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. RESUMEN

El objetivo general del estudio fue la comparacién del sistema ATB™ FUNGUS 3
con respecto al método Sensititre® YeastOne® para la determinacion de la susceptibilidad

antifungica de especies de Candida aisladas de pacientes VIH.

Se tratd de un estudio de pruebas diagndsticas, para el cual se realizé un
muestreo de tipo no probabilistico, realizado por intencion o conveniencia de 67 cepas de
diferentes especies de Candida provenientes de 56 personas que viven o conviven con
VIH del Laboratorio de Tuberculosis y Hongos de la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”
ubicada en el Hospital General San Juan de Dios. Todas las cepas, incluyendo las cepas
control, fueron subcultivadas por 24-48 horas a 361 °C en agar Sabouraud dextrosado

para luego ser evaluadas mediante el sistema ATB" FUNGUS 3.

Fueron identificadas, 52 cepas de C. albicans, 9 cepas de C. glabrata, 3 cepas de
C. tropicalis, 2 cepas de Candida sp. y 1 cepa a C. parapsilosis. Las 67 cepas fueron
susceptibles para 5-Flucitosina, Anfotericina B y Voriconazol en ambos métodos
(Sensititre® YeastOne® ATB™ FUNGUS 3). En cuanto a Fluconazol, 56 cepas fueron
susceptibles, 9 cepas susceptibles dependiendo de la dosis y 2 cepas resistentes al
correr el sistema ATB™ FUNGUS 3, mientras que para el método Sensititre® YeastOne®,
64 cepas fueron susceptibles y 3 cepas susceptibles dependiendo de la dosis. Para el
antifungico Itraconazol, 50 cepas fueron susceptibles, 7 cepas susceptibles dependiendo
de la dosis y 10 cepas resistentes al correr el sistema ATB™ FUNGUS 3, mientras que
para el método Sensititre® YeastOne®, 55 cepas fueron susceptibles, 3 cepas susceptibles

dependiendo de la dosis y 9 cepas resistentes.

Se determiné la concordancia de resultados entre el método ATB™ FUNGUS 3 y el
sistema Sensititre® YeastOne® a través del indice de Kappa ponderado, asi como la
sensibilidad y especificidad del método en estudio para determinar su desempefio
diagnostico, demostrandose concordancia perfecta (Kappa=1) entre el método
ATB™ FUNGUS 3 y el sistema Sensititre® YeastOne® para los antifingicos 5-Flucitosina
(5-FCT), Anfotericina B (AMB) y Voriconazol (VOR), tanto para C. albicans como para las
especies no-albicans (C. glabrata, C. tropicalis, Candida sp. y C. parapsilosis). En cuanto

a Fluconazol (FLU), se demostré una concordancia buena (Kappa=0.63) para las



especies no-albicans y 6ptima (Kappa=0.97) para C. albicans y para ltraconazol (ITR),
una concordancia buena (Kappa=0.66) para C. albicans y 6ptima (Kappa=0.86) para las
especies no-albicans.

El desempefio diagnéstico del sistema ATB™ FUNGUS 3 con respecto al método
Sensititre® YeastOne® mostré que el ATB™ FUNGUS 3 tuvo un desempefio diagnéstico
bueno (98%) con respecto al método Sensititre® YeastOne®; la alta confiabilidad del
método se determind al observar los altos valores predictivos en general, asi como
también los altos valores de sensibilidad (100%) y especificidad (98%) para Fluconazol
(FLU) e Itraconazol (ITR).

Es evidente la necesidad de realizar mas estudios de susceptibilidad antifungica,
para encontrar métodos que contribuyan a la identificacion de las diferentes especies de

Candida y al tratamiento correcto de las mismas.



Il. INTRODUCCION

Los agentes antifungicos son sustancias capaces de producir una alteracion en la
estructura de la célula fungica, inhibiendo su desarrollo y alterando su viabilidad o
capacidad de supervivencia, de forma directa o indirecta (Birdar T, 2004; Diomedi A.,
2004).

La interaccion de las levaduras con los agentes antifungicos ha provocado la
aparicion de sistemas de defensa en estos microorganismos, mediante mecanismos
intrinsecos de resistencia o por mecanismos adquiridos especificos (Birdar T, 2004;
Diomedi A., 2004).

Los factores de resistencia han creado la necesidad de establecer métodos de
susceptibilidad antifungica in vitro estandarizados, reproducibles y con relevancia clinica,
que ayuden como guia terapéutica en la toma de decision, permitiendo el estudio de
nuevos medicamentos y proporcionando un medio para monitorizar el desarrollo de

resistencia en estudios epidemioldgicos.

Estudios multicéntricos han detectado problemas de concordancia en la
susceptibilidad antifungica para levaduras. EI Comité Nacional para Estandares del
Laboratorio Clinico -NCCLS- (actualmente Instituto de Estandares para el Laboratorio
Clinico —CLSI-) de Estados Unidos, publicé el documento M27-A2, que describe el
meétodo estandar aprobado para determinar cuantitativamente la susceptibilidad in vitro de
las levaduras. Sin embargo, este método consume mucho tiempo para llevarse a cabo de
rutina y solamente se realiza en laboratorios de referencia (Fothergill A., Rinaldi M., Sutton
D., 2006; Rodriguez J., Cuenca M., Mellado E. et al. 2003).

La necesidad de simplificar la metodologia descrita en el documento M27-A2 para
laboratorios de rutina ha permitido desarrollar varias técnicas alternativas. Estas técnicas
permiten evaluar la susceptibilidad in vitro, son mas econémicas y mas rapidas que el
estandar de referencia. Entre las mas conocidas destacan el Sistema ATB™ FUNGUS 3y
el Sensititre® YeastOne®. El presente estudio fue realizado para comparar ambos
métodos comerciales para la determinacion del perfil de susceptibilidad antifungica de

diferentes especies de Candida aislados de pacientes o personas que viven con VIH.



lll. ANTECEDENTES

A. Generalidades de los hongos

1. Estructura morfolégica

Los hongos son organismos eucariotas cuyas células contienen nucleo, reticulo
endoplasmico, mitocondria y otras organelas; semejan a las células humanas. La
mayoria de las células de los hongos poseen una pared celular rigida compuesta de
polisacaridos de alto peso molecular que difiere en la composicién de azucares de la
pared bacteriana. La membrana plasmatica actia como barrera entre los componentes
intra y extracelulares. Esta ultima esta involucrada en la sintesis de la pared celular y es la
responsable del transporte selectivo de moléculas. La diferencia mas significativa entre la
membrana celular humana y fungica es la presencia de esteroles. El ergosterol, molécula
semejante al colesterol, es el componente primario de la membrana celular fungica. La
funcion primaria del ergosterol es el modular la fluidez de la membrana, iniciar el
crecimiento y aumentar el tamano de la célula (Anexo 1) (Alexopulos C. et al. 1996;
Shepherd MG., Poulter RT., Sullivan PA., 1985).

a. Composicion de la pared celular

La pared celular de los hongos es una estructura de gran plasticidad, que da forma
a la célula, controla la permeabilidad celular y protege a la célula de los cambios
osmoticos. Ademas de estas funciones, constituye el lugar de interaccion con el medio
externo, localizandose en ella las adhesinas y un gran numero de receptores que tras su
activacion, desencadenaran la cascada de sefiales en el interior de la célula (Pontén J.,
2008).

Dada su localizacién en el exterior de la célula, la pared es el primer lugar de
interaccion con el hospedero, jugando un papel muy importante en el desarrollo de la
accion patogena fungica. Algunos componentes de la pared son muy inmunogénicos y
estimulan un gran numero de respuestas celulares y humorales durante la infeccion.

Componentes de la pared celular como los B-glucanos y los mananos, asi como los



anticuerpos dirigidos contra ellos son de utilidad diagnodstica al detectarse en pacientes
con infeccion fungica invasiva (Ponton J., 2008, 78-82; Marcilla A., Valentin E.,
Sentandreu R., 1998).

La pared celular es una estructura esencial para los hongos y su eliminacién o los
defectos en su formacion, tienen efectos profundos en el crecimiento y la morfologia de la
célula fungica, pudiendo causar la muerte celular por lisis. Dado el papel vital que la
pared celular juega en la fisiologia de la célula fungica, puede considerarse el talén de
Aquiles de los hongos y por lo tanto, una diana muy importante para la accién de los
nuevos farmacos antifungicos (Pontén J., 2008; Marcilla A., Valentin E., Sentandreu R.,
1998).

Aproximadamente el 90 por ciento de la pared celular estd compuesta por
polisacaridos y un 5-10 por ciento de proteinas. Entre los polisacaridos destacan la
quitina, el glucano y el manano o galactomanano. Las proteinas generalmente estan
agrupadas a polisacaridos formando glicoproteinas. Todos estos componentes estan
asociados entre si dando lugar a una estructura rigida (Anexo 2) (Marcilla A., Valentin E.,
Sentandreu R., 1998; Adams D., 2004).

2. El género Candida

El género Candida pertenece al phylum Ascomycota, orden Saccharomycetales y
familia Saccharomycetaceae. Estas levaduras forman parte de una familia caracterizada
por poseer reproduccion asexual primaria por gemacién multilateral, talo predominante
unicelular que produce pseudomicelio y produccién de ascosporas mediante células

somaticas simples (Alexopulos C. et al. 1996).

Las especies de Candida son las levaduras patdégenas mas importantes. Existen
mas de 160 especies, de las cuales se considera que solo 18 son patogenas. El
patégeno mas comun en el género es C. albicans. La frecuencia con que se aislan otras
especies varia en funcién de la infeccién y sitio anatdmico del cual es aislada. En la
candidiasis oral las principales especies aisladas son: Candida albicans, C. glabrata,
C. tropicalis y C. parapsilosis (Henry J., 2005, 1504; Odds FC., Bernaerts R., 1994).



