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INTRODUCCION

Durante mucho tiempo la sensibilidad de los hongos a los antifiingicos apenas se estudié con detalle, de tal manera que
en la década de 1980 no disponiamos de métodos estdndar y reproducibles de valoracién de la sensibilidad a los antiftingi-
cos, a pesar de que ya existian desde hacia tiempo para los antibiéticos. El desfase entre las pruebas de evaluacién in vitro
de los antiftingicos con respecto a los antibidticos puede explicarse por los siguientes motivos:

— La evolucidn histérica de las infecciones flingicas, ya que los principales problemas de salud ocasionados por los hon-
gos durante muchos afios fueron, fundamentalmente, las dermatomicosis, pero con la aparicién del sida y el avance de
la medicina se produce un incremento en la prevalencia de las micosis y un cambio en su etiologia, pasando los micro-
organismos saprofitos o ambientales a ser los causantes de cuadros muchas veces mortales.

— El desarrollo de los antifingicos, de forma paralela a la evolucién de las micosis, y la similitud de algunas estructuras
fingicas con las del huésped explican el arsenal terapéutico antifingico existente hoy dia, su evolucién desde la década
de 1950 y el nimero de publicaciones referentes a los antiftiingicos (1).

El interés despertado hacia las pruebas de sensibilidad a los antiftingicos como consecuencia del incremento de las
infecciones fiingicas, del desarrollo de otros antifingicos o de nuevas formulaciones sigue manteniéndose debido a la apa-
ricién de cepas resistentes, de procesos infecciosos producidos por nuevos microorganismos y a la amplia utilizacién de los
antifiingicos, bien en pautas profildcticas, en tratamientos prolongados de mantenimiento o en combinaciones sinérgicas.

Este interés ha obligado al desarrollo de métodos reproducibles y estandar de evaluacién in vitro que sirvan de guia en
la instauracion del tratamiento.

DESARROLLO DE LOS METODOS DE EVALUACION IN VITRO DE LOS ANTIFUNGICOS
Estudio de la concentracion minima inhibitoria para las levaduras

Ante la falta de un método estandar para el estudio de la sensibilidad, en 1982 el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) formé un subcomité con el objeto de establecer una normativa para las pruebas de sensi-
bilidad de las levaduras a los antiftingicos. Dicho subcomité, basdndose en estudios previos (2, 3), enfocé el problema de
la estandarizacion hacia el uso de un método en caldo para levaduras de los géneros Candida y Cryptococcus. Como con-
secuencia del trabajo de varios afios surgen los documentos M27-P en 1992 (4), M27-T en 1995 (5) y M27-A en 1997 (6).
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Con la publicacién de este dltimo se dispone de un sistema estdndar para el estudio de la sensibilidad antiftingica in vitro
de las levaduras, basado en un método de macrodilucién y microdilucién en caldo en el cual se definen las condiciones en
que tiene que realizarse y los puntos de corte para fluconazol, itraconazol y 5-fluorocitosina.

Este procedimiento muestra algunas limitaciones. Uno de los problemas es la determinacion de la concentraciéon mini-
ma inhibitoria (CMI) para los azoles debido al fenémeno “arrastre”. En esta situacién la lectura visual hace especialmente
dificultosa la determinacién de la CMI, al tiempo que subjetiva. Con el fin de evitar esto se han propuesto numerosas suge-
rencias, como la lectura a las 24 horas, el descenso del pH a 5, el aumento del tamafio del indculo, la suplementacion del
medio de cultivo con glucosa y la lectura espectrofotométrica para la determinacién del punto de corte, entre otras (7-12).

El documento M27-A2, publicado en 2002 (13), aunque hace referencia a la posibilidad de afiadir glucosa al medio con
el fin de simplificar la lectura del punto de corte, no aporta soluciones sobre el problema del crecimiento residual. Destaca
la influencia que ejerce el tiempo en la determinacién de la CMI de ciertas cepas y cémo la lectura a las 24 horas puede
tener mas relevancia clinica, sobre todo para cepas con fendmeno “arrastre”, tal y como corroboran diversos autores con
modelos animales (7, 14, 15).

