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RESUMEN

[ aumento creciente de infecciones fiingicas y la aparicion de resistencia a los antimicoti-

cos, han hecho necesario el desarrollo de métodos estandarizados para la determinacion de
la susceptibilidad antifingica. Tales métodos deben ser reproducibles y adaptables a un laboratorio
asistencial, de manera que permitan la deteccion de resistencia in vitro, la cual, en la mayoria de
los casos, suele correlacionarse con una evolucion clinica desfavorable. Tanto el Clinical Laboratory
Standards Institute, como el European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing han de-
sarrollado guias para la medicion estandarizada de la sensibilidad de varias especies de hongos a los
antimicoticos actuales. En la literatura cientifica colombiana son pocos los datos disponibles sobre
la sensibilidad antifingica, por lo que frente al creciente aumento de la resistencia a los antifingi-
cos, se hace necesario comenzar a recopilar datos propios. En este articulo se hace una revision de las
tiltimas publicaciones indexadas en Pubmed con relacion a los distintos métodos disponibles para
medir la sensibilidad antifingica y, adicionalmente, se destaca su utilidad en la prdctica clinica.
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ABSTRACT

The increasing number of fungal infections and
the emergence of antifungal resistance, have
prompted the development of standardized
methods for determining antifungal sensitivity
profiles, aiming at obtaining reproducible and
adaptable tests that could be done in hospital
laboratories for the in vitro determination of re-
sistance as, in most cases, data correlate with
an unsatisfactory clinical outcome. Both the
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
and the European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), have developed
guidelines for the interpretation of standardized
sensitivity measurements of the various fun-
gal species to current antifungal compounds.
In the Colombian scientific literature, few data
are available on antifungal sensitivity; however,
with the increasing number of antifungal resis-
tant isolates, it is necessary to begin collecting
our own data. This paper reviews recent publica-
tions in PubMed regarding the various methods
of antifungal susceptibility testing and highlights
their usefulness in clinical practice.
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INTRODUCCION

Durante las tltimas décadas el aumento en la
prevalencia de las infecciones flingicas ha sido
constante (1). Los motivos son varios, pero en-
tre ellos destacan el incremento de pacientes
inmunosuprimidos, asi como de las técnicas
diagndsticas y de las estrategias terapéuticas,
que han aumentado la poblacién susceptible de
sufrir una micosis invasiva (2).

Por tal razén, el establecimiento de un método
reproducible in vitro para medir la susceptibili-
dad antimicrobiana es una herramienta impor-
tante para la identificacién de microorganismos
biolégicamente resistentes y seleccionar la tera-
pia antimicrobiana éptima (3).

METODOLOGIA

En este articulo se hace una revisién exhausti-
va de las publicaciones registradas en Pubmed
sobre sensibilidad antiflngica realizadas entre
enero de 1989 y septiembre de 2011, gracias al
empleo de palabras y frases clave como “prue-
bas de sensibilidad antifdngica”, “concentracién
inhibitoria minima”, “antimicdticos”, “hongos
filamentosos”, y “levaduras”. La busqueda se
realizé para los idiomas inglés y castellano. La
revision menciona los diferentes métodos de
sensibilidad antiftingica, su papel en la practica
clinica y menciona, por dltimo, los antifingicos
disponibles en nuestro pais y su perfil de sus-
ceptibilidad in vitro.
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PAPEL DE LOS METODOS
DE SENSIBILIDAD
ANTIFUNGICOS

En comparacién con la terapia antibacteriana,
los tratamientos antifdngicos son limitados en
cuanto a su eficacia y también son pocos los
farmacos disponibles (4). Por otra parte, a dife-
rencia de las bacterias, cuya resistencia emerge
rapidamente, los hongos no se vuelven resisten-
tes prontamente, debido a su largo tiempo de
replicacion.