De las especies no-albicans de Candida, se sabe que C. fropicalis se encuentra en
pacientes inmunodeprimidos que tienen enfermedad diseminada. C. parapsilosis puede
producir también enfermedad diseminada, particularmente cuando el paciente ha abusado
de las drogas o ha tenido catéteres intravenosos. C. glabrata también causa fungemias y
se ha asociado con infecciones del tracto urinario y vaginal. C. krusei es una causante
menos comun de infeccion diseminada que se parece a la producida por C. tropicalis. En
pacientes hospitalizados las especies de Candida ocupan el cuarto lugar en orden de
frecuencia en las infecciones del torrente sanguineo. Su incidencia varia en relaciéon con
el espacio geografico, el grupo etario considerado, el periodo analizado y el estado

inmunoldgico de los pacientes (Pfaller M., Diekema D., 2007; Mujica M. et al., 2004).

Las candidosis humanas son las mas comunes de las infecciones flngicas
oportunistas a nivel mundial. Se presentan en pacientes VIH positivo o en personas VIH
negativas asociadas a multiples factores predisponentes, de cualquier edad y género.
Generalmente poseen localizacién superficial, pero pueden comprometer también
organos profundos, en cuyo caso presentan alta mortalidad y morbilidad (Runco R., Van
Gelderen A., 2007).

En los ultimos afios se ha observado aumento progresivo de candidosis debidas a
C. albicans y a especies no-albicans en pacientes inmunocomprometidos y hospitalizados
en cuidados intensivos, asi como en pacientes VIH. También se han asociado con la
sobrevivencia del paciente en estado critico, debilitado o con inmunosupresion (Henry J.,
2005; Runco R., Van Gelderen A., 2007).

La identificaciéon temprana del aislamiento orienta en la seleccién de la terapia
antifungica ya que, el uso frecuente de antifungicos y el aumento de las dosis terapéuticas
han puesto en evidencia la aparicion de resistencias (en especial a derivados azélicos) en
algunas especies. C. glabrata y C. krusei en particular son intrinsecamente mas
resistentes a los azoles que C. albicans. C. lusitaniae, un patégeno aislado con poca
frecuencia, es propensa a desarrollar resistencia a la anfotericina in vivo (Henry J., 2005;
Runco R., Van Gelderen A., 2007).



B. Antifungicos

Los agentes antifungicos, son sustancias capaces de producir una alteracion de
las estructuras de una célula fungica consiguiendo asi inhibir su desarrollo como también

alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia (Gregori B., 2005).

La sintesis de estos farmacos comenzé durante el siglo pasado (Anexo 3) y desde
entonces se han disefiado nuevas moléculas para combatir a las infecciones fungicas
invasivas, aumentando estas sustancialmente en las Ultimas 2 décadas en relacién con la
aparicion de la epidemia del SIDA y otras enfermedades (Gregori B., 2005; Odds F.,
2003).

1. Clasificacion

La clasificacion se realiza segun criterios convencionales que atienden a
su estructura (polienos, azoles, alilaminas, entre otros) (Anexo 4), su origen (en
sustancias producidas por organismos vivos o derivados de sintesis quimica), su espectro

de accion (amplio o restringido) y su sitio de accion (Gregori B., 2005; Odds F., 2003).

2. Mecanismo de accidon

Varias drogas antifungicas actuan sobre el ergosterol o en los pasos que

involucran la sintesis de este compuesto.

Los antifungicos se agrupan en cinco clases segun su mecanismo de accion:

- Los que alteran la funcion de barrera de la membrana (polienos).

- Agquellos que inhiben la sintesis del ergosterol (alilaminas, azoles).

- Los que bloquean la sintesis de glucano en la pared celular (equinocandinas).

- Los que actua inhibiendo la sintesis de macromoléculas (5-flucitosina).

- Los que interaccionan con los microtubulos (griseofulvina) (Anexo 5) (Vanden H.,
1997, 44-49; Anderson J., 2005).



a. Antifungicos que alteran la barrera de la membrana citoplasmatica

La membrana celular de la célula humana, asi como la de los hongos, desempefa
una importante funcion, delimitando y protegiendo a la célula; impidiendo el intercambio
de materiales de un lado a otro; permitiendo el paso de solutos y ademas participa en la
division celular y en el metabolismo (Garnacho-Montero J., Ortiz-Leyba J., Garmendia G.,
Jiménez F., 1998).

i. Polienos

Anfotericina B y nistatina son los polienos que se encuentran con mayor
disponibilidad. Estos medicamentos se unen al ergosterol presente en la membrana
celular fungica, donde se forman poros que alteran la permeabilidad de la membrana lo
que permite una pérdida de proteinas, glucidos y cationes monovalentes y divalentes,
causando la muerte celular (Gregori B., 2005; Thompson G., Cadena J., Patterson T.,
2009).

b. Antifingicos que inhiben la sintesis del ergosterol (alilaminas, azoles)

i. Alilaminas

Estos agentes son ampliamente conocidos como fungicidas para las plantas, sin
embargo, también se han desarrollado nuevos compuestos con valor clinico. Por
ejemplo, la naftifina se esta utilizando como un agente de uso tépico. El terbinafine ha
sido utilizado contra las infecciones por dermatofitos convirtiéndose en el tratamiento

ampliamente utilizado para las infecciones fungicas en ufias (Odds F., 2003).

El mecanismo de accion de estos agentes es inhibir la sintesis del ergosterol. Sin
embargo, este grupo actua en un paso previo al ergosterol sintetizado, inhibiendo a la
enzima escualeno epoxidasa, de esta forma disminuye la concentracion de ergosterol,
aumentan los niveles de escualeno, aumenta la permeabilidad de la membrana celular, se
interrumpe la organizacion celular y disminuye el crecimiento del hongo (Anexo 6)
(Gregori B., 2005; Cohen J., Powderly W., 2004).



ii. Azoles

Este grupo incluye los imidazoles y triazoles. Quimicamente, todos estos
compuestos poseen un grupo imidazol o un triazol unido de forma asimétrica a un atomo
de carbono como grupo funcional farmacéforo. A través del tiempo han surgido diferentes
compuestos de este grupo para utilizacién superficial hasta los utilizados para el
tratamiento de micosis sistémicas. Los mas utilizados son el fluconazol, el itraconazol, el

ketoconazol y el voriconazol (Odds F., 2003).

Estos inhiben al citocromo P-450-3-A de la célula fungica, a través de la
inactivacion de la enzima lanosterol 14-a-dimetilasa, con lo cual se interrumpe la sintesis
del ergosterol en la membrana celular. Debido a la falta de ergosterol se comienzan a
acumular esteroles toxicos intermedios, aumenta la permeabilidad de la membrana y se

interrumpe el crecimiento del hongo (Anexo 6) (Gregori B., 2005).

c. Antifingicos que bloquean la sintesis de glucano en la pared celular

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad que protege
a la célula de diferentes tipos de estrés ambiental, entre los que destacan los cambios
osmoéticos. Ademas, la pared celular permite la interaccion con el medio externo ya que
algunas de sus proteinas son adhesinas y receptores. Algunos de sus componentes
tienen una alta capacidad inmunogénica. La pared celular es una estructura caracteristica
de los hongos y estd compuesta por glucanos, quitina y glicoproteinas. Al no estar
presentes los componentes de la pared celular fungica en el ser humano, esta estructura

es una diana excelente para la terapia antifungica (Gregori B., 2005).

i. Lipopéptidos

Las equinocandinas (caspofungina, anidulafungina y micafungina) son lipopéptidos
compuestos por un hexapéptido ciclico unido a una cadena lipidica. Estos antifungicos
actuan sobre la pared celular mediante la inhibicion de la sintesis de los glucanos, a
través de la inactivacion de la enzima 1,3-beta-glucano sintetasa, enzima responsable de

formar este polimero de la glucosa que es esencial para la estructura de la pared de la
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célula fungica. La falta de glucanos en la pared celular la vuelve débil e incapaz de

soportar el estrés osmotico, por lo que muere (Enoch D., Ludlam H., Brown N., 2006).

d. Antifungicos que inhiben la sintesis de macromoléculas (acidos nucleicos)

Dentro de esta clase de compuestos se encuentran los denominados antifungicos
antimetabolitos, los cuales fueron inicialmente generados como drogas potencialmente

anticancerigenas (Odds F., 2003).

i. Antimetabolitos

Las pirimidinas fluoradas actian como antimetabolitos. La mas conocida de este
grupo es la flucitosina o 5-fluorocitosina que inhibe el crecimiento y reproduccion de los
hongos. Este farmaco es transportado por la citosina permeasa en el citoplasma de la
célula fungica, donde se convierte en 5-fluorouracil (5-FU) por la citosina diaminasa. El 5-
FU es fosforilado e incorporado dentro del RNA convirtiéndose en el dexosinucleotido, el
cual inhibe a la timidilato sintetasa y de esta forma impide la sintesis de proteinas de la
célula. También inhibe la sintesis de la proteina fungica, reemplazando el uracil con 5-FU
en el ARN fungico (Gregori B., 2005).

e. Antifingicos que interaccionan con los microtubulos

Estos fueron los primeros agentes antifungicos evaluados en seres humanos. La
mas antiguamente conocida es la griseofulvina. Este agente inhibe la mitosis, destruyendo

el huso mitético, en la divisién celular (Arenas E., 2005).

3. Resistencia antifungica de la diferentes especies de Candida

Desde la década de los noventas se ha observado un dramatico aumento de la
prevalencia de las infecciones fungicas, resultado de las alteraciones del estado inmune
asociado con la epidemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la

quimioterapia y los transplantes de 6rganos. Al mismo tiempo, la resistencia a la drogas
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antifungicas se han convertido en un importante problema debido a la amplia variedad de

infecciones fungicas (Yang Y., Lo H., 2001).

En la misma década, el incremento del uso de fluconazol en pacientes infectados
con HIV con recurrentes episodios de candidiasis orofaringea, resultd en la seleccién de
especies de Candida intrinsecamente menos susceptibles y en la emergencia de cepas

resistentes a los azoles (Procop G., Roberts G., 2004).

