S$116

ARTICULO ORIGINAL

Sensibilidad in vitro de hongos miceliales
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In vitro susceptibility of clinical isolates of filamentous fungi in patients
with cancer in the Instituto Nacional de Cancerologia
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Resumen

Introduccién: la sensibilidad antifingica in
vitro en hongos filamentosos no ha tenido el
mismo desarrollo que en levaduras. Se dispone
de limitada informacién sobre la susceptibilidad
en este tipo de aislamientos en Colombia.

Materiales y métodos: se determiné la acti-
vidad in vitro de fluconazol, voriconazol, itraco-
nazol, anfotericina B y caspofungina mediante el
método de E-Test, de los géneros Aspergillus (36
A. fumigatus, 12 A. flavus, 9 A. niger, 6 A. terreus,
4 A. nidulans y 1 A. versicolor) e hifomicetes hia-
linos (9 Fusarium sp., 2 Geotrichum sp. y 2 Pae-
cilomyces sp.), provenientes en su mayoria de
lavados broncoalveolares (30%) y biopsias pul-
monares (36%); 9% provenian de hemocultivos.

Resultados: el perfil de resistencia general fue
28% para itraconazol, 15% para caspofungina,
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14% para anfotericina B y 5% para voriconazol.
En general, todos los aislamientos presentaron
una sensibilidad disminuida para fluconazol e
itraconazol. La mejor actividad farmacolégica
la presentaron voriconazol, caspofungina y an-
fotericina B. Fusarium sp. presentdé una mayor
actividad con el voriconazol. Se encontraron di-
ferencias entre el tipo de micelio (Aspergillus vs
no Aspergillus) y la susceptibilidad a voriconazol,
anfotericina B y caspofungina.

Conclusién: en general, los antimicéticos dis-
ponibles para el tratamiento de infecciones por
miceliales muestran una sensibilidad disminuida
in vitro en relacion con el género y la especie
identificada.

Palabras claves: pruebas de sensibilidad mi-
crobiana, pruebas antimicrobianas de difusion
por disco, hongos, aspergillus, fusarium, agentes
antifngicos, resistencia a medicamentos.
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Abstract

Introduction: fungal susceptibility against
micelial fungi has not been developed at the
same pace as susceptibility against yeasts.
Scarce information is available about that kind
of isolates in Colombia.

Materials and methods: in vitro susceptibi-
lity against micelial isolates from patients with
cancer was determined. The E-test method was
used to find out susceptibility against flucona-
zole, voriconazole, itraconazole, amphotericin B,
and caspofungin. Isolates of the genera Asper-
gillus (36 A. fumigatus, 12 A. flavus, 9 A. niger,
6 A. terreus, 4 A. nidulans and one A. versicolor
isolate), Fusarium (n=9), Geotrichum and Paeci-
lomyces (n=2 each one) obtained from patients
with cancer were tested. These isolates were
obtained from bronchoalveolar lavage (30%),
pulmonary biopsies (36%) and bloodstream
infections (9%).

Results: The general pattern of resistance was
28% against intraconazole, 15% against caspo-
fungin, 14% against amphotericin B, and 5%
against voriconazole. In general, susceptibility
against fluconazole and itraconazole showed a
diminishing trend. Voriconazole, caspofungin,
and amphotericin B showed the best pharmaco-
logic potency. Fusarium sp. presented a higher
activity level against voriconazole. There were
differences in the susceptibility against voricon-
azole, anphotericin B, and caspofungin depend-
ing on the type of micelial isolate (Aspergillus vs.
Non- Aspergillus).

Conclusion: In general, the available antifungal
treatments against mycelial fungiidentified in the
cancer center show diminished susceptibility.

Key words (MeSH): microbial sensitivity tests, disk
diffusion antimicrobial tests, fungus drug sensitiv-
ity tests, aspergillus, fusarium, antifungal agents,
Amphotericin B, Voriconazole, Itraconazole.
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Introducciéon

Los hongos son reconocidos como una de las
principales fuentes de infeccién en pacientes
inmunocomprometidos. En las dos Ultimas dé-
cadas se ha producido un incremento sustancial
en la frecuencia de los casos de infecciones
asociados a especies miceliales, especialmente
de Aspergilosis Invasiva (Al), como consecuen-
cia de una serie de factores de riesgo como: la
aparicion de la pandemia de sida, el desarrollo
de nuevos regimenes de tratamiento quimio-
terapéutico para tumores soélidos y neoplasias
hematoldgicas, el incremento en muchos paises
del mundo, especialmente en el nuestro, de los
trasplantes de érganos, y la utilizacion de farma-
cos inmunosupresores cada vez mas potentes,
junto con terapias antibidticas de amplio espec-
tro . Ante el aumento en la incidencia de las
infecciones flngicas, se incremento el desarrollo
de nuevos farmacos antimicoticos, y con estos el
interés por el uso de las pruebas de sensibilidad
in vitro, especialmente para las especies micelia-
les, al establecerse una relacién directa entre las
fallas en el procedimiento y el agente etioldgico
aislado, y como punto de partida a la hora de
elegir un tratamiento oportuno y eficaz para la
Enfermedad Fungica Invasiva (EFI) y constituir un
factor que condiciona una terapia dirigida “-9,

