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Sensibilidad a antifungicos
de especies de Acremonium
mediante los métodos E-test® y Sensititre®
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RESUMEN

Los hongos filamentosos han surgido como causa importante de infecciones graves, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos. En los Gl-
timos afnos han aumentado el nimero y la variedad de infecciones causadas por especies de Acremonium. Como ocurre para la mayoria de
los patégenos emergentes, todavia tiene que realizarse un adecuado enfoque terapéutico para las especies de Acremonium. Utilizamos dos
métodos para determinar la sensibilidad in vitro a amfotericina B, itraconazol y fluconazol en 15 aislamientos clinicos de Acremonium per-
tenecientes a ocho especies diferentes. La CMI se determiné segun el protocolo M38-A del National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards (NCCLS), utilizando los métodos de microdilucién Sensititre® y E-test®. La amfotericina B fue eficaz in vitro para pocas especies por el
método Sensititre®, sin embargo, se obtuvieron altas CMI por el método E-test®. El fluconazol y el itraconazol fueron ineficaces por ambos
métodos. Las especies de Acremonium generalmente son resistentes a la mayoria de los antifingicos mas usados. Por estas razones se re-
comienda realizar pruebas de sensibilidad de Acremonium como apoyo para la correcta eleccion terapéutica en las infecciones causadas por
este hongo filamentoso.
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Antifungal susceptibility of Acremonium species
using E-test® and Sensititre®

SUMMARY

Filamentous fungi have become a common cause of severe infections, especially in immunocompromised patients. In recent years, the num-
ber and diversity of the infections caused by Acremonium species have increased and numerous species have been implicated. As is the case
for most emerging pathogens, the optimal therapeutic approach to Acremonium species remains to be determined. We used two methods
to determine the in vitro susceptibility to amphotericin B, itraconazole and fluconazole for 15 clinical isolates of eight different species of
Acremonium. The MICs were determined according to protocol M38-A of the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
document, using the Sensititre® and E-test® microdilution methods. Amphotericin B was effective in vitro for few species using the Sensi-
titre® method. However, high MICs were obtained with E-test®. Fluconazole and itraconazole were ineffective according to both methods.
Acremonium species are generally resistant to the most commonly used antifungal agents. Consequently, Acremonium susceptibility testing
is recommended to assist in choosing adequate treatment of infections caused by this filamentous fungus.
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INTRODUCCION

Las infecciones por hongos filamentosos han experi-
mentado un incremento importante desde hace una década,
especialmente en los pacientes inmunodeprimidos, impli-
candose en ellas nuevas especies patdgenas que antes no
eran consideradas agentes etioldgicos de micosis sistémi-
cas (1-5). En muchas ocasiones este hecho constituye un
problema clinico a causa de la alta resistencia de estos hon-
gos a los antiftingicos (2-7).

Acremonium es un hongo cosmopolita, muy frecuente
en el suelo y en restos de vegetales en descomposicién. Al-
gunas especies son patdgenas oportunistas para el hombre
y los animales. El micetoma de granos blancos y las infec-
ciones oculares, sobre todo queratitis, son las infecciones
mas frecuentes; de forma ocasional se observan casos de
onicomicosis, osteomielitis, sinusitis, artritis, peritonitis, neu-
monia, meningitis, endocarditis, infeccién diseminada y
cerebritis. A. alabamense, A. atrogriseum, A. blochii, A. cur-
vulum, A. falciforme, A. hyalinulum, A. kiliense, A. potronii,
A. recifei, A. roseogriseum y A. strictum son las especies de
interés clinico (8-11).

Debido a que las infecciones por Acremonium son ra-
ras, se han realizado muy pocos estudios para conocer su
sensibilidad a los antifiingicos, y con un escaso niimero de
cepas. Hasta hace unos afios las pruebas de sensibilidad pa-
ra hongos filamentosos no estaban desarrolladas de forma
satisfactoria, pero el National Committee for Clinical Labo-
ratory Standards (NCCLS) publicé en el afio 2002 el do-
cumento M38-A, en el cual se recogen las directrices a se-
guir para la determinacién de la sensibilidad en este grupo
de hongos (12). Algunos autores han ensayado los métodos
comerciales E-test® (AB Biodisk, Sweden) y Sensititre
YeastOne® (Accumed International, UK) en comparacién
con el método de referencia del NCCLS, obteniendo una
buena concordancia (13-19). El objeto de nuestro trabajo
ha sido determinar la sensibilidad de algunas especies del
género Acremonium a los antiftiingicos de uso habitual, com-
parando dichos métodos comerciales.