Actualmente, la resistencia a las drogas antifungicas ha sido reportada en
diferentes situaciones clinicas para tres clases de drogas antifungicas: los polienos,
analogos de las pirimidinas (5-flucitosina) y en los azoles. La resistencia adquirida a los
azoles en las especies fungicas ha sido observada mayormente en las especies de
Candida principalmente en C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis y C. tropicalis
(Sanglard D., 2003).

4. Factores que contribuyen a la resistencia antifangica

La prevalencia de las infecciones fungicas en pacientes con disminucion de las
defensas inmunes ha incrementado la dependencia de agentes antifungicos para
profilaxis y tratamiento. Numerosos reportes de resistencia antifungica se han
incrementado coincidentemente con el incremento del uso de estas drogas (Yang Y., Lo
H., 2001).

La resistencia antifungica ha sido descrita en dos categorias: resistencia clinica y
resistencia in vitro. La resistencia clinica es definida como un fallo terapéutico debido a
insuficiencia de la droga en suero y/o en tejido. Los factores que contribuyen a la
resistencia clinica del agente pueden ser divididos en tres clases: fungicos, del agente y
del hospedero (Yang Y., Lo H., 2001; White T., Marr K., Bowden R., 1998).

Los factores fungicos incluyen las especies, la concentracion inhibitoria minima
(MIC), el tipo celular y la poblacion de microorganismos. El tipo celular puede ser
identificado por morfologia. EI MIC del organismo puede ser determinado mediante

técnicas estandares para susceptibilidad antifungica y es util para predecir el tratamiento
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clinico. Los factores que incluyen al agente incluyen la clase del agente, la dosis y la
farmacocinética. El estado inmune del hospedero también es un factor que determina la
resistencia clinica (Yang Y., Lo H., 2001; White T., Marr K., Bowden R., 1998).

La resistencia in vitro puede ser de dos tipos: primaria y secundaria. La resistencia
primaria también es conocida como resistencia innata o intrinseca y es definida como la
resistencia natural de un organismo a la exposicion de una droga. La resistencia
secundaria también es conocida como resistencia adquirida y se desarrolla después de la
exposicion a una droga especifica. Esta ultima ha sido reportada frecuentemente en

pacientes con inmunodeficiencia (Yang Y., Lo H., 2001).

Para las diferentes especies fungicas existen diferentes grados de susceptibilidad
para cada droga antifungica. Las especies de Candida poseen diferentes grados de
susceptibilidad para agentes antifingicos comunes. Por ejemplo, C. krusei y C. glabrata
son menos susceptibles a fluconazol que otras especies de Candida, mientras que
C. lusitaniae es relativamente resistente a anfotericina B (Orozco A., et al., 1998;
Piemonte P., et al., 1996).

5. Mecanismos de resistencia

Los agentes antifungicos deben entrar en contacto con la célula, encontrar su sitio
de accion (diana), alterar la funcién celular fungica, eliminar al organismo infeccioso y
establecer el éxito terapéutico. Existen diferentes mecanismos que contribuyen a la
resistencia a una droga y son generados a nivel molecular. Los mecanismos identificados

son:

i. Reduccion de la acumulacion de la droga. Esto puede deberse a mecanismos que
previenen la entrada de la droga en la célula y la activacion de sistemas de flujo de la

droga.

ii. Alteraciones en el sitio de accion. Incluyendo mutaciones en el blanco de la droga,

sobreexpresion del sitio de accion y cambio enzimatico.

iii. Inactivaciéon de la droga. Incluyendo modificacion y degradacién de la droga.
(Anexo 7) (Yang Y., Lo H., 2001).
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a. Mecanismos de resistencia a los polienos

Las resistencias microbiolégicas a los polienos pueden ser naturales o adquiridas.
El mecanismo de resistencia a la anfoterecina B ha sido pobremente estudiado, pero se
ha asociado con la disminucion del contenido de ergosterol en la membrana. Esta
deficiencia pude ser resultado de mutaciones en genes que codifican algunas enzimas
involucradas en la sintesis de ergosterol. Se han reportado defectos en el gen ERG3,
como promotor de la acumulacion de otros esteroles que no son ergosterol. Las
resistencias por naturaleza a la anfotericina B son frecuentes en algunas cepas de C.
lusitaniae y en el género Trichosporon (Anexo 8) (Sanglard D., 2003; Espinel-Ingroff A.,
2008; Dick J., Merz W., Saral R., 1980).

b. Mecanismos de resistencia a los azoles

En las levaduras los azoles tienen como diana celular comun un citocromo P450.
Este citocromo P450, actualmente denominado Erg11p, es el producto del gen ERG11. La
afinidad de los derivados imidazdlicos vy triazélicos no solo depende de esta interaccion,
sino que también viene determinada por la sustitucion en N-1, la cual es, de hecho, la
responsable de la elevada afinidad de los antifungicos azélicos para su diana (Rex J.,
Bennett J., Sugar A., Pappas P., Van der Horst C., Edwards J., et al., 1994).

Existen diversos mecanismos a través de los que las levaduras pueden adquirir
resistencias contra los antifungicos azdlicos, estos pueden ser: por alteracién en la
entrada del farmaco, el incremento de bombas de flujo y alteracion en el sitio de accion o
diana (Anexo 8) (Yang Y., Lo H., 2001).

i. Resistencias a los azoles por alteraciones en la entrada del farmaco

Este primer mecanismo es un defecto en la importacién del farmaco. Para prevenir
que la droga entre, la célula puede alterar la composicion de la membrana principalmente
a nivel de los esteroles y fosfolipidos. Se ha demostrado que la alteracion composiciéon de

la membrana citoplasmatica contribuye a la resistencia fenotipica de C. albicans. Sin
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embargo, la correlacion directa entre la composicién citoplasmatica y la resistencia de la
droga no ha sido completamente establecida. Poco se conoce acerca de la entrada de la
droga en la célula fungica (Yang Y., Lo H., 2001; Sanglard D., 2003; Espinel-Ingroff A.,
2008).

ii. Resistencia por incremento de bombas de flujo

Los dos sistemas de eflujo a los cuales se les atribuye la resistencia a estas
drogas son: los sistemas de las proteinas pertenecientes a la familia de transportadores
de enlaces-ATP (ABC) y a la familia de facilitadores (MF). El eflujo activo es uno de los
mayores mecanismos de resistencia. Cuando existe resistencia a los azoles, los genes
(CDR1, CDR2 y MDR1) que codifican los sistemas de flujo (ABC y MF) estan
sobrerregulados y por lo tanto la levadura es incapaz de acumular el antifungico (Yang Y.,
Lo H., 2001; Sanglard D., 2003; Espinel-Ingroff A., 2008).

iii. Resistencias por alteraciones de las dianas celulares

Un mecanismo comun en la resistencia a los azoles es la modificacion de las
enzimas en la ruta biosintética del ergosterol. Existen tres mecanismos que desarrollan
resistencia fenotipica en la ruta del ergosterol, estos son: la alteraciéon del blanco que
previene que la droga se una a éste, el incremento de la expresién del gen de la diana y
una modificacion de otras enzimas de la misma via. La enzima diana predominante de los
azoles es la lanosterol demetilasa, producida por el gen ERG11. Las mutaciones en
ERG11 pueden causar resistencia (Yang Y., Lo H., 2001; Sanglard D., 2003; Espinel-
Ingroff A., 2008).

c. Mecanismos de resistencia a las pirimidinas

Las resistencias contra la 5-fluorocitosina (5-FC) también pueden ser naturales o
adquiridas. Pueden aparecer resistencias como consecuencia de un defecto o una
carencia de las enzimas implicadas en el metabolismo de la 5-FC (Citosina permeasa y

citoisicina desaminasa) o de una desregulacion de la via de biosintesis de las pirimidinas
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en la que los productos puedan competir con los metabolitos fluorados de la 5-FC (Polak
A., 1990; Coleman D., Rinaldi M., Haynes K., Rex J., Summerbell R., Annaisie E., et al.,
1998; Groll A., Piscitelli S., Walsh T., 1998).

Las resistencias intrinsecas de los hongos a dicho farmaco pueden deberse a un
defecto en la citosina permeasa (observado en C. glabrata, pero no en C. albicans ni en
C. neoformans), mientras que las adquiridas son el resultado de que no se pueda
metabolizar la 5-FC para obtener 5-FUTP y 5-Fd-UMP (que son los metabolitos
antifungicos que se originan dentro de la célula que causan la muerte de ésta) o de la
pérdida del control de la biosintesis de las pirimidinas (Polak A., 1990; Coleman D.,
Rinaldi M., Haynes K., Rex J., Summerbell R., Annaisie E., et al., 1998; Groll A., Piscitelli
S., Walsh T., 1998).

C. Determinacion de susceptibilidad antifungica

Las pruebas de susceptibilidad antifungica aparecieron con décadas de retraso en
comparacion con las pruebas antibacterianas. Una de las razones mas importantes para
el lento desarrollo fue la poca frecuencia de aparicion de infecciones fungicas antes de la
década de los ochenta, asi como el numero limitado de agentes terapéuticos disponibles,
unido al pobre reconocimiento del potencial emergente de resistencia a estos agentes
(Berrouane Y., Herwaldt L., Pfaller M., 1999; Espinel-Ingroff A., 1996; Espinel-Ingroff A.,
1997; Rex J., Pfaller M., Galgiani J., Barrtlett M., Espinel |., Ghannoum M., et al., 1997;
Pfaller MA., Yu WL., 2001).

La aparicion de resistencia a los agentes antifungicos ha producido secuelas de
importancia clinica y epidemioldgica. Estos factores han creado la necesidad de
establecer métodos de susceptibilidad antifungica in vitro estandarizados. La
estandarizacion puede jugar un papel importante en la necesidad de evaluar in vitro
versus in vivo la eficiencia un medicamento (Berrouane Y., Herwaldt L., Pfaller M., 1999;
Espinel-Ingroff A., 1996; Espinel-Ingroff A., 1997; Rex J., Pfaller M., Galgiani J., Barrtlett
M., Espinel |., Ghannoum M., et al., 1997; Pfaller MA., Yu WL., 2001).
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Como respuesta a esta necesidad el Comité Nacional de Estandarizacion del
Laboratorio Clinico de los Estados Unidos (National Committee for Clinical Laboratory
Standard, NCCLS) (actualmente Clinical Laboratory Standard Institute —CLSI-) en 1982
establecid un subcomité coordinador del trabajo de pruebas de susceptibilidad a los
antifungicos (Berrouane Y., Herwaldt L., Pfaller M., 1999, 531-537; Espinel-Ingroff A.,
1996; Espinel-Ingroff A., 1997; Rex J., Pfaller M., Galgiani J., Barrtlett M., Espinel 1.,
Ghannoum M., et al., 1997; Pfaller MA., Yu WL., 2001).