Actualmente se cuenta con métodos de referencia
de microdilucién en caldo para pruebas de sensi-
bilidad antifingica que, a pesar de las dificultades
que presentan, constituyen un notable avance en
el manejo de las enfermedades micoticas al deter-
minar las Concentraciones Minimas Inhibitorias
(CMI) y estableciendo puntos de corte para varios
antifingicos de uso clinico y levaduras frecuen-
temente asociadas a la EFL. Para el estudio de las
infecciones asociadas con hongos miceliales, se
dispone del documento M38-A2 del Clinical and
Laboratory Standards Immediate (CLSI), que ha
permitido estandarizar del método de referencia
para la mayoria de los hongos filamentosos, y
detectar especies intrinsecamente resistentes a
los antiflngicos en estudio, con CIM mas elevadas
que lo habitual, asociadas a la falla terapéutica,
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aunque todavia no se hayan establecido puntos
de corte para la evaluacion clinica de los diferentes
antifingicos disponibles 712, De igual manera, se
han desarrollado diferentes métodos comerciales,
con resultados comparables a los de referencia y
que permiten la realizacién de diferentes estudios
clinicos relacionados con el conocimiento de la
enfermedad micética, la determinacion de los per-
files de sensibilidad in vitro y la obtencion de datos
para elaborar los puntos de corte de uso clinico y
detectar de la resistencia antifingica. El uso de los
métodos comerciales, como la técnica de E-test®
(AB BioDisk, Solna, Sweden), por su facilidad en el
montaje, y de la lectura de sus zonas de inhibicién,
proporcionan una mas amplia gama de CMLy, con
resultados reproducibles, permiten establecer una
asociacion entre los perfiles de sensibilidad de los
hongos miceliales y los resultados clinicos, aun
cuando hasta el momento no esté clara la identifi-
cacién de especies con CMI elevadas, la manifesta-
cion de la resistencia y el impacto de ella durante el
manejo de la enfermedad infecciosa ¢17.

Este trabajo pretende determinar los perfiles de
sensibilidad antifungica y la actividad farma-
coldgica relacionada de los diferentes agentes
antimicoticos en estudio, de hongos miceliales
obtenidos a partir de aislamientos clinicos en
pacientes con cancer del Instituto Nacional de
Cancerologia (INC) ESE.

Materiales y métodos
Aislamiento

Se estudiaron un total 81 cepas miceliales obte-
nidos de aislamientos clinicos de pacientes con
cancer e infeccién fungica, atendidos en el INC,
entre el periodo comprendido de 1999-2008
gue habian sido previamente aisladas y conser-
vadas en el cepario de micologia (a — 70°C).

Recuperacion e identificacion de los géneros
y especies

Identificacion del género y especie micelial

Las cepas miceliales se recuperaron en Agar
Saboreaud-Dextrosa (Merck, KGaA Darmstadt,
Germany) (SAB) y Agar Papa-Dextrosa (Oxoid

Ltd. Basingstoke, Hampshire, England) (PDA),
realizando dos o més pases hasta lograr la es-
tabilizacién del cultivo del hongo micelial. Se
llevé a cabo nuevamente la identificacion y con-
firmacion de las cepas aisladas de acuerdo con
las claves taxondmicas utilizadas habitualmente
para hongos miceliales mediante las preparacio-
nes con azul de lactofenol (E. Merck, Darmstadt)
e identificacién macroscopica y microscopica.

Los hongos miceliales se cultivaron en agar PDA,
durante siete dias a 35°C para inducir la esporula-
Cion, a excepcion de las especies de Fusarium sp.,
gue fue incubado a 35°C de 48-72 horas y luego
pasado a 28°C hasta que completd los siete dias.

Preparacion del inéculo:

Se realizd una suspension del hongo micelial y se
ajusté espectrofotométricamente a las densida-
des dpticas que van desde 0,09 hasta 0,3 a 530 nm
(82 a 60% de transmitancia), y que contenia en su
mayor parte estructuras conidiales. La concentra-
cion final de la suspension del indculo fue de 0,4
X 10*a 5 X 10* UFC/ml; se incub6 a 48 h a 28°C, y
se verificd de la suspension mediante un recuento
cuantitativo de colonias en agar SAB @9,

Pruebas de Sensibilidad Antifangica:

Para la realizacion de las pruebas se tuvo en
cuenta la metodologia recomendada por el do-
cumento M38-A2 ® del CLSI, de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante para la técnica
de E-test (AB BIODISK)®. Para el control de ca-
lidad se utilizaron las cepas Candida parapsilosis
ATCC 22019 y Candida krusei ATCC 6258 10,

Se utilizaron como antifungicos, tiras de E-test
de voriconazol (VCZ), itraconazol (ITZ), anfoteri-
cina (AB) y Caspofungina (CAS). El gradiente de
concentracion de cada antimicotico varié desde
0,002 hasta 32 pug/ml. Las tiras se almacenaron a
-70°C hasta el momento de su utilizacion.