MATERIAL Y METODOS

Estudiamos un total de 15 cepas del género Acremo-
nium de origen clinico, aisladas de diversas muestras (dos
de esputo, una de sangre, ocho de piel y cuatro de uiias),
pertenecientes a ocho especies (tres A. curvulum, tres A. po-
tronii, tres A. strictum, dos A. blochii, una A. hyalinulum, una
A. kiliense, una A. recifei y una A. roseogriseum), y dos ce-
pas de hongos relacionados con este género: una de Phia-
lemonium obovatum y otra de Cylindrocarpon destructans.
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También incorporamos en el estudio una cepa de Asper-
gillus flavus ATCC 204304 como control.

Se determind la sensibilidad de estas cepas frente a am-
fotericina B, itraconazol y voriconazol, mediante los méto-
dos E-test® y Sensititre YeastOne®, siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. El método E-test® es cuantitativo de difu-
sién en agar, y utiliza tiras de plastico inerte que incorporan
un gradiente de concentracién de antiftingico; el método
Sensititre YeastOne® consiste en una microplaca que con-
tiene seis antifingicos a diluciones crecientes, con un indi-
cador de crecimiento de 6xido-reduccién (colorante Ala-
mar Blue) que facilita la lectura de los puntos finales por un
cambio de color, de azul (negativo) a rojo (positivo).

El in6culo se prepard tras cultivo de las cepas en agar
de Sabouraud durante siete dias a 30 °C. La superficie del
agar fue inundada con 1 ml de solucién salina estéril con-
teniendo un 0,05% de Tween 80 y frotada suavemente con
un escobillén para obtener una suspension de conidios en 5 ml
de agua destilada estéril. Esta suspension se filtré a través
de gasa estéril de cuatro dobleces para eliminar las hifas
acompafiantes, y se diluyo para ajustar la concentracion del
inéculo en un espectrofotémetro a 530 nm hasta obtener
una transmitancia del 80% al 82%, equivalente a una con-
centracién de 4 x 10° a 5 x 10° conidios/ml. A partir de es-
ta suspension se efectud una dilucién en caldo RPMI 1640
tamponado con MOPS a pH 7 hasta alcanzar un inéculo fi-
nal de 0,4-5 x 10* conidios/ml.

El medio de cultivo para el método E-test® fue agar RPMI
1640 con un 2% de glucosa. Las placas se inocularon con
una torunda de forma masiva, dejando secar durante 10 a
15 minutos antes de aplicar las tiras con el antifiingico so-
bre la superficie del agar. La incubacién se realiz6 a 35 °C
durante 48 horas. La inoculacién de los pocillos de la pla-
ca Sensititre® se efectud con 100 pl de esta suspension. Las
placas se incubaron a 35 °C durante 48 y 72 horas, antes de
realizar la lectura definitiva. Todas las pruebas se realiza-
ron por duplicado para evitar errores de técnica. Como
CMI se consider6 la concentracién mds baja que produjo
ausencia de crecimiento.

RESULTADOS

Con el método Sensititre®, la diferencia de CMI entre
las 48 y 72 horas no fue significativa para la interpretacion,
pues en las cepas que crecieron a las 48 horas esta CMI no
experimentd variaciones apreciables.

En las Tablas 1y 2 se expresan los resultados obtenidos
con los métodos E-test® y Sensititre® para los diferentes an-
tifingicos. Todas las especies tuvieron CMI muy altas pa-
ra el itraconazol con los dos métodos, a excepcidon de
C. destructans. Las CMI de amfotericina B fueron muy ele-
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Tabla 1. Sensibilidad de especies de Acremonium mediante el método E-test®, expresada en mg/l (48 horas).

Especie Cepas Amfotericina B Itraconazol Voriconazol
A. curvulum 3 24-232 232 2-4
A. potroni 3 >32 >32 0,5-1,5
A. strictum 3 >32 >32 0,38-0,75
A. blochii 2 =232 >32 0,5-0,75
A. hyalinulum 1 232 =32 0,5

A. kiliense 1 >32 >32 0,38
A. recifei 1 =232 232 0,5

A. roseogriseum 1 >32 >32 0,75
P. obovatum 1 >32 >32 0,38
C. destructans 1 0,023 1,5 0,125

Tabla 2. Sensibilidad de especies de Acremonium mediante el método Sensititre®, expresada en mg/l (72 horas).