En la actualidad, la emergencia de resistencia
antimicdtica se debe, principalmente, al recien-
te aumento de especies con resistencia natural
y a la seleccién de cepas resistentes durante la
terapia antimicética. Sin embargo, con el uso
crénico de tratamientos antiftingicos, principal-
mente en pacientes inmunosuprimidos, se ha
generado menor susceptibilidad y se ha estable-
cido cierta resistencia a los azoles, por parte de
algunos aislamientos (3,5).

Asf también, el uso de azoles en medicina, agri-
cultura y salud animal, ha producido una selec-
cién y diseminacién de microorganismos resis-
tentes (5). Para enfrentar este reto es necesario
entender los mecanismos de resistencia antiftin-
gica, ademés de realizar el aislamiento microbio-
l6gico de los microorganismos patdgenos, junto
con pruebas de sensibilidad antiftingica.

METODOS DE SENSIBILI-
DAD ANTIFUNGICA

Métodos de dilucién en caldo

Anteriormente se empleaban métodos no es-
tandarizados de susceptibilidad a los antifingi-
cos, los cuales eran inconsistentes y muy poco
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reproducibles; esto debido a los multiples fac-
tores que influyen en dichos ensayos, como el
tamano del inéculo, la composicién y pH del
medio, el formato de la prueba y la temperatura
de incubacién.

En 1992 se publicé en Estados Unidos el primer
documento estdndar internacional para suscep-
tibilidad de levaduras elaborado por el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NC-
CLS), actualmente Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) basado en un método de macro-
dilucién en caldo (adaptado posteriormente a
microdilucién) (6,7). Este documento (denomi-
nado M27-A) fue aprobado en 1997 para estu-
diar especies de Candida, hongos filamentosos
y en determinados puntos de corte permite
medir las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) (definida como concentracién minima de
un antimicético expresada en g/mL, que inhibira
o reducira el crecimiento de un moho o levadura
in vitro de las principales especies de levaduras
oportunistas [Candida spp, Cryptococcus neofor-
mans] y hongos filamentosos microscdpicos,
(documento M38-A) (7).

Ademés, en los Ultimos anos, se ha logrado es-
tandarizar el método de difusién en agar en el
documento M-44 del CLSI (8,9). Més reciente-
mente, el European Committee on Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing (EUCAST) ha aprobado metodo-
logias de referencia para algunos compuestos
antifdngicos (documento EDef 7.1) (10).

Los métodos de dilucién en caldo constituyen el
estandar de oro para determinar la susceptibili-
dad in vitro, tanto de levaduras como de hongos
filamentosos y miden la concentracién inhibi-
toria minima de distintos farmacos antifingicos,
como anfotericina B, fluocitosina, fluconazol, ke-
toconazol, itraconazol y los nuevos triazoles como
voriconazol, posaconazol y ravuconazol (10).

El método EUCAST ha demostrado equivalencia
al CLSI, en materia de levaduras no fermenta-
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doras y por lo tanto, sélo ha sido validado para
Candida spp (6,11-14).

Varios de los trabajos que han comparado el
CLSI con el EUCAST, han encontrado una con-
cordancia esencial (concordancia dentro de =+
una dilucién del sistema evaluado y el método
de referencia) que va desde 96,9% (voriconazol)
hasta 98,6 % (fluconazol) para especies de Can-
dida (15).

Pfaller y colaboradores también hallaron una ex-
celente concordancia categdrica (concordancia
entre los resultados interpretados del test eva-
luado y el método de referencia) entre ambos
métodos y especies de Candida; la cual variaba
entre 90,8 % y 99,2 % para todas las compara-
ciones entre el EUCAST y el CLSI, empleando
fluconazol, posaconazol y voriconazol, en cul-
tivos de C. albicans, C. Glabrata, C parapsilosis, C
tropicalis y C. Krusei.

Para la medicién de dicha concordancia cate-
gbrica se emplearon valores de corte epidemio-
l6gico (VCE) previamente determinados (16).
Estos valores separan las poblaciones que ca-
recen 0 noO expresan mecanismos de resistencia,
de aquellas que sf los presentan y expresan. Los
puntos de corte que definen la categoria clinica
sensible no necesariamente han de coincidir con
los VCE (12).

