ARTICULO ORIGINAL

Comparacion de métodos de microdilucion
CLSI M27-A2 y EUCAST en aislamientos
de Candida spp. en pacientes con cancer

CLSI microdilution M27-A2 and EUCAST method comparison
for Candida spp. in patients with cancer

Carolina Duarte', Ninna Pulido’, Pilar Rivas??, Ricardo Sanchez*#, Jorge A. Cortés?, Sonia Cuervo®®, Claudia Parra’

Resumen

Objetivo: comparar los métodos de referencia
de microdilucion en caldo de la CLSI M27-A2 y
EUCAST, identificando la utilidad y las principales
diferencias de cada uno de ellos para los agentes
antifingicos anfotericina B @, fluconazol (FCZ) e
itraconazol (ITZ), contra aislamientos clinicos de
Candida spp. de pacientes con cancer.

Materiales y métodos: se estudiaron 136 ais-
lamientos de C. albicans, 36 de C. tropicalis y 17
de Candida spp. Se utilizé el indice Kappa pon-
derado para medir el grado de acuerdo entre los
dos métodos.

Resultados: se establecié que el grado de
concordancia entre los dos métodos para el
total de los aislamientos fue alto con AB (k: 1)
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y FCZ (x: 0.74) y bajo al utilizar ITZ (k: 0.49). La
concordancia fue variable y especie-especifica:
para ITZ y FCZ en C. albicans fue de 0,45y 0,64;
en C. tropicalis, de 0,48 y 0,91; y en Candida spp.
de 0,73 y 0,87, respectivamente.

Discusion: este estudio sugiere que las prue-
bas de sensibilidad antifungica para los dos
métodos son equivalentes en lo esencial. De-
ben considerarse las diferencias y discrepancias
asociadas a la especie implicada, el tipo de an-
tifingico utilizado y los tiempos de incubacion,
que puede producir variaciones al interpretar los
resultados obtenidos de acuerdo con la meto-
dologia empleada.

Palabras claves: agentes  antifungicos/
*farmacologia, Candida/*efectos de drogas/aisla-
miento y purificacion, candidiasis/microbiologia,
humanos, pruebas de sensibilidad microbiana/
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Abstract

Objective: compare the broth microdilution
testing reference standards CLSI M27-A2 and
EUCAST, identifying the usefulness of each one
of them and their main differences, against the
antifungal agents amphotericin B®, fluconazole
(FCZ), and itraconazole (ITZ) using clinical isola-
tes of Candida spp. in cancer patients.

Methods: isolates of C. albicans (n=136), C.
tropicalis (n=36), and Candida spp. (n=17) were
tested by the two methods. The Kappa index
was used to establish the degree of agreement
between the methods.

Results: the degree of agreement between the
two methods was high for AB (k: 1) and FCZ (k:
0.74) and was low for ITZ (k: 0.49). Agreement
was variable and specific for the various species:
for ITZ and FCZ in C. albicans, it was 0.45 and
0.64, respectively. In C. tropicalis, it was of 0.48
and 0.91, and in Candida spp., it was 0.73 and
0.87 respectively.

Discussion: this study suggests that antifungal
susceptibility testing using both methods is equi-
valent. Attention should be focused on differen-
ces and discrepancies associated with the species
tested, the type of antifungal agent, and the in-
cubation times, which can cause variations at the
moment of interpreting the results obtained.

Key words: Antifungal Agents/*pharmacology,
Candida/*drug effects/isolation & purification,
Candidiasis/microbiology, Humans, Microbial
Sensitivity Tests/methods, Fluconazole, Ampho-
tericin B, Itraconazole

Introduccion

El incremento en la incidencia de las infecciones
invasivas asociadas a especies micoticas, sobre
todo en pacientes con algun tipo de inmuno-
compromiso, asi como la disponibilidad de los
diferentes agentes antifingicos, ha subrayado la

necesidad de establecer métodos estandariza-
dos para pruebas de sensibilidad antifungica. Es-
tas deberian permitir, mediante la interpretacion
de la concentracion minima inhibitoria (CMI), la
definicion de sensibilidad o resistencia de una
especie micotica contra un agente antifingico
especifico, de acuerdo con los puntos de corte
de interpretacion clinica, y ayudar a predecir el
potencial terapéutico de agentes antifingicos
nuevos y en desarrollo &3, El objetivo primordial
de un estandar de referencia es sentar las bases
metodoldgicas, de manera que se puedan desa-
rrollar metodologias alternas mucho mas accesi-
bles, con resultados equivalentes al estandar de
referencia y que, considerado de conformidad,
su uso sea aceptado. Ademas, que pueda ofrecer
ventajas particulares como facilidad de montaje,
lectura e interpretacion, y obtencién de resulta-
dos mas rapidos, aspectos que determinan que
el nuevo método sea mas rentable.

