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Resumen: La mayoria de fusariosis invasivas en humanos son causadas por los complejos de especies Fusarium solani
(FSSC) y Fusarium oxysporum (FOSC). El primer complejo es mas resistente a la terapia de eleccion que el segundo, por
lo que la identificacion rapida y precisa de género y especie es importante debido al contexto clinico del microorganismo.
La OMS categorizo a este patogeno dentro del grupo de alta prioridad, debido a limitadas opciones terapéuticas y a su
multirresistencia antifingica. Las técnicas convencionales solo permiten identificar el género; el uso de técnicas
moleculares permite una correcta identificacién a nivel de género y especie. Describimos el primer reporte de caso en
Ecuador de fungemia asociado a SARS-CoV-2 en un paciente varén de 70 afios con COVID-19, hipertension arterial
crénica controlada y sin otras comorbilidades. Durante la estancia hospitalaria, el paciente desarrolld fungemia por
Fusarium oxysporum, la cual terminé en su deceso. Se realizo la identificacién del género con técnicas convencionales y la
especie con técnicas moleculares y filogenéticas, mediante secuenciacion del espaciador intergénico ribosomal ITS. En
Ecuador, no existen registros de secuencias de Fusarium spp aisladas de muestras clinicas, contando solo con aislados
ambientales. No se conoce la incidencia de la fungemia en nuestro medio, debido a la falta de reportes o estudios
epidemiologicos. El virus SARS-CoV-2 causa dano al epitelio respiratorio, produce una desregulacion inmunoldgica, por
lo cual los pacientes son mas susceptibles a desarrollar infecciones fliingicas; inicamente las candidiasis y aspergilosis
han sido documentadas ampliamente en pacientes criticos con COVID-19, mientras que otras que otras infecciones
fangicas invasivas han sido menos reportadas. Las técnicas moleculares son un apoyo para la identificacion y diagndstico
especifico de enfermedades micéticas poco frecuentes que tienen altas tasas de mortalidad y constituyen una
herramienta potente de identificaciéon inequivoca, para una estrategia de tratamiento y, para el seguimiento
epidemiolégico de casos.

Palabras clave: fungemia; SARS-Cov-2, identificaciéon molecular; filogenética, epidemiologia

Abstract: Most invasive Fusarium wilts in humans are caused by the Fusarium solani (FSSC) and Fusarium oxysporum
(FOSC) species complexes. The first complex is more resistant to the therapy of choice than the second, so rapid and
accurate identification of genus and species is important due to the clinical context of the microorganism. The WHO
categorized this pathogen within the high priority group, due to limited therapeutic options and its antifungal multire-
sistance. Conventional techniques only allow gender identification; the use of molecular techniques allows a correct
identification at the genus and species level. We describe the first case report in Ecuador of fungemia associated with
SARS-CoV-2 in a 70-year-old male patient with COVID-19, controlled chronic arterial hypertension and no other comor-
bidities. During the hospital stay, the patient developed fungemia due to Fusarium oxysporum, which ended in his death.
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The identification of the genus was carried out with conventional techniques and the species with molecular and phylo-
genetic techniques, through sequencing of the ribosomal intergenic spacer ITS. In Ecuador, there are no records of
Fusarium spp sequences isolated from clinical samples, with only environmental isolates. The incidence of fungemia in
our environment is unknown, due to the lack of reports or epidemiological studies. The SARS-CoV-2 virus causes dam-
age to the respiratory epithelium, produces immune dysregulation, which makes patients more susceptible to develop-
ing fungal infections; Only candidiasis and aspergillosis have been widely documented in critically ill patients with
COVID-19, while other than other invasive fungal infections have been less reported. Molecular techniques are a support
for the identification and specific diagnosis of rare fungal diseases that have high mortality rates and constitute a pow-
erful tool for unequivocal identification, for a treatment strategy and for the epidemiological follow-up of cases.