Procedimiento de E-Test: se utiliz6 el agar RPMI
1640 con Dextrosa (Agar RPMI) (9-11). Cada
caja de agar (de 150 mm que contenia 60 ml del
medio) se inoculd con la suspension del indculo,
usando un hisopo estéril, y estriando uniforme-
mente en tres direcciones sobre toda la superficie
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del agar. Esta se dejo secar durante 15 minutos,
y la tira fue colocada sobre el agar inoculado. Se
evaluaron conjuntamente con los aislamientos,
las cepas control de calidad Candida parapsilosis
ATCC 22019 y Candida krusei ATCC 6258.

Las cajas se incubaron a 35 °C, y las CMI se de-
terminaron a las siguientes 24 horas hasta los 4
dias de incubacion.

Lectura e interpretacion de las CM: las CMI obteni-
das correspondieron al punto en que la elipse de
inhibicidn interceptd la escala de concentraciones
de cada uno de los antifingicos en estudio. La
interpretacién de los puntos de corte se basaron
en la metodologia de referencia, interpretando
los puntos de corte de una serie de reportes de
la literatura 9, Para los antifingicos VCZ, ITZ,
ABy CAS se consideraron como Sensibles (S), CML
<1 pg/ml, Sensibles Dependiente de Dosis (SDD),
CML: 2 pg/ml, y Resistentes (R), CML > 4 ug/ml.
Dado que no existe consenso en el uso de pun-
tos de corte de interpretacién clinica, en general
y especialmente en el método de E-test, para la
discriminacién de los verdaderamente resistentes,
se optd por utilizar en su lugar el término de Sensi-
bilidad Disminuida y se incluyeron los aislamientos
considerados SDD y R @8,

Analisis de datos
Se llevd a cabo un estudio de tipo descriptivo de
corte transversal, en el cual, para la grabacion de
los datos obtenidos de las CMI se disefid una base
de datos en formato Access, en la que se incorpo-
raron reglas de validacién. Para el analisis de los
datos se efectud una exportacion de los mismos al
programa Stata®. El analisis del componente des-
criptivo se fundamento en el uso de proporciones
y medias o medianas junto con las correspondien-
tes medidas de dispersion (rangos intercuartilicos
o desviaciones estandar). Para las CMI de los aisla-
mientos se hallaron las medias geométricas (MG)
de cada especie en los cuatro agentes antifingicos
y se establecieron los rangos de sensibilidad de la
misma. Ademas, se determinaron los percentiles
50 (CML,) y 90 (CMI

90) :
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Para la frecuencia de resistencia, el numerador
correspondid a la cantidad de casos de resisten-
cia y el denominador al total de aislamientos de
miceliales, resistente y no resistente dentro del
periodo de estudio. Las medidas de frecuencia
fueron expresadas junto con sus intervalos de
confianza al 95%. Esta estrategia se aplicé tanto
al agente antifingico como a los diferentes tipos
de hongos miceliales. En el componente analiti-
co se utilizaron medidas estadisticas X? y prueba
exacta de Fisher dependiendo de las caracteris-
ticas de las tablas de antifungicos. Con estas
pruebas se observd y se evalud la asociacidn
entre variables categéricas (resistencia vs. tipo
de antimicético). En todos los casos se utilizaron
niveles de significacion del 5%.

Resultados

La tabla 1 muestra los géneros y especies de
hongos miceliales recuperados y su frecuencia
de aparicién. Aspergillus fumigatus fue el agen-
te etiolégico predominante (44%), y Fusarium
solani fue el principal hongo micelial no Asper-
gillus obtenido (11%). Los hongos miceliales en
estudio provenian de diferente aislamientos
clinicos: biopsias (n=29, 36%), lavados bron-
coalveolares (n=24, 30%), liquidos corporales
(n=13, 16%), hemocultivos (n=7, 9%) y secre-
ciones (n=8, 9%).

Perfiles de sensibilidad de los hongos
miceliales

La tabla 1 muestra los perfiles de sensibilidad y re-
sistencia a los antifingicos ensayados. En general,
tanto las especies miceliales Aspergillus y no As-
pergillus presentaron una sensibilidad disminuida
al VCZ e ITZ. Los mejores perfiles de sensibilidad
los presentaron CAS y AB, a excepcién de las es-
pecies de F. solani, A. fumigatus y A. terreus, cuyo
comportamiento en general fue de sensibilidad
disminuida con todos los agentes antimicéticos
ensayados. Los patrones de sensibilidad disminui-
da fueron dependientes de la especie especifica.
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Actividad farmacolégica, determinacion
DE CMlI, y CIM,, de acuerdo con la especie
micelial aislada

Al observar los diferentes agentes etiolégicos
estudiados, el perfil de sensibilidad y resistencia
y la actividad farmacoldgica, se observd que:
Para especies de Aspergillus, los farmacos mas
activos en su orden fueron CAS, VCZ y AB; la

CAS fue el farmaco mas activo con las especies
de Aspergillus (CMI, < 1 ug/ml), sequido de VCZ
(CML, < 1 pg/ml). Para especies no Aspergillus,
todos los agentes antifingicos en estudio pre-
sentaron poca actividad frente a los aislamientos
de F. solani (CMI,, > 32 ug/ml); la actividad far-
macoldgica frente a Geotricum candidum y Pae-
cilomyces sp. fue similar a la encontrada para las
diferentes especies de Aspergillus (tabla 2).