El Instituto de Estandares para el Laboratorio y
la Clinica (CLSI por su sigla en inglés) @ desarro-
l16 la metodologia para pruebas de sensibilidad
antifUngica para Candida spp. y Cryptococcus
neoformans por microdiluciéon en caldo (Docu-
mento M27-A2), como estandar de referencia
para evaluar la sensibilidad de diferentes es-
pecies micéticas a agentes antifingicos @. Con
base en estos estudios, el Subcomité para las
Pruebas de Sensibilidad Antifungica (AFST, por
su sigla en inglés) de la Unién Europea, de la So-
ciedad de Microbiologia Clinica y Enfermedades
Infecciosas (ESCMID, por su sigla en inglés), EU-
CAST, ha propuesto un método de referencia de
microdilucion en caldo para determinar la sen-
sibilidad de las levaduras, que fue desarrollado
para probar clinicamente aquellas que puedan
fermentar significativamente la glucosa, el cual
es valido principalmente para Candida spp. La
metodologia es similar a la de referencia CLSI
M27-A2, pero con modificaciones de los para-
metros de la prueba, cuyo objetivo fue obtener
lecturas precisas en tiempos mas cortos, pro-
porcionando resultados rapidos sin aumentar el
costo de las pruebas ¢,
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Comparacion de métodos de microdilucion CLSI M27-A2 y EUCAST en aislamientos de Candida spp. en pacientes con cancer.

Materiales y Métodos
Aislamientos clinicos

Se estudiaron en total 189 aislamientos clinicos
de la coleccion de levaduras del Laboratorio
de Micologia Médica del Instituto Nacional de
Cancerologia (INC) en Bogota, Colombia, prove-
nientes de pacientes con cancer, que habian sido
previamente aisladas y conservadas en el cepa-
rio de Micologia a -70°C, en el periodo com-
prendido entre 2003 y 2007. Estos aislamientos
clinicos se obtuvieron de manera aleatoria de
un total de 1073 levaduras pertenecientes a la
coleccién. El tamafo muestral se establecié para
calcular un nivel de concordancia de 0,9, con
una proporcion de casos positivos de 0,12 para
CLSI M27-A2y 0,13 para EUCAST.

Se estudiaron 136 aislamientos de C. albicans,
36 de C. tropicalis, 7 de C. parapsilosis, 5 de C.
glabrata, 2 de C. krusei, 1 de C. famata, 1 de
C. lusitaniae y 1 de C. guilliermondii. Cada uno
representaba una Unica levadura, de un Unico
paciente y se recuperaron en agar Sabouraud
dextrosa (SAB) (Merck, Darmstadt, Germany).
Se confirmd nuevamente la identificacion de es-
pecie previa mediante el método automatizado
MicroScan WalKaway96®(Dade Behring, EE.UU.),
y adicionalmente mediante CHROMagar Candi-
da™® (Biomerieux, Francia), pruebas de tubo
germinal y clamidospora terminal ©.

Pruebas de sensibilidad antifungica

Se utilizo el método de microdilucién en cal-
do segun la metodologia recomendada por
el documento CLSI M27-A2 @ y el método de
microdilucion RPMI 2% de glucosa y lectura
espectrofotométrica EUCAST © para todos los
aislamientos levaduriformes. Como control de
calidad se utilizaron las levaduras C. parasilop-
sis ATCC 22019 y C. krusei ATCC 6258 01D que
se probaron en conjunto con los aislamientos
clinicos. Los diversos montajes se llevaron a
cabo con las mismas consideraciones técnicas
y recomendaciones @,
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Agentes Antifungicos

Se utilizaron como antifingicos, AB, (Bristol Me-
yers Squibb Company, EE.UU., comercial), ITZ,
(Janssen Pharmaceutic, Titusville, NJ), y FCZ, (Pfi-
zer Inc., NY). Las soluciones iniciales se prepara-
ron teniendo en cuenta la potencia de cada anti-
fungico (dato suministrado por el fabricante). El
rango de diluciones de los agentes antifingicos
vario de 0,03 pg/ml a 16 pyg/ml para ITZy AB, y
de 0,03 pg/ml a 64 pug/ml para FCZ.