Keywords: fungemia; SARS-Cov2; molecular identification; phylogenetic, epidemiology

1. Introduccion

Las enfermedades infecciosas se encuentran entre las principales causas de mortalidad y una de las
principales causas de discapacidad en todo el mundo, en este contexto las enfermedades fuiingicas invasivas
(IFD, por sus siglas en inglés) estin aumentando en general y en particular entre las poblaciones
inmunocomprometidas. Las IFD estan aumentando a medida que la poblacién en riesgo contintia
expandiéndose, y la accesibilidad a terapias e intervenciones que dafian el sistema inmunitario, como la
quimioterapia y la inmunoterapia para el cancer y el trasplante de o6rganos solidos (World Health
Organization, 2022).

Las infecciones por hongos filamentosos son las principales causas de infecciones sistémicas en
pacientes inmunodeprimidos (Lanternier et al., 2013). Entre estos agentes etioldgicos se encuentran varios
géneros de hongos filamentos. Los hongos del género Fusarium pueden producir infecciones diseminadas,
especialmente en pacientes con catéteres centrales, posiblemente debido a la capacidad de adherirse a estos
dispositivos (Shariati et al., 2020). Ciertas especies como Fusarium solani (representa aproximadamente el
50% de todas las infecciones), seguida por Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum y Fusarium
verticillioides, que son principalmente patoégenos de plantas ampliamente distribuidos en el suelo, causan
infecciones invasivas en humanos (Normand et al., 2021).

La mayoria de las fusariosis invasivas en humanos son causadas por el complejo de especies Fusarium
solani (FSSC) y por el complejo de especies Fusarium oxysporum (FOSC), por lo que la identificacion rapida
y precisa a nivel de especie o al menos a nivel de complejo de especies de vital importancia tomando en
cuenta el contexto clinico del microorganismo, siendo este un requisito previo para la toma de decisiones
terapéuticas, ya que esto garantiza un inicio oportuno y apropiado de medicamentos antimicéticos, con lo
cual puede mejorar el pronodstico del paciente (Normand et al., 2021). Los miembros clinicamente relevantes
de Fusarium son resistentes a casi todos los antifingicos utilizados actualmente, no solo azoles, sino
también equinocandinas y polienos. Esto plantea un gran desafio para la medicina y la agricultura, en
particular con los hongos emergentes y de expansion mundial como el Fusarium (Al-Hatmi et al., 2016).

Los complejos de Fusarium tienen caracteristicas macroscopicas y microscopicas bastante similares, lo
que dificulta la identificacién precisa de complejos de especies con métodos fenotipicos, por lo cual es
necesario utilizar métodos de biologia molecular para la correcta identificacion de complejos de especies
(Thomas et al., 2019). Con los avances en secuenciacién molecular, se reconocen mas de 200 especies en 22
complejos de especies, que se diferencian por morfologia, asociacién de huéspedes y parametros
moleculares. Actualmente, se ha sugerido que 74 especies taxonémicas causan infecciones humanas, a
juzgar por su aislamiento de muestras clinicas, y este nimero se estd expandiendo. Hasta la fecha,
alrededor de 36 de los presuntos oportunistas en humanos tienen nombre, mientras que 38 atin no y solo
pueden identificarse mediante analisis de secuencia multilocus (MLSA) (Al-Hatmi et al., 2016).
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La infeccion fangica ocurre por transmision aérea, cortes en la piel provocado por traumatismos,
quemaduras o colocacion de catéteres vasculares (Carlesse et al., 2017). Uno de los principales factores de
riesgo para los pacientes inmunocomprometidos es la inhalacion de aire contaminado, se ha establecido un
vinculo entre la presencia de Fusarium en el aire y en la sangre de pacientes infectados, ademas se sugirié
que el aire hospitalario sin filtrar puede ser problematico para estos pacientes (Al-Hatmi et al., 2016). Los
pacientes con fusariosis diseminada suelen tener hemocultivos positivos, siendo el pronéstico reservado
ya que la mortalidad de la forma diseminada ronda el 80%. Sin embargo, en la mayor parte de casos clinicos
no se reporta la especie, ya que este género es muy heterogéneo y dificil de clasificar con las técnicas
convencionales (Gaviria-Rivera et al., 2018).