Ambos métodos de dilucién en caldo, EUCAST
y CLSI, han demostrado ser comparables al pre-
decir falla terapéutica cuando se determina una
CIM > 4 mcg/ml luego de 24 horas de tratamien-
to con fluconazol. Demostrandose un 91,6 % de
tasa de éxito cuando la CIM es < de 2 mcg/ml,
82,7% para una CIM de 4 mcg/mly sélo 37,3% de
éxito cuando la CIM es 8 mcg/ml (16).
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Ambos estéandares son cultivados en el mismo
medio (RPMI 1640 con glutamina, sin bicarbo-
nato y con una concentracién de glucosa de
0,2 %y 2 %, CLSI y EUCAST, respectivamente) y
se incuban a una temperatura de 35-37 °C (ver
cuadro 1). Sin embargo, difieren en su metodo-
logfa para evaluar susceptibilidad de levaduras
fermentadoras como Candida spp y el tiempo de
incubacién (24 horas para EUCAST y 48 horas
para el estandar CLSI), pues el primero utiliza un
inéculo mayor, el fondo del pocillo de la placa
de microdilucién (plano para EUCAST y redondo
para CLSI) y en su lectura (espectrofotométrica
en EUCAST, visual en CLSI) (6,13).

Desde el punto de vista practico, el método EU-
CAST es menos laborioso, mas facil de interpre-
tar y arroja resultados definitivos a las 24 horas
de incubacién. Recientemente, se han realizado
estudios para validar la lectura de las CIM de le-
vaduras del género Cdndida a las 24 horas, utili-
zando el método del CLSI con buenos resulta-
dos (6,11,12,17).

Las desventajas de las pruebas de susceptibili-
dad basados en microdilucién son:

e Fallas en discriminar cepas resistentes a an-
fotericina B (el uso de medio AM3 o de Etest®
€s mejor).

* Aln falta por establecer puntos de corte a
varios hongos y farmacos antifiingicos.

e (Crecimiento residual descrito con farmacos
fungistaticos como los azoles y la fluoroci-
tosina.

e Problemas de crecimiento en determinadas
especies como C. neoformans y otras levadu-
ras (2,6,13).
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Cuadro 1. Diferencias entre los métodos de dilucién en caldo

Parametro CLSI

EUCAST

Medio RPMI 1640 con glutamina, sin bi- RPMI 1640 con glutamina, sin bicar-
carbonato y concentracién de glu- bonato y concentracién de glucosa

cosa de 0,2 %
Densidad del inéculo
Lectura Visual

Punto final para la lectura de la
CIM de anfotericina B

Punto final para la lectura de CIM  Evidente disminucién

de azoles y equinocandinas
Tiempo de incubacién 48 h

Forma del pocillo en la placa Redondo

0,5-2,5 x10° ufc/ml

de 2 %
1-5x10° ufc/ml

Espectrofotométrica

Opticamente transparente y con Concentracidén mas baja que inhibe
evidente disminucién.

el crecimiento al menos en 90 %

Concentracién més baja que inhibe
el crecimiento al menos en 50 %

24 h

Plano

Modificado de referencias 6,11,13.

Métodos de difusion de disco

Es un método simple, idéneo para ser realizado
en agentes solubles en agua como flucitosina,
fluconazol y voriconazol. Fue estandarizado por
el CLSI en el documento M44-P para especies
de Candida (6,18-20). Este método provee una
zona de inhibicidn y la medida de ésta puede ser
correlacionada con el valor de CIM, el cual fue
demostrado por varios miles de levaduras ais-
ladas en un estudio multinacional (18,21,22) La
desventaja es que sdlo existen puntos de corte
para fluconazol y voriconazol. La utilizacién de
azul de metileno, disperso en la superficie de la
placa, parece mejorar los limites de la zona de
inhibicién y facilitar la lectura.

