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Las infecciones fingicas, incluyendo aquellas producidas por hongos que pueden ser resistentes o multirre-
sistentes a los antiftingicos, representan un serio problema de salud ptblica. La informacién sobre la sensi-
bilidad de estos microorganismos a los distintos antiftingicos debe ser analizada lo mas rapidamente posi-
ble para ayudar a los profesionales clinicos a instaurar un tratamiento adecuado. Desafortunadamente, las
pruebas de sensibilidad a los antiftingicos no estan tan desarrolladas ni implementadas como las de los
antibacterianos, que son similares tanto en su disefio como en su precision y reproducibilidad, pero labo-
riosas y lentas. En este articulo realizamos una revisiéon de los métodos de estudio de sensibilidad in vitro,
tanto los de referencia (CLSI y EUCAST) como los comerciales y los nuevos métodos basados en la prote6-
mica (MALDI-TOF MS) y en la deteccién de genes de resistencia por técnicas de amplificacién de acidos
nucleicos. Ademas, se comentan los nuevos puntos de corte clinicos establecidos recientemente, asi como
los puntos de corte epidemioldgicos, que se trata de una nueva categoria que puede ayudar a identificar de
manera precoz las cepas aisladas que han adquirido mecanismos de resistencia. También se comentan las
ventajas y las limitaciones de cada uno de los métodos revisados. Por tanto, puede concluirse que, aunque
se ha avanzado mucho en los estudios de sensibilidad in vitro a los antiflingicos, atin existen limitaciones
en su aplicacion en la practica diaria de un laboratorio de microbiologia aunque parece que el futuro es es-
peranzador con las nuevas tecnologias basadas en la proteémica y en la amplificacién de los acidos nuclei-
cos. Informacién sobre el suplemento: este articulo forma parte del suplemento titulado «Programa de
Control de Calidad Externo SEIMC. Afio 2016», que ha sido patrocinado por Roche, Vircell Microbiologists,
Abbott Molecular y Francisco Soria Melguizo, S.A.
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Updating of in vitro antifungal susceptibility tests
ABSTRACT

Fungal diseases, including those caused by (multi)drug-resistant fungi, still represent a global public health
concern. Information on the susceptibility of these microorganisms to antifungal agents must be quickly
produced to help clinicians initiate appropriate antifungal therapies. Unfortunately, antifungal susceptibili-
ty tests are not as developed or widely implemented as antibacterial tests, being similar in design, accuracy
and reproducibility, but also laborious and slow. In this article, we review the methods of in vitro suscepti-
bility testing, both reference (CLSI and EUCAST), commercial and new methods based on proteomics
(MALDI-TOF MS) and in the detection of resistance genes by nucleic acid amplification techniques. In addi-
tion, we discuss the newly established clinical breakpoints, as well as the epidemiological cut-off points,
which constitute a new category that can help in the early identification of isolates that have acquired re-
sistance mechanisms. We also discuss the advantages and limitations of each of the methods studied.
Therefore, we can conclude that, although there has been much progress in studies of in vitro susceptibility
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testing to antifungals, there are still limitations in its application in the daily routine of microbiology labo-
ratories, although it seems that the future is promising with the new technologies based on proteomics and
nucleic acid amplification. Supplement information: This article is part of a supplement entitled «SEIMC
External Quality Control Programme. Year 2016», which is sponsored by Roche, Vircell Microbiologists,
Abbott Molecular and Francisco Soria Melguizo, S.A.
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Introduccién y fundamentos de las técnicas de determinacién
in vitro de sensibilidad antifiingica

Las infecciones flngicas representan un serio problema de salud
publica, incluyendo aquellas producidas por hongos que pueden ser
resistentes o multirresistentes a los antifingicos. La informacién so-
bre la sensibilidad de estos microorganismos a los distintos antiftin-
gicos debe ser analizada para ayudar a los profesionales clinicos a
instaurar un tratamiento adecuado'?. Desafortunadamente, las prue-
bas de sensibilidad a los antiftingicos no estan tan desarrolladas ni
implementadas como las de los antibacterianos, que son similares
tanto en su disefio como en su precision y reproducibilidad, pero la-
boriosas y lentas'-.

Los objetivos de la realizacién del antifungigrama son: conocer la
actividad in vitro de los antifingicos; pronosticar el resultado tera-
péutico de determinado tratamiento antifiingico; detectar la apari-
cién de cepas resistentes dentro de la poblacién sensible; correlacio-
nar la actividad in vitro con los resultados in vivo, y determinar la
utilidad terapéutica de los nuevos antiftingicos.