En el afio 2002, el subcomité para el estudio de sensibilidad a los antifingicos creado dentro del European Committee
on Antibiotic Susceptibility Testing (AFST-EUCAST) publicé el estindar EUCAST Discussion Document E.Dis 7.1 (16).
Este documento, basado en el del NCCLS, propone una alternativa para el estudio de la sensibilidad a los antiftingicos de
las levaduras fermentadoras. Este método, reproducible y con buena concordancia con el estandar del NCCLS, permite dar
una respuesta mds rapida, simplifica la determinacion de la CMI y la libera de subjetividad (17). Las discrepancias entre
ambos métodos, cuando se producen, se deben a cepas de Candida tropicalis, Candida glabrata y Candida krusei, algunas
de ellas mostrando un manifiesto “arrastre”, de tal manera que las CMI por el método del NCCLS son mucho maés altas a
las 48 que a las 24 horas (18). Arthington-Staggs y cols. (19), en un estudio llevado a cabo con el método M27-A, sugie-
ren que la lectura visual a las 24 horas y la espectrofotométrica a las 48 horas se relacionan mejor con los resultados in vivo
para aquellas cepas que a las 48 horas tienen un marcado crecimiento residual.

Estudio de la concentracion minima inhibitoria para los hongos filamentosos

El interés del NCCLS se centr6 también en los hongos filamentosos. Basandose en dos estudios previos (20, 21) surgié
el documento M38-P, en 1998, como método de referencia para el estudio de la sensibilidad de los hongos filamentosos
productores de conidias (22). Las condiciones de dicho documento hacen referencia a un método de macrodilucién y micro-
dilucién para el estudio de sensibilidad de Rhizopus spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Sporothrix schenckii y Pseu-
dallescheria boydii.

Odds y cols. (23), aunque ponen de manifiesto la existencia de cierto grado de correlacién entre lo que sucede in vitro
y la respuesta al tratamiento en modelos animales para Aspergillus spp. y Rhizopus spp., no fueron concluyentes con Fu-
sarium spp. y P. boydii, ya que no establecian condiciones in vivo por las limitaciones del modelo animal. Ademas, las CMI
de las cepas infectantes se encontraban en un rango muy estrecho, tanto si los modelos animales respondian o no al trata-
miento. Por lo tanto, el valor clinico del documento M38-P necesitaba ser establecido.

Surgen diversos trabajos que estudiando diferentes variables (medio de cultivo, inéculo, tiempo de incubacién, criterio
de lectura) con distintas especies de hongos filamentos, entre los que se incluyen especies no comprendidas en el docu-
mento M-38P, intentan establecer cudles son las condiciones con que se pueda obtener una buena concordancia interlabo-
ratorio, se detecten resistencias y se logre una buena correlacién con lo que sucede in vivo (24-32).

Las conclusiones derivadas de todos estos trabajos quedan recogidas en un nuevo documento del NCCLS, el M38-A,
publicado en el afio 2002 como método de referencia para el estudio de la sensibilidad de los hongos filamentosos (33).
Este documento incluye, entre los hongos filamentosos, a los no formadores de conidias.

Estudio de la concentracién minima fungicida para los hongos filamentosos

Como un antifingico con actividad fungicida ofrece ventajas terapéuticas sobre un fungistatico, sobre todo en inmuno-
deprimidos, y considerando que Aspergillus spp. es el causante del 85% a 90% de las infecciones flingicas por filamento-
s0s, numerosos trabajos han evaluado durante los dltimos afios la actividad fungicida de los nuevos triazoles mediante
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métodos no estandar. Espinel y cols. (31, 32), basdndose en el documento M38-A, concluyen que la concentracion fungi-
cida minima para diferentes especies de filamentosos, entre los que se encuentran dematidceos y especies poco frecuentes,
con amfotericina B, itraconazol y los nuevos triazoles, puede determinarse tras alcanzar la CMI con el método M38-A 'y
con el criterio de menos de tres colonias vivas o del 99% a 99,5% de muerte celular.

Método de difusion en disco para el estudio de sensibilidad de las levaduras

El NCCLS, en su interés por disponer de métodos de estudio de la sensibilidad que por su sencillez técnica puedan lle-
varse a cabo en la mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica, publica en el afio 2003 el documento M44-P para
el estudio de sensibilidad de Candida spp. mediante el método de difusién en disco frente a fluconazol, utilizando como
medio de cultivo agar Mueller-Hinton con un 2% de glucosa y 0,5 pg/ml de azul de metileno (33, 34).

