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En los ultimos afos, la incidencia de las infecciones
fungicas ha aumentado de forma considerable. Ademas,
las caracteristicas de las micosis invasoras también estan
cambiando, ya que se describen nuevas especies
patégenas y aparecen cada vez con mas frecuencia cepas y
especies resistentes a los antifiingicos. El desarrollo de
resistencias a los antifiingicos en los hongos filamentosos
es la consecuencia ldgica e inevitable del uso de éstos para
tratar las micosis invasoras, aunque la frecuencia y la
relevancia clinica de esta observacion se desconoce. En
este texto se analizan los mecanismos de resistencia de
los hongos filamentos a los antiflingicos descritos hasta la
fecha. El conocimiento de los mecanismos moleculares de
resistencia a los distintos grupos de antifingicos puede
constituirse como la estrategia mas adecuada para poder
controlarla e incluso para disehar moléculas mas potentes
y seguras que puedan evitarla. En espera de que esto
suceda, es importante actuar utilizando de forma correcta
las herramientas disponibles en la actualidad: los estudios
de vigilancia epidemioldgica sobre la aparicion de
resistencias y estrategias terapéuticas eficaces basadas en
el diagnéstico precoz de las micosis invasoras.
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Clinical relevance of mechanisms of antifungal drug resistance
in filamentous fungi

In the last years, the incidence of the invasive infection by
moulds has increased. Also, the characteristics of invasive
mycosis are changing due to the description of new
pathogenic species and also because strains and species
resistant to antifungal drugs are appearing. The
development of mould antifungal drug resistance is the
inevitable and logical consequence of their clinical use,
although the frequency and clinical relevance of this is
unknown. In this text current mould antifungal drugs
resistance mechanisms are reviewed. The study of
molecular mechanisms of antifungal drug resistance is the

Correspondencia: Dr. E. Mellado.

Unidad de Micologia. Centro Nacional de Microbiologia.
Instituto de Salud Carlos III.

Ctra. de Majadahonda-Pozuelo. 28220 Madrid. Espana.
Correo electrénico: emellado@isciii.es

Manuscrito recibido el 26-07-2002; aceptado el 26-07-2002.

most valuable strategy to resistance development control
and also in helping to develop safer and more active
molecules able to avoid them. In the meanwhile is
important the correct use of the available tools:
epidemiological surveillance of resistance emergence and
to use all the efforts towards prompt diagnosis in order to
accomplish an adequate and effective treatment.

Key words: Filamentous fungi. Resistance mechanisms.
Antifungal drugs.

Introduccion

En los dltimos afios, la incidencia de las infecciones
fungicas ha aumentado considerablemente. Ademads, cada
dia nos enfrentamos a nuevos retos, ya que las
caracteristicas epidemiolégicas de las micosis invasoras
estan cambiando debido a distintos factores que deben
analizarse con detalle'?. Los adelantos tecnolégicos han
contribuido a solucionar muchos casos de enfermedades
que se consideraban mortales hasta hace pocos afios. Por
ejemplo, los trasplantes de 6rgano sélido y de médula 6sea
han permitido sobrevivir a individuos que de otra forma
iban a morir por su enfermedad primaria. Sin embargo,
la mayoria de los tratamientos concomitantes producen
una inmunosupresién profunda que conlleva una
susceptibilidad extrema a la invasién por cualquier
microorganismo. Espaiia es uno de los paises que realiza
un mayor numero de trasplantes de 6rgano sélido en el
mundo y es en esta poblacién, junto con la afectada por
canceres hematolégicos y receptores de trasplantes de
médula 6sea, donde se produce un mayor nimero de
infecciones fingicas.

Tampoco se han librado de las infecciones fungicas
sistémicas los pacientes inmunocompetentes. Asi, el
aumento de la incidencia de este tipo de infecciones tras
intervenciones quirurgicas, sobre todo del tracto
gastrointestinal, es notable. En Europa, la frecuencia de
las infecciones causadas por hongos miceliales se
desconoce, ya que no existe un registro central de éstas. Un
estudio realizado en 1992 detect6 que el 7% de los
pacientes necropsiados habian fallecido por una infeccién
fungica. Alrededor del 70% fueron infecciones por hongos
filamentosos y sélo el 30% por Candida®. En Estados
Unidos, donde existen series mds recientes, se ha
observado la misma tendencia!. Ademas, la mortalidad
debida a las micosis invasoras ocupaba el décimo puesto en
1980 para alcanzar el séptimo en 1997, lo que pone de
manifiesto su importancia y la necesidad de mejorar su
diagnéstico y tratamiento®.