Tabla 1. Perfiles de sensibilidad antifingica de los hongos miceliales

, SENSIBILIDAD
H 0, 1 (0 2 (9 3(9
ESPECIE Frecuencia (%) ANTIFUNGICO S (%) SDD?(%) R3(%) DISMINUIDA (%)
VCz 33 (91,67) 1(2,78) 2 (5,56) 3(8,34)
A. fumigatus 1Tz 35(97,22) - 1(2,78) 1(2,78)
36 (44) AB 36 (100) - - -
CAS 35(97,22) - 1(2,78) 1(2,78)
vCz 10 (83,33) 2 (16,67) - 2 (16,67)
1Tz 12 (100) - - -
A. flavus
12 (15) AB 11 (91,67) - 1(8,33) 1(8,33)
CAS 12 (100) - - -
vCz 9 (100) - - .
) Iz 4 (44,44) 5 (55,56) = 5 (55,56)
A. niger
911 AB 9 (100) - .
CAS 9 (100) - - -
vCz 5(83,33) 1(16,67) - 1(16,67)
1Tz 5(83,33) - 1(16,67) 1(16,67)
A. terreus
6 (7) AB 6 (100) - - -
CAS 5(83,33) - 1(16,67) 1(16,67)
vCz 4 (100) - - -
) mz 4 (100) - - B}
A. nidulans
4(5) AB 4 (100) - o -
CAS 4(100) - . B}
vCz 1 (100) - - -
) Iz 1 (100) - - =
A. versicolor
1(1) AB 1 (100) - o -
CAS 1 (100) - - -
VCZ 5 (55,56) 2(22,22) 2(22,22) 4 (44,44)
. . Iz 1(11,11) - 8 (88,89) 8 (88,89)
Fusarium solani
9 (11) AB 4 (44,44) - 5 (55,56) 5 (55,56)
CAS - - 9 (100) 9 (100)
vCz 1 (50) - 1 (50) 1 (50)
. X Iz 2 (100) 2 (100)
Geotrichum candidum
2(3) AB 2 (100) - B B
CAS 1 (50) - 1 (50) 1 (50)
vCz 1 (50) 1 (50) - 1 (50)
] 1Tz 2 (100) - o -
Paecilomyces sp
2(3) AB 2 (100) - o -
CAS 2 (100) - - -
vCz 69 (85.19) (8,64) 5(6,17) 12 (14,81)
TOTAL 81 (100) 1Tz 64 (79.01) 5(6,17) 12 (14,81) 17 (20,98)
AB 75 (92.59) - 6 (7,41) 6 (7,41)
CAS 69 (85.19) - 12 (14,81) 12 (14,81)

1 S: Sensible, 2 SDD: Sensible Dosis Dependiente; 3 R: Resistente
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Comparacion de los perfiles de sensibilidad a
los diferentes antifangicos entre hongos del
género Aspergillus y hongos miceliales no
Aspergillus.

Para evaluar la existencia de algun tipo de asocia-
cion entre presencia de la resistencia al antifungico
y la especie de micelial aislado, se tomaron en
cuenta los perfiles de S, SDD y R descritos en los
materiales y métodos, y los aislamientos se dividie-
ron en dos categorias; los miceliales pertenecien-

Tabla 2. CMI (ug/ml) de los hongos miceliales

tes al género Aspergillus (n=68; 84%) y los micelia-
les no Aspergillus (n=13; 14%) (tabla 3). Al realizar
el correspondiente estudio estadistico se encontrd
asociacion entre el tipo de micelial (Aspergillus vs
micelial no Aspergillus) y su comportamiento en
cuanto al perfil de sensibilidad.

Se encontré una asociacion entre el aislamien-
to de un micelial no Aspergillus y presencia de
resistencia en el caso de VCZ (23,08% vs 2,94%)
(Prueba exacta de Fisher = 0,006), ITZ (77% vs
2,94%) (Prueba exacta de Fisher = 0,000) y AB

