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RESUMEN

Introduccion. Scopulariopsis es un hongo saprofito del sue-
lo. En los ultimos afos se ha incrementado el numero vy diversidad
de las infecciones causadas por este hongo, incluyendo micosis
superficiales e invasoras, y se ha descrito resistencia in vitro a an-
tifungicos, aunque existe escasa informacion al respecto. Nuestro
objetivo fue establecer la sensibilidad in vitro de especies de origen
clinico frente a un amplio numero de antifungicos.

Material y métodos. Veintiocho cepas de Scopulariopsis
(10 S. brevicaulis, 7 S. koningii, 3 S. acremonium, 3 S. candida,
3 S. flava, 1 S. brumptiiy 1 S. fusca) fueron ensayadas median-
te el método Sensititre YeastOne y el de microdilucion en cal-
do, para determinar las concentraciones minimas inhibitorias
(CMIs) frente a anfotericina B, fluconazol, itraconazol, posa-
conazol, voriconazol y 5-fluorocitosina, y las concentraciones
minimas efectivas (CMEs) frente a anidulafungina, caspofungi-
nay micafungina.

Resultados. Nuestros datos confirman la alta resistencia
in vitro a los antifungicos de Scopulariopsis. Anidulafungina,
caspofungina, micafungina (CMIs =8 mg/L), 5-fluorocitosina
(CMIs =64 mg/L) y fluconazol (CMIs =128 mg/L) fueron inacti-
vas para todas las especies. Las CMIs para anfotericina B (rango
2 a =8 mg/L) e itraconazol (0,5 a =16 mg/L) fueron altas. La
mejor actividad se observo para posaconazol y voriconazol (0,5
a =8 mg/L). Con el método Sensititre YeastOne se obtuvieron
CMls ligeramente inferiores. Scopulariopsis candida, S. flava'y
S. fusca, fueron las especies mas resistentes; S. acremoniumy
S. brevicaulis las de CMIs mas bajas.

Conclusiones. Las CMIs de todos los antifungicos ensayados
fueron elevadas para Scopulariopsis, lo que demuestra que las
infecciones causadas por especies de Scopulariopsis podrian no
responder al tratamiento. En infecciones graves, voriconazol seria
una buena eleccion para el tratamiento, asociado a anfotericina B.
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ABSTRACT

Introduction. Scopulariopsis is a common soil sapro-
phyte. In the last years the infections caused by Scopulariopsis
species have increased, included superficial and invasive my-
coses. This fungi has been reported resistant in vitro to some
antifungal agents, although there is little information about
this. The aim of the study was to establish in vitro antifun-
gal susceptibility of clinical isolates of Scopulariopsis species
against to broad-spectrum antifungal agents.

Methods. A total of 28 Scopulariopsis strains (10 S. brev-
icaulis, 7 S. koningii, 3 S. acremonium, 3 S. candida, 3 S. fla-
va, 1 S. brumptii and 1 S. fusca) were tested using Sensititre
YeastOne and broth microdilution methods to determine the
minimum inhibitory concentrations (MICs) to amphotericin
B, fluconazole, itraconazole, posaconazole, voriconazole and
5-fluorocytosine, and minimun effective concentration (MECs)
to anidulafungin, caspofungin and micafungin.

Results. Our data confirm the high in vitro resistance of
Scopulariopsis to antifungal agents. Anidulafungin, caspo-
fungin, micafungin (MICs =8 mg/L), 5-fluorocytosine (MICs
=64 mg/L), and fluconazole (MICs =128 mg/L) were inactive
in vitro in all species. MICs of amphotericin B (range 2 to
=8 mg/L) and itraconazole (0.5 to =16 mg/L) were high. The
best antifungal activity was observed for posaconazole and
voriconazole (0.5 to =8 mg/L). With Sensititre YeastOne meth-
od MICs obtained slightly lower. Scopulariopsis candida, S. fla-
va and S. fusca were the most resistant species, while S. acre-
monium and S. brevicaulis showed the lowest MICs.

Conclusions. MICs of all tested antifungal agents for
Scopulariopsis were very high. Infections caused by Scopu-
lariopsis species may not respond to antifungal treatment.
Voriconazole is the drug of choice for treatment. We consider
it appropriate to add amphotericin B in serious infections.
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INTRODUCCION

En los ultimos afos se ha observado un incremento de in-
fecciones por hongos filamentosos poco habituales cuya sen-
sibilidad a antifungicos es variable y puede constituir un pro-
blema a la hora de instaurar una terapia empirica. El género
Scopulariopsis se incluye en este grupo de hongos resistentes
a un amplio numero de antifungicos'2 Se trata de hongos hi-
fomicetos saprofitos del suelo, aislados con frecuencia de ali-
mentos y una gran variedad de sustratos. Se conocen 11 espe-
cies de Scopulariopsis: S. acremonium, S. candida (anamorfo
de Microascus manginii), S. brevicaulis, S. cinereus (anamorfo
de Microascus cinereus), S.asperula, S.brumptii, S. flava, S. fus-
ca, S. koningii, S. paisii (anamorfo de Microascus cirrosus) y
S. trigonospora (anamorfo de Microascus trigonosporus)®. La
mayoria de estas especies, sobre todo S. brevicaulis, se asocian
con frecuencia con onicomicosis*®, y algunas se han implica-
do en lesiones dérmicas®®, queratitis®'°, sinusitis invasora''?,
neumonia''™, endoftalmitis', absceso cerebral'®, meningi-
tis'®, endocarditis' e infeccion invasora en pacientes con en-
fermedades graves y factores predisponentes, como trasplante,
inmunodepresion, administracion de corticosteroides, dialisis
peritoneal y cirugia?-24,