Enferm Infece Microbiol Clin 2002;20(10):523-30 523



Mellado E, et al. Importancia clinica de los mecanismos de resistencia de los hongos filamentosos a los antifingicos

La inmensa mayoria de las infecciones por hongos
filamentosos estan causadas por Aspergillus fumigatus®S,
si bien A. flavus, A. terreus, Scedosporium spp., Fusarium
spp. ¥y Mucorales también son patégenos frecuentes!. La
incidencia de la aspergilosis invasora en el paciente
inmunocomprometido continia aumentando y causa una
mortalidad cercana al 100% si el paciente no recibe
tratamiento. Incluso con el tratamiento adecuado, el
indice de mortalidad se mantiene en el 50%3. En el nuevo
milenio, la aspergilosis invasora emerge como el mayor
problema clinico de la micologia moderna. Las razones
fundamentales son el aumento de los grupos de riesgo, la
dificultad en su diagnédstico y la complejidad del
tratamiento®. En la actualidad existen varios antifingicos
para tratar la aspergilosis invasora: anfotericina B,
itraconazol y, desde hace poco, caspofungina y voriconazol
(aprobados en Estados Unidos, aunque en breve estaran
disponibles en Europa). Otros antifingicos en desarrollo
(posaconazol y ravuconazol) son potencialmente tutiles
pero se encuentran en fase experimental.

Por otra parte, la infeccién fingica tiene un gran
impacto en la estancia media hospitalaria y por extensién
en el coste sanitario®. Las cifras indican que este cos-
te seguird aumentando. Actualmente se hacen més de
600.000 trasplantes anuales en el mundo y el incremento
anual es del 1,5%. Como ejemplo, mas del 20% de los
trasplantados de pulmoén sufren una infeccién por
Aspergillus o Candida. Por lo tanto, no es sorprendente
que el mercado de antifingicos haya aumentado el 12%
anual durante los dltimos 10 anos. Si a este panorama se
anade que la introduccion de los triazoles (fluconazol e
itraconazol) transformo el tratamiento de las infecciones
por Candida y mejoré el de Aspergillus y el de las micosis
endémicas, se puede entender que los antifingicos se
utilicen a la menor sospecha de infeccién. Por desgracia,
por los datos disponibles, la situacién no ha mejorado con
las nuevas formulaciones de anfotericina B, que si bien
han reducido la toxicidad de la preparacion original de
este farmaco, han tenido poco impacto en la supervivencia
del paciente®’. Ademas, las herramientas diagnésticas
disponibles para las infecciones fingicas sistémicas tienen
un bajo rendimiento, por lo que para paliar este déficit, el
protocolo de tratamiento de la enfermedad base incluye la
profilaxis con antifingicos. Es evidente que esta situacion
va a facilitar el desarrollo de resistencias secundarias a los
farmacos empleados, como ya ha ocurrido con A.
fumigatus que ha desarrollado resistencia al itraconazol.
Ademas, otro motivo de preocupacion es el aumento de
las micosis causadas por especies multirresistentes
(Fusarium, Scedosporium) o por especies resistentes a la
anfotericina B (A. flavus y A. terreus)'.

Resistencia de los hongos filamentosos
a los antifungicos: definicion

Como con otros microorganismos, la resistencia de los
hongos filamentosos frente a los antifingicos es un
concepto amplio que puede clasificarse en resistencia
microbiolégica y resistencia clinica. La primera se puede
subdividir en:
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1. Resistencia intrinseca o innata. Es aquella que
presentan todas las cepas de una misma especie de un
hongo y no tiene relacion con la exposicion al antifingico.

2. Resistencia primaria. Es la que ocurre en una especie
de cepas normalmente sensibles a un antifingico cuando
aparecen de forma espontdnea cepas resistentes, sin
haber estado en contacto previo con el antifingico.

3. Resistencia secundaria o adquirida. Es la que se
desarrolla después de la exposicién a los antifingicos y
que puede ser debida a alteraciones fenotipicas o
genotipicas que se manifiestan de forma estable o
transitoria.

La resistencia clinica puede definirse como crecimiento
o falta de inhibicién de un microorganismo en el foco de
infeccién, aunque en éste existan concentraciones
terapéuticas del farmaco en cuestién. La resistencia
clinica esta relacionada con distintos factores
dependientes del farmaco, del paciente o de ambos. En el
mundo de las micosis oportunistas, este tipo de resistencia
se manifiesta fundamentalmente en pacientes con
defectos inmunolégicos profundos y persistentes que han
recibido varios tratamientos antifingicos, en portadores
de material protésico (valvulas, catéteres, etc.) y en
enfermos con bajos niveles de farmaco en sangre debido a
interacciones de los propios farmacos entre si o con otros
compuestos.