Preparacion del inéculo

Para las pruebas de sensibilidad antifingica se
siguieron estrictamente las pautas de las guias de
CLSI M27-A2 y EUCAST“ 9. Los inoculos de tra-
bajo se prepararon en solucion salina a partir de
cultivos previos de las levaduras, de 24 horas de
incubacion en agar SAB, y se ajusto su turbidez
mediante lectura espectrofotométrica a 0,5 en la
escala de McFarland. La concentracion final de la
suspension del inéculo fue de 0,4X10* - 5X10*
UFC/ml para la metodologia CLSI M27-A2 y de
1X10°% - 5X10° UFC/ml, para la metodologia del
EUCAST. Se verifico la suspensidon mediante un
recuento cuantitativo de colonias en agar SAB.

Meétodo de microdilucion en caldo CLSI (Docu-
mento M27-A2): se utilizaron placas de microdi-
lucion de 96 pozos de fondo en U que contenian
100 pl de las diluciones seriadas del antifungico
por ensayar (AB, FCZ, VCZ) en medio RPMI 1640
(0,2 % glucosa). Se agregaron 100 pl del inoculo de
acuerdo con la concentracion final recomendada.
Después de inocular las placas, éstas se incubaron
a 35°C. La lectura de CMI se realizd a las siguientes
24y 48 horas. La lectura de la CMI correspondio a
la diluciéon del antifiungico que mostré una inhibi-
cion importante del crecimiento (50% o mas para
FCZ e ITZ; 100% para AB). Las levaduras de control
de calidad se ensayaron en conjunto con los aisla-
mientos clinicos ©.

Método de microdilucion en caldo EUCAST:
Se utilizaron placas de microdilucion de 96 po-
zos de fondo plano que contenian 100 pl de las
diluciones seriadas del antifingico por ensayar
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en medio RPMI 1640 (2% glucosa); se agregaron
100 ul del inéculo de acuerdo con la concentra-
cion final recomendada. Estas se incubaron en
atmésfera hiumeda a 35°C. La lectura de las CMI
se realizd a las siguientes 24 horas. La CMI de los
diferentes agentes antifingicos, se determind
por el método espectrofotométrico a partir de la
densidad éptica (DO) a 405 nm de cada uno de
los pozos en un lector de microplacas (Multiskan
MCC/340®). Para AB se consideré como CMI la
concentracion de farmaco con la menor DO, que
corresponde al 100% de inhibicion de crecimien-
to. Para los azoles (FCZ, ITZ), la CMI consideré la
concentracion de farmaco que causa el 50% de
inhibicion de crecimiento 12,

Lectura e Interpretacion de las CMI: la inter-
pretacién de los puntos de corte para ambos
métodos se basé en los perfiles recomendados
por el documento CLSI M27-A2 para determi-
nar el Sensible (S), el Sensible Dependiente de
Dosis (SDD) y el Resistente (R). Para el FCZ se
consider6 como S, CML < 8 pyg/ml, SDD, CML
16-32 yg/mly R, CMI: >64 pg/ml; para ITZ como
S, CML <0.125 pg/ml, SDD, CMI: 0.25-0.5 ug/ml,
y R, CML >1 pg/ml “1 Dado que el documen-
to no establece claramente los puntos de corte
para la AB, se consideré que las levaduras eran
probablemente sensibles cuando sus CMI fue-
ron <1 ug/mly como probablemente resistentes
aquellas con CMI >1 pg/ml.

Analisis estadistico

Se dised un estudio de concordancia de prue-
bas diagndsticas para comparar los perfiles de
sensibilidad y resistencia de tres agentes anti-
fungicos (FCZ, ITZ y AB), medidos con dos mé-
todos de referencia por microdilucién en caldo,
de acuerdo con las recomendaciones de CLSI
M27-A2 y de EUCAST. Para los procedimientos
estadisticos se empled el programa STATA® 8.

Para comparar los dos métodos se utilizaron las
CMI obtenidas a las 24 horas de incubacion para
EUCAST y a las 24-48 horas de incubacién para

CLSI M27-A2. El acuerdo entre los métodos se
consider6 cuando la discrepancia en las CMI no
super? 2 log, de diluciones de diferencia (es de-
cir, no debié sobrepasar dos diluciones).