ESPECIE ANTIFUNGICO MG! ic 95% CMI? (oY) S
vCz 0,146 0,091-0,233 0,125 0,35
. 1z 0,528 0,412-0,676 0,5 0,5
A. fumigatus
AB 0,187 0,142-0,246 0,25 0,38
CAS 0,026 0,013-0,048 0,032 0,094
vCz 0,155 0,057-0,423 0,175 2
Iz 0,445 0,375-0,527 0,5 0.5
A. flavus
AB 0,524 0,287-0,954 0,44 1
CAS 0,017 0,006-0,045 0,024 0,094
vCz 0,209 0,120-0,364 0,25 0,47
. Iz 1,043 0,585-1,858 15 3
A. niger
AB 0,127 0,094-0,170 0,125 0,25
CAS 0,022 0,005-0,097 0,047 0,125
vCz 0,160 0,022-1,126 0,187 3,6
Iz 0,691 0,932-5,132 0,38 32
A. terreus
AB 0,572 0,218-1,502 0.5 3
CAS 0,761 0,001-2,990 0,099 32
vCz 0,247 0,062-0,989 0,2 0,84
X 1Tz 0,553 0,212-1,440 0,625 1
A. nidulans
AB 0,280 0,167-0,860 0,305 0,5
CAS 0,024 0,001-0,515 0,055 0,125
vCz 1 - 1 1
. Iz 0,38 - 0,38 0,38
A. versicolor
AB 0,5 o 0,5 0,5
CAS 0,016 - 0,016 0,016
VvCzZ 1,71 0,650-4,528 1 32
. . Iz 13,288 2,900-60,877 32 32
Fusarium solani
AB 5,010 1,798-13,960 6 32
CAS 32 32-32 32 32
vCz 0,309 0,023- 4,100 241 4,8
. . Iz 5,656 0,069-462-433 6 8
Geotrichum candidum
AB 0,308 0,021-4,406 0,315 0,38
CAS 0,252 0,049-1,300 16,001 32
\ o4 0,282 0.004-1.760 1.02 2
. 1Tz 0,013 0.002-0.086 0.014 0.016
Paecilomyces sp
AB 0,016 0.016-0.016 0.016 0.016
CAS 0,002 0.002-0.002 0.002 0.002
vCz 0,221 0,155-0,314 0,15 2
Iz 0,784 0,553-1,111 0,5 32
TOTAL
AB 0,322 0,235-0,442 0,25 2
CAS 0,056 0,029-0,110 0,047 32

1 MG: Media Geométrica; 2CMI50: CMI a la que se inhibe el 50% de los aislamientos; 3 CMI90: CMI a la que se inhibe el 90% de los aislamientos.
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(38,46% vs 1,47%) (Prueba exacta de Fisher =
0,000). En el caso de la CAS se encontré una
relacion entre el aislamiento de una especie de
Aspergillus y la presencia de resistencia (76,9 %
vs 2,9%) (Prueba exacta de Fisher = 0,000).

Discusion

Desde la década de los ochenta, se ha docu-
mentado una mayor incidencia de infeccio-
nes invasivas asociadas a especies micdticas,
especialmente en pacientes con algun tipo
de inmunocompromiso, con un cambio en la
epidemiologia microbiana y la aparicién de
nuevos patdgenos, anteriormente considerados
contaminantes o colonizantes, que rapidamente
incrementan el porcentaje de aparicion. Aunque
el nimero de infecciones asociadas a especies
miceliales es mucho menor que las causadas
por hongos levaduriformes, su incidencia va en
aumento, y cada vez se tienen mas informes de

especies miceliales que manifiestan una resis-
tencia intrinseca o adquirida a los diferentes an-
timicdticos y su relacién con las fallas de trata-
miento y el aumento en las tasas de mortalidad
de estos pacientes @,

La utilidad de las pruebas de sensibilidad anti-
fungica se establece cuando su resultado pue-
de definir la sensibilidad o resistencia de una
especie micdtica contra un agente antimicético
especifico, de acuerdo con los puntos de corte
de interpretacion clinica. Con este resultado lo-
gran clasificar estas especies en tratables o no
y ayudan a la predicciéon del resultado clinico en
coordinaciéon con una terapia antimicética diri-
gida. Estos puntos de corte, que se establecen
con base en los datos de estudios clinicos, los
programas de vigilancia global de sensibilidad, el
conocimiento de los mecanismos de resistencia
y los pardmetros farmacodindmicos y farmacoci-
néticos de los farmacos evaluados “#*19-22, ayuda-

Tabla 3. Asociacion entre resistencia a los diferentes antifingicos entre género Aspergillus y hongos miceliales no Aspergillus.

ASOCIACION PARA VORICONAZOL

Aspergillus sp* 68 4 5,88 2 2,94 62 91,18
3

Miceliales no Aspergillus? 13 23,08 3 23,08 7 53,84 P= 0,006

TOTAL 81 7 8,64 5 6,17 69 85,19

ASOCIACION PARA ITRACONAZOL
Aspergillus sp* 68 5 7,35 2 2,94 61 89,71
- o _

Miceliales no Aspergillus 13 0 10 77 3 23 P= 0,000

TOTAL 81 5 6,17 12 14,81 64 79,01

ASOCIACION PARA ANFOTERICINA B

Aspergillus sp? 68 1 147 67 98,53
o o
Miceliales no Aspergillus 13 5 38,46 8 61,54 P= 0,000
1 741 7 2
TOTAL 8 6 p 5 92,59
ASOCIACION PARA CASPOFUNGINA

Aspergillus sp? 68 2 2,94 66 97,06
Miceliales no Aspergillus? 13 10 76,92 3 23,08 P= 0,000