La meta del subcomité fue desarrollar un método eficaz de referencia para pruebas
de susceptibilidad de levaduras in vitro y buscar que se correlacionara con la respuesta
clinica. Como resultado, el CLSI propuso el método de referencia (M27-A) para levaduras
como Candida spp., Torulopsis glabrata y Cryptococcus neoformans (Berrouane Y.,
Herwaldt L., Pfaller M., 1999, 531-537; Espinel-Ingroff A., 1996; Espinel-Ingroff A., 1997;
Rex J., Pfaller M., Galgiani J., Barrtlett M., Espinel I., Ghannoum M., et al., 1997; Pfaller
MA., Yu WL., 2001).

1. Pruebas de susceptibilidad in vitro para levaduras

El método que describe este estandar esta pensado para evaluar levaduras que
causan infecciones invasivas. Estas levaduras abarcan todas las especies de Candida y
otros. El documento M27-A es un “estandar de referencia’ que se ha desarrollado a través
de un proceso de consenso para facilitar un acuerdo sobre la forma de evaluar la
sensibilidad de las levaduras a los antifungicos (Espinel-Ingroff A., 1996; Espinel-Ingroff
A., 1997; Rex J., Pfaller M., Galgiani J., Barrtlett M., Espinel |., Ghannoum M., et al., 1997;
Pfaller M., Yu W., 2001; National Committee for Clinical Laboratory Standars. Reference
method for broth dilution antifungal susceptibility testing of yeast. National Committee for

Clinical Laboratory Standards, Villanova, Pennsylvania, 1997).

Este método sigue los mismos principios que las pruebas para agentes
antibacterianos y provee resultados cuantitativos, en concentracion minima inhibitoria
(CMI), que representa la medida de la actividad antimicrobiana in vitro del agente bajo
estudio (Espinel-Ingroff A., 1996; Espinel-Ingroff A., 1997; Rex J., Pfaller M., Galgiani J.,
Barrtlett M., Espinel I., Ghannoum M., et al., 1997; Pfaller M., Yu W., 2001; National

Committee for Clinical Laboratory Standars. Reference method for broth dilution antifungal
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susceptibility testing of yeast. National Committee for Clinical Laboratory Standards,

Villanova, Pennsylvania, 1997).

Idealmente, las pruebas de susceptibilidad in vitro deben proveer una medida real
de la actividad relativa de uno o mas agentes antimicrobianos antifungicos, correlacionar
la actividad in vivo y predecir la probable respuesta a la terapia, proveer un medio que
monitoree el desarrollo de la resistencia en una poblacion normalmente susceptible y
predecir el potencial terapéutico de agentes nuevos en investigacion (Espinel-Ingroff A.,
1996; Espinel-Ingroff A., 1997; Rex J., Pfaller M., Galgiani J., Barrtlett M., Espinel I.,
Ghannoum M., et al., 1997; Pfaller M., Yu W., 2001; National Committee for Clinical
Laboratory Standars. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing
of yeast. National Committee for Clinical Laboratory Standards, Villanova, Pennsylvania,
1997).

2. Factores que pueden tener influencia en la correlacién in vitro e in vivo

Numerosos factores influyen en las interacciones que se producen entre los
microorganismos y sus hospederos. Algunos son intrinsecos al antimicrobiano pero otros
se derivan del patégeno y del huésped y aunque las pruebas de sensibilidad no pueden
tomar en consideracion todos estos factores, proveen valores que, de alguna forma,
conforman el diagndstico que tiene el paciente y, por lo tanto, ayudan a su tratamiento
(Rex J., Pfaller M., Galgiani J., Barrtlett M., Espinel I., Ghannoum M., et al., 1997; White
T., Marr K., Bowden R., 1998).

En la mayoria de los casos, las pruebas de sensibilidad se llevan a cabo de tal
forma que no reproducen lo que ocurre en la realidad; se realizan en condiciones
estandarizadas, utilizando una fase relativamente constante de crecimiento del
microorganismo y en condiciones fijas de pH, temperatura, humedad y concentracion de
oxigeno. En contraste, no hay nada estandarizado en el tratamiento de una infeccién. La
exposicién de un numero relativamente pequefio de microorganismos (103-106 UFC/ml) a
concentraciones constantes del antimicrobiano difiere considerablemente de la situacién
clinica, en la cual un gran numero de microorganismos (a menudo 109 UFC/ml o mas)
estan expuestos a concentraciones fluctuantes del farmaco (Rex J., Pfaller M., Galgiani J.,
Barrtlett M., Espinel I., Ghannoum M., et al., 1997; White T., Marr K., Bowden R., 1998).
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3. Factores relacionados con el Antimicrobiano

Se debe asumir que para establecer una correlacion entre los resultados de las
pruebas de sensibilidad y la eficacia de un tratamiento, la respuesta del microorganismo in
vivo debe ser paralela a la obtenida in vitro. Sin embargo, antimicrobianos que tienen una
actividad similar in vitro demuestran diferente eficacia clinica (Il Curso Hispano Argentino
de Micologia Médica. “Determinacion de la resistencia a los antifungicos en el laboratorio”.

Memorias. Buenos Aires, Argentina. 2000).

E. Métodos comerciales para la determinacion de susceptibilidad antifungica

1. ATB" FUNGUS 3

ATB™ FUNGUS 3 es un método comercial que contiene 16 pares de cupulas. El
primer par, sin antifungico, sirve de control de crecimiento. Las 15 cupulas siguientes
contienen 5 antifungicos a varias concentraciones y permiten determinar las CMI y/o
categorias clinicas (Manual técnico para antibiograma de levaduras ATB™ FUNGUS 3.

Biomérieux ® S.A. Francia).

La levadura a analizar es puesta en suspension, después se transfiere al medio de
cultivo y se inocula en la galeria. Después de incubar, la lectura del crecimiento se hace
de forma visual, o con el sistema automatizado ATB o mini API®. El resultado obtenido
permite dar un CIM (Anfotericiha B (AMB), Fluconazol (FCA), ltraconazol (ITR),
Voriconazol (VRC) y/o 5-Flucitosina (5-FCT) (Manual técnico para antibiograma de
levaduras ATB™ FUNGUS 3. Biomérieux ©® S.A. Francia).

Es un sistema de sensibilidad que permite el diagndstico in vitro para la realizacion
de pruebas de sensibilidad a levaduras no exigentes como especies de Candida y otras
especies de levadura de rapido crecimiento. Es un método de microdilucién que ofrece
resultados cualitativos y cuantitativos de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) en
formato de placa seca (Anexo 9) (Manual técnico para antibiograma de levaduras ATB"
FUNGUS 3. Biomérieux ® S.A. Francia).
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2. SENSITITRE® YEASTONE®

La prueba de sensibilidad a levaduras Sensititre es una prueba de microdilucion
colorimétrica comercial. Se basa en el método de microdilucion del documento M27-A del
CLSI al que se le ha adicionado un indicador de crecimiento de 6xido reduccion (Azul
Alamar). Tiene la ventaja de ser la lectura mas objetiva, ya que los pocillos con
crecimiento son de color rosa, mientras que, cuando no hay crecimiento en su interior, los
pocillos se mantienen azules. Sin embargo, con los azoles sigue habiendo problemas de
lectura ya que, debido al efecto “trailing” o de transicién, el cambio de color no es tan
evidente y en ocasiones, pasa de rosa (crecimiento) a purpura (inhibicion parcial del
crecimiento) (Manual técnico para antibiograma de levaduras Sensititre® YeastOne®.
TREK Diagnostic Systems. United Kingdom. YST04_V1.2.).

Cada placa contiene diversos agentes antifungicos en las diluciones
correspondientes y los resultados se leen manualmente observando la concentracién
antifungica mas baja, que muestra la inhibicion del crecimiento (que viene indicada por la
ausencia de cambio de color) (Manual técnico para antibiograma de levaduras Sensititre®
YeastOne®. TREK Diagnostic Systems. United Kingdom. YST04_V1.2.).
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IV. JUSTIFICACION

El incremento en la poblacion de pacientes inmunocomprometidos o con otros
factores (edades extremas, antibioterapia de amplio espectro, etc.), ha determinado un
aumento en la incidencia de infecciones fungicas sistémicas en las ultimas décadas. Esto
ultimo, asociado al uso creciente de drogas antifungicas, han contribuido a la aparicién de
levaduras con resistencia secundaria a los antifungicos y ha hecho necesario el desarrollo

de métodos para evaluar susceptibilidad a estas drogas.

Los estudios de susceptibilidad a los antifungicos, previo al uso de métodos
estandarizados, eran inconsistentes y muy poco reproducibles, ya que muchos factores
influian en estos ensayos. Por este problema, surgid un método estandarizado de
microdilucién en caldo (CLSI M27-A). Este constituye el método de referencia, sin
embargo es muy laborioso y se encuentra reservado para laboratorios especializados.
Ademas, con el aumento de la incidencia de micosis, se ha generado la necesidad de
desarrollar nuevas alternativas que presenten una buena reproducibilidad y que sean

viables para el estudio de la susceptibilidad in vitro de los antifungicos.

En Guatemala, hasta el momento se ha realizado un estudio para la determinacién
y caracterizaciéon de especies de Candida en personas viviendo con VIH que acuden a la
“Clinica Luis Angel Garcia”, pero no se ha llevado a cabo un estudio de comparacién del
método comercial, ATB™ FUNGUS 3 (Biomerieux® S.A.) con respecto al sistema
Sensititre® YeastOne® (TREK Diagnostic System), para la determinacion de la

susceptibilidad antifungica de diferentes especies de Candida.

