7 0 0 0 0 0 0 0,785 0,5 1
ITC? 0 0 0 0 7 12 1 0 0 0 0 0 0,616 0,25 1
psc® 0 0 0 0 0 0 0 2 8 9 0 1 0,042 <0,015 0,12
VRC© 0 0 0 0 0 6 13 1 0 0 0 0 0,297 0,12 0,5

CIM, : En negrita. CIM,: Subrayado.

*GM: media geométrica. Las CIM fuera de escala fueron pasadas a la siguiente concentracion por encima o por debajo para calcular la GM.
Se consideraron los puntos de corte epidemioldgicos publicados en el documento M57SEDA4E de CLSI.

®No hay puntos de corte clinicos ni epidemioldgicos.

¢Se considerd el punto de corte clinico para VRC (< 0,5 ug/mL es sensible, =1 ug/ml es intermedio, > 2 ug/mL resistente) publicado en el documento M38M51SED3E de CLSI.
AMB: anfotericina B. ANF: anidulafungina. CSF: caspofungina. ISA: isavuconazol. ITC: itraconazol. PSC: posaconazol. VRC: voriconazol.

puede ser otro punto de inflexién debi-
do a que se debe tener personal califica-
do y entrenado. El reto es implementar
procesos de identificacion molecular de
rutina, y las pruebas de sensibilidad in
vitro, que utilizan una técnica compleja
gue muy pocos laboratorios comerciales
realizan “®. Por ultimo, los laboratorios
de referencia del pais optan por estudiar
la presencia de los genes de resistencia
en laboratorios fuera del Peru, por la difi-
cultad intrinseca del método manual y la
pendiente implementacion de métodos
automatizados; y la disponibilidad de re-
cursos biotecnoldgicos.

Concluimos que las 20 cepas evalua-
das de aspergilosis invasiva no presenta-
ron resistencia a los antifungicos itraco-
nazol, voriconazol y posaconazol. No se
indentificd al gen cyp51A. Nuestros ha-
llazgos aportan a incrementar la escasa
informacion sobre la etiologia y sensibi-
lidad a los antifungicos de uso clinico de
las aspergilosis invasiva en nuestro pals.

AGRADECIMIENTOS

Al Laboratorio de Micologia y Diagnos-
tico Molecular, Catedra de Parasitologia y
Micologia, Facultad de Bioquimica y Cien-
cias Bioldgicas- Universidad Nacional del
Litoral. Santa Fe, Argentina, por el ensayo

de susceptibilidad a Itraconazol de las ce-
pas clinicas de Aspergillus fumigatus.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Lestrade PPA, Meis JF, Melchers WJG, Verweij PE.
Triazole resistance in Aspergillus fumigatus: recent
insights and challenges for patient management. Clin
Microbiol Infect. 2019;25(7):799-806. DOI: 10.1016/j.
cmi.2018.11.027

2. Etienne KA, Berkow EL, Gade L, Nunnally N,
Lockhart SR, Beer K, et al. Genomic Diversity of
Azole-Resistant Aspergillus fumigatus in the United
States. mBio. 2021;12(4):e0180321. DOI: 10.1128/
mBio.01803-21

3. Gongalves SS. Global Aspects of Triazole Resistance
in Aspergillus fumigatus with Focus on Latin Ame-
rican Countries. J Fungi (Basel). 2017;3(1):5. DOI:
10.3390/0f3010005

4. Latgé JP, Chamilos G. Aspergillus fumigatus
and Aspergillosis in 2019. Clin Microbiol Rev.
2019;33(1):e00140-18. DOI. 10.1128/CMR.00140-18

5. Durieux MF, Melloul E, Jemel S, Roisin L, Dardé
ML, Guillot J, et al. Galleria mellonella as a scree-
ning tool to study virulence factors of Aspergillus
fumigatus. Virulence. 2021;12(1):818-34. DOI:
10.1080/21505594.2021.1893945

6. Jeanvoine A, Rocchi S, Bellanger AP, Reboux G,
Millon L. Azole-resistant Aspergillus fumigatus: A
global phenomenon originating in the environment?
Med Mal Infect. 2020;50(5):389-95. DOI: 10.1016/j.
medmal.2019.07.014

7. Nywening AV, Rybak JM, Rogers PD, Fortwendel
JR. Mechanisms of triazole resistance in Aspergillus
fumigatus. Environ Microbiol. 2020;22(12):4934-52.
DOI: 10.1111/1462-2920.15274

8. Bertuzzi M, van Rhijn N, Krappmann S, Bowyer P,
Bromley MJ, Bignell EM. On the lineage of Aspergillus
fumigatus isolates in common laboratory use. Med
Mycol. 2021;59(1):7-13. DOI: 10.1093/mmy/myaa075

Frias-De Leon MG, Zavala-Ramirez M, Cordoba S,
Zuhiga G, Duarte-Escalante E, Pérez-Torres A, et al.
Phenotypic characteristics of isolates of Aspergillus
section Fumigati from different geographic origins
and their relationships with genotypic characteristics.
BMC Infect Dis. 2011;11:116. DOI: 10.1186/1471-
2334-11-116