El tratamiento de las infecciones producidas por Scopu-
lariopsis es complicado, dado el alto nivel de resistencia que
presentan la mayoria de las especies. Algunos autores han des-
crito que S. brevicaulis es resistente in vitro a anfotericina B,
fluorocitosina y azoles'?, pero apenas existen estudios sobre la
sensibilidad de especies de Scopulariopsis a los antiflngicos.

El objetivo de nuestro trabajo ha sido determinar la sen-
sibilidad de varias especies de Scopulariopsis a los antifungi-
cos de uso habitual, mediante el método comercial Sensititre
YeastOne y el método de microdilucion en caldo, con el fin de
establecer con mas precision el perfil de resistencia de especies
de este género diferentes de S. brevicaulis.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron un total de 28 cepas del género Scopula-
riopsis de origen clinico, productoras de onicomicosis, pertene-
cientes a 7 especies (10 S. brevicaulis, 7 S. koningii, 3 S. acre-
monium, 3 S. candida, 3 S. flava, 1 S. brumptiiy 1 S. fusca). La
identificacion de las cepas se llevo a cabo mediante el estudio
de las caracteristicas macro y microscopicas de las colonias
crecidas en agar de Sabouraud. Se determino la sensibilidad
de estas cepas frente a anfotericina B, fluconazol, itracona-
zol, posaconazol, voriconazol, 5-fluorocitosina, caspofungina,
micafungina y anidulafungina, mediante el método Sensititre
YeastOne® (Trek Diagnostics System, UK), el cual ha demostra-
do su utilidad y concordancia con el M38-A2 propuesto por
el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para la
determinacion de la sensibilidad a los antifungicos de hongos

filamentosos?2¢. Este método consiste en una microplaca que
contiene los antifungicos a diluciones crecientes, con un in-
dicador de crecimiento de dxido-reduccion (colorante Alamar
Blue) que facilita la lectura de los puntos finales por un cambio
de color, de azul (negativo) a rojo (positivo).

Paralelamente se ensayo la sensibilidad de las cepas me-
diante el método de microdilucion en caldo propuesto por el
CLSI en el documento M38-A2?’. Los antifungicos fueron dilui-
dos en dimetil sulféxido o agua destilada estéril seguin su solu-
bilidad, preparando una solucion madre de 1280 mg/L, a partir
de la cual se obtuvieron las concentraciones finales desde 128
mg/L hasta 0,125 mg/L, utilizando como diluyente RPMI 1640
suplementado con glucosa al 2%.

El indculo se preparo 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 solucion salina estéril conteniendo un
0,05% de tween 80 y frotada suavemente con un escobillon
para obtener una suspension de conidios en 5 ml de agua des-
tilada estéril. Esta suspension se filtro a través de gasa estéril
de cuatro dobleces para eliminar las hifas acompafantes, y se
diluyo para ajustar la concentracion del indculo en un espec-
trofotometro a 530 nm hasta obtener una transmitancia del
80% al 82%, equivalente a una concentracion de 4 x 10°a 5
x 108 conidios/ml. A partir de esta suspension se efectud una
dilucion en caldo RPMI 1640 tamponado con MOPS a pH 7
hasta alcanzar un inoculo final de 0,4-5 x 10* conidios/ml. La
inoculacion de los pocillos de la placa se efectud con 100 wl
de esta suspension. Las placas se incubaron a 35°C durante 72
horas, antes de realizar la lectura definitiva. Todas las prue-
bas se realizaron por duplicado para evitar errores de técnica.
Como CMI (concentracion minima inhibitoria) se considerd la
concentracion mas baja que produjo inhibicion del crecimien-
to. Para equinocandinas se considerd la CME (concentracion
minima efectiva), menor concentracion que causa cambios es-
tructurales en el hongo, equivalente a la llamada CMI-2 (50%
de inhibicion del crecimiento)?,

Incorporamos en el estudio una cepa de Aspergillus flavus
ATCC 204304 vy otra de Aspergillus fumigatus ATCC 204305,
como cepas control.