Métodos comerciales
Etest

Es uno de los métodos mas utilizados debido
a su facil implementacion y lectura. Actualmen-
te se encuentra aprobado por la Food and Drug
Administration (FDA) para susceptibilidad in vitro
de Candida spp contra fluconazol e itraconazol
(6). Involucra la inoculacién del hongo en la su-
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perficie de un agar, seguido de la aplicacién de
una tira plastica impregnada con un gradiente
de concentracién del antifingico, lo cual permi-
te determinar la CIM. Luego, la placa se incuba
a 37 °C por 24-48 h y se genera una elipse de
inhibicién que permite obtener la CIM. Se ha uti-
lizado en levaduras y en hongos filamentosos y
mide la CIM a la anfotericina B, fluconazol, itra-
conazol, fluocitosina, voriconazol, posaconazol
y caspofungina.

Este método ha sido uno de los més eficaces
comparado con el método de referencia de mi-
crodilucién para detectar resistencia a anfoteri-
cina B en especies de Candida. Presenta dificul-
tades en la lectura con C. tropicalis, C. neoformans
y Trichosporon asahii. Ademés, estudios recientes
han fallado en validar la correlacién entre el cur-
so clinico y la resistencia in vitro determinada
por Etest o por métodos de microdilucién CLSI
(23-26).

Otros métodos comerciales

El método comercial cuyo formato se asemeja
mas a la metodologia del CLSI es el Sensitre®
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YeastOne (TREK Diagnostic Systems). Ha sido apro-
bado por la FDA y se basa en la microdilucién
en caldo, pero con un sustrato cromogénico
para facilitar la interpretacién de la CIM (6,13).
Incluye el uso de medio RPMI suplementado con
glucosa e incorporacién de azul alamar como in-
dicador colorimétrico de oxidacién-reduccion.

En este sistema, el color rojo indica crecimiento,
mientras que el plrpura revela inhibicién. Esta
prueba ha sido investigada para la evaluacién de
la sensibilidad de Candida spp. a la anfotericina
B, flucitosina, fluconazol, itraconazol, y mas re-
cientemente contra voriconazol, caspofungina y
posaconazol, con buenos porcentajes de equi-
valencia cuando se compara con el estandar
CLSI (6,13,27,28).

Otro método disponible en Colombia, junto con
el Etest®, es el Vitek 2® (Biomerieux), que es un
método automatizado para determinar la CIM,
utilizando una lectura espectrofotométrica. Tie-
ne la ventaja de encontrarse acoplado a la iden-
tificacién de levaduras y ha demostrado tener
un alto nivel de reproductibilidad y equivalencia
comparado con el CLSI. Ademés, los resultados
pueden obtenerse a partir de las 10 hasta las 26
horas de incubacién (29-31).

Indicaciones de los estudios de
sensibilidad a los antifiingicos

No existen indicaciones estrictas para hacer es-
tudios de sensibilidad y las recomendaciones se
basan en opiniones de expertos, conferencias
de consenso y estudios controlados con mues-
tras reducidas. Algunos autores recomiendan
realizar estudios de sensibilidad en (1,2,6,32,33):

e Estudios de vigilancia epidemioldgica que
permitan conocer los perfiles de suscepti-
bilidad y resistencia de cepas clinicas, aisla-
das principalmente de infecciones invasoras
en un pais o zona geogréafica. De esta forma
se pueden establecer cudles son los tra-
tamientos iniciales mas adecuados o si se
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debe cambiar de tratamiento una vez que se
ha identificado la especie (sensibilidad pre-
decible).

* Todas las cepas que proceden de infeccio-
nes invasivas o de enfermos con algln tipo
de inmunosupresion.

* Casos de fracaso terapéutico.

* Enfermos que han recibido profilaxis anti-
fingica previa.

e (Casos en los que se ha aislado una especie
poco frecuente, de la que se desconoce su
espectro de sensibilidad in vitro o que pre-
sentan alta resistencia a medicamentos an-
tiftingicos.