Aunque la resistencia adquirida o secundaria no puede
considerarse un problema significativo en los hongos
filamentosos, ya se han descrito cepas de A. fumigatus
resistentes al itraconazol y, ademas, se ha comprobado
que esta resistencia es cruzada para otros azoles
(voriconazol, ravuconazol o posaconazol)®. La resistencia
de Aspergillus a los azoles podria estar relacionada con el
uso masivo de antifingicos en tratamientos empiricos y en
profilaxis, utilizacién comprensible si se tiene en cuenta el
mal pronéstico de algunas de estas infecciones. Las
razones por las cuales A. fumigatus, siendo resistente
intrinsecamente al fluconazol, se podria convertir en
resistente a otros antifingicos han empezado a estudiarse.
Ya se ha postulado que el uso del fluconazol, aunque
ineficaz con los hongos filamentosos, podria inducir una
regulacién positiva en la expresiéon de algunos genes, y
esto implicaria cambios en su patrén de resistencia o
tolerancia frente a otros antifingicos normalmente
eficaces. Esta hipétesis se ha demostrado in vitro con A.
fumigatus®. No hay duda de que los pacientes tratados
durante mucho tiempo con azoles desarrollan resistencia a
éstos, pero ademads, las cepas resistentes podrian
generarse en el ambiente y después infectar al paciente.
Una gran preocupacion es el uso masivo de azoles en
agricultura ya que, ademads de favorecer la aparicién de
cepas resistentes, podria desplazar las especies sensibles y
cambiar la poblacién de hongos que infectan al ser
humano. El peligro real supondria la ocupacién del nicho
ecoldgico cercano al ser humano por especies resistentes,
lo que podria aumentar el mal prondstico de estas
infecciones™.
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Antiftingicos disponibles y mecanismo
de accion

El ndmero de antifingicos disponibles para tratar las
micosis invasoras por hongos filamentosos es muy escaso y
ademads la eficacia de éstos para el tratamiento de las
micosis sistémicas graves es limitada. Esto puede
explicarse por la falta de técnicas que diagnostiquen la
infeccion de forma precoz, por la toxicidad y las
limitaciones que presenta la dosificacién de algunos
farmacos (como la anfotericina B convencional), por las
escasas alternativas terapéuticas y por la aparicion de
cepas con resistencia secundaria a los antifingicos o de
especies con resistencia intrinseca. A continuacién se van
a revisar los antifiungicos que se emplean en el
tratamiento de las micosis invasoras por hongos
filamentosos y las nuevas moléculas que auin se
encuentran en desarrollo pero que estaran disponibles en
un futuro préximo!''?(tabla 1).

Polienos

Los polienos se unen a los esteroles de membrana
(fundamentalmente ergosterol) y esta unién genera la
formacién de canales por los que la célula fingica pierde
iones y moléculas carbonadas. La anfotericina B se
mantiene como firmaco de primera linea en el

tratamiento de las infecciones fingicas invasoras, ya que
tiene un perfil de actividad muy amplio (levaduras,
hongos miceliales y hongos patégenos primarios como
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, etc.).
La principal limitacién de su uso es su elevada toxicidad.
Sin embargo, muy pocas especies muestran resistencia
intrinseca (Scedosporium spp., Fusarium spp. y
Trichosporon spp. y probablemente A. terreus y A. flavus)
y pocas cepas han desarrollado resistencia secundaria,
aunque este hecho es dificil de demostrar como se
discutird posteriormente.

Azoles

Este grupo de antifingicos revolucioné la micologia
meédica por su espectro de actividad y sus limitados efectos
adversos. El dnico inconveniente de los mismos es la
escasa utilidad que hasta la fecha han demostrado en las
infecciones invasoras graves por hongos miceliales, asi
como la aparicion de cepas con resistencia secundaria. Los
azoles bloquean la sintesis del ergosterol uniéndose
fundamentalmente a la enzima 14-a demetilasa y de esta
forma se acumulan esteroles metilados que resultan
toxicos para la célula (fig. 1). No obstante, este bloqueo de
la sintesis del ergosterol inhibe el crecimiento de la célula
pero no la mata. Fluconazol y ketoconazol no tienen
ninguna utilidad en las infecciones fungicas por hongos

TABLA 1. Principales antiftingicos en uso (o en desarrollo clinico) utilizados frente a hongos filamentosos

Grupos Mecanismo de accién C.ompl}estos Compuestp S Diana especifica Presentaciones
licenciados en ensayos clinicos
Polienos Unioén a esteroles Anfotericina B Ergosterol Parenteral
de membrana de membrana (distintas formulaciones)
Triazoles Inhibicion de la sintesis  Itraconazol Voriconazol 14-« esterol
de ergosterol Ravuconazol demetilasa
Posaconazol Oral y parenteral
Alilaminas Bloqueo de la sintesis Terbinafina Escualeno Oral
de ergosterol epoxidasa
Equinocandinas Inhibicién de la sintesis ~ Caspofungina Micafungina B-glucano Parenteral
del 1,3 B-glucano Anidulafungina sintetasa
Escualeno |  Escualeno epoxidasa (Erg1)
rbinating
(terbinafina) Oxidoescualeno
. Azoles
4-o esterol demetilasa (Erg11/Cyp51
e s (Ergl 1/0ypsl) I “Le (itraconazol)

Figura 1. Esquema del mecanismo
de accién de los antifingicos que
actdan en la via de sintesis del
ergosterol. Las enzimas diana y los
genes implicados estan indicados.