El grado de concordancia de los perfiles de sen-
sibilidad en los dos métodos se hallé utilizando
el indice Kappa ponderado ™ y la correlacion
entre los resultados de las dos pruebas, medidos
en términos de pg/ml. Se evalué mediante el co-
eficiente de correlacion intraclase (CCI).

Resultados

Los porcentajes totales de sensibilidad in vitro
de los 189 aislamientos a los tres agentes anti-
fungicos analizados, por los dos métodos (CLSI
M27-A2 — EUCAST) se listan en la tabla 1. Al
comparar los perfiles de resistencia, se encontrd
29,6% (CLSI M27-A2) frente a 37,0% (EUCAST)
al utilizar FCZ; y 26,5% (CLSI M27-A2) frente a
14,8% (EUCAST) al utilizar ITZ.

La tabla 2 muestra el grado de concordancia
entre los métodos utilizados (CLSI M27-A2 -EU-
CAST) en las diferentes especies estudiadas, por
medio del indice Kappa ponderado. El grado de
concordancia en general fue bajo para ITZ y de
moderado a bueno frente a FCZ con todos los
aislamientos levaduriformes ensayados. Sin em-
bargo, al revisar el comportamiento de acuerdo
con una especie-especifica, se observd que en
el caso particular del FCZ y C. tropicalis (Kappa:
0,91) y Candida spp. (Kappa:0,87), ambos méto-
dos mostraron una buena correlacion.

Enla tabla 3 se muestran los datos del Coeficien-
te de Correlacion Intraclase (CCI). En general, se
observo un CCI bajo con todos los aislamientos
ensayados frente a la AB (CCL:0.297) y el ITZ (CCL:
0,445). Al revisar las especies de manera parti-
cular, para el caso del FCZ y C. tropicalis (CCL
0.837) y Candida spp. (CCL: 0.812), se obtuvo un
CCI excelente.
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Tabla 1. Sensibilidad a los agentes antifingicos de los diferentes aislamientos en estudio.

Comparacion de métodos de microdilucion CLSI M27-A2 y EUCAST en aislamientos de Candida spp. en pacientes con cancer.

ANTIFONGICO CLSInI\(/cI%Z))7-A2 EL:EO/AO)ST CLSInl\(/l/i)7-A2 EL:EQ)ST szgln(%) EL;((:Q)ST
Anfotericina B 189 (100%) 189 (100%) . . . -

Itraconazol 69 (36,50%) 52 (27,50%) 70 (37,03%) 109 (57,66%) 50 (26,45%) 28 (14,80%)
Fluconazol 92 (48,67%) 93 (49,20%) 41 (22,73%) 26 (13,75%) 56 (29,61%) 70 (37,03%)

2S: Sensible, ®SDD: Sensible Dosis dependiente, R: Resistente

La tabla 4 presenta las CMI,; CMI, obtenidas
luego de la lectura de las CMIs para ambos
métodos, de acuerdo con el periodo de incuba-
cion recomendado eb cada método. En el caso
particular del FCZ, la CMI,; (CML 128 ug/ml) fue
igual al hacer el estudio general de todos los
aislamientos y de manera particular para cada
especie levaduriforme en estudio.

Discusion

Las pruebas de sensibilidad a los antimicéticos
no sélo deben proporcionar datos reproducibles
sino tener la capacidad de identificar aquellas
especies que son potencialmente resistentes a
un agente antifingico especifico. Desde su intro-
duccién en 1997, la metodologia CLSI M27-A2
ha estado disponible y ha llegado a ser conside-
rada como un método de referencia confiable y
reproducible, aunque presente limitaciones, de
las cuales las principales son: crecimiento para-
dojico (conocido como efecto trailing), cuando
se utilizan agentes antifingicos de tipo azodlico;
deteccion poco confiable de aquellas especies
verdaderamente resistentes, de manera particu-
lar con la AB; tiempos de incubaciéon maés largos;
y el empleo de una lectura visual que hace que la
determinacién de las CMI correspondientes sean
subjetivas & 7. Sin embargo, el CLSI M27-A2 se
considera un método de referencia a partir del
cual se han podido desarrollar métodos alterna-
tivos mas objetivos, practicos y rapidos para su
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uso en el laboratorio clinico de rutina. El objetivo
del subcomité de AFST del EUCAST fue proponer
una modificacién de este método de referencia
que incluye: el suplemento al medio RPMI 1640
(2% de glucosa) y el uso de un tamafo de in6culo
de trabajo diferente (1X10°- 5X 106 UFC/ml), cuya
finalidad es obtener un mejor crecimiento de la
levadura, lo que junto a la implementacion de la
lectura espectrofotométrica permite simplificar
la determinacion e interpretacion de las CMI Py
realizar la prueba de sensibilidad antimicotica de
una manera mas facil y comprensible @19,