De todos ellos, el principal fundamento de las pruebas de sensibi-
lidad in vitro es detectar las cepas aisladas resistentes entre la pobla-
cién sensible o el desarrollo de resistencia durante el tratamiento.

Para conseguir estos objetivos, se necesitan métodos para el estu-
dio de sensibilidad reproducibles y disponer de puntos de corte cli-
nicos para la interpretacién de sus resultados. El CLSI (Committee for
Clinical and Laboratory Standards) y el EUCAST (European Commit-
tee for Antimicrobial Susceptibility Testing) han desarrollado méto-
dos de referencia reproducibles, aunque laboriosos, para determinar
la sensibilidad a los antifiingicos de levaduras y hongos filamentosos.

Para la interpretacién de estos métodos se han definido una serie
de conceptos?4s: concentracién minima inhibitoria (CMI), que es la
concentraciéon mas baja de antiflingico que inhibe el crecimiento del
microorganismo; concentracién minima efectiva (CME), que es la con-
centracién mas baja de candina que produce un cambio morfolégico
(colonias pequeiias, redondeadas y compactas, en lugar de hifas) y se
utiliza para definir la actividad de las candinas sobre hongos filamen-
tosos; puntos de corte clinicos (CBP, clinical breakpoints), que clasifican
las cepas aisladas en clinicamente sensibles o clinicamente resisten-
tes y se establecen basandose en la correlacion entre los resultados
de las pruebas de sensibilidad in vitro y la eficacia terapéutica, distri-
bucién de las CMI, parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos
(PK/PD) y mecanismos de resistencia del antifiingico (existe una co-
rrelacién entre estos puntos de corte y el éxito/fracaso terapéutico),
y puntos de corte epidemioldgicos (ECV, epidemiological cutoff value
para el CLSI y ECOFF para EUCAST), que son la concentracion mas
elevada que separa la poblacién salvaje (sin ninglin mecanismo de
resistencia) de las cepas aisladas con algiin mecanismo de resisten-
cia, no pertenecientes a la poblacion salvaje. Las cepas aisladas inhi-
bidas con CMI superiores al ECV o ECOFF se clasifican como cepas
aisladas con sensibilidad reducida. Pueden responder al tratamiento
si la CMI del antiftingico es inferior al punto de corte clinico. Se cal-
cula para cada antiftingico y especie a partir de la CMI modal y dis-
tribucién de las CMI, teniendo en cuenta la variabilidad inherente a
la técnica, y debe incluir, al menos, al 95% de la poblacién. A partir de
estos ECV o ECOFF, las cepas se pueden clasificar en poblacién salva-
je (WT, wild type): para una especie determinada, una cepa aislada se

define como perteneciente a la poblacion salvaje por la ausencia de
mutacién adquirida o de mecanismos de resistencia. Las cepas aisla-
das se clasifican como pertenecientes a la poblacién salvaje si la
CMI del antiftingico en cuestién es menor o igual al ECV o ECOFF. Si
la CMI es mayor que el ECV o ECOFF, se afirma que la cepa aislada no
pertenece a la poblacién salvaje (NWT). Las cepas aisladas solo se
pueden clasificar como resistentes a un antifiingico cuando se ha de-
terminado el CBP.

Métodos de referencia para determinar la sensibilidad in vitro
de levaduras y hongos filamentosos

El CLSI ha estandarizado 2 métodos para determinar la sensibili-
dad a los antifGingicos:

1. El método de microdilucién en caldo para levaduras (documen-
tos M27-A4°% M60S, M57* y M597) y para hongos filamentosos y
dermatofitos (documentos M38-A38, M61°, M57¢ y M59).

2. El método de difusién en agar para levaduras (documentos
M44- A2'°y M60°) y para hongos filamentosos no dermatofitos
(documentos M51-A"'y M61°).

El EUCAST también ha estandarizado un método de microdilucién
para levaduras (documento E.DEF 7.3.1)? y para hongos filamentosos
(documento E.DEF 9.3)",

Los métodos CLSI y EUCAST son similares, pero presentan ciertas
diferencias metodoldgicas en relacién con la concentracién de gluco-
sa del medio de cultivo, forma del fondo de la microplaca, inéculo
(mas elevado en el caso del EUCAST), tipo de lectura y tiempo de
incubacién, pero los resultados obtenidos por ambos métodos son
similares.