(anfotericina B)
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filamentosos, puesto que la mayoria de ellos presentan
resistencia intrinseca a estos farmacos. Itraconazol, con
un espectro de actividad amplio frente a levaduras y
numerosos hongos miceliales, es el fairmaco més utilizado
después de la anfotericina B para el tratamiento de
infecciones fungicas invasoras por hongos filamentosos.
También se utiliza como profilaxis y en terapias de
refuerzo o de mantenimiento. Existen otros derivados
triazélicos en fase de desarrollo, voriconazol (Pfizer),
posaconazol (Schering-Plough) 'y  ravuconazol
(Bristol-Myers Squibb), aunque el voriconazol sera
comercializado en breve tanto en formulacién oral como
parenteral. Todos ellos muestran un espectro de actividad
similar a la del itraconazol, por lo que podrian ser
utilizados en la infecciones fungicas invasoras.

Equinocandinas

Es una nueva clase de antifiangicos que actaa
inhibiendo la sintesis del 1-3 B -glucano, uno de los
principales componentes de la pared celular. Este
mecanismo de accién le confiere ciertas ventajas, ya que
no muestra resistencia cruzada con los antifingicos que
actuan sobre la membrana y por ello se podrian utilizar en
terapia combinada con azoles o anfotericina B. Sélo un
farmaco de este grupo ha sido aprobado recientemente en
Estados Unidos y otros paises, la caspofungina. Su
espectro de accion incluye especies de Candida spp.,
Aspergillus spp. y Pneumocystis carinii, aunque no es
activa frente a Fusarium spp., ni Cryptococcus spp. Segun
varios estudios preliminares ha demostrado eficacia sobre
todo en el tratamiento de rescate de la aspergilosis
invasoral®!4,

Alilaminas

Esta clase de antifingicos sintéticos ejerce su accién
mediante la inhibicién de la escualeno epoxidasa, una
enzima implicada en la sintesis del ergosterol (fig. 1).
Terbinafina, el tnico farmaco comercializado de esta clase
en forma de presentacién oral, presenta actividad frente a
dermatofitos y también frente a levaduras y hongos
filamentosos, ademés de mostrar efectos sinérgicos con los
azoles'®. Esta actividad puede determinar que la

terbinafina se considere en un futuro como una
alternativa terapéutica en algunas micosis sistémicas.

Deteccion de la resistencia: del laboratorio
al paciente

Los estudios de sensibilidad in vitro se realizan para
detectar las resistencias de los microorganismos a los an-
timicrobianos. Estos estudios ayudan a elegir la mejor
alternativa de tratamiento reduciendo la posibilidad de
que aparezca un fallo terapéutico. El estdandar propuesto
por el National Committee of Clinical Laboratory Stan-
dards (NCCLS) (documento M38-P) constituye el método
de referencia y es el que mas se ha utilizado para realizar
estudios de correlacién con la clinical®. Los estudios de
sensibilidad muestran una serie de limitaciones para su
aplicacion asistencial. En primer lugar, existen dudas so-
bre si estos métodos son capaces de detectar la resistencia
in vitro a la anfotericina B, y hasta la fecha no se han po-
dido establecer puntos de corte fiables para diferenciar
ambas poblaciones!’. En segundo lugar, se trata de técni-
cas que no pueden ser utilizadas en la mayoria de los la-
boratorios asistenciales, debido a su complejidad metodo-
logica. No obstante, es necesario puntualizar que estas
técnicas si son capaces de detectar la resistencia in vitro a
los azoles!®'? y, de hecho, ya se han descrito cepas resis-
tentes a los azoles en Holanda, Inglaterra, Suecia, Estados
Unidos y Espania?*?2, En lo que se refiere a la correlacién
in vitro-in vivo con los azoles, los datos disponibles indican
que si existe relacién entre la resistencia in vitro y el fallo
terapéutico, pero no entre sensibilidad y curacién clinica®.