Por lo anterior se hace necesario establecer una metodologia confiable y
adecuada que brinden informes mas exactos para elegir la mejor terapia para el paciente
y de esta forma, contribuir a evitar el incremento de la resistencia antifungica y la

propagacion de cepas multirresistentes que afecten a la poblacion en general.
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V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Comparar el sistema ATB™ FUNGUS 3 con respecto al método Sensititre®

YeastOne® para determinar la susceptibilidad antifingica de especies de Candida

en pacientes VIH.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Establecer la sensibilidad y especificidad, del sistema ATB™ Fungus 3 con respecto

al método y Sensititre® YeastOne®.

b. Determinar la fiabilidad a través de la concordancia del sistema ATB™ Fungus 3

con respecto al método Sensititre® YeastOne®.
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VI. HIPOTESIS

1. El sistema ATB™ FUNGUS 3 con respecto al método Sensititre® YeastOne® no

presentan similitud en cuanto a sensibilidad y especificidad.

2. El sistema ATB™ FUNGUS 3 posee una concordancia menor al 50% con respecto al

método Sensititre® YeastOne®.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

Personas viviendo con VIH con manifestaciones clinicas de candidosis que
asistieron a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”, Asociacién de Salud Integral del
Hospital General San Juan de Dios.

B. Muestra

67 cepas de diferentes especies de Candida provenientes de la cavidad oral de

pacientes con VIH

C. Medios

1. Recursos humanos
Br. Clara Luisa Maria Calderén Sierra
Licda. Blanca Samayoa Herrera, QB, MSPH, DrPH candidate asesora
Licda. Sandra Patricia Lima Pimentel, QB coasesora

2. Recursos institucionales

Laboratorio de Micobacterias y Hongos/ Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”,

Asociacion de Salud Integral en el Hospital General San Juan de Dios

D. Recursos materiales

1. Recursos quimicos y biolégicos

e Estandar de turbidez de McFarland 0.5
e Estandar de turbidez de McFarland 2

e Agua estéril

o Kitde ATB" FUNGUS 3



* Kit de Sensititre® YeastOne®

e Solucion salina

e Cepa control C. tropicalis ATCC 750

e Cepa control C. albicans ATCC 24433

e Cepa control C. parapsilosis ATCC 22019
e Cepa control C. kefyr ATCC 2512

2. Medios de cultivo

e Agar Sabouraud
e Caldo RMPI

3. Equipos y cristaleria

e Autoclave

¢ Campana de flujo laminar

e Estufa

e Refrigerador

e Asa de inoculacion

e Incinerador

e Pipetas de volumen variable
e Turbidimetro

¢ Incubadora

¢ Computadora

e Vortex

¢ Pipetas automaticas

e Impresora

e Tubos con tapa de rosca

o Erlenmeyers

¢ Cajas de petri desechables
¢ Vaso de precipitacion de diferentes volumenes
e Varillas de vidrio

e Hisopos de algodon estériles

24
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e Asas de nicromo

e Puntas desechables para pipetas
e Marcador indeleble

e Parafilm

¢ Microplacas de 96 pozos

E. Procedimiento

1. Recoleccién de las cepas y datos

Se incluyeron 67 cepas del género Candida procedentes de 56 hisopados
provenientes de lesiones orales en personas que viven con VIH previamente analizadas
mediante el sistema Sensititre® YeastOne® y que fueron identificadas mediante pruebas
fenotipicas y el panel de levaduras API ID 32C. Las cepas fueron obtenidas del cepario
del Laboratorio de Tuberculosis y Hongos de la Clinica Familiar Luis Angel Garcia ubicada
en el Hospital General San Juan de Dios y fueron evaluadas mediante el sistema ATB"™
FUNGUS 3.

Todas las cepas, incluyendo las cepas control, fueron subcultivadas por 24-48
horas a 36+1 °C en agar Sabouraud dextrosado antes de realizar los ensayos. Se utilizd
la base de datos que contiene el registro de los antecedentes clinicos de tratamiento
antifungico de los pacientes de los cuales proceden dichas cepas.
2. Sistema ATB™ FUNGUS 3

a. Preparacion de la galeria

Se sacé la galeria de su embalaje y luego se anotd la identificacion de la levadura

a analizar sobre la lengueta lateral de la galeria.

b. Preparacién del inéculo

Se abrié una ampolla de API® NaCl 0.85% Medium, la cual fue inoculada con

varias colonias de la cepa en estudio procedentes de un cultivo no mayor de 4 dias.



26
Luego se llevd a una suspension de turbidez equivalente al patron 2 de McFarland

mediante un turbidimetro. Posteriormente se transfirid 20 ul de esta suspension al ATB F2

Medium.

c. Inoculacién de la galeria

Se homogenizd el ATB F2 Medium y se inoculd la galeria con 135 ul de dicho

medio en cada cupula. Se tapo la galeria y se incubd a 27° C durante 24-48 horas.

d. Lectura e Interpretacion

Se verificd la presencia de un crecimiento suficiente en las cupulas testigo. Para
Candida, en caso de que hubiese crecimiento insuficiente después de 24 horas de
incubacién, que dificulte la lectura de la galeria o la haga imposible, se procedi6é entonces

a reincubar 24 horas suplementarias en las mismas condiciones.

e. Determinacion de la CMI (AMB, FCA, ITR, VRC)

La lectura se llevd a cabo visualmente. La galeria se coloco sobre un fondo negro

y se utilizo la siguiente valoracion para determinar el CMI:

Definicion Valoracion
Ausencia de reduccién de crecimiento 4
Ligera reduccion del crecimiento 3
Marcada reduccién de crecimiento 2
Crecimiento muy débil 1
Ausencia de crecimiento 0

Fuente: Manual Técnico para antibiograma de levaduras ATB FUNGUS 3. Biomerieux® S.A.
Francia. Ref. 14-204.
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Para el Fluconazol (FCA), el ltraconazol (ITR) debido a la posibilidad de un
fendmeno de crecimiento residual “trailing”, la CMI correspondié a la concentracion de

antifungicos mas baja que permitié obtener una valoracion 2,1 o 0.

3. Sistema SENSITITRE® YEASTONE®

- Se tomaron de 1 a 2 colonias de cultivo puro de 24 hrs de incubacién a 37°C.

- Se suspendio en 5 ml de solucién salina fisiolégica.

- Laturbidez de la solucion fué igual al patrén 0.5 de McFarland.

- Se transfirieron 20 ul de la suspension a 11 ml de caldo de indculo YeastOne®.

- Se homogeniz6 el caldo sembrado y se inoculd la placa Sensititre® en un lapso de
15 minutos distribuyendo 100 ul de la suspensién por cupula.

- Se cubrid la placa con las laminas adhesivas incluidas en el kit, evitando cualquier
burbuja de aire.

- Seincubd las placas durante 24 hrs a 35°C, evitando la apilacién en mas de 3.

- Se inoculd una placa de agar Sabouraud con 10 ul de la suspensién de caldo de
indculo YeastOne®.

- Se incubo la placa de agar Sabouraud en las mismas condiciones de tiempo y
temperatura que las placas Sensititre® YeastOne®.

- Un inéculo correcto produjo 15-80 colonias.

- El crecimiento de levaduras en soluciones antifungicas se observd como un
cambio en el indicador de crecimiento colorimétrico de azul (negativo) a rojo
(positivo) o incluso un ligero cambio a morado (positivo).

- La concentracion minima inhibitoria (CIM), fué la concentracién mas baja de
agente antifungico que inhibié sustancialmente el crecimiento del organismo que
pudo detectarse por medio de un cambio de color.

- Cuando no hubo cambio en el indicador azul en ninguna dilucién de agente
antifungico, no se produjo crecimiento. El organismo fué sensible a la
concentracién mas baja de antifungico.

- La CIM se registr6 como la concentracion mas baja de agente antifiUngico que
impidio el desarrollo de un pocillo de crecimiento rojo o morado.

- Cuando se observo crecimiento en todos los pocillos, el organismo fué resistente a
la concentracion mas alta de antifungico. El punto final de la CIM fué registrado

como “mayor que” (>) la concentracion mas alta.
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4. Control de Calidad

Para cada una de las pruebas se utilizé como control de calidad de la corrida las
cepas contol: Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750, Candida
albicans ATCC 24433 y Candida kefyr ATCC 2512 para todos los antifungicos. Estas
cepas poseen valores de concentraciones minimas inhibitorias conocidas y reproducibles.
El crecimiento de los pozos de control debié asegurar que el medio funciona
apropiadamente, que el inéculo es viable y que el crecimiento es activo y que cualquier
disolvente que se utilizd en la preparacion de las drogas, no fueron soluciones que

influian en los resultados de la prueba.
5. Aspectos éticos

Se solicitd el consentimiento escrito a las autoridades de la Clinica Familiar para
poder utilizar las cepas conservadas en el cepario del Laboratorio de Tuberculosis y
Hongos. Asi también, se dio a conocer los resultados obtenidos a las autoridades para la
toma de acciones que beneficien el diagnostico y terapéutica de los pacientes que son

atendidos por la institucion.

E. Analisis de la investigacion

1. Tipo de estudio

Estudio de pruebas diagndsticas.

2. Tipo de Muestreo

Tipo no probabilistico realizado por intencidn o conveniencia de sesenta y siete
(67) cepas de diferentes especies de Candida provenientes de personas que viven o
conviven con VIH del Laboratorio de Tuberculosis y Hongos de la Clinica Familiar Luis

Angel Garcia del Hospital General San Juan de Dios.



29

3. Analisis estadistico

Se combinaron los factores susceptibilidad, susceptibilidad dependiendo de la
dosis, intermedio y resistencia de los antifungicos fluconazol, itraconazol y 5-flucitosina
obtenido con el sistema ATB" FUNGUS 3 (Biomerieux® S.A.) versus los factores de
susceptibilidad, susceptibilidad dependiendo de la dosis, intermedio y resistencia obtenido

con el método Sensititre® YeastOne® (TREK Diagnostic System).