Es un método no laborioso, barato y de lectura fécil, ya que el fenémeno de “arrastre” es bajo, con un alto grado de
reproducibilidad, buena correlacién con el documento M27-A y ttil para detectar los aislamientos de Candida spp. sensi-
bles al fluconazol, debiendo determinar la CMI para aquellos con sensibilidad disminuida (35-38).

Aunque el NCCLS no ha establecido los puntos de corte para voriconazol, se ha valorado la viabilidad del método disco-
placa para el estudio de sensibilidad de Candida spp. a este antifingico, con un porcentaje global de concordancia con el
NCCLS del 99,4% (39).

Métodos comerciales de estudio de la sensibilidad
Métodos colorimétricos

Uno de los procedimientos tendentes a facilitar la determinacién de las CMI son los métodos colorimétricos. Aunque
se han utilizado varios indicadores colorimétricos de éxido-reduccion, el Alamar Bleu es el analizado con mas detalle.
Sensititre YeastOne® es un método de microdilucién basado en el NCCLS que lleva incorporado Alamar Bleu, posee buena
reproducibilidad y concordancia con el estdindar del NCCLS, permite dar resultados mas rapidos para los azoles y la deter-
minaci6n visual del punto de corte esta facilitada por la presencia del indicador (40-42).

E-test®

El E-test® estd basado en la difusién de distintas con-
centraciones de antifingico incorporadas en una tira de
plastico inerte, que da lugar a la formacién de una elipse de

Tabla 1. Métodos para el estudio de sensibilidad.

1) Métodos estandar

a) Para levaduras:

inhibicidn del crecimiento. Es una técnica facil de realizar,
con un alto grado de reproducibilidad y una buena concor-
dancia con el NCCLS. Con los hongos filamentosos se
obtienen elipses de inhibicién claras y mds féciles de inter-
pretar que con las levaduras (39, 42-47). Autores como
Matar y cols. (48) han mostrado el buen funcionamiento
del medio de Mueller-Hinton con glucosa y azul de metile-
no para eliminar o disminuir el efecto “arrastre” presenta-
do por algunas cepas.

En la Tabla 1 se resumen las técnicas de estudio de sen-
sibilidad de los hongos.

— CMI en caldo: NCCLS, documento M27-A2
EUCAST, documento E.Dis 7.1
— Difusién en disco para fluconazol: NCCLS, documento
M44-P

b) Para hongos filamentosos:
— CMI en caldo: NCCLS, documento M38-A

2) Métodos comercializados
CMI en caldo: Sensititre YeastOne®
CMI por difusion: E-test®
Difusién en disco (sélo para levaduras)

INTERPRETACION CLiNICA DE LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

La capacidad de generar un resultado de CMI tiene poco valor sin la correspondiente interpretacién de su significado cli-
nico. Sin embargo, este proceso no es facil, ya que tanto el huésped como el agente causal desempefian un papel importante.
Aunque la correlacion entre las pruebas in vitro de sensibilidad a los antiflingicos y la respuesta al tratamiento de los
enfermos con micosis no es muy elevada, se han llevado a cabo estudios que han permitido establecer los puntos de corte
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de sensibilidad para fluconazol, itraconazol y flucitosina apli-
cables tnicamente en infecciones por Candida spp., que
quedan recogidos en el documento M27-A del NCCLS (6).

Tabla 2. Puntos de corte (en mg/l) establecidos por el NCCLS,
en su documento M27-A, para Candida spp. y azoles.

Antifiingico Sensible S-DD Resistente Para el fluconazol, los puntos de corte se determinaron
Fluconazol <8 16-32 >64 con cepas de Candida spp. obtenidas fundamentalmente de
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1 pacientes con sida y candidiasis orofaringea, y en menor

medida de pacientes no neutropénicos con episodios de
candidemia o candidiasis sistémica. Se concluy6 que son
cepas resistentes aquellas con CMI 264 mg/l y predicen un

S-DD: sensible dependiendo de la dosis.

aumento en el fracaso terapéutico, sensibles dependiendo de la dosis (S-DD) con CMI de 16-32 mg/l y su sensibilidad
depende de las concentraciones plasmaticas alcanzadas con dosis >800 mg/dia de fluconazol, y cepas sensibles aquellas con
CMI <8 mg/l1 (Tabla 2). Estos puntos de corte no son aplicables para C. krusei (49).