Es importante realizar las pruebas de sensibilidad siguiendo es-
trictamente los documentos ya que cualquier variable (medio de cul-
tivo, incubacién, inéculo, etc.) puede alterar los resultados, por lo que
es imprescindible incluir una cepa control de calidad para confirmar
la validez del ensayo. Los métodos de dilucién estandarizados son
muy laboriosos para ser utilizados en la practica diaria del laborato-
rio y, aunque ya se dispone de métodos del CLSI estandarizados de
difusién en placa tanto para levaduras como para hongos filamento-
s0s%9-1" mds baratos y sencillos de realizar, siempre es recomendable
ante una cepa aislada resistente por el método de difusién confirmar
por el método estandarizado de dilucién (CLSI o EUCAST).

Limitaciones de los métodos de referencia

Estos métodos, ademads de ser laboriosos y lentos, presentan otra
serie de limitaciones: los métodos de microdilucién CLSI-M27-A4° y
EUCAST DOC.E.7.3.1.2 para levaduras solo son aplicables para Candida
spp y Cryptococcus spp aunque podrian aplicarse a otras levaduras,
excepto Malassezia spp; tanto los CBP como los ECV/ECOFF descritos
son aplicables solo a los antifiingicos sistémicos; el CLSI® tiene como
limitacién la dificultad de detectar las cepas aisladas de levaduras
resistentes a anfotericina B, mientras que el documento EUCAST
E.DEF. 7.3.1.2 recomienda la utilizacién del medio AM3 (Medio Anti-
bidtico 3) suplementado con el 2% de glucosa para detectar resisten-
cia a anfotericina B aunque estan descritas variaciones entre distin-
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tos lotes y fabricantes'; la lectura de los resultados es dificil y
subjetiva, y puede producir resultados variables y no reproducibles,
especialmente cuando la lectura es visual (CLSI), por lo que se nece-
sita personal entrenado; el método CLSI de difusion para levaduras
(M44-A2)"solo es aplicable para Candida spp y el EUCAST no tiene
documento para método de difusion; el método de microdilucién
para hongos filamentosos y dermatofitos (CLSI M38-A3 )% no incluye CBP
para ningln hongo, solo describen algunos ECV para Aspergillus spp,
en el documento EUCAST™ se establecen puntos de corte para anfo-
tericina B y azoles y algunas especies de Aspergillus, pero no para
equinocandinas; el método de difusién del CLSI para hongos fila-
mentosos (M51-A)" no incluye a los dermatofitos y el EUCAST no
tiene documento para método de difusion, y diferencias entre los
CBP de CLSI y EUCAST (a veces, mayor a 2 diluciones) hacen dificil la
interpretacién clinica.

Ninguno de los métodos de microdilucion de referencia (CLSI y
EUCAST) para el estudio de sensibilidad in vitro de Candida spp reco-
mienda ensayar la sensibilidad a caspofungina por existir alta varia-
bilidad interlaboratorios. Se recomienda realizar solo la sensibilidad
in vitro a micafungina y anidulafungina como marcadores de sensibi-
lidad a caspofungina®'>16,

Métodos alternativos

Debido a todas estas limitaciones, los métodos de referencia no
son aplicables en la practica de un laboratorio clinico y por ello, uni-
do a la imposibilidad de que estos métodos puedan ser dtiles para la
determinacién de sensibilidad a todos los antiftingicos y a todos los
microorganismos, se han desarrollado métodos comerciales mas
sencillos:

1. Método colorimétrico (Sensititre YeastOne®, Thermo Scientific,
Estados Unidos): es un método colorimétrico basado en la me-
todologia de microdilucién del CLSI. Esta aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA) para estudios de sensibilidad in
vitro de levaduras no fastidiosas a fluconazol, itraconazol, vori-
conazol, 5-fluorocitosina y caspofungina. Aunque también in-
cluye anfotericina B, posaconazol, anidulafungina y micafungi-
na, la FDA no los ha aprobado para el diagnéstico. Todos tienen
marcado CE para su uso en Europa?. Existen datos en la biblio-
grafia que muestran una buena correlacién con el método de
referencia CLSI, tanto para levaduras®'”® como para hongos fi-
lamentosos?*2, Es importante saber que este método debe
utilizar para la interpretacién de los resultados los CBP y los
ECV de los documentos del CLSI®”, Muestra baja correlaciéon
con caspofungina y C. glabrata y C. krusei®?. Espinel-Ingroff et
al* determinan ECV para Candida spp y caspofungina por este
método, y observan que, utilizando estos ECV, se puede discri-
minar entre cepas de Candida spp wild type y non-wild type. Los
azoles presentan efecto trailing, que dificulta su lectura.