TOTAL 81 12 14,81 69 85,19

1 Incluye A. fumigatus, A. flavus, A.niger, A. nidulans. A. terreus, A. versicolor

2 incluye Fusarium solani, Geotrichum candidum, Paecilomyces sp.
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rian, dado el impacto de las EFI en la actualidad
a predecir la respuesta a un tratamiento contra
determinada especie de hongo causante de in-
feccion. En general, la determinacion de la CIM de
hongos miceliales es mas complicada que la de
hongos levaduriformes. Los factores que pueden
influir en la funcionalidad de estas pruebas inclu-
yen los aspectos del hospedero, muchos de los
cuales tienen una inmunosupresion significativa,
la asociacién de la infeccion con especies poco
habituales y escasas veces diagnosticadas por el
laboratorio, que hace que existan insuficientes
datos disponibles, ademas de la presencia de
resistencia intrinseca a los antimicoticos y una
frecuencia alta de falla de tratamiento @223, Este
uno de los primeros estudios colombianos que
evalla la pruebas de sensibilidad antifingica de
hongos miceliales de infecciones flngicas en
pacientes con cancer, la relacion con la actividad
farmacologica de los diferentes agentes antifdn-
gicos ensayados y la manifestacién del fendmeno
de sensibilidad disminuida.

El método de E-test tiene un valor potencial en
las pruebas de sensibilidad para hongos micelia-
les patdgenos. Aunque este método aun no tie-
ne establecidos los puntos de corte de uso clini-
co, es Util para establecer las especies miceliales
potencialmente resistentes, lo cual hace mucho
mas eficaz que el método de referencia, para el
estudio sistematico de los agentes antifiingicos
y su actividad frente a los diferentes hongos ais-
lados, la evaluacién in vivo-in vitro de la eficacia
terapéutica y la predicciéon de una posible resis-
tencia antifingica ¢*”. Convenientemente, este
método ha sido adaptado en varios estudios
con mohos y evaluado con diferentes agentes
antifungicos, puesto que las CMI obtenidas son
faciles de leer e interpretar. En general, la com-
paraciéon de este método con los de referencia
siempre han demostrado un buen porcentaje de
acuerdo para los triazoles (> 90%) y AB (> 80%).
Sin embargo, la fiabilidad del método de E-testy
la relevancia clinica de las CMI para el estudio de
los hongos miceliales de importancia aun debe
determinarse porque no han sido aprobadas
para el uso clinico, pues esta limitado al campo
de la investigacion.

Infectio. 2010; 14(S2): S116-S126

De acuerdo con los reportes de la literatura 17192023,
A. fumigatus es el responsable de la mayoria (85 a
90%) de los diferentes manifestaciones clinicas de
infecciones graves asociada a los hongos mice-
liales. Sin embargo, otras especies de Aspergillus,
Fusarium sp. y otros mohos menos comunes, se
han convertido en importantes agentes micéticos
considerados como patégenos emergentes @3, En
nuestro estudio, la especie de hongo micelial méas
aislado fue A. fumigatus (44%), seguido de A. flavus
(15%), A. niger (11%), a partir de muestras de
tracto respiratorio superior y biopsias de pulmén,
datos que concuerdan con los reportes epidemio-
l6gicos internacionales. De igual manera, la espe-
cie micelial F. solani (11%) fue la predominante y
principalmente asociada como agente causal de
fungemia, previamente descrito por la literatura
en pacientes con neoplasias hematoldgicas @, El
impacto de aislamientos de otros miceliales como
Geotrichum candidum y Paecilomyces sp. no se es-
tablecio6 por el bajo nimero de sus aislamientos.

A pesar de la falta de los puntos de corte de in-
terpretacion clinica, para los hongos miceliales
se han acumulado suficientes datos in vitro a lo
largo de los afos para permitir la definicién del
punto de corte epidemioldgico en las especies
de Aspergillus y los triazoles @2, lo que puede
ayudar a evaluar los aislamientos clinicos me-
diante la identificacion de cepas con sensibilidad
disminuida y servir como mecanismo de alerta
temprana de los nuevos cambios sutiles en los
patrones de sensibilidad de estos organismos. Este
estudio demostrd, en general, todos los agentes
antimicéticos presentaron perfiles de sensibilidad
disminuida, con porcentajes diferentes a estudios
similares @> 2122 ya sea por la especie micotica
en estudio o el agente antifingico. El porcentaje
de sensibilidad disminuida mayor fue para el ITZ
(20,98%) seguido de VCZ (14,81%) y CAS (12,81%),
la AB (7,41%) presentd el porcentaje de sensibili-
dad disminuida menor. En relacién con la especie
aislada, y a diferencia de estudio similares (17, 19-
22), las especies de Aspergillus presentaron sensi-
bilidad disminuida al VCZ (A. fumigatus 8,34%, A.
flavus 16,67%, A. terreus 16,67%), al ITZ (A. fumi-
gatus 2,78%, A. niger 55,56%, A. terreus 16,67%),
a la CAS (A. fumigatus 2,78%, A. terreus 16,67%) e
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incluso a la AB (A. flavus 8,33%). Es de anotar que,
a diferencia de estos estudios, nuestros aislamien-
tos de A. terreus no presentaron una sensibilidad
disminuida a la AB, con patrones de sensibilidad
diferentes y que ameritarian otro tipo de analisis.
Al revisar las otras especies miceliales, y de acuer-
do con los diferentes trabajos relacionados #1117,
es frecuente la multiresistencia asociada a especies
de Fusarium (VCZ 44.44%, ITZ 88,89%, AB 55,56%,
CAS 100%); De igual manera, debido a la escasez
de datos de estudios similares, y el bajo nimero
de aislamientos, no se establecié una compara-
cion con las otras especies miceliales (G. candidum
y Paecilomyces sp.).