Especie Cepas Amfotericina B Itraconazol Voriconazol
A. curvulum 3 1-2 216 1-2
A. potroni 3 4-8 =16 0,125-0,5
A. strictum 3 2-4 =16 0,25-0,5
A. blochii 2 2 > 0,25
A. hyalinulum 1 >16 =16 0,5
A. kiliense 1 16 =16 0,25
A. recifei 1 1 216 0,25
A. roseogriseum 1 4 4 0,5

P. obovatum 1 8 2 0,125
C. destructans 1 0,25 0,25 0,06

vadas por el método E-fest®, excepto en el caso de C. des-
tructans; por el método Sensititre® fueron variables depen-
diendo de la especie, aunque solamente A. curvulum y A.
recifei presentaron CMI <1 mg/l. Con voriconazol, las CMI
obtenidas por el método Sensititre® estuvieron comprendi-
das entre 0,125 y 2 mg/l, y solamente A. curvulum presentd
CMI =1 mg/l; por el método E-test® estas CMI oscilaron
entre 0,38 y 4 mg/l, pero fueron tres especies las que mos-
traron CMI =1 mg/l. Las CMI para A. flavus estuvieron
dentro de los margenes esperados.

DISCUSION

Los dos métodos ensayados parecen de utilidad para
determinar la sensibilidad de hongos filamentosos a amfo-
tericina B, itraconazol y voriconazol, aunque, como es sa-
bido, las pruebas de sensibilidad para estos hongos son
controvertidas y los resultados in vitro pueden no correla-

cionarse con la respuesta clinica (20-22). Segin los pocos
datos publicados, la sensibilidad de Acremonium a los an-
tifiingicos es, en general, casi nula. Se afirma que el fluco-
nazol y la 5-fluorocitosina son totalmente ineficaces, que
otros azoles como el ketoconazol, el itraconazol y el saper-
conazol muestran escasa actividad, dependiendo de la es-
pecie, y que s6lo la amfotericina B, el voriconazol y la ter-
binafina poseen cierta actividad in vitro (8, 9).

Segiin nuestros resultados, con el método E-test® la ac-
tividad in vitro de la amfotericina B y el itraconazol es nu-
la frente a todas las especies de Acremonium estudiadas,
pero no sucede lo mismo con el voriconazol, que manifies-
ta una excelente actividad para la mayoria de las especies.
Con el método Sensititre® la amfotericina B muestra cierta
actividad frente a gran parte de las especies de Acremonium
y el voriconazol es eficaz para todas menos A. curvulum;
sin embargo, la actividad del itraconazol es muy escasa y
limitada a A. roseogriseum.
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La diferencia de resultados que detectamos con ambos
métodos al determinar la sensibilidad de especies de Acre-
monium no tiene excesiva relevancia, si bien es notable y
debe considerarse a la hora de elegir uno u otro para la
préctica clinica. Comparando nuestros datos con los refle-
jados en la literatura, observamos que los correspondientes
al método Sensititre® concuerdan en mayor medida con los
descritos en los escasos estudios de sensibilidad disponi-
bles (9, 14, 23), por lo que pensamos que este método es
mas recomendable para la determinacion de la sensibilidad
en el género Acremonium.

En las infecciones por Acremonium existe poca expe-
riencia sobre la efectividad de los antifiingicos, y las pautas
de tratamiento no estdn bien definidas. Aunque la sensibi-
lidad a la mayoria de los antiftingicos es reducida, para las
infecciones complicadas se recomienda amfotericina B, so-
la o asociada con derivados azdlicos (8, 9). En este sentido
es interesante realizar estudios de sensibilidad a los an-
tifingicos existentes y verificar la actividad de los nuevos
azoles (voriconazol, ravuconazol) frente a especies de
Acremonium (24). Nuestro estudio confirma que el vorico-
nazol puede ser una buena alternativa para el tratamiento
de las infecciones por Acremonium, ya que este antifingi-
co ofrece los mejores resultados de sensibilidad in vitro.
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