¢ Determinar el nivel de resistencia frente a nue-
vos compuestos con actividad antiftingica.

En estas situaciones, el estudio de sensibilidad
puede ayudar a elegir el tratamiento mas ade-
cuado o incluso a variar la estrategia terapéutica
especifica, aumentando la dosis del antifiingico,
cambiando de farmaco o instaurando una tera-
pia combinada (13,32,33).

PERFILES DE
SUSCEPTIBILIDAD
IN VITRO DE LOS
DIFERENTES
MEDICAMENTOS
ANTIFUNGICOS

Anfotericina B

Es un antifingico de amplio espectro de la fami-
lia de los polienos. Actlia contra casi todos los
hongos causantes de micosis endémicos y opor-
tunistas. Las excepciones son Candida lusitaniae
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(ver cuadro 2) y algunos patdgenos emergentes
como Trichosporon asahii, Fusarium spp., Pseudalles-
cheria boydii, Scedosporium prolificans, y Paecilomyces
lilacinus (ver cuadro 3) (3,34).

Reportes mas recientes han sugerido que C.
glabrata y C. krusei podrian ser menos suscepti-

bles a la anfotericina B que otras especies de
levaduras. También Aspergillus terreus y Scedospo-
rium apiospermum han demostrado una reducida
susceptibilidad in vitro a la anfotericina B y aun
asi responden mejor in vivo que otros agentes
(18,35,36).

Cuadro 2. Perfil de susceptibilidad de levaduras del género Candida*

Especie Fluconazol | Itraconazol | Voriconazol | Posaconazol gglu;:ocan— gnfotericina
C. albicans S S S S S S

C. glabrata SDD a R SDD a R SDD a R S S Sal

C. parapsilosis S S S S Sal S

C. tropicalis S S S S S S

C. krusei R SDD aR S S S Sal

C. lusitaniae S S S S Sal SaR

C. guilliermondii S S S S S SaR

C. dubliniensis SDD S S S S S

S= sensible; SDD= sensible dosis dependiente; I= Intermedio; R= resistente.

Tomada de referencias 6,13,35.

La resistencia a anfotericina puede ser primaria
o secundaria. La primera es la mas frecuente y
se debe principalmente a alteraciones en el er-
gosterol que forma la membrana. La descripcién
de resistencia secundaria se restringe a casos
anecddticos de pacientes que habian recibido
polienos no reabsorbibles como profilaxis anti-
fingica (37,38).

Los datos disponibles sugieren que la anfoteri-
cina B debe ser suministrada en dosis diarias y
que para el éxito de la terapia se deben alcanzar
concentraciones elevadas. Las infusiones pro-
longadas deben evitarse y las dosis de escala-
miento parecen ser utiles en las infecciones cli-
nicamente refractarias (18).

Azoles

Los triazoles son efectivos contra los dermatofi-
tos, C. albicans, especies no C. albicans s., Crypto-
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coccus neoformans y hongos dimérficos endémicos
(39-41). El fluconazol es inefectivo contra todos
los mohos, mientras que itraconazol, vorico-
nazol, posaconazol y ravuconazol, ofrecen una
mejor actividad (42-46).

La suceptibilidad in vitro del posaconazol ha
demostrado una excelente efectividad contra
Aspergillus spp., Fusarium spp., Zigomicetos (inclu-
yendo Rhizopus, Absidia y Cunninghamella spp.)
y Scedosporium apiospermum. Sin embargo, no es
efectivo para S. prolificans, que es refractario a
todos los antiflingicos disponibles. La efectivi-
dad in vitro de posaconazol es superior a vo-
riconazol contra de Fusarium spp. y Zigomicetos.
Esta actividad ha sido demostrada clinicamente
en varios estudios utilizando posaconazol para
el tratamiento de fusariosis y otras infecciones
fingicas refractarias (36,47-49).
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Con respecto a las levaduras, el tratamiento
con derivados azdlicos ha sido asociado con la
nueva emergencia de Candida krusei (la cual es
innatamente resistente a fluconazol) y Candida
glabrata (que puede tener resistencia innata o
desarrollarla répidamente mediante generacién
de bombas de eflujo del medicamento) (18,33).