En cuanto a la actividad farmacoldgica in vitro de
los diferentes agentes antifingicos ensayados y
el establecimiento del perfil de sensibilidad de
cada uno de ellos, se determind un comporta-
miento diferente con relacién especie-especi-
fica. En general, los farmacos que presentaron
mejor actividad, en su orden, fueron: CAS (CML
0,056 pg/ml), VCZ (CMLI: 0,221 ug/ml), AB (CML:
0,322 pg/ml) e ITZ (CMI: 0,784 ug/ml), resulta-
dos similares a los de otros reportes de actividad
farmacolégica ®. De acuerdo con la especie de
Aspergillus y su comportamiento frente a los
diferentes farmacos ensayados tenemos que:
la CAS fue el mas activo para la mayoria de las
especies estudiadas (A. fumigatus, CMI 0,026
ug/ml; A. flavus, CML 0,017 pg/ml y A. niger,
CML: 0,022 pg/ml). Aun cuando reportes simila-
res (151719200 establecen que el farmaco mas ac-
tivo fue el VCZ (A. fumigatus, CML: 0,146 pg/ml;
A. flavus, CMLI: 0,155 pug/ml; A. niger, CML: 0,209
pg/ml, A. terreus, CMI: 0,160 pg/ml). La actividad
farmacolégica de especies diferentes a Asper-
gillus fue similar a la reportada en la literatura,
como en el caso de F. solani con CMI,; >32 ug/
ml. Para todos los antifingicos en estudio y los
otros miceliales estudiados, la escasez de datos
relacionados hace dificil establecer la actividad
farmacolégica asociada.

De acuerdo con los reportes de la literatura,
el VCZ tiene buena actividad in vitro sobre las
especies de Aspergillus y es el tratamiento de
eleccion en el manejo de las EFI asociadas a

estas especies. Aunque nuestro estudio mos-
tré variaciones entre las CMI de las diferentes
especies, la tendencia a CMI, < 1 pg/ml, aun-
que con actividad farmacoldgica variable, que
podrian afectar la interpretacion de los perfiles
de sensibilidad, en general concuerdan con
los estudios internacionales realizados con
estos hongos miceliales @ 1517 |a literatura
también reporta que el espectro de actividad
de este agente antifingico, es uno de los mas
amplios, frente a otros hongos filamentosos,
y fue aprobado como tratamiento de rescate
en infecciones causadas por Fusarium sp.y en
pacientes con aislamientos de cepas resistentes
a otros antifungicos @152, datos coincidentes
con nuestros resultados en los que F. solani
(MG: 1,71 ug/ml) fue el mas activo de todos los
agentes antimicéticos ensayados.

Aunque, segun diversos estudios, la resistencia
a los triazoles no es comun entre especies de
Aspergillus, han sido reportados especialmente
para el ITZ ©. Deacuerdo con varios trabajos
(1319 el ITZ tiene una aceptable actividad in vitro
frente a especies de Aspergillus. Nuestro estu-
dio confirma dicha actividad farmacoldgica con
CMI, < 0.5 pg/ml ; y actividades farmacoldgicas
aceptables en relacién con los otros antifingicos
y especies estudiadas. Frente a los aislamientos
de Fusarium sp., este triazol presenté CMI eleva-
das, y pobre actividad ©519, Estos estudios tam-
bién han demostrado que el tipo de resistencia o
sensibilidad disminuida que tienden a presentar
especies de Fusarium sp. a este antifngico es
intrinseca; mientras que la asociada a especies
de Aspergillus se asocia a los antecedentes de
tratamiento antimicotico .

Nuestros resultados sugieren que la técnica de
E-test permite la discriminacion in vitro de la
actividad de AB en miceliales. Se han reportado
cepas miceliales resistentes a la AB, con CMI al-
tas (CMI > 2 ug/ml), para un variedad de hongos
filamentosos (por ejemplo, Paecilomyces lilacin-
us, Scedosporium apiospermum, S. prolificans,
algunas especies de Aspergillus, especialmente
A. terreus y A. ustus, Alternaria spp. Fusarium
spp.. Penicillium marneffei, Phialophora spp., y
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Sporothrix schenckii) ©. Se debe ser consciente
de que es importante conocer aquellos hongos
miceliales que tienen una resistencia intrinseca a
la AB, al tiempo que deben establecerse CMI de
los aislamientos locales. Hay informes de esta-
blecen el desarrollo de resistencia de A. fumigatus,
aunque poco frecuente y clinicamente incierta @
y la resistencia intrinseca de especies Aspergillus
(por ejemplo A. terreus), que suelen ser suscep-
tibles a los triazoles mas recientes. Nuestro es-
tudio con CML,; < 0.5 pg/ml determina la buena
actividad de este farmaco frente a especies de
Aspergillus ®® incluso para los aislamientos de A.
terreus. Las pruebas realizadas, en general, de-
mostraron una buena actividad farmacoldgica
tanto para los hongos filamentosos Aspergillus
sp. como para los no Aspergillus (CMIL,; 0,09 pg/
ml) con excepcion del F. solani (CML, 32 ug/ml)
y G. candidum (CMIL, ug/ml). Sin embargo, aun-
que los reportes establecen el aumento de su
frecuencia en pacientes con malignidades hema-
toldgicas, estudios de correlacién in vitro-in vivo
de los casos de Al tratados con AB siguen siendo
limitados, y los datos obtenidos de pacientes con
cancer y Al no han podido demostrar el significado
de la sensibilidad in vitro y su eficacia clinica ©.