La fusariosis diseminada se incluye dentro de las hialohifomicosis, un término utilizado para
denominar las infecciones causadas por hongos que tienen hifas hialinas tabicadas, como son Fusarium spp.,
Scedosporium spp., Acremonium spp. y Paecilomyces spp (Giraldo et al., 2010) . Las micosis invasivas por
Scedosporium, Fusarium o mucorales (Rhizopus, Mucor o Lichtheimia) han aumentado en frecuencia y
gravedad en los ultimos afios, principalmente en pacientes inmunocomprometidos. Estas micosis
profundas son menos frecuentes que las causadas por el género Aspergillus, sin embargo, suelen ser mas
virulentas y dificiles de tratar debido a su resistencia a la mayoria de los antifiingicos disponibles, ademas
junto con el cambio de ciertos nichos ecologicos explicaria el mayor nimero de aislamientos de estos
hongos en pacientes inmunocomprometidos. La buena evoluciéon de los pacientes se relaciona con un
diagnoéstico rapido, tratamiento antifingico oportuno y la recuperacién del estado inmunitario del
paciente, sobre todo de su neutropenia (Peman & Salavert, 2014).

La pandemia de la enfermedad por coronavirus (COVID-19) se ha asociado con un aumento en la
incidencia de infecciones fungicas invasivas comdrbidas. En el contexto epidemiologico actual, el virus
SARS-CoV-2 causa dano directo al epitelio respiratorio y produce una desregulacion del sistema inmune,
lo que provoca que los pacientes sean mas susceptibles a desarrollar infecciones fungicas, entre ellas, la
candidiasis invasiva y la aspergilosis pulmonar han sido documentadas ampliamente en pacientes criticos
con enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-19) (Roudbary et al., 2021). En el Ecuador no existen
registros de secuencias de especies de Fusarium provenientes de aislados clinicos, solo aislados de muestras
ambientales, por lo que no se conoce la incidencia de la fungemia en nuestro medio, debido a la falta de
reportes o estudios epidemioldgicos en el pais (Lopez et al., 2018). En el presente reporte de caso
describimos un caso de fungemia asociada a colonizacion del catéter orotraqueal por Fusarium oxysporum,
mediante la identificacién morfoldgica, filogenética y molecular, en un paciente masculino de 70 afios con
COVID-19, residente en Quito, Ecuador.

2. Materiales and Métodos
2.1. Aislamiento de cultivo microbiano

Fusarium spp. se aisl6é de una muestra de sangre de un paciente con sintomas de COVID-19. La muestra de
sangre fue inoculada en tres botellas de hemocultivo e incubadas a 35°C + 1,5°C en el sistema Bactec (BD
Difco, USA). Una vez que el hemocultivo del paciente resultd positivo, se tomd una alicuota de la botella y
se centrifugd para obtener un sedimento del cultivo, al cual se le realizé una tinciéon de Gram, para
visualizar el tipo de microorganismo que se desarrollo.

2.2 Caracterizacion morfoldgica convencional

Para la caracterizacion morfoldgica, el hemocultivo se inoculd en el medio solido agar dextrosa de Saboraud
a temperatura ambiente (20°C- 25°C) y a 37°C para facilitar su crecimiento. A los 5 dias de crecimiento se
observo desarrollo de colonias y se procedid a realizar la caracterizacion morfologica. Se observaron las
caracteristicas microscopicas del microorganismo, como primer nivel de identificacién. Se realizé una
alicuota del cultivo puro y se almacend a temperatura ambiente (20°C- 25°C) en tubos Eppendorf con
solucion salina estéril. La caracterizacion morfologica convencional se llevd a cabo en la Unidad Técnica de
Patologia Clinica del Hospital de Especialidades Carlos Andrade Marin.
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2.3 Extraccion de ADN y amplificacion via PCR