2. Vitek 2® (bioMerieux, Francia): es un método basado también
en la metodologia de la microdilucién del CLSL Incluye 6 anti-
flngicos, de los cuales se han aprobado para diagnéstico por la
FDA solo fluconazol, voriconazol y caspofungina?®®, Muestra
buena correlacién para Candida spp con los métodos de micro-
dilucién de referencia (CLSI y EUCAST)"7?*+?, La principal limi-
tacion del Vitek 2® es que la menor concentracién de caspofun-
gina es 0,25 mg/l, que es mads alta que el punto de corte (CBP)
que establece el CLSI para C. glabrata, por lo que clasifica a ce-
pas de C. glabrata resistentes (con mutacién fsk demostrada) a
caspofungina como sensibles?>. Presenta buena correlacién con
los azoles'?2?7 qunque con voriconazol pasa algo parecido a la
caspofungina, pues utiliza unos rangos de CMI muy altos que
producen errores de interpretacion?. Existe baja correlacién
con anfotericina B y Cryptococcus spp'?’. No existen datos para
hongos filamentosos.

3. Métodos de difusion en agar: Neo-sensitabs® (Rosco Labora-
tory, Dinamarca): son tabletas que incluyen practicamente to-
dos los antiftingicos, incluidos los tépicos y los sistémicos.
Existen datos de buena correlacion con los métodos de referen-
cia de microdilucién y difusién en agar con discos™", tanto
para levaduras®®?° como para hongos filamentosos3°-32,

4, Etest® (bioMerieux, Francia) y otras tiras de gradiente de difu-
sién MIC Test Strips® (Liofilchem, Werfen, Espafia): es un méto-
do de difusién en agar basado en el uso de unas tiras de papel
impregnadas con un gradiente de concentracién de antifngi-
co. Aprobado por la FDA para estudio de sensibilidad in vitro de
levaduras a fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol y
5-fluorocitosina®. Con marcado CE también. Existe una buena
correlacién con los métodos de referencia (CLSI'y EUCAST) tan-
to para los azoles como para las equinocandinas'”833-35 pero,
para conseguirlo, es imprescindible seguir estrictamente las
recomendaciones del fabricante y la lectura debe ser realizada
por personal experimentado. En el caso del fluconazol, se reco-
mienda que, cuando una cepa aislada sea resistente por Etest®,
se confirme con el método de referencia ya que los valores de
CMI por Etest para fluconazol son altos®®. Parece que es el mé-
todo de referencia para la deteccién de cepas resistentes a an-
fotericina B>, La correlacién con CLSI es baja para caspofungi-
na con C. glabratay C. krusei*’>%, por lo que no se recomienda en
estos casos. Para hongos filamentosos existen estudios®?3° que
avalan su uso para el analisis de sensibilidad in vitro a los dis-
tintos antiflingicos aunque hay que tener en cuenta que existen
problemas de lectura con las equinocandinas® y que no es un
método recomendado para mucorales*. Este método no esta
recomendado todavia por la FDA para el diagnéstico. Reciente-
mente, Espinel-Ingroff et al*> recomiendan el Etest® como fac-
tor pronéstico de resistencia a equinocandinas y a anfoterici-
na B de Aspergillus spp, utilizando los CBP y ECV del CLSI, al
igual que lo recomiendan para el estudio de sensibilidad in vi-
tro para A. fumigatus y posaconazol*3.

Limitaciones de los métodos comerciales

Son métodos lentos, pero menos laboriosos que los de referencia,
y las limitaciones que presentan son: subjetividad de la lectura de las
CMI, sobre todo si esta lectura es visual ya que puede conllevar una
lectura no reproducible y resultados no fiables (Etest® y Sensititre
YeastOne®); falta de correlacién con los métodos de referencia para
Cryptococccus spp y anfotericina B (Vitek 2®), y falta de capacidad de
deteccién de cepas resistentes a anfotericina B y caspofungina (Sen-
sititre YeastOne® y Vitek 2®) y voriconazol (Vitek 2°®).

Nuevos métodos

Se estan desarrollando nuevas herramientas con un futuro espe-
ranzador para el estudio de la sensibilidad in vitro a los antifiingicos,
principalmente orientadas a la metodologia proteémica (MALDI-
TOF MS) y al campo de técnicas de amplificacién de acidos nuclei-
cos. Hay estudios recientes que sugieren que MALDI-TOF MS puede
ser utilizado para la deteccién de resistencias a antiftingicos, tanto
para levaduras como para hongos filamentosos'. Sin embargo, otros
no lo recomiendan por no aportar mejoras respecto a los métodos
de sensibilidad convencionales y no reducir el tiempo de respues-
ta%d.