Con el itraconazol los puntos de corte se determinaron con cepas de Candida spp. obtenidas de pacientes con sida y can-
didiasis orofaringea. Se estudi6 la relacion entre las CMI, la respuesta clinica y las concentraciones plasmadticas. Son cepas
resistentes aquellas con una CMI >1 mg/l y predicen un aumento en el fracaso terapéutico, con CMI de 0,25-0,5 mg/1 son
consideradas S-DD y su sensibilidad depende de concentraciones séricas >0,5 mg/l, y cepas con CMI <0,125 mg/l son con-
sideradas sensibles (Tabla 2) (49).

No se ha encontrado una correlacion tan clara en las candidiasis profundas; en general ha sido ligera y en ocasiones
inversa (49, 50). Trabajos con modelos animales han demostrado que se produce un descenso de la respuesta al fluconazol
con CMI >8 mg/l, y con itraconazol el fallo terapéutico se ha asociado con CMI >0,25 mg/1 (7, 51).

Los puntos de corte establecidos en el documento M27-A para Candida spp., dentro de su valor, tienen ciertos puntos
débiles: 1) hay pocos seguimientos clinicos con cepas con CMI elevadas; 2) los estudios se han realizado fundamentalmente
en pacientes con sida y con candidiasis orofaringea, habiendo pocos datos con pacientes no neutropénicos y con candidia-
sis invasora; y 3) no se ha realizado estratificacién por enfermedades de base o dosis de antiftingico.

En el documento M44-P se establecen los puntos de
corte para el fluconazol (Tabla 3). Se consideran sensibles

Tabla 3. Puntos de corte (en mm de diametro del halo de
inhibicién) mediante difusion en disco establecidos por el
NCCLS, en su documento M44-P, para Candida spp. y flu-

aquellas cepas con un didmetro del halo de inhibicién >19
mm, que se corresponde con una CMI <8 mg/l, S-DD con
15-18 mm equivalente a una CMI de 16-32 mg/l, y resis-

conazol. tentes con un halo de inhibicién <14 mm y CMI 64 mg/l

(34). Aunque no se han establecido los puntos de corte para
voriconazol, diferentes estudios con Candida spp. y una
carga de 1 pg de voriconazol establecieron que todas las
cepas con una CMI <1 mg/l tenfan un halo de inhibicién
>13 mm de didmetro (39, 48).

Respecto a las infecciones por hongos miceliales no se han propuesto puntos de corte para los azoles. Denning y cols.
(52-54) han comunicado fracasos terapéuticos con itraconazol en enfermos de aspergilosis cuyas cepas de Aspergillus fumi-
gatus tenfan CMI >8 mg/l, lo que corroboraron en modelos murinos.

Antiftingico Sensible S-DD Resistente

Fluconazol >19 15-18 <14

S-DD: sensible dependiendo de la dosis.

éSON LAS PRUEBAS DE SENSIBILIDAD LA BASE PARA LA INDICACION TERAPEUTICA?

En la actualidad, muchos expertos se plantean si las pruebas de sensibilidad antifiingica pueden ser la base para la indi-
cacion de la terapia antifingica (55). Si bien los tests de sensibilidad a los antiftingicos estdn menos desarrollados y son
menos utilizados que los de las bacterias, éstos se han beneficiado de las bases cientificas de las pruebas antibacterianas
que permiten, mediante extrapolacion, explicar ciertas cuestiones.

Segtin Odds (56), cierto dogmatismo ha envuelto a las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, de tal manera que
si una bacteria es sensible a un determinado agente, éste se considera automdticamente el tratamiento adecuado para la erra-
dicacién del patégeno, y si la bacteria es resistente a un compuesto concreto, éste es inmediatamente excluido para tratar al
paciente infectado por dicho microorganismo. En realidad se trata de una interpretacion simplista de las pruebas de sensi-
bilidad, al tiempo que se les otorga, muchas veces, un valor predictivo superior al que poseen. Son pruebas que proporcio-
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nan una informacidn util para la instauracién del tratamiento, pero no predicen ni pueden hacerlo de forma definitiva
cuindo un determinado antimicrobiano supone o no el éxito del tratamiento en un paciente infectado.