Se realizé la extraccion de ADN con el kit QIAamp DNA mini kit (QIAgen, Hilden, Alemania),
directamente de medio agar dextrosa de Saboraud una vez que el hongo formo colonias visibles y maduras,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se procedié a realizar un ensayo PCR usando la
region genomica ITS (Internal Transcribed Spacer); las cantidades utilizadas en la master mix para ejecutar
la PCR se detallan en la Tabla 1. La region ITS del ADNr se amplifico con los cebadores universales ITS1(5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-"3) e ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), descritos por White et al.
(1990). Las condiciones del termociclado fueron: desnaturalizacién inicial de 4 min a 95 °C; 35 ciclos de 30s
a 95°C, 1 min a 57°C, 1 min a 72°C; y una extensioén final de 10 min a 72°C. El producto, se visualizé por
electroforesis en gel de agarosa a 1,2% bajo luz ultravioleta, para obtener un fragmento de 490 pares de
bases (pb). La caracterizacién molecular se ejecuto en las instalaciones de Facultad de Ciencias de la Salud,
Laboratorio de Investigacion, de la Universidad Internacional SEK.

Tabla 1. Concentraciones de los componentes de la Master Mix para los primers ITS1 e ITS4

., ., Volumen
Concentracion Concentracion
Componente .. . para 1tubo
inicial final
de 25 ulL
DreamTaq PCR Master
. 2x 1x 12.5
Mix
Primer F (ITS) 10 uM 0,1uM 0.25
Primer R (ITS) 10 uM 01uM 0.25
ADN 50 ng/uLL 100 ng/uL 2
H20 10

El producto obtenido fue enviado a secuenciar a Macrogen Inc (Seoul, Corea del Sur). La secuencia
generada se limpid y se ensamblé usando el programa bioinformatico Sequencher 5.4.6. La secuencia
consenso se exportaron como archivos FASTA. Una vez se obtuvo la secuencia consenso, se compard con
la base de datos de GenBank NCBI, usando la herramienta BLASTn para obtener porcentaje de identidad
del microorganismo en estudio.

2.4 Analisis filogenético

Se utilizaron secuencias de especies de Fusarium de diferentes paises obtenidas del GenBank, y la secuencia
consenso obtenida del aislado. Un total de 51 secuencias fueron muestreadas. Se incluyeron para el analisis
secuencias de grupos hermanos de referencia y grupos externos como especies de Scedosporium
apiospermuim.

Se construy6 una matriz de alineamiento del gen ITS mediante ClustalW usando el programa MEGA X con
parametros de Penalidad de Creacion de Gap-GOP y Penalidad de Extension de Gap-GEP de 30.0 y 10.0
respectivamente buscando el mayor grado de homologia posicional.

Se utilizaron las respectivas matrices alineadas para la construccion del arbol filogenético como segundo
nivel de identificacion, utilizando el software MEGAX para Maxima Verosimilitud (ML) del gen ITS. El
arbol se enraizé usando como grupos externos secuencias de la especies Scedosporium apiospermum de
acuerdo a la taxonomia tradicional.

El modelo de substitucion nucleotidica de cada matriz para el analisis de ML fue calculado por Model Test
bajo MEGAX calculado mediante el criterio de Akaike y Bayesian Inference Criteria (BIC). El arbol de ML
fue construido con un arbol inicial de MP. La construccion de MP fue realizada con 1.000 réplicas de adicion
al azar de taxa y caracteres y barrido de ramas con TBR (Tree Bisection and Reconnection). Posteriormente
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se realizé un repesado de caracteres homodlogos mediante el indice de consistencia recalculado (RCI) y se
obtuvo los valores (en %) de soporte de ramas mediante 1.000 pseudoréplicas de bootstrap de la matriz
como apoyo estadistico a posteriori de clados o ramas (Felsestein 1985). El arbol resultante se muestra en
la Fig 4.

Como tercer nivel de verificacion de identificaciéon molecular y con fines de clasificacién en complejos,
grupos y verificacion de especies filogenéticas (concepto de especie filogenética), se evalu6 cada clado
monofilético mediante la divergencia entre especies mediante la construccién de matrices de distancia (y
% divergencia x 100) mediante el modelo de p-distancia sin corregir, asi como entre secuencias obtenidas
del NCBI y las obtenidas en el laboratorio.