Ademas de establecer una nueva metodologia
de referencia, para determinar los puntos de cor-
te europeos y establecer las normas de expertos
en la interpretacion clinica de estas pruebas, el
EUCAST también se propuso producir resulta-
dos concordantes con los obtenidos al utilizar
la metodologia CLSI M27-A2, y al optar por tra-
bajar de manera conjunta, establecer normas en
comun de ambos métodos considerados como
referentes. Las dos metodologias difieren en
varios aspectos importantes, por lo que podria
esperarse que sus resultados presenten grandes
diferencias a la hora de interpretar las lecturas
de la CMI @718 Debido a las modificaciones in-
troducidas, existen reportes que sugieren que el
suplemento de glucosa no es considerado un
factor importante para estimular el crecimien-
to levaduriforme, como si lo es el tamafo del
inoculo, que puede introducir errores a la hora
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de interpretar las lecturas de las CMI, en los
tiempos de incubacién recomendados y hacer
discutibles algunos de sus resultados.

Al hacer el estudio inicial de los perfiles de
sensibilidad antifungica, comparando las me-
todologias CLSI M27-A2 vs EUCAST, en general
FCZ e ITZ mostraron porcentajes de resistencia
superiores a los establecidos en reportes in-
ternacionales similares y claras diferencias de
acuerdo con la metodologia empleada ®%. Es-
tudios colombianos de pruebas de sensibilidad
antiflngica, realizados en pacientes con cancer
e infeccion fdngica invasiva @2, han sefalado
gue en nuestro pais se manejan porcentajes de
resistencia mas elevados en comparacion con
reportes internacionales en los que el tipo de
paciente, su enfermedad de base, el grado de

invasividad de la especie implicada o los antece-
dentes de tratamiento pueden explicar este tipo
de resultados. Estudios hechos en otros paises
han identificado el cancer como un factor de
riesgo para el desarrollo de resistencia al fluco-
nazol %1 |o que explicaria la situacion especi-
fica de esta institucién dedicada al manejo de
dicho tipo de pacientes.

En cuanto a su comportamiento especie-especifica,
en el caso de C. albicans frente a FCZ (8,9% de di-
ferencia entre los dos métodos) y a ITZ (casi 20%
de diferencia) y C. tropicalis frente a FCZ (5,5% de
diferencia) e | ITZ (diferencia superior al 100%),
muestran claras variaciones en la categorizacion
de los resistentes 7 13, Los resultados obteni-
dos, en el caso del FCZ con un nimero mayor
de levaduras categorizadas como resistentes, y

Tabla 2. Acuerdo entre los métodos CLSI M27-A2 — EUCAST para los agentes antifingicos empleados utilizando los puntos

de corte de CLSI para Candida spp.

. ) % CMI INDICE
ESPECIE (n) ANTIFUNGICO METODO IC 95%
(ng/ml) KAPPA®
St R¢ SDD¢
CLSI M27-A2 100
Anfotericina B EUCAST 100 1 -
C. albicans CLSI M27-A2 35,29 40,44 24,27 0,447
(136) Itraconazol EUCAST 26,47 60,29 13,23 0,45 (0,426-0,527)
CLSI M27-A2 44,85 26,47 28,67 0,670
Fluconazol EUCAST 46,32 17,64 36,0.2 0,67 (0,591-0,743)
CLSI M27-A2 100
Anfotericina B EUCAST 100 1 -
C. tropicalis CLSI M27-A2 47,2 27,7 25 0,478
(36) Itraconazol EUCAST 30,55 55,55 13,89 0,48 (0,356-0,519)
CLSI M27-A2 55,55 8,33 36,11 0,914
Fluconazol EUCAST 52,77 5,55 41,67 0,91 (0,856-0970)
CLSI M27-A2 100
Anfotericina B EUCAST 100 1 =
Otras CLSI M27-A2 23,52 29,41 47,05 0,732
especies (17) Itraconazol EUCAST 29,41 41,17 29,41 0,73 (0,528-0,875)
CLSI M27-A2 64,7 11,76 23,52 0,866
Fluconazol EUCAST 64,7 35,29 0,87 (0,718-1,000)
CLSI M27-A2 100
Anfotericina B EUCAST 100 1 -
TOTAL CLSI M27-A2 36,50 37,03 26,45 0,487
ESPECIES Itraconazol EUCAST 27,50 57,66 14,81 0,49 (0,472-0,548)
CLSI M27-A2 48,67 22,73 29,62 0,737
Fluconazol EUCAST 49,20 13,75 37,03 0,74 (0,528-0,875)