Mecanismos de resistencia

Tras la caracterizacién fenotipica de la resistencia, es
obligado un anélisis molecular y bioquimico que
identifique los mecanismos de resistencia, andlisis que se
encuentra en su fase inicial en los hongos filamentosos. En
términos generales, los mecanismos identificados hasta
ahora, por los que una célula inicialmente sensible se hace
refractaria a agentes citot6xicos son:

A Célula sensible

Célula resistente

Figura 2. Representacin esquemética de los mecanismos de resistencia de los hongos frente a los azoles. A) En el hongo sensible el antiftingico interacciona con
la diana (14-a esterol demetilasa, producto del gen CYP51) bloqueando las sintesis del ergosterol e inhibiendo el crecimiento del mismo. B) el hongo resistente
puede defenderse: aumentando las bombas de eliminacién activa (MDR y CDR) lo que disminuiria la concentracién intracelular del firmaco; aumentando el
ntmero de copias de la diana (CYP51A ylo CYP51B) o modificando la diana (mutaciones en los genes CYP51A y/o CYP51B) de forma que la interaccion del farmaco

con la diana sea ineficiente.
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1. Incapacidad del farmaco para alcanzar la diana
dentro de la célula, que puede ser debida a la existencia de
barreras de permeabilidad o a sistemas de bombeo activo
del compuesto al exterior.

2. Cambios en la interacciéon farmaco-diana (aumento
del ndmero de copias de la diana o modificaciones debido a
mutaciones).

3. Modificaciones en las enzimas de las vias metabdlicas.

4. Alteraciones en el procesamiento intracelular
(degradacion o modificacién) del farmaco.

En el caso de los hongos filamentosos sélo se han
descrito los tres primeros mecanismos (fig. 2). Asimismo,
se sabe que muchos de estos mecanismos pueden coexistir
en una misma célula'®?425,

Polienos

La resistencia a polienos (anfotericina B) se ha descrito
en levaduras y hongos filamentosos, pero los mecanismos
que subyacen a la misma estdn por elucidar. En
levaduras, la mutacién de la enzima C-5, 6 esterol
desaturasa (producto del gen ERG3) implicada en la
sintesis del ergosterol, confiere resistencia moderada a la
anfotericina B. Sin embargo, esta mutacion siempre se ha
acompanado de mutaciones de gen ERG11, lo que implica
la existencia de resistencia cruzada a la anfotericina B y
a los azoles?. En Aspergillus la situacién es mads
complicada ya que, a pesar de detectarse numerosos fallos
terapéuticos, no existe ninguna metodologia que sea capaz
de relacionar dichos fallos con la resistencia fenotipica a la
anfotericina B mediante la deteccién de concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) elevadas!’. En el laboratorio
tampoco se han conseguido avances que posibiliten el
estudio de las cepas resistentes. Asi, no se han podido
seleccionar mutantes espontaneos de A. fumigatus
resistentes a anfotericina B. Sé6lo ha sido posible conseguir
mutantes, con diferentes niveles de resistencia a este
antifingico, irradiando esporas con luz ultravioleta. Esta
resistencia parece ser especifica para polienos, ya que los
mutantes no presentaban resistencia cruzada con azoles
ni equinocandinas?’. En A. flavus también se ha descrito el
aislamiento de una cepa resistente a anfotericina B (y
otros polienos) mediante pases con concentraciones
crecientes de anfotericina B28. Se ha postulado que el
escaso numero de cepas con resistencia a los polienos esta
relacionado con dos factores: a) la toxicidad de estos
farmacos, que obligan a utilizarlos en tratamientos cortos,
y b) la asociacion de la resistencia con la deficiencia en
ergosterol lo que supondria una desventaja evolutiva y por
tanto con menos posibilidades de seleccionarse in vivo®.

Azoles

En caso de Candida los mecanismos de resistencia
frente a los azoles estan mejor estudiados y asi se conocen
15 determinantes genéticos asociados con la resistencia a
estos antifiingicos?4%63°, El mecanismo de resistencia
descrito con mas frecuencia esta relacionado con la
disminucién de las concentraciones de farmaco, debido al
aumento de expresién o activaciéon de los genes que
codifican bombas de eliminacién activa®. Las mutaciones
del gen ERG11 que afectan a la diana de los azoles
constituye el segundo mecanismo en frecuencia de la
resistencias de levaduras a los azoles?%3°. Como ya se ha

comentado, se desconocen la mayoria de los mecanismos
moleculares y bioquimicos que explican la resistencia
frente a los antifingicos de los hongos filamentosos.
Estudios realizados en fitopatégenos sugieren
mecanismos similares a los descritos para levaduras?®!.
Asimismo, se ha comprobado que la resistencia a los
antifiingicos en fitopatégenos es un proceso gradual y, por
lo tanto, posiblemente controlado por diferentes genes.
En estos hongos se han empezado a estudiar los siguientes
aspectos:

Aumento de expresion de las bombas
de eliminacion activa

En levaduras se ha relacionado la resistencia
secundaria a los azoles con el aumento de expresion de dos
tipos de transportadores: transportadores ABC (CDR1 y
CDR2) responsables de resistencia a casi la totalidad de
los azoles y los transportadores denominados MSF
(MDR1) que serian los responsables de la resistencia a
fluconazol?*3°, En distintos hongos filamentosos se han
descrito genes homoélogos a los descritos para levaduras:
A. fumigatus (MDR1 y MDR2), A. flavus (MDR1), A.
nidulans (atrA, atrB y atrC) y Penicillium digitatum
(PMR1, PMR5), todos estos genes pertenecen a la familia
de los transportadores ABC. El aumento de su expresion
se relaciona con la resistencia a diversos compuestos con
actividad antifingica, pero no directamente con la
resistencia a azoles de uso clinico®2.

Modificacion de la diana de los azoles

El otro mecanismo de resistencia estudiado y
directamente relacionado con la resistencia a azoles, es la
alteracion estructural de la enzima 14-a esterol
desmetilasa (diana de los azoles y enzima clave en la
sintesis del ergosterol). En la via metabdlica de la sintesis
del ergosterol, el lanosterol y sus derivados son el sustrato
para la enzima 14-a lanosterol desmetilasa (producto del
gen CYP51/ERGI11). Esta enzima ha sido purificada a
partir de higado de rata y también de Saccharomyces
cerevisiae. En la actualidad es la diana mas estudiada y
contra la que se han disefiado un gran nuimero de
antifungicos, que se han empleado para controlar la
infeccién fingica en plantas, animales y seres humanos.
Los genes de la superfamilia de las enzimas del citocromo
P-450 (CYP) se encuentran en numerosos organismos
eucariotas y procariotas. De las 36 familias de CYP
descritas, siete (CYP51-57) existen en distintas especies
fangicas. La familia del CYP51 codifica proteinas que
catalizan la 14-a desmetilacién del lanosterol®®. En la
actualidad estdn disponibles las secuencias del gen CYP51
de mamiferos (ser humano, rata, ratén), plantas
(Arabidopsis taliana, Sorghum bicolor), varias levaduras
(S. cerevisiae, C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
kruset, Ustilago maydis) y cinco hongos filamentosos (A.
fumigatus, A. nidulans, Botrytis cinerea, Penicillium
italicum, Erysiphe graminis y Uncinula necator). Ya se
han detectado algunas mutaciones puntuales relacionadas
con la resistencia a inhibidores de la 14-a esterol
desmetilasa en hongos fitopatégenos®#3>. El conocimiento
de las secuencia de la 14-a esterol demetilasa en
levaduras y hongos filamentosos ha facilitado el
descubrimiento de que esta enzima esta codificada por dos
genes diferentes (CYP5IA y CYP51B) en Aspergillus

Enferm Infece Microbiol Clin 2002;20(10):523-30 527



Mellado E, et al. Importancia clinica de los mecanismos de resistencia de los hongos filamentosos a los antifingicos

spp.®. La existencia de dos genes que codifican 14-«
esterol desmetilasas en Aspergillus sugiere que lo mismo
puede suceder en otros hongos filamentosos. Este hallazgo
supone un cambio radical sobre los posibles mecanismos
de resistencia a los azoles en A. fumigatus y desde el punto
de vista hipotético, explica, por ejemplo, por qué estos
antifingicos tienen CIM mas elevadas frente a A.
fumigatus que frente a C. albicans. El andlisis de los
genes CYP51A y CYP51B de cepas de A. fumigatus de
origen clinico resistentes al itraconazol ha puesto de
manifiesto la existencia de una mutacién puntual
relacionada con la misma. Ademads, se ha demostrado que
esta resistencia es cruzada sé6lo con algunos de los nuevos
triazoles. La existencia de otras cepas con resistencia
cruzada para todos los azoles demuestra que en A.
fumigatus al menos existen dos mecanismos
completamente diferentes, responsables de la resistencia
a los azoles (datos de los autores no publicados).

Aumento del niumero de copias de la diana
de los azoles (14-a esterol demetilasa)

El aumento del namero de copias de CYP51 o de su
expresion puede originar resistencia a los azoles. En
levaduras se ha demostrado un aumento de la
transcripcion del gen ERGI11 (CYP51) durante la
exposicion a los azoles, incluso en las células sensibles. Se
piensa que este aumento se debe a la respuesta de la
célula a la disminucién de ergosterol o a la acumulacién
de esteroles toxicos?®. En hongos filamentosos los cambios
en los niveles de expresion de CYP51 pueden ocasionar
el desarrollo progresivo de resistencia a los azoles®”. En
concreto, en cepas de P. digitatum resistentes a
triflumizol (azol de uso en agricultura) se ha demostrado
la existencia de un activador de la transcripcion en el
promotor del CYP51. El nimero de copias de esta
secuencia repetida en tdndem se correlaciona
directamente con la CIM a triflumizol®’. En A. fumigatus
se ha comprobado que la transformacién con un plasmido
que contenga el gen CYP51 confiere resistencia al
itraconazol®®. Asi pues, parece claro que la resistencia a
los azoles en hongos filamentosos podria estar producida
por amplificacién o hiperexpresion de la diana de los
azoles.