2.5 Consideraciones éticas

Se obtuvo el consentimiento informado del familiar del paciente. El tramite para la obtencién de datos se realizd
en el CEISH (Comité de Etica e Investigacion en Seres Humanos) del Hospital del Especialidades Carlos
Andrade Marin, Ntimero de resolucién en proceso.

3. Resultados

3.1 Descripcion del reporte de caso

Describimos el primer reporte de caso en Ecuador de fungemia por Fusarium oxysporum asociado a
SARS-CoV-2 en un paciente varén de 70 afios con COVID-19, ecuatoriano residente de la ciudad de Quito.
El paciente presenta un antecedente patoldgico de hipertensién arterial cronica controlada. En primera
instancia, el paciente acude a revisién ambulatoria presentando sintomas respiratorios como cefalea, tos
que moviliza secreciones, odinofagia, disfonia, artralgias, mialgias, rinorrea, alza térmica no cuantificada,
sudoracién profusa, disnea de medianos esfuerzos, decaimiento y fatiga, se le suministran corticoides y
antibiético.

A los 15 dias al persistir los sintomas acude el a emergencias del Hospital de Especialidades Carlos
Andrade Marin, el episodio fue confirmado como SARS CoV-2 positivo, que generd sindrome de dificultad
respiratoria aguda, tipo Berlin severo, posteriormente es ingresado a la Unidad de Cuidados Intensivos,
donde ameritd asistencia ventilatoria invasiva con 3 ciclos de pronacion, traqueostomia fallida, con mala
evolucién, y se le suministra nuevamente corticoterapia para los sintomas, durante su estancia recibid
antibioticoterapia dirigida con carbapenémicos, glucopéptido, aminoglucdsido y quinolonas.

A los 8 dias de su ingreso al hospital se envian cuatro frascos de hemocultivo para identificacion
microbioldgica, posteriormente se reporto6 el crecimiento bacteriano de Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos tipo NDM XDR. A los 14 dias de hospitalizacion se notifico el crecimiento de un hongo
patogeno en un frasco de hemocultivo y 6 dias después se reporta fungemia por hongo filamentoso el
mismo que se confirma género siendo identificado como Fusarium spp., con este reporte el paciente recibid
anfotericina b desoxicolato y voriconazol por choque séptico persistente. El paciente fallece 5 dias después
del diagnostico de fungemia. Posteriormente, se pudo identificar mediante técnicas moleculares y
filogenéticas al microorganismo Fusarium oxysporum como causante de la fungemia. La linea de tiempo de
los hallazgos hospitalarios se describe en la Figura 1.
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Figura 1. Linea de tiempo de los principales hallazgos diagnosticos

La tincién de Gram mostro realizada al hemocultivo mostré hifas septadas Gram negativas, microconidios
Gram positivos (Figura 2). Se observaron las caracteristicas macroscopicas de la colonia, tanto en el anverso
como el reverso. Al anverso se observa una colonia vellosa, plana, blanca y con una coloracién naranja
central que se difunde en la colonia. Al reverso se observa una coloracion crema anaranjada en el cultivo

(Figura 3).

Figura 2. Tincién de Gram de hemocultivo positivo, se observan hifas septadas Gram negativas, microconidios Gram

positivos.
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Figura 3. Macroscopia de colonia de Fusarium oxysporum en agar dextrosa de Saboraud. A. Anverso: colonia vellosa,
plana, bordes blancos y con una coloracién naranja central que difunde en la colonia. B. Reverso: se observa una
coloracion crema-anaranjada en el cultivo.

Con base a las estructuras microscdpicas observadas: hifas hialinas septadas, conidiéforos largos con
monifiliades, macroconidias abundantes en forma de semiluna, hialinas y septadas, abundantes
microconidias ovoides, se identific6 como Fusarium spp. Basado en las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de la colonia obtenida a partir del cultivo de sangre positivo del paciente, se identificé al
microrganismo como Fusarium spp (Figura 4).