Recientemente el E-test ha sido evaluado para
detectar la sensibilidad disminuida de cepas de
A. fumigatus a CAS ©. Se ha demostrado que
caspofungina no sélo inhibe el crecimiento in
vitro de aislamientos de Candida spp. sino de
especies miceliales como Aspergillus sp., Alter-
naria sp., Curvularia sp., Scedosporium sp., Acre-
monium sp., Bipolaris sp. y Trichoderma sp. Sin
embargo, a diferencia de las CM], la determina-
cion de la Concentracion Minima Efectiva (MEC)
ha probado ser una alternativa mas préactica para
evaluar la sensibilidad de los miceliales a este
agente antifungico #71%20, Entre las especies mi-
celiales, las equinocandinas son generalmente
utilizadas para el tratamiento de las infecciones
por Aspergillus sp., y su eficacia ha sido demos-
trada en estudios de casos de terapia de salva-
mento. Y aunque se ha reportado la capacidad
de la CAS para reducir el crecimiento in vitro de
varias de estas especies, aln no existen patrones
de sensibilidad estandarizados que puedan ayu-
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dar a optimizar la terapia. Las equinocandinas
tienden a ser el principal grupo de antifingicos
para ser utilizado en terapia de combinacién
antifingica contra hongos miceliales. Aunque
no es el tema de esta discusion, hay cada vez
mas informes de las terapias combinadas con
equinocandinas donde que han demostrado
una considerable sinergia in vitro, y su utilidad
para el manejo de infecciones dificiles por hon-
gos miceliales ®. Nuestro estudio comprobé la
buena actividad farmacolégica de este agente
antifungico (CML; < 0.5 pg/ml), frente a todas
las especies de Aspergillus, aun por encima del
VCZ, y con los porcentajes de sensibilidad dismi-
nuida mas bajos. Otros miceliales como F. solani
(CML, >32 pg/ml) demuestran, por el contrario,
la poca actividad, comun a todos los agentes
antifingicos frente a estas especies miceliales. El
comportamiento de los otros hongos miceliales
fue similar al de las especies de Aspergillus.

Finalmente, este estudio traté de establecer si
existia algun tipo de asociacién entre el aislamien-
to de una especie micelial (Aspergillus vs no Asper-
gillus) y presencia de resistencia. En nuestro caso,
para el VCZ (23,08% vs 2,94%, Prueba exacta de
Fisher = 0,006), el ITZ (77% vs 2,94%, Prueba exac-
ta de Fisher = 0,000) y AB (38,46% vs 1,47%, Prue-
ba exacta de Fisher = 0,000) mostrd una relacion
estadisticamente significativa entre el aislamiento
de un micelial no Aspergillus y la manifestacion
de la resistencia in vitro. En el caso de la se CAS
encontrd una relacion entre el aislamiento de una
especie de Aspergillus y la presencia de resistencia
(76,9 % vs 2,9%, Prueba exacta de Fisher = 0,000).
Aun cuando no se encontraron estudios similares
que mostraran este tipo de asociaciones, en los
diversos trabajos consultados si demuestran que
las especies miceliales no Aspergillus tienden a
la multi-resistencia asociada a los triazoles y la
AB G714 aunque no se establecid el impacto
clinico y epidemiolégico de la presencia de resis-
tencia de especies de Aspergillus a la CAS.

En conclusion, nuestro estudio determind, que
los perfiles de sensibilidad y resistencia, asi
como los patrones de sensibilidad disminuida,
frente a los agentes antifingicos estudiados, es
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diferente, con una tendencia epidemioldgica
y una relacion especie-especifica en la que la
actividad farmacoldgica suele tener un compor-
tamiento diferente a los reportados en diversos
estudios y que puede deberse, entre otras razo-
nes, al tipo de paciente en estudio. Estos resul-
tados demuestran la necesidad de individualizar
la terapia antimicédtica, de acuerdo con el agente
etioldgico aislado, como base el uso de pruebas
de sensibilidad antifungica, y la elaboracion de
patrones locales de sensibilidad disminuida y el
estudio de los reportes internacionales relacio-
nado, por lo que esta pruebas se constituyen en
una herramienta importante a la hora de apoyar
la terapia antimicética dirigida.
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