Prevencion de la resistencia:
posibles estrategias

Las estrategias para evitar y disminuir la resistencia a
los antifingicos son complejas. Ademds, existen
dificultades adicionales como la agresividad de las micosis
invasoras y la debilidad de los enfermos que las padecen.
Por ello, la prevencién tiene que hacerse actuando en
todos los niveles, epidemiolégicos, diagnésticos,
profilacticos y terapéuticos?.

Estudios epidemiolégicos para conocer
la frecuencia de la resistencia

Los estudios de vigilancia ayudan a determinar la
frecuencia de la resistencia con lo que se puede alertar a
los clinicos y aconsejar sobre los tratamientos iniciales
mas adecuados. A pesar de que la resistencia clinica de los
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hongos filamentosos a los antifiingicos no es un problema
comparable a lo que ocurre con los antibacterianos, hay
que tener en cuenta que se estan empleando de forma
masiva inhibidores de la 14-a desmetilasa, es decir azoles,
en el control de los fitopatégenos!®. Los hongos
filamentosos patégenos humanos son ubicuos y por tanto,
comparten nichos ecolégicos con los fitopatégenos. Si a
este hecho anadimos el aumento de la utilizaciéon de
antifungicos en clinica humana, podemos predecir un
incremento de cepas resistentes en un futuro préximo.

Desarrollo del laboratorio
de microbiologia/micologia

El laboratorio debe implantar técnicas que ayuden al
diagnéstico precoz de las micosis, asi como identificar los
hongos a nivel de especie, ya que en la actualidad muchas
especies tienen una sensibilidad predecible a los
antifungicos. El reto del clinico sigue siendo la
instauraciéon de un tratamiento efectivo que mejore la
evolucion de los pacientes con micosis oportunistas. Para
ello es necesario que mejoren las técnicas de detecciéon y
diagnéstico precoz. Ademads, se estan describiendo nuevas
especies fungicas como causantes de micosis oportunistas
y muchas de ellas presentan multirresistencia frente a
los antifingicos de uso clinico.

Pruebas de sensibilidad

El desarrollo de pruebas de sensibilidad que puedan
predecir la resistencia in vivo es una de las necesidades
mas acuciantes en micologia médica. Ademads, las pruebas
de sensibilidad a los antifingicos tienen mayor utilidad en
determinados casos, como por ejemplo en cepas
procedentes de enfermos en los que se ha producido un
fracaso terapéutico, en aquellos que han recibido profilaxis
antifiangica previa y en cepas pertenecientes a especies
poco frecuentes, de las que se desconoce su patréon de
sensibilidad in vitro. En estos casos, las pruebas de
sensibilidad pueden ayudar a elegir la mejor alternativa
farmacolégica y ofrecer informacién para aumentar la
dosis o iniciar una terapia combinada.

Establecimiento de estrategias antifangicas
que consideren todos los beneficios
(a corto y a largo plazo)

En este sentido se ha empezado a considerar la
posibilidad de que la profilaxis con fluconazol, a pesar de
su falta de actividad frente a hongos filamentosos, podria
producir un incremento en la regulaciéon de algunos genes
y ocasionar resistencia o tolerancia a los antifingicos sin
alterar la virulencia®. Actualmente esta hipétesis esta
siendo discutida, y aunque se desconoce si este hecho se
estd produciendo, lo cierto es que se ha constatado una
disminucién en las infecciones por levaduras y un
aumento de las infecciones por hongos filamentosos. Por lo
tanto, los mecanismos de regulaciéon génica del tipo
descrito no pueden descartarse totalmente®.

Disponibilidad de terapias mas efectivas
En este punto pueden distinguirse tres estrategias:

1. Aumento de las dosis o de nuevas formulaciones
menos téxicas y mas efectivas.
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2. Busqueda y desarrollo de nuevas moléculas con mejor
actividad o la identificacién de nuevas dianas fungicas.

3. Estudio de combinaciones entre antifingicos,
inmunomoduladores y antifangicos o incluso
antimicrobianos y antifingicos®>4.