Figura 4. Colonia de Fusarium oxysporum observada al microscopio con azul de lactofenol. Izquierda: A. Hifas
hialinas septadas, conidiéforos largos con monofialides (40x). Derecha: A. Macroconidias hialinas y septadas en
forma de semiluna. B. Abundantes microconidias ovoides (100x).
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3.2. Identificacion molecular y filogenética

Se obtuvo una secuencia de 490 bp, con un porcentaje de identidad del 100% para Fusarium oxysporum
usando la base de datos GenBank NCBI. Para la construccion del arbol filogenético con base en el gen ITS
se construyd una matriz de alineamiento resultante de 490 pares de base o caracteres posicionales por 52
secuencias o taxas.

En la Fig. 5, se muestra el cladograma resultante que en ambos analisis (ML y MP) mostraron la mis a
topologia. En el mismo se puede observar la formacion de 2 clados hermanos: el clado mas basal formado
por los subclados de las especies del complejo Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum (Complejo de
especies Fusarium fujikuroi), y un segundo clado derivado formado por miembros del complejo de especies
Fusarium solani y Fusarium falciforme en posicion parafilética, colocando en duda del grupo solani asociado
a F. falciforme, y mostrando a solani como un grupo de posibles especies distintas. El clado monofilético
formado con las especies de F. oxysporum incluida la secuencia del paciente (Codigo de Acceso por obtener
de NCBI), mostrd un porcentaje de apoyo por bootstrap del 99% y un porcentaje de divergencia dentro del
subclado oxysporum entre el 0 y 1.8%. La secuencia del paciente de Ecuador resultd identica a las
secuencias de Japon y Brasil (0% de divergencia) y la mas distante la secuencia de India con 1,8%. La
divergencia interespecifica versus proliferatum, el grupo hermano result6 de 7,2%, y con el clado de solani
entre 17 y 20%. La divergencioa intraespecifica en proliferatum varié entre 0% y 2%, similar a la intra de
oxysporum corroborando el valor intra para una especie de Fusarium. La divergencia intra en el clado solani
resultd entre 1,8 y 7%, sugiriendo como en la topologia del arbol un complejo de especies distintas.

$7 — LC184204 1 Fusanum falcdorme Japan

—— MN545569 1 Fusanum falcforme India

% — MN545543 1 Fusanum falcforme India
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Figura 5. Arbol filogenético de maxima verosimilitud (ML) a partir de secuencias de la regién ITS de especies del
género Fusarium. Los niimeros sobre los clados indican el valor del % Bootstrap con 1,000 pseudoreplicas. En rojo se
resalta la secuencia obtenida del paciente COVID-19 de Ecuador
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4. Discusion y conclusiones

El diagndstico de infecciones flngicas sigue siendo un problema a resolver a nivel de laboratorio
clinico, las manifestaciones clinicas de las micosis invasivas no son especificas y las herramientas
diagndsticas existentes a menudo carecen de sensibilidad. Las técnicas convencionales y las técnicas
moleculares pueden ayudar a facilitar y acelerar el diagnoéstico (Kiraz, 2015). Las técnicas tradicionales
basadas en la morfologia es decir en caracteres fenotipicos, para la identificacién de especies de hongos es
muy importante para comprender la evolucion de los caracteres morfoldgicos. Sin embargo, los enfoques
morfoldgicos de la sistematica fungica, aunque se utilizan de forma rutinaria en estudios taxondmicos
fingicos para la clasificacion de hongos a nivel ordinal o familiar, no siempre puede funcionar bien para
las clasificaciones de nivel inferior o de especies (Raja et al., 2017).

El desarrollo de métodos moleculares para la deteccion e identificaciéon de hongos presentes en
muestras clinicas crece a un ritmo muy rapido, ya sea mediante técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos o mediante sondas especificas o secuenciacion de 4cidos nucleicos (Kiraz, 2015). En nuestro
reporte se utilizaron técnicas moleculares para poder identificar al microorganismo a nivel de género y
especie, utilizando la region ITS. La region ITS (espaciador intergénico ribosomal) es considerada como
marcador estandar para la identificacion de mayoria de las especies de hongos utilizada ampliamente para
la sistematica, la filogenética y la identificacion (Schoch et al., 2012).