Sensible °R: Resistente, 4SDD: Sensible Dosis Dependiente. Indice Kappa Ponderado: la concordancia perfecta se refleja con un indice igual a 1;

los valores iguales o superiores a 0,75 indican la existencia de una buena correlacién.
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Tabla 3. Coeficiente de Correlacién Intraclase (CCI) entre los métodos CLSI M27-A2 — EUCAST para los aislamientos en
estudio (De acuerdo a los puntos de corte establecidos por CLSI M27-A2)

Anfotericina B
ESPECIES

Itraconazol

n

C. albicans
(136) 0,373 0.232-0514 0.560 0.447 - 0.673 0.483 0.391 - 0.575
C. tropicalis
36) 0,076 0.257 - 0.409 0.837 0.739 - 0.935 0.703 0.577 - 0.830
Otras especies
a7 0,248 -0.035-0.531 0.812 0.658 — 0.966 0.163 -0.316 - 0.641
Total Especies
(189) 0,297 0.170 - 0.423 0.646 0.565 - 0.727 0.445 0.348 - 0.542

?El CCl es la proporcidn de la variabilidad total, debida a la diferencia de los resultados. Valores por debajo de 0,4 indican baja fiabilidad; entre 0,4

y 0,75, fiabilidad regular-buena; y por encima de 0,75 una fiabilidad excelente.

usando la metodologia EUCAST; y el ITZ con un
numero mayor de reporte de levaduras catego-
rizadas como resistentes, y la metodologia CLSI
M27-A2, establecen un comportamiento similar
a los estudios de grupos como el de Espinel y
colaboradores @®, aun cuando éstos presenten
porcentajes de resistencia menores. Al estudiar
el comportamiento de la AB, de manera similar
con los resultados obtenidos por Cuenca-Estrella
y colaboradores, se obtuvo una sensibilidad 6p-
tima de dicho agente antifungico al evaluarlo por
los dos métodos, incluso teniendo presente que
hasta el momento, no existe consenso en el tipo
de metodologia 6ptima para identificar aquellas
especies resistentes o para la interpretacion clini-
ca de las diferentes CMI obtenidas © 7. Es decir,
que parte de la falta de identificacién de diferen-
cias entre los dos métodos puede estribar en un
bajo recuento de cepas resistentes, a partir de las
cuales se podrian encontrar éstas, como sucede
en nuestro estudio.

Al tratar de establecer el grado de correlacion
entre las dos metodologias, CLSI M27-A2 vs EU-
CAST, nuestros resultados muestran, en general,
concordancia perfecta con la AB (Kappa: 1) y con-