Conclusion

El desarrollo de resistencia de los hongos filamentosos
a los antifingicos es la consecuencia légica e inevitable
del uso de los mismos para tratar las micosis invasoras,
aunque la frecuencia y la relevancia clinica de esta
observacién se desconoce. El estudio a nivel molecular
de los mecanismos de resistencia de los hongos frente a
los distintos grupos de antiftingicos es la estrategia mas
importante para poder evitar las consecuencias que el
desarrollo de la resistencia puede ocasionar a largo
plazo, y para desarrollar moléculas mas potentes y
seguras que las eviten. En espera de que esto suceda, es
vital actuar utilizando las herramientas disponibles
como la vigilancia epidemiolégica de la resistencia y las
técnicas diagnoésticas precoces que puedan facilitar un
tratamiento adecuado y eficaz.
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ANEXO 1. Mecanismos de resistencia de los hongos filamentosos a los antifingicos

1.

10.

El aumento de la incidencia de las infecciones fiingicas invasoras puede deberse a:
a) Aumento del nimero de pacientes susceptibles y/o mayor supervivencia de los mismos.

b) Mayor uso de fairmacos inmunodepresores.

¢) Incremento de pacientes con profilaxis antibiética.

d) Desarrollo y aumento del nimero de trasplantes de érganos/médula 6sea.

e) Todos los anteriores son factores de riesgo de infeccién fingica.

El cambio en las caracteristicas epidemiolégicas de la infeccion fiingica invasora puede deberse a:
a) Incremento de profilaxis con antifungicos azdlicos, especialmente fluconazol.

b) Mejora de las técnicas de diagnéstico e identificacion.

¢) Erradicacion de las infecciones por levaduras.

d) Utilizacién de terapias inmunosupresoras menos agresivas.

e) Las respuestas a) y b) son correctas.

El principal hongo filamentoso responsable de micosis invasora es:
a) Aspergillus flavus.

b) Aspergillus fumigatus.

¢) Scedosporium prolificans.

d) Fusarium spp.

e) Mucorales.

La resistencia secundaria a los antifangicos se define como:
a) La resistencia que presentan todos los miembros de una especie a un determinado antiftingico.
b) La resistencia que presentan algunos miembros de una especie a un determinado antifingico sin previo contacto con el mismo.
¢) La resistencia que presentan algunos miembros de una especie a un determinado antifingico después de haber estado
en contacto con el mismo.
d) La falta de respuesta clinica aunque en el foco de infeccién existan concentraciones terapéuticas del antifingico.
e) Cualquiera de las anteriores definiciones podria considerarse resistencia secundaria.

(Cual de los siguientes grupos de antifiingicos no actua sobre esteroles de membrana o sobre su sintesis?
a) Anfotericina B.

b) Azoles.

¢) Alilaminas.

d) Equinocandinas.

e) Las respuestas ¢) y d) son ciertas.

Los estudios de sensibilidad in vitro han permitido establecer punto de cortes fiables para diferenciar cepas
de hongos filamentosos sensibles y resistentes para los siguientes antifungicos:

a) Itraconazol.

b) Anfotericina B.

¢) Caspofungina.

d) Todas las respuestas son correctas.

e) Ninguna de las respuestas es correcta.

En los mecanismos de resistencia de los hongos filamentosos a los azoles estan implicados:
a) Aumento de expresion de bombas de flujo de membrana (MDR, CDR).

b) Mutaciones del gen (CYP51) que codifica la enzima diana (14-a esterol demetilasa).

¢) Aumento de expresion del gen que codifica la 14-a esterol demetilasa (CYP51).

d) Todos los mecanismos anteriores se han demostrado a nivel molecular.

e) Ninguno de los anteriores se ha constatado en cepas de origen clinico.

Sefiale lo correcto referente al fluconazol:

a) Aspergillus fumigatus presenta resistencia secundaria a este azol.

b) Su espectro de accién es igual que el de itraconazol.

¢) Los hongos filamentosos son intrinsecamente resistentes al fluconazol.
d) A. flavus es sensible in vitro a este azol.

e) La diana del fluconazol se encuentra en la pared fungica.

En los mecanismos de resistencia de los hongos filamentosos a los polienos estan implicados:
a) Operan los mismos mecanismos que se han descrito en la resistencia a los azoles.

b) La resistencia a polienos siempre es cruzada con resistencia a los azoles.

¢) Alteraciones de la diana de los polienos (1-3 8 glucano sintetasa).

d) Todas las respuestas anteriores son falsas.

e) Todas las respuesta anteriores son correctas.

Las estrategias futuras para evitar la resistencia de los hongos filamentosos a los antifingicos incluyen:
a) Mejora del diagnéstico y un tratamiento dirigido e individualizado.

b) Vigilancia epidemiolégica de la aparicion de la resistencia.

¢) Profilaxis con azoles a todo enfermo con sospecha de infeccion fungica.

d) Todas las respuestas anteriores son ciertas.

e) Solamente las respuestas a) y b) son ciertas.

Véanse respuestas a las preguntas de formacion continuada en péag. 539.
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