RESULTADOS

Fluconazol (=128 mg/L) y 5-fluorocitosina (=64 mg/L) pre-
sentaron CMIs muy elevadas para todas las especies de Scopula-
riopsis en los dos métodos de sensibilidad ensayados. Igualmen-
te, todas las equinocandinas (caspofungina, micafungina y ani-
dulafungina) mostraron CMEs de =8 mg/L en ambos métodos.
Con el resto de antifungicos se obtuvieron CMIs comprendidas
entre 1y =8 mg/L para anfotericina B; 0,5y =16 mg/L para itra-
conazol; y 0,5 y =8 mg/L para posaconazol y voriconazol. En la
tabla 1 se reflejan las CMls de anfotericina B, itraconazol, posa-
conazol y voriconazol, obtenidas con los dos métodos de sensi-
bilidad ensayados para las diferentes especies de Scopulariopsis.
Con el método Sensititre YeastOne las CMIs son ligeramente in-
feriores a las del método de microdilucion en caldo.
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tividad es cuestionable'283032_ Algunos autores

Tabla 1 Distribucion de 28 cepas de especies de Scopulariopsis aseguran que la cirugia asociada a combinacio-
segun su sensibilidad a anfotericina B, itraconazol, L . -
posaconazol y voriconazol, por el método Sensititre nes de antifungicos, part{cularmente anfoterici-
YeastOne y el método de microdilucion en caldo (CLSI). na B y.azoles, puede mejorar los resultados del

— tratamiento'?23%3,
Distribucion segin sensibiidad (CM m/l) Existe escasa informacion sobre la actividad

Especie (n) Antifingicos Sensititre YeastOne | Microdilucion en caldo in vitro de muchos antifungicos frente a Sco-

Rango 05 1 2 4 =28 =216 pylariopsis. La mayoria de los datos publicados

S. brevicaulis (10)  Anfotericina B 1-28 1/- 5/3 1/3 3]4 se refieren a la especie S. brevicaulis y descri-

- 1-516 1/- 1/3 6/2 2/1 -Ja4 ben una susceptibilidad moderada a anfoteri-
Posaconazol - V- sl 43 |1 cina By re&genma a itraconazol, fluconazol y
5-fluorocitosina, aunque los datos son contra-
Voriconazol = 2[- 6[- 2[7 -I3 dictorios, debido probablemente a la variedad
C. koningii (7) Anfotericina B 2-28  1/- 11 3/2 3/4 de métodos utilizados para determinar la sensi-
Itraconazol 05-216 -[- -1 -[- -[- 6/6 bilidad">"?53234 Sj coinciden todas las publica-
ozl 1-28  1[- 1/- -[1 -]- /6 ciones en que la sensibilidad de Scopulariopsis a
Voriconazol 05-28 - - |- s/6 los antifungicos disponibles es reducida.
S acremonium () Anfotericina B 1-2 - 202 El método elegido por nosotros para de-
ltraconazol 9ol - o2 -2 tgrmmar la sensibilidad a antifungicos, $§n5|—
titre YeastOne, ha demostrado ser de utilidad
e ] Lo 2/3 para hongos filamentosos, a pesar de que las
Voriconazol 1-2 3- -3 pruebas de sensibilidad para estos hongos son
S. candida (3) Anfotericina B 2-4 1/- 2/3 controvertidas y los resultados in vitro pueden
il >16 3/3 ho concordar con la respuesta clinica. Su co-
Posaconazol -8 303 rrelacion con el método de microdilucion en
: caldo recomendado por el CLSI es satisfactoria.
Voriconazol 4-28 il 2 Los resultados obtenidos en nuestro estudio
S. flava (3) Anfotericina B 4-=8 1202 con este método muestran CMIs ligeramente
Itraconazol >16 3/3  inferiores a las del método de referencia pe-
Posaconazol 4->8 111 2/2 ro coinciden con los publicados por los pocos
Voriconazol 558 1- -1 2/2 autores que han realizado estudios de sensi-
5. brumptii (1) Anfotericing B i " bilidad en especies de Scopu/ar{opSIS, Estos
resultados confirman que las equinocandinas,
ltraconazol =1 T 5_flyorocitosina y fluconazol son ineficaces
Posaconazol 4 - - para Scopulariopsis; anfotericina B e itraco-
Voriconazol 4 if= =f1 nazol muestran alguna actividad frente a de-
S. fusca (1) Al B 8 11 terminadas especies, mientras que posaconazol
ltraconazol o185 Y voriconazol son eficaces frente a un nimero
mayor de especies. Aungue nosotros no hemos
Posaconazol 28 1/1 . L )
ensayado la actividad de terbinafina, es eficaz
Voriconazol =8

11 frente a S. brevicaulis*?® segun algunos auto-

En general, estos antiflngicos mostraron CMIs mas eleva-
das para S. candida, S. flava y S. fusca, mientras que las CMls
de anfotericina B, posaconazol y voriconazol fueron mas mo-
deradas para S. acremoniumy S. brevicaulis.

DISCUSION

En las infecciones por especies de Scopulariopsis existe
poca experiencia sobre la efectividad de los antifungicos y no
estan bien definidas las pautas de tratamiento. La mayoria de
los casos han sido tratados con anfotericina B, aunque su efec-

res, y otros opinan lo contrario?*332®,

Podemos concluir que las diferentes especies del género
Scopulariopsis muestran resistencia frente a los antifungicos
de uso habitual en el tratamiento de la infecciones por hongos
filamentosos oportunistas; solamente posaconazol y voricona-
zol parecen ser una buena eleccion para el tratamiento, aso-
ciados a anfotericina B en infecciones graves.
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