. Devoto TB, Alava KSH, Pola SJ, Pereda R, Rubeglio

E, Finquelievich JL, et al. Molecular epidemiology of
Aspergillus species and other moulds in respiratory
samples from Argentinean patients with cystic
fibrosis. Medical Mycology. 2020;58(7):867-73. DOI:
10.1093/mmy/myz133

. Clinical & Laboratory Standards Institute. M38M-

51SEd3 | Performance Standards for Antifungal
Susceptibility Testing of Filamentous Fungji, 3rd Edition
[Internet]. 2022. Disponible en: https://clsi.org/stan-
dards/products/new-products/documents/m38m51s/

. Espinel-Ingroff A, Diekema DJ, Fothergill A, Jo-

hnson E, Pelaez T, Pfaller MA, et al. Wild-type MIC
distributions and epidemiological cutoff values for
the triazoles and six Aspergillus spp. for the CLSI
broth microdilution method (M38-A2 document). J
Clin Microbiol. 2010;48(9):3251-7. DOI: 10.1128/
AAC.00686-11

. Klich M, Pitt J. A laboratory guide to common Asper-

gillus species and their teleomorphs. North Ryde.
CSIRO Division of Food Processing; 1988. 116 p.

. Mellado E, Garcia-Effron G, Buitrago MJ, Alcazar-

Fuoli L, Cuenca-Estrella M, Rodriguez-Tudela JL.
Targeted gene disruption of the 14-alpha sterol
demethylase (cyp51A) in Aspergillus fumigatus and
its role in azole drug susceptibility. Antimicrob Agents
Chemother. 2005;49(6):2536-8. DOI: 10.1128/
AAC.49.6.2536-2538.2005

. Bustamante B, lllescas LR, Posadas A, Campos

PE. Azole resistance among clinical isolates of
Aspergillus fumigatus in Lima-Peru. Med Mycol.
2020;58(1):54-60. DOI: 10.1093/mmy/myz032

. Escribano P, Rodriguez-Sanchez B, Diaz-Garcia J,

Martin-Gomez MT, Ibafiez-Martinez E, Rodriguez-

An Fac med. 2023;84(4):416-422. | 421




Resistencia a azoles en Aspergillus fumigatus sensu stricto

José Guevara y col.

422

Mayo M, et al. Azole resistance survey on clinical
Aspergillus fumigatus isolates in Spain. Clin Microbiol
Infect. 2021;27(8):1170.e1-1170.e7. DOI: 10.1016/j.
©mi.2020.09.042

. Macedo D, Leonardelli F, Gamarra S, Garcia-Effron

G. Emergence of Triazole Resistance in Aspergillus
spp. in Latin America. Curr Fungal Infect Rep.
2021;15(3):93-103. DOI: 10.1007/512281-021-00418-6

. Monpierre L, Desbois-Nogard N, Valsecchi |, Bajal

M, Angebault C, Miossec C, et al. Azole Resistance
in Clinical and Environmental Aspergillus Isolates
from the French West Indies (Martinique). J Fungi

An Fac med. 2023;84(4):416-422.

20.

21.

(Basel). 2021;7(5):355. DOI: 10.3390/0f7050355

. Resendiz Sharpe A, Lagrou K, Meis JF, Chowdhary

A, Lockhart SR, Verweij PE, et al. Triazole resistance
surveillance in Aspergillus fumigatus. Med Mycol.
2018;56(suppl_1):83-92. DOI: 10.1093/mmy/myx144
Resendiz-Sharpe A, Dewaele K, Merckx R, Busta-
mante B, Vega-Gomez MC, Rolon M, et al. Triazole-
Resistance in Environmental Aspergillus fumigatus
in Latin American and African Countries. J Fungi
(Basel). 2021;7(4):292. DOI: 10.3390/j0f7040292

Dabas Y, Mohan A, Xess |. Prognostic Scores and
Azole-Resistant Aspergillus fumigatus in Invasive

22.

23.

Aspergillosis from an Indian Respiratory Medicine
ICU (ICU Patients with IA Suspicion). J Fungi (Basel).
2021;7(11):991. DOI: 10.3390/jof7110991
Gonzalez-Jimenez |, Lucio J, Menéndez-Fraga MD,
Mellado E, Pelaez T. Hospital Environment as a Source
of Azole-Resistant Aspergillus fumigatus Strains with
TR34/L98H and G448S Cyp51A Mutations. J Fungi
(Basel). 2021;7(1):22. DOI: 10.3390/0f7010022
Garcia-Rubio R, Gonzalez-Jimenez |, Lucio J, Me-
llado E. Characterization of Aspergillus fumigatus
cross-resistance between clinical and DMI azole
drugs. Appl Environ Microbiol. 2021;87(5):e02539-
20, AEM.02539-20. DOI: 10.1128/AEM.02539-20