Se determind la sensibilidad, especificidad a un nivel de confianza del 95%.
Seguidamente se determind la fiabilidad del sistema ATB™ FUNGUS 3 (Biomerieux® S.A.)
respecto al método Sensititre® YeastOne® (TREK Diagnostic System) mediante el empleo
de un test de concordancia medido a través del coeficiente Kappa (K°) a un nivel de

confianza del 95%.

K3 = proporcidn de concordancia observada — proporcion de concordancia esperada

1 — Proporcion de concordancia esperada

La interpretacién del valor obtenido, que indica la fuerza de la concordancia, se

realizé mediante la tabla de valoracién del indice Kappa (Anexo 10) (Maclure M., 1987).
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VIIl. RESULTADOS

Las muestras utilizadas en el estudio fueron obtenidas del raspado de la mucosa
oral proveniente de 56 personas viviendo con VIH que presentaban Iesiones
caracteristicas de candidiasis oral. El propédsito fue determinar la susceptibilidad
antifungica de las diferentes especies de Candida de aislamientos clinicos frente a cinco
antifungicos (Anfotericina B (AMB), Fluconazol (FLU), Itraconazol (ITR), Voriconazol
(VOR) y/o 5-Flucitosina (5-FCT), a través del sistema ATB™ FUNGUS 3.

Los pacientes presentaron tres formas clinicas de candidiasis:
pseudomembranosa, eritematosa y queilitis angular. Candida albicans fue el agente
causal mas aislado de candidiasis pseudomembranosa, seguida de eritematosa y queilitis
angular. En cuanto a C. glabrata, C. tropicalis y C. parapsilosis solamente fueron aisladas
de aquellos pacientes que presentaron candidiasis pseudomembranosa. El género mas
afectado que predomind en la poblaciéon de estudio fue el masculino para las diferentes
especies de Candida. La edad de los pacientes que participaron en el estudio se

encuentra en una media de 35 afos y una mediana de 32 anos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Manifestaciones Clinicas Bucales y Datos Demogréficos de pacientes viviendo con VIH/Sida (PVVS) utilizados en el estudio segun
especie de Candida aislada.

-
______ Cewesee | e e e et | I castin i e || LG metot 1

Bucal n % n % n % n % n %
Queilitis Angular 2 3 ok - ok wxk ok ok . ok
Candidiasis Eritematosa 2 3 . - . . - *kkk . *kkk
Pseudomembranosa 48 72 9 13 3 4 2 3 1 2
= Rango de . Rango de . Rango de = Rango de . Rango de .
Edad (afios) edad Media edad Media edad Media edad Media edad Media
Queilitis Angular 22 - 40 37 Kkkk kkkk Fkkk kkkk *kkk Kkkk — P
Candidiasis Eritematosa | 37 - 53 45 . - . . . . . .
Pseudomembranosa 10 - 69 34 13-69 37 32-51 41 20-26 23 N/A 32
Género (%) Femenino Masculino | Femenino Masculino | Femenino Masculino | Femenino Masculino | Femenino Masculino
Queilitis Angular 19 19 . . . . . . ok .
Candidiasis Eritematosa . 38 krk srrk . . sk krk ok .
Pseudomembranosa 21.2 7.2 20 80 0 100 0 100 0 100

Fuente: Datos experimentales
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Los porcentajes de las principales especies del género Candida identificadas en el
estudio se presentan en el Cuadro 2. De las 67 muestras de mucosa analizadas, el 78%
corresponde a Candida albicans siendo la levadura mas aislada (52/67) seguido por 13%
de Candida glabrata (9/67), 4% de Candida tropicalis (3/67), 3% de Candida sp. (2/67) y
por ultimo 1% de Candida parapsilosis (1/67).

Cuadro 2. Distribucién de especies de Candida spp. aisladas en pacientes viviendo con VIH/sida (PVVS). (N=67)

Candida albicans 52 78
Candida glabrata 9 13
Candida tropicalis 3 4
Candida sp. 2 3
Candida parapsilosis 1 1
Total 67 100

Fuente: Datos experimentales

Con respecto a la sensibilidad in vitro de los 67 aislamientos a los cinco agentes
antifingicos analizados, por los dos métodos (Sensititre® YeastOne® - ATB™ FUNGUS 3)
se listan en el Cuadro 3. Al comparar los perfiles de sensibilidad, se encontré 83.58%
(ATB™ FUNGUS 3) frente a 95.52% (Sensititre® YeastOne®) al utilizar FLU; y 74.63%
(ATB™ FUNGUS 3) frente a 82.09% (Sensititre® YeastOne®) al utilizar ITR. Los
antifungicos FCT, AMB y VOR presentaron un porcentaje de sensibilidad del 100%. En
cuanto a los perfiles de resistencia, se encontré 2.98% (ATB™ FUNGUS 3) al utilizar FLU;
y 14.92% (ATB™ FUNGUS 3) frente a 13.43% (Sensititre® YeastOne®) al utilizar ITR.

Cuadro 3. Patrones de resistencia global a los agentes antiflingicos de los diferentes aislamientos en estudio (N=67).

ANTIFUNGICO ATB™ FUNGUS 3 SENSITITRE® ATB™ FUNGUS 3 SENSITITRE® ATB™ FUNGUS 3 SENSITITRE®
n (%) YEASTONE® n (%) n (%) YEASTONE® n (%) n (%) YEASTONE® n (%)
5-Flucitosina 67 (100%) 67 (100%) | e e e
Anfotericina B 67 (100%) 67 (100%) | e e e
Fluconazol 56 (83.58%) 64 (95.52%) 9(13.43%) 3 (4.48%) 2 (2.98%)
Itraconazol 50 (74.63%) 55 (82.09%) 7 (10.45%) 3 (4.48%) 10 (14.92%) 9 (13.43%)
Voriconazol 67 (100%) 67 (100%) i ol i s

23: Sensible, °SDD: Susceptibilidad Dependiendo de la Dosis, “R: Resistente

Fuente: Datos experimentales
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En la Grafica 1, se muestra la sensibilidad a los antifungicos de las distintas
especies aisladas de Candida. Los aislamientos resistentes a fluconazol (FLU) e
itraconazol (ITR) estuvieron representados por C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis.
Algunas especies, presentaron sensibilidad dependiendo de la dosis, principalmente para
fluconazol (C. albicans y C. glabrata) e itraconazol (C. albicans, C. glabrata y C.

tropicalis).

Grafica 1. Susceptibilidad antifungica de los aislamientos de Candida provenientes de las personas viviendo con VIH/sida
(PVVs) en el sistema ATB™ FUNGUS 3 (N=67).
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Fuente: Datos experimentales

5-FCT= 5-flucitosina, AMB= anfotericina B, FLU= fluconazol, ITR= itraconazol, VOR= voriconazol, S= susceptible, SDD= susceptible
dependiendo la dosis, R= resistente
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El Cuadro 4 muestra el grado de concordancia entre los métodos utilizados
(Sensititre® YeastOne® - ATB™ FUNGUS 3) en las diferentes especies estudiadas, por
medio del indice Kappa ponderado. El grado de concordancia para fluconazol (FLU) fue
optima para C. albicans (Kappa: 0.97), mientras que para las especies no-albicans fue
buena (Kappa: 0.63) para ambos métodos. En el caso de itraconazol (ITR) el grado de
concordancia fue buena para C. albicans (Kappa: 0.66) mientras que para las otras
especies de Candida -C. glabrata, C. tropicalis, Candida sp., C. parapsilosis-
(Kappa: 0.86) presentd una concordancia optima para ambos métodos. Sin embargo, al
revisar el comportamiento de acuerdo con una especie-especifica, se observd que en el
caso particular de 5-FCT, AMB y VOR, C. albicans vy las otras especies de Candida, para

ambos métodos, mostraron una perfecta correlacion.

Los datos correspondientes a la especificidad y sensibilidad diagndstica para dos
de los cinco antifungicos evaluados se presentan en el Cuadro 5. Para fluconazol (FLU),
la sensibilidad fue de 100% (ICqs= 50-100) y una especificidad de 98% (ICg5= 94-100), con
un VPP de 50% (ICgs= 0-100), un VPN de 100% (ICos= 99-100) y con una eficacia
diagndstica de 98% (ICq5= 95-95). Para el itraconazol (ITR), la sensibilidad y especificidad
fue de 100% (ICgs5= 94-100) y 98% (ICgs= 94-100) respectivamente, con un VPP de 90%
(ICg5= 66-100), VPN de 100% (ICgs= 99-100) y una eficacia diagnéstica de 98% (ICg5= 94-
100). Sin embrago, cabe destacar que con el sistema ATB™ FUNGUS 3 no se observé
ninguna cepa resistente a 5-flucitosina (5-FCT), anfotericina B (AMB) y voriconazol (VOR).
La especificidad del método fue de 100% y VPPN de 96.3%, haciendo la salvedad de que
esta prevalencia alta de cepas sensibles y baja de cepas resistentes conllevan a que

dichas estimaciones pierdan valor.