Infectio. 2010; 14(S2): S107-S115

cordancia baja con el ITZ (Kappa 0,49); el grado
de correlacion al comparar especies-especificas
del FCZ con C tropicalis (Kappa: 0,91) y Candida
spp. (Kappa: 0,87) y del ITZ con C. albicans (Kappa:
0,45) y C. tropicalis (Kappa: 0,48), muestran que el
grado de correlacion entre los métodos dependid,
en nuestro estudio, de la especie implicada y el
agente antifungico evaluado. La literatura ha re-
portado, en general, un grado de acuerdo bajo
(58,5%) al utilizar ITZ y grados de acuerdo mas
altos con el FCZ. Estudios similares, han evaluado
la reproducibilidad de las dos metodologias y, en
general, sus resultados son buenos (varian entre 85
y 95% dependiendo de la especie, del agente anti-
fungico y el tiempo de incubacién) © 718, si bien la
metodologia EUCAST tiende a producir lecturas de
CMI menores y con grados de acuerdos muy po-
bres por el agente antifingico ensayado. Este tipo
de hallazgos, similares a los obtenidos en nuestro
estudio, hacen dificil establecer puntos en comun
al interpretar los datos de las CMI, obtenidas por
ambas metodologias © 9. Estudios recientes han
confirmado que las pruebas con intraconazol tie-
nen importantes limitaciones de reproducibilidad,
muy probablemente en relacién con su caracteris-
ticas de hidrofobicidad ®.
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En la mayoria de los estudios disponibles en
la literatura, para determinar el grado de con-
cordancia entre las metodologias se utilizaron
porcentajes de acuerdo, a diferencia del nues-
tro, que utilizé el indice kappa ponderado.
Esto nos permitié realizar estimaciones mas
exactas al descontar el artificio generado por
la probabilidad de concordancia por azar. En
general, al analizar los datos obtenidos en
nuestro estudio se observaron dos tipos de
concordancias: por antifungico, en el que
ITZ fue el mas bajo; y por especie levaduri-
forme, en el cual C. albicans presento los va-
lores mas bajos (FCZ, Kappa: 0,67; ITZ Kappa:
0,45). Como se menciond, las diferencias con
otros estudios realizados pueden residir en
la posibilidad de tener un mayor niumero de
aislamientos resistente(7, 18, 21). En el caso
de anfotericina B, cuya resistencia es 0%, la
concordancia es mayor, mientras que la fre-
cuencia de cepas resistentes a fluconazol en
los aislamientos de C. albicans y C. tropicalis
es superior a la identificada en nuestro medio
@ por supuesto en pacientes sin cancer. Es
decir, en la medida en que los métodos sean
capaces de identificar aislamientos con un
comportamiento diferente, son mas evidentes
los problemas de concordancia.

Al evaluar el acuerdo a través del CCI, se obser-
vo un mejor desempefio con fluconazol que con
itraconazol y, a su vez, mayor con éste que con
anfotericina. Estudios internacionales de CCI @7
con FCZ, en general, mostraron grados de varia-
bilidad mas altos a los obtenidos en nuestro es-
tudio para este agente antifingico, aunque en el
caso de C. tropicalis y Candida spp. fueron simi-
lares los resultados de las CCI. Los resultados de
este estudio, demostraron que habia diferencias
importantes entre los resultados de las CMI de
las dos metodologias que fueron confirmados
por CCI hallados y pueden influir en la interpre-
tacion clinica de los mismos resultados.

En conclusién, los resultados obtenidos por la
metodologia de la CLSI M27-A2 y el EUCAST
para la lectura e interpretacion de sus CMI
parecen ser equivalentes en lo esencial, espe-
cialmente para FCZ y C. tropicalis. Sin embargo,
debe considerarse cualquier diferencia que
pudiera existir entre los puntos de corte esta-
blecidos por el CLSI M27-A2 y los adoptados
por el EUCAST; debe tomarse con precaucion la
informacion relacionada con la susceptibilidad
en los escenarios donde hay menor acuerdo:
itraconazol, probablemente en relaciéon con su
hidrofobicidad, y anfotericina B debido a la in-

Tabla 4. Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de los aislamientos en estudio.

METODO
mm

CLSI M27-A2 0,13 0,5 16 128 0,25 2

C. albicans (136)
EUCAST 0,06 0,25 32 128 0,25 1
CLSI M27-A2 0,06 0,5 0,25 128 0,375 4

C. tropicalis (36)
EUCAST 0,06 0,5 0,25 128 0,25 2
CLSI M27-A2 0,06 1 0,25 128 0,5 8

Otras especies (17)

EUCAST 0,06 0,25 0,25 128 0,25 16
TOTAL CLSI M27-A2 0,13 0,5 16 128 0,25 4
ESPECIES (189) EUCAST 0,06 025 16 128 025 2

dcMiala que se inhibe el 50% de los aislamientos
b CMI a la que se inhibe el 90% de los aislamientos
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capacidad para identificar cepas “resistentes”. Es
muy probable que se requiera validacion clinica
para aplicar las pruebas de susceptibilidad en
estos escenarios, especialmente para el uso de
la técnica EUCAST, ya que la informacién dispo-
nible avala en el uso de los puntos de corte los
resultados de CLSI ©2.
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