El género Fusarium comprende mas de 300 especies filogenéticamente distintas, agrupadas en mas de
20 complejos de especies. Sin embargo, las especies de Fusarium que causan enfermedades en humanos se
agrupan en siete complejos de especies: complejo de especies de Fusarium solani (FSSC), complejo de
especies de Fusarium oxysporum (FOSC), complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FESC), complejo de
especies de Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC), complejo de especies de Fusarium chlamidosporum (FCSC),
complejo de especies de Fusarium dimerum (FDSC) y complejo de especies de Fusarium sporotrichoides
(FSAMSC)(Bansal et al., 2019).

En el presente reporte de caso clinico de un paciente con COVID-19, la observaciéon macroscopica y
microscopica permitié la identificacion a nivel de género de Fusarium spp., mas no de especie; las
estructuras microscdpicas del género Fusarium son practicamente similares y no se aprecian diferencias
significativas a nivel de especies, sin embargo, con base a la identificacién convencional, se empezd
tratamiento antifingico. Las diferencias a nivel genético entre especies pueden favorecer la aplicacion de
ciertos tratamientos terapéuticos sobre otros, y nos permite obtener datos epidemioldgicos mas precisos
sobre estos hongos. Las herramientas diagndsticas existentes a menudo carecen de sensibilidad, por lo cual,
la combinacion de varias herramientas de diagndstico es obligatoria para permitir un diagnostico temprano
de estas infecciones. Las técnicas convencionales y las técnicas moleculares pueden ayudar a facilitar y
acelerar el diagnostico en forma complementaria (Kiraz, 2015).

En el andlisis, se utilizaron técnicas moleculares para poder identificar al microorganismo a nivel de
género y especie, obteniendo un porcentaje de identidad de la secuencia obtenida del paciente de un 100%
para Fusarium oxysporum mediante el Blast con NCBI en un primer nivel, la ubicacién por homologia en la
topologia del arbol filogenético en posicion monofilética con otras secuencias de oxysporum, que apoya el
% de identidad en un segundo nivel de identificacion, y se culmind el proceso con el tercer nivel de
identificaciéon molecular calculando la divergencia intra secuencias de oxysporum entre 0 y 1,8%. Esta
identificacion especifica y precisa del patdgeno, ayudaria en casos futuros a viabilizar un tratamiento
oportuno y especifico, tomando en cuenta que los complejos presentan diferencias en cuanto a resistencia
antifingica.

Aproximadamente el 70% de los casos de enfermedad invasiva que ocurren en pacientes
hematoldgicos son causados por FSSC y FOSC, pero existen diferencias geograficas en la distribucion de
especies (Nucci et al., 2021), siendo los complejos mas grandes involucrados en infecciones en humanos del
complejo de especies Fusarium solani (FSSC) y del complejo Fusarium oxysporum (FOSC) (Normand et al.,
2021). El analisis filogenético, nos permitié visibilizar que el clado formado por las secuencias de F. solani y
F. falciforme como grupos hermanos en el mismo complejo de especies Fusarium solani (FSSC) y, las
secuencias de Fusarium oxysporum, incluida la del paciente de nuestro estudio, ubicada en el subclado
monofilético del complejo de especies Fusarium oxysporum (FOSC) y como grupo hermano del suclado de
Fusarium proliferatum que pertenecen al complejo de especies Fusarium fujikuroi FFSC.
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La relacidn cercana entre secuencias de Fusarium proliferatum y Fusarium oxysporum sugiere que
comparten caracteristicas genotipicas, lo cual es apoyado con los resultados encontrados usando los genes
TEF1 y RPB2, los cuales al igual que la regién gendmica ITS sirven para identificar especies de este hongo,
y refieren esta misma relacion filogenética cercana entre los complejos FOSC y FFSC (Yassin et al., 2022) .

En comparacion con otros resultados, un reporte de caso realizado en 2022 (Jalal Damani, 2022) de un
paciente inmunocompetente con COVID-19 que desarroll6 una infecciéon pulmonar por Fusarium spp., se
sefnala que se utiliz6 una prueba para deteccién de un antigeno (prueba convencional) producido por
especies de Fusarium, sin embargo, no se alcanz¢ la identificacion a nivel de especie.