Cuadro 4. Concordancia entre los métodos Sensititre® YeastOne® - ATB™ FUNGUS 3 para los agentes antiftingicos empleados (N=67).
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s® SDD R®
SENSITITRE® YEASTONE® 100
5- Flucitosina 1
ATB™ FUNGUS 3 100
SENSITITRE® YEASTONE® 100
Anfotericina B 1
ATB™ FUNGUS 3 100
SENSITITRE® YEASTONE® 98.08 1.93
C. albicans (52) Fluconazol 0.97
ATB™ FUNGUS 3 92.31 7.69
SENSITITRE® YEASTONE® 98.08 1.92
Itraconazol 0.66 (0.03-1.00)
ATB™ FUNGUS 3 84.61 11.54 3.85
SENSITITRE® YEASTONE® 100
Voriconazol 1
ATB™ FUNGUS 3 100
SENSITITRE® YEASTONE® 100
5- Flucitosina 1
ATB™ FUNGUS 3 100
SENSITITRE® YEASTONE® 100
Anfotericina B 1
ATB™ FUNGUS 3 100
ot ies® (15) SENSITITRE® YEASTONE® 80 13.33 6.66
ras especies
(no-albicans) Fluconazol 0.63 (-0.01-1.00)
ATB™ FUNGUS 3 53.33 33.33 13.33
SENSITITRE® YEASTONE® 26.66 20 53.33
Itraconazol 0.86 (0.61-1.00)
ATB™ FUNGUS 3 33.33 6.66 60
SENSITITRE® YEASTONE® 100
Voriconazol 1
ATB™ FUNGUS 3 100

3S: Sensible, °SDD: Susceptibilidad Dependiendo de la Dosis, °R: Resistente

Fuente: Datos experimentales

9indice Kappa Ponderado: la concordancia perfecta se refleja con un indice igual a 1
"Otras especies: C. glabrata (n=9), C. tropicales (n=3), C. spp. (n=2), C. parapsilosis (n=1)



Cuadro 5. Desempefio diagndstico del ATB™ FUNGUS 3 para el estudio de sensibilidad al FLU e ITR (N=67).

FLU®
TR’

100 (50-100)
100 (94-100)

98 (94-100)
98 (94-100)

50 (0-100)
90 (66-100)

100 (99-100)
100 (99-100)

98 (95-92)
98 (94-100)

©FLU: fluconazol; ITR: itraconazol
Fuente: Datos experimentales

9VPP: valor predictivo positivo
"VPN: valor predictivo negativo

35
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En personas inmunocomprometidas, las infecciones fungicas oportunistas se han
constituido en un serio problema médico (Fidel, J, Vazquez, J., Sobel, J., 1999; Golecka,
M., Oldakowska-Jedynak, U., Mierzwinska E., 2006). Las especies de Candida suelen ser
detectadas en la mucosa oral de 40% a 60% de la poblacién general, pero diversos
factores de riesgo, tales como ocurre en los pacientes con infeccion por VIH, incrementan
su frecuencia, y la especie C. albicans es la causa principal. (Redding, S., Kirkpatrick, W.,
Dib, O., Fothergill, A., Rinaldi, M., Patterson, T., 2000) Si bien C. albicans sigue siendo la
causa mas comun de candidemia, aproximadamente 35% de las candidiasis sistémicas
han sido remplazadas por otras especies “no-albicans”, reportandose por tanto una
emergencia de éstas (Fisher-Hoch, S., Hutwagner, L., 1995; Pfaller, M., Diekema, D.,
2002; Wingard, J., 1995). Estas especies “no-albicans” generan dificultades terapéuticas,
lo que conlleva al surgimiento de nuevos patrones de sensibilidad a los antifungicos
(Ghannoum, M., Rice, L., 1999; Mahayni, R., Vazquez, J., Zervos, M., 1995).

Por la necesidad de simplificar la metodologia descrita en el documento M27-A2
para los laboratorios de rutina, se han desarrollado varias técnicas comerciales. Estas
permiten evaluar la susceptibilidad in vitro, siendo mas econdémicas y mas rapidas que

el estandar de referencia.

Del grupo de pacientes en estudio, se aislaron 67 cepas de Candida obtenidas de
56 pacientes viviendo con VIH, de la “Clinica Luis Angel Garcia”, las cuales fueron
aisladas de la mucosa oral. La frecuencia con la que se presentaron dichas especies fue
la siguiente: C. albicans se aislo en un 78%, mientras que las especies no- albicans (C.
glabrata, C. tropicalis, Candida spp. y C. parapsilosis) se aislaron en un 22%. Los datos
obtenidos en dicho estudio, concuerdan con los obtenidos en un estudio que se llevo a
cabo en Africa del Sur, en el cual C. albicans fue la especie mas comlUnmente aislada
(78.6%), seguida por las especies no-albicans (21.4%). En dicho estudio las especies no-
albicans aisladas fueron: C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei y C. parapsilosis (Mrudula, J.,
Maeve, M., 2006, 1281). Estas especies también fueron aisladas en esta investigacion,
con excepcion de C. krusei. En un estudio llevado a cabo en Colombia, se reporté a C.
albicans como la principal especie aislada (87.5%), mientras que las especies no-albicans

reportadas fueron C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis (Gutiérrez, C., De Bedout, C.,
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Tobon, A., Cano, L., Arango, M., Tabares. A., Rastrepo, A., 2007). Estos datos son

similares a los obtenidos en el presente estudio.

Segun Aguirre Urizar JM, et al, 2004, Delgado W, et al, 1997 y Ramirez Amador
VA, et al, 1996, la candidiasis eritematosa, la pseudomembranosa y la queilitis angular,
son las formas mas frecuentes de candidiasis entre los pacientes infectados por el VIH.
Esto concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde se encontrd
que las tres formas principales de manifestacion oral fueron la pseudomembranosa,

candidiasis eritematosa y queilitis angular.

En un estudio llevado a cabo en Espafa se observd que la forma mas comdun
aislada fue la eritematosa seguida por la pseudomembranosa y queilitis angular, no
encontrandose lesiones hiperplasicas. Estos resultados son semejantes con los de este
estudio, excepto en que la pseudomembranosa fue la mas aislada seguida de la
eritematosa (Ceballos, A., Gaitan, L., Ruesga, M., Ceballos, L., Quindds, G., 1998).

De acuerdo con la literatura, el SIDA ataca a los adultos en sus afos de plenitud
laboral (personas que fueron infectadas de adolescentes o jovenes), se concentra en el
grupo de 25 a 45 anos de edad y es mas frecuente en hombres; aunque en algunas
regiones las mujeres estan siendo mas vulnerables (Ashford, L., 2006). En Guatemala, los
pacientes que viven con VIH/Sida y que manifiestan candidiasis oral, tienden a ser adultos
jovenes, econdmicamente activos y en su mayoria hombres (44/56, 78.6%), cuyas parejas
corren el riesgo de ser infectadas (Samayoa, B., Arathoon, E., Anderson, M., Rodriguez,
J., Quattrini, E., Gordillo, C., Cotton, L., 2003).

Los patrones de resistencia global obtenidos de las 67 cepas en estudio del
género Candida por las metodologias Sensititre® YeastOne® - ATB™ FUNGUS 3 con
respecto a los agentes antifungicos, demostraron que ambos métodos presentaron
resistencia para itraconazol (ITR), no siendo asi para fluconzol (FLU), en donde sdlo el
sistema ATB"™ FUNGUS 3 presenté resistencia. Asi mismo, ambos métodos presentaron
sensibilidad para 5-Flucitosina (5-FCT), Anfotericina B (AMB) y Voriconazol (VOR).

En cuanto al comportamiento especie-especifica, C. albicans presento resistencia
a itraconazol (ITR) mientras que C. glabrata presentd resistencia a fluconazol (FLU) e
itraconazol (ITR). Estos resultados concuerdan con un estudio realizado en México, en el
cual reportaron resistencia a itraconazol (ITR) en los aislamientos de C. albicans y C.

glabrata, asi como resistencia a fluconazol (FLU) s6lo para C. glabrata (Sanchez-Vargas,
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L., Ortiz-Lépez, N., Villar, M., Moragues, D., Aguirre, J., Cashat-Cruz, M., Lopez-Ribot, J.,
Quindés, G., 2005).

Otro estudio realizado en Venezuela, demostr6 que C. albicans presento
resistencia a itraconazol (ITR) y fluconazol (FLU), siendo C. glabrata, la levadura que
presentd mayor resistencia para ambos antifungicos. Estas mismas especies presentaron
resistencia a itraconazol y fluconazol en este estudio, exceptuando C. albicans, el cual no
presentd ninguna resistencia a fluconazol (Dominguez, V., Borrero, L., Crespo, A.,
Gonzélez, L., Hartmann, C., Sanchez, C., 2005).

Ninguna de las otras especies presento resistencia a los antifungicos estudiados.
Solamente el 6% (4/67) de aislamientos de C. albicans y 7% (5/67) de C. glabrata
presentaron susceptibilidad dependiendo de la dosis a fluconazol (FLU), mientras que
para itraconazol solo el 8% (6/67) de aislamientos para C. albicans y el 2% (1/67) para
C. glabrata presentaron susceptibilidad dependiendo de la dosis. En general los patrones
de susceptibilidad obtenidos en la poblacion guatemalteca, no difiere en mucho con los
obtenidos en otros estudios.

La concordancia general entre el sistema ATB™ FUNGUS 3 y el método Sensititre®
YeastOne® fue del 78%. Ambos métodos son comparables para la mayoria de los
antifungicos evaluados. Para los aislamientos de C. albicans, la concordancia fue buena
(66%) (61-80%) para itraconazol (ITR), mientras que para las especies no-albicans la
concordancia fue 6ptima (86%) (81-99%). En cuanto al fluconazol (FLU), sélo las especies
no-albicans presentaron una concordancia buena (63%) (61-80%) para este antifungico.
Resultados semejantes a los de éste estudio -exceptuando que fluconazol (FLU) para los
aislamientos de C. albicans presentd una concordancia buena-, se obtuvieron en estudios
realizados en Espafia y Estados Unidos, los cuales demostraron que la concordancia
global entre el ATB™ FUNGUS 2 y el Sensititre® YeastOne® fue excelente. La
concordancia por antifingico cuando los resultados de ATB"™ FUNGUS fueron
comparados con los de Sensititre ®YeastOne® fue éptima para 5-flucitosina (5-FCT) y
anfotericina B (AMB), pero mas baja para los triazoles (Eraso, E., Ruesga, M., Villar-Vidal,
M., Carrillo-Mufioz, A., Espinel-Ingroff, A., Quindés, G., 2008; Torres-Rodriguez, J.,
Alvarado-Ramirez, E., 2007).