Principios para la indicacion terapéutica

A la hora de utilizar las CMI como un valor predictivo de la respuesta clinica al tratamiento debemos considerar tres
principios (49): 1) la CMI no es una medida fisica ni una determinacion quimica; 2) hay muchas razones por las que un
patégeno puede no responder al tratamiento instaurado con una molécula que in vitro ha funcionado, pues la farmacociné-
tica y la farmacodinamia del antimicrobiano, la localizacién del proceso infeccioso, la formacién de abscesos, la presencia
de catéteres, las protesis, la naturaleza del huésped y los factores de virulencia del agente etioldgico son condicionantes; y
3) también hay razones por las cuales un microorganismo considerado como resistente in vitro puede responder al tratamiento
instaurado con esta molécula: puede que el patdgeno probado no sea en realidad el causante de la infeccién, o que el efec-
to subinhibitorio de un determinado compuesto permita que el sistema inmunitario erradique al microorganismo. Esto, que
puede considerarse una exageracion del fracaso de las pruebas de sensibilidad en la prediccién del tratamiento, es algo que
queda reflejado en la literatura. Las infecciones por un microorganismo sensible responden al tratamiento adecuado apro-
ximadamente el 90% de las veces, y las producidas por microorganismos resistentes y las infecciones tratadas inadecuada-
mente responden aproximadamente en un 60% (57). Es obvio que otros factores distintos a la sensibilidad influyen en la res-
puesta clinica. Asi, el valor predictivo de la categoria sensible o resistente segtin las pruebas de sensibilidad depende de la
farmacocinética del antimicrobiano en un determinado huésped, de la naturaleza de éste y de los factores de virulencia.

Criterios para la indicacién terapéutica

En la interpretacion de los resultados debemos tener presentes los criterios establecidos en 1997 por el NCCLS (49) para
las pruebas de sensibilidad:

— La CMI no es una medida fisica ni quimica.

— Los factores del huésped son, a veces, mas importantes que los resultados de las pruebas en la determinacién de la res-
puesta clinica.

— La sensibilidad de un microorganismo in vitro no predice necesariamente el éxito in vivo.

— La resistencia in vitro pronostica con frecuencia el fracaso terapéutico, al ser este hecho una causa importante de pato-
genicidad, sobre todo en el enfermo con las defensas disminuidas.

A estos principios, todavia vigentes, habria que afiadir la consideracién de la farmacocinética y la farmacodinamia en la
mejor interpretacién de las CMI.

Dada la creciente importancia de la farmacocinética y la farmacodinamia en la mejor interpretacion de las CMI, y basan-
donos una vez mds en las bacterias (58, 59), se empezaron a valorar para los antiflingicos estos parametros con la intencién
de encontrar un método mas adecuado para integrar las pruebas de sensibilidad y la respuesta al tratamiento (60). Al comien-
zo, diversos estudios realizados en modelos animales mostraron cémo la relacién entre el drea bajo la curva (ABC) y la CMI
es el pardmetro que mejor predice la respuesta al tratamiento con fluconazol (61, 62). Estudios posteriores llevados a cabo
con los cldsicos y nuevos triazoles han demostrado que un indice ABC/CMI de 20-25 en azoles y candidiasis orofaringea y
micosis profundas predice un éxito del tratamiento tanto en cepas sensibles como con sensibilidad disminuida (63-67).

Por lo tanto, es simplista realizar la eleccién del tratamiento o el rechazo de un determinado fairmaco basandonos sola-
mente en los resultados in vifro, sin tener en cuenta al sujeto del proceso infeccioso. Pero, sin duda alguna, tampoco
actuariamos responsablemente si las obvidsemos. Las pruebas de sensibilidad deben concebirse como una parte dentro del
proceso de predecir si un paciente responderd o no al tratamiento, y de ahf la importancia de disponer de métodos estdndar
que permitan la deteccién de resistencias.
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