Las curvas de dispersiéon de CIM de voriconazol
o posaconazol versus CIM de fluconazol para C.
glabrata muestran altos niveles de correlacion,
sugiriendo que el aislamiento de ésta, a menu-
do muestra reducida susceptibilidad, aunque no
necesariamente resistencia completa a los otros
azoles. Esto no es cierto para C. krusei, la cual, a
pesar de ser innatamente resistente a fluconazol,
es susceptible a voriconazol y posaconazol (18).

Antes de la introduccion del tratamiento antirre-
troviral altamente efectivo para el VIH (HAART,
por sus siglas en inglés), la resistencia emergen-
te a los azoles en contra de C. albicans de la ca-
vidad oral era un problema; sin embargo, esta
infeccién ha venido en descenso en los Gltimos
anos. Concomitantemente, se ha reconocido
que altas dosis con regimenes cortos de azoles
disminuyen el riesgo de resistencia (18,50).

También ha habido reportes de resistencia a
Cryptococcus neoformans en pacientes con VIH

con tratamientos prolongados con fluconazol.
Sin embargo, a pesar del tratamiento supresor
a largo plazo con fluconazol en este grupo de
pacientes, no han surgido problemas clinicos
serios y la resistencia es raramente la causa de
las recaidas (18,51).

Equinocandinas

Hay tres equinocandinas disponibles en la prac-
tica clinica: caspofungina, micofungina y anidu-
lafungina. Los tres medicamentos han demos-
trado buena efectividad contra Candida spp. y
Aspergillus spp, pero poca actividad para otros
géneros de levaduras.

En particular, los basidiomicetos como Crypto-
coccus Spp., Rhodotorula spp. y Trichosporon spp.,
los mohos del género Fusarium y los zigomice-
tos, demostraron resistencia innata a este tipo
de agentes.

Las ventajas de las equinocandinas son consi-
derables debido a sus excelentes perfiles de se-
guridad; ademas, con micafungina y anidulafun-
gina es posible escalar sus dosis por encima de
la dosis estdndar. Como resultado, las equino-
candinas tienden a ser usadas en combinacién
con otros antiflingicos en el manejo de afeccio-
nes por mohos.

Cuadro 3. Perfil de susceptibilidad de hongos filamentosos de importancia médica

Especie hongo

filamentoso Itraconazol Voriconazol | Posaconazol Equinocandinas | Anfotericina B
A. fumigatus S S S S S
A. terreus S S S S R
S. apiospermum S S S R R
S. prolificans R R R R R
F solanii R SaR S R S
Zygomyceles R R S R S
S= sensible; SDD= sensible dosis dependiente; I= Intermedio; R= resistente.
Tomada de referencias: 6,9
‘K‘ \ Revista CES MEDICINA Volumen 26 No.1 Enero - Junio / 2012
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Hasta el momento hay pocos reportes de fallas
clinicas debido a la emergencia de resistencia a
esta clase de agentes (cuadro 3) (5,52-56).

CONCLUSIONES

Desde hace més de 20 anos tenemos a nuestra
disposicién distintos métodos de susceptibili-
dad antimicética, que han demostrado ser una
herramienta muy til para combatir las infeccio-
nes flingicas emergentes. La deteccién de resis-
tencia a los medicamentos antiflingicos permite
cambiar o ajustar las terapias de acuerdo con
la sensibilidad, desarrollar nuevos farmacos
y modificar los ya existentes. Sin embargo, en
nuestro medio estos métodos no estan siem-
pre disponibles y son muy pocos los estudios
epidemioldgicos que evaldan la susceptibilidad
de las infecciones flingicas a los antimicéticos
disponibles. Por ello, es importante contar con
un centro de referencia que disponga de los re-
cursos humanos y econémicos para realizar este
tipo de pruebas.
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