Algunas especies como C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis, pueden presentar
el fendmeno de crecimiento residual con los azoles, tales como fluconazol, itraconazol,

ketoconazol y voriconazol, lo que provoca una sobreestimacién de la CIM y una fuente
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importante de variabilidad (Cuenca-Estrella, M., Gomez-Lépez, A., Mellado, E.,
Rodriguez-Tudela, J., 2005; Cuenca-Estrella, M., Mellado, E., Gomez-Ldpez, A., Perkins,
A., Buitrago, M., Rodriguez-Tudela, J., 2005). La concordancia reportada para los
aislamientos de C. albicans y especies no-albicans para el fluconazol e itraconazol,
pudieron verse afectados por dicho crecimiento residual; este hallazgo también fue

informado por Cuenca-Estrella et al. en sus trabajos.

En este estudio se determind el desempefio diagndstico del sistema ATB™
FUNGUS 3 con respecto al método Sensititre® YeastOne® a través de la sensibilidad,
especificidad y valores predictivos. Los resultados obtenidos mostraron que el ATB"™
FUNGUS 3 tuvo un desempefio diagndstico bueno con respecto al método Sensititre ©
YeastOne®; la alta confiabilidad del método se determind al observar los altos valores
predictivos en general, asi como también los altos valores de sensibilidad y especificidad

para fluconazol (FLU) e itraconazol (ITR).

Con respecto al fluconazol (FLU), la sensibilidad diagndstica obtenida, fue buena
(100%) (ICg5%,=50-100), esto indico que el sistema ATB™ FUNGUS 3 tuvo la capacidad de
detectar el 100% de las cepas resistentes (verdaderos positivos) ante este antifungico,
mientras que la especificidad, indicé que el sistema ATB™ FUNGUS 3 tuvo la capacidad
de detectar el 98% (ICgs¢,= 94-100) de las cepas sensibles (verdaderos negativos). Si bien
para el fluconazol (FLU), la sensibilidad diagnéstica fue buena, el VPP fue bajo (50%)
(ICgs%,= 0-100), lo cual nos indicé que del 100% de cepas resistentes, solo el 50% fue
realmente resistente para ese antifungico. Caso contrario con el VPN, el cual fue bueno
(100%) (ICgs%= 99-100). Cabe destacar el buen desempefio que se obtuvo a través del
sistema ATB™ FUNGUS 3 con respecto al itraconazol (ITR), el cual esta determinado por
su buena sensibilidad y especificidad (100%-98%) (ICos0,= 94-100), VPP (90%)
(ICgs59%= 66-100) y VPN (100%) (ICgs0,= 99-100).
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X. CONCLUSIONES

En comparacion con C. glabrata, C. tropicalis, Candida sp. y C. parapsilosis,

C. albicans fue el patégeno con mayor aislamiento en pacientes con VIH.

La 5-Flucitosina, Anfotericina B y el Voriconazol fueron los antifiingicos con mejor

actividad en el tratamiento de las diferentes especies de Candida.

Aunque es necesario realizar mas estudios, el ATB" FUNGUS 3 ante
5-Flucitosina, Anfotericina B y Voriconazol, fue un método fiable en la resistencia

de especies de Candida incluidas en el presente estudio.

El fendmeno de crecimiento residual que presentan algunas especies como
C. albicans, C. glabrata 'y C. tropicalis pudo afectar la baja concordancia cuando se

evaluaron Fluconazol e Itraconazol como antifungicos en este estudio.

Las especies de Candida y dependiendo del antifungico utilizado, pudieron afectar
la sensibilidad y especificidad del sistema ATB™ FUNGUS 3 con respecto al

método Sensititre® YeastOne®.
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Xl. RECOMENDACIONES

1. ldentificar prioritariamente las especies y resistencia antimicrobiana del género

Candida, antes de iniciar un tratamiento antifungico.

2. Implementar medidas de vigilancia epidemiologica para determinar las especies

mas importantes de Candida asi como sus patrones de resistencia.

3. Capacitar al personal de laboratorio encargado de las pruebas de identificacion y
sensibilidad de las levaduras, para su realizacién e interpretacion, asi como
mantener una buena comunicacion con los médicos responsables de los pacientes
que se puedan ver afectados por este tipo de infecciones, especialmente

pacientes con VIH, en intensivo o pacientes con algin inmunocompromiso.

4. Establecer un sistema de monitoreo de la resistencia de las levaduras a los
antimicaéticos, en los aislamientos de pacientes con VIH, en intensivo o pacientes
con algun inmunocompromiso, antes de iniciar el tratamiento y durante el mismo,

para evitar recurrencias de candidosis.
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Anexo 1

Figura 1. Membrana celular de los hongos.
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Anexo 2

Figura 2. Esquema de la pared celular de S. cerevisiae y C. albicans.
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naranja. Las subunidades de la B-1,2-D-glucano sintetasa en la membrana plasmatica estan coloreadas en verde.

Tomado de: Ponton J. La pared celular de los hongos y el mecanismo de accidon de la anidulafungina.
Revista Iberoamericana de Micologia. 2008; 25:78-82.



Cuadro 6. Desarrollo histérico de los antifungicos

Anexo 3

49

Poliquetidos Polienos Azoles Pirimidinas Equinocandinas Aliamnas
Anfotericina B
1950s Griseofulvina Clormidazol
Nistatina
1960s Iml'da}zoles Flucitocina
topicos

1970s Imidazoles Cilofungina

sistémicos

; Naftifina

1980s [razoles

sistemicos Terbinafine

Equinocandinas
1990s de amplio
espectro

Tomado de: Odds F. Antifungal agents:
55.

their diversity and increasing sophistication. Mycologist. 2003; 17(2):51-
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Anexo 4

Cuadro 7. Clasificacién de los antifungicos por su estructura

Estructura Antifungico
Polienos Nistatina, natamicina, anfotericina B
Imidazol: miconazol, clotrimazol
Triazoles: fluconazol, itraconazol, ketoconazol
Azoles
Triazoles de 2da generacién: variconazol, ravuconazol y posaconazol
Alaminas Terbinafina, naftifina
Lipopéptidos Papulacandinas
Triterpenos glicosilados
Equinocandinas: caspofungina, anidolofungina, micafungina
Pirimidinas o
Flucitocina
Fluoradas
Poliketidos Griseofulvina
Otros Yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato

Tomado de: Gregori B. Estructura y actividad de los antifungicos. Rev Cubana Farm. 2005; 39(2); 1-15.
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Anexo 5

Cuadro 8. Drogas antifungicas y sus sitios de accion

Ejemplo de
Compuesto e . Sitio de accién
antifangico
Alilaminas Terbinafine Sintesis del ergosterol, escualeno epoxidasa
Antimetabolitos Flucitosina Acido nucléico fungico (ARN 6 ADN)
Azoles Fluconazol Sintesis del ergosterol, lanosterol demetilasa
Equinocandinas Caspofungina Pared celular, sinteisis de la p-1-3- glucano
Otros Griseofulvina Aparato mitético fungico

Tomado de: Anderson J B. Evolution of antifungal-drug resistance: mechanisms and pathogen fitness. Nat
Rev Microbiol 2005; 3:547-556.

Figura 3. Drogas antifungicas y sus sitios de accion
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Anexo 6

Figura 4. Ruta biosintética del ergosterol y los puntos de actividad de los agentes

antifungicos.

Tomado de: Cohen J & Powderly W. Cohen & Powderly: Infectious Diseases. United States: Mosby, 2004.
1291 p.
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Anexo 7

Figura 5. Mecanismos moleculares de resistencia a los agentes antifungicos.
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Tomado de: Yang Y L, Lo H J. Mechanisms of antifungal agent resistance. J Microbiol Inmunol Infect. 2001;
34:79-86.
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Cuadro 8. Agentes antifungicos: actividad contra los principales patdgenos, modo de
accidon y mecanismos de resistencia.

Antifungico Espectro

Modo de accién

Mecanismo de resistencia

Polienos

Amplia actividad contra
Candida spp. (excepto
C. lusitanieae), C.
neoformans y hongos
filamentosos (excepto
Aspergillus sp., A.
terreus y A. flavus)

Anfotericina B

Analogos de
las pirimidinas

Actividad contra
Candida spp. y
Cryptococcus spp., sin
embargo, hay una
emergencia en la
resistencia al utilizarlo
como monoterapia

5-flucitosina

Azoles

Activo contra Candida
spp. y Cryptococcus
spp., menos activo
contra C. glabrata y no
activo contra C. krusei.
No presenta actividad
contra hongos
filamentosos.
Semejante a fluconazol,
sin embargo es util
contra los hongos
filamentosos
Semejante a
voriconazol, pero posee
mejor actividad contra
los hongos
filamentosos,

Fluconazol

Itraconazol

Voriconazol

incluyendo Aspergillus y

Fusarium spp.

Unidn al ergosterol y

desestabilizacion de
las funciones de la
membrana

Debilitamiento de la
biosintesis de acido
nucléicos por
formacién de
antimetabolitos
téxicos fluorinados

Inhibicion del

citocromo P450 14-a-
lanosterol demetilasa

Alteracién en pasos especificos de la via
de la biosintesis del ergosterol

*Disminucién del ingreso de 5-FC
*Disminucion de la formacion de
antimetabolitos toxicos

*Aumento de eflujo por
sobrerregulacion de los genes
trasportadores de drogas

*Alteraciones en la diana por
mutaciones

*Alteraciones en pasos especificos de la
biosintesis del ergosterol

Tomado de: Sanglard D. Resistance and tolerance mechanisms to antifungal drugs in fungal pathogens.

Mycologist. 2003; 17(2):74-78.
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Figura 6. Procedimiento para inoculacién del sistema ATB™ FUNGUS 3
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Tomado de: Manual técnico para antibiograma de levaduras ATB" FUNGUS 3. Biomérieux® S.A.

Francia. Ref. 14-204
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Cuadro 9. Valoracion del coeficiente Kappa.

56

Coeficiente Kappa

Fuerza de la concordancia

0.00
0.00-0.20
0.21-0.40
0.41-0.60
0.61-0.80
0.81-0.99

1.00

Malo
Pobre
Sufrible
Regular
Buena
Optima

Perfecta

Tomado de: Maclure M. Misinterpretation and misuse of kappa statistic. American Journal of Epidemiology,

1987; 126; 161-169.