En otros reportes de caso realizados (Poignon et al.,, 2020) y (Barberis et al., 2022) en pacientes con
COVID-19 y que desarrollaron fusariosis invasiva, se utiliz6 una técnica protedmica denominada
espectrometria de masas. En el primero se identifico a Fusarium proliferatum mientras que en el segundo a
Fusarium wverticillioides. Tanto las técnicas moleculares como las proteémicas utilizan informacion
estructural de los microorganismos para poder identificarlos a nivel de género y especie, siendo un aporte
valioso en la practica rutinaria en los laboratorios donde se realiza la identificaciéon de estos patdgenos,
ademas que los datos obtenidos fortalecen el seguimiento y control epidemiolégico de especies de hongos
patogenos para el ser humano.

La OMS categorizo al género Fusarium dentro del grupo de patogenos de alta prioridad debido a la
resistencia antifingica inherentemente ya que es resistente a la mayoria de antifungicos y al uso masivo de
algunos antifiungicos (azoles) en la agricultura. Los patégenos causales rara vez se confirman
microbiolégicamente, debido a la falta de personal calificado y a que, en la mayoria de los entornos, los
datos de vigilancia son de baja calidad o no existen (World Health Organization, 2022).

En nuestro caso, para realizar el analisis filogenético del microorganismo, no se encontraron
secuencias reportadas aisladas de muestras clinicas en el pais, sino inicamente se encontraron en muestras
ambientales, por lo que se utilizaron secuencias de especies de Fusarium extraidas a partir de aislados
clinicos de diferentes paises, esto hace dificil conocer la incidencia de la fungemia en nuestro medio. La
vigilancia clinica mejorada dependera del nivel de conocimiento y educacion sobre la presentacion clinica
y los factores de riesgo de infecciones causadas por estos patdgenos. El acceso a las herramientas de
diagndstico en el punto de atencion es esencial para una atencion 6ptima del paciente y para la generacion
de datos de vigilancia.

El presente reporte de caso permite visibilizar que en el Ecuador no existe informacion precisa de
microorganismos del género Fusarium que afectan al ser humano y tomando en cuenta que es un patdgeno
de alta prioridad se deberian establecer protocolos de identificacion diagnostica que permitan reportar de
manera oportuna estos patdgenos. Las técnicas convencionales, moleculares y filogenéticas empleadas en
este estudio brindan informacién valiosa para el manejo y vigilancia de pacientes infectados con este tipo
de microorganismos, ademas que promueve el uso de técnicas basadas en la composicion estructural
(proteinas, acidos nucleicos, genes) de los patogenos, haciendo la identificacién mads precisa, la posibilidad
de untratamiento especifico y, por ende obtener datos relevantes sobre estas enfermedades infecciosas.

5. Recomendaciones

Las pruebas convencionales para la identificaciéon de hongos son una herramienta valiosa para la
caracterizacion de las especies fingicas, sin embargo, estas pruebas suelen ser limitadas en su capacidad
para distinguir entre especies fingicas similares, y pueden requerir un conocimiento experto, por lo que
la eleccion de las pruebas dependera del contexto clinico, epidemioldgico y del tipo de muestra analizada,
y el uso de multiples técnicas puede ser necesario para una identificacion precisa y confiable.

La secuenciacion de acidos nucleicos permite una identificacion precisa y rapida a nivel de género y
especie de microorganismo fngicos, estas pruebas son menos subjetivas y no requieren experiencia
previa en la identificacion de especies fungicas, lo cual sirve para mejorar la identificacion de especies
fangicas, especialmente en casos de infecciones crénicas graves.

El analisis filogenético es una herramienta valiosa para la identificacion y caracterizacién de hongos
de importancia clinica, ya que analiza las relaciones evolutivas entre las diferentes especies de hongos,
proporcionando informacioén til para la identificacion precisa de especies y la comprension de la
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epidemiologia y patogenia de las infecciones fingicas, asi como la comprension de las relaciones entre
especies fungicas y sus hospedadores.
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