Los métodos basados en la amplificacion de acidos nucleicos*>4¢
permiten la deteccién de mutaciones de genes relacionadas con la
resistencia a antiftingicos. En el caso de los azoles y levaduras, son
MDR o CDR y ERG11, y en los hongos filamentosos, el gen Cyp51A; en
cuanto a la resistencia a equinocandinas, las mutaciones se encuen-
tran en genes FKS y FKS1 para todas las especies Candida y hongos
filamentosos, y el gen KFS2 para C. glabrata'.
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Interpretacion de resultados de las técnicas de determinacion
de la sensibilidad antifiingica

Segn el valor de la CMI mediante los métodos de dilucién CLSI'y
EUCAST, las cepas se clasifican en sensibles (S), intermedias (I), sen-
sibles dependiendo de la dosis administrada (S-DD) y resistentes (R).
La categoria S-DD no se incluye en las bacterias. Se ha establecido en
funcién de la dosis de antiflingico administrada y para fluconazol
exclusivamente. En la tabla 1 se especifican los puntos de corte clini-

cos (CBP), puntos de corte epidemiolégicos (ECV/ECOFF) del CLSI y
del EUCAST para Candida spp, y en la tabla 2, para Aspergillus spp por
los métodos de microdilucién.

Para Candida spp, CLSI no establece CBP para itraconazol, isavu-
conazol, posaconazol y anfotericina B, pero define ECV para estos
antifingicos (tabla 1) y en el caso de Aspergillus spp solo define
ECV (tabla 2). EUCAST no establece puntos de corte para caspofun-
gina e isavuconazol y Candida spp, definiendo ECV para estos anti-
fangicos (tabla 1). Para Aspergillus spp establece puntos de corte

Tabla 1

Puntos de corte clinicos (CBP) y puntos de corte epidemiolégicos (ECV/ECOFF) para Candida spp®”'447

Puntos de corte clinicos (mg/l)

Puntos de corte epidemiolégicos (mg/l)

S< I S-DD R2 WT < NWT 2>
CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

Anidulafungina C. albicans 0,25 0,03 0,5 1 0,06 0,12 0,25

C. auris 0,5 1 1 2

C. dubliniensis - 0,12 0,25

C. glabrata 0,12 0,06 0,25 0,5 0,12 0,25 0,5

C. guilliermondii 2 4 8 8 16

C. krusei 0,25 0,06 0,5 1 0,12 0,25 0,5

C. lusitaniae 1 2

C. parapsilosis 2 0,002 4 8 8 8 16

C. tropicalis 0,25 0,06 0,5 1 0,12 0,12 0,25
Caspofungina C. albicans 0,25 0,5 1

C. glabrata 0,12 0,25 0,5

C. guilliermondii 2 4 8

C. krusei 0,25 0,5 1

C. parapsilosis 2 4 8

C. tropicalis 0,25 0,5 1
Micafungina C. albicans 0,25 0,016 0,5 1 0,03 0,03 0,06

C. auris 0,5 0,5 1 1

C. dubliniensis 0,12 0,25

C. glabrata 0,06 0,03 0,12 0,25 0,06 0,03 0,06

C. guilliermondii 2 4 8 2 4

C. krusei 0,25 0,5 1 0,25 0,5

C. lusitaniae 0,5 1

C. parapsilosis 2 0,002 4 8 4 4 8

C. tropicalis 0,25 0,5 1 0,06 0,12
Fluconazol C. albicans 2 2 4 8 8 0,5 1

C. dubliniensis 0,5 1

C. glabrata 0,002 <32 64 64 8 16

C. guilliermondii 8 16

C. lusitaniae 1 2

C. parapsilosis 2 2 4 8 8 1 2

Contintia en pdg. siguiente
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Tabla 1 (cont.)
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Puntos de corte clinicos (mg/l)

Puntos de corte epidemiolégicos (mg/l)

S< I S-DD R2 WT < NWT >
CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

C. tropicalis 2 2 4 8 8 1 2

C. neoformans 8
Itraconazol C. albicans 0,06 0,12 0,06

C. auris 0,5 0,5 1 1

C. dubliniensis 0,06 0,12 2 4

C. glabrata 4 2 8 4

C. krusei 1 1 2 2

C. lusitaniae 1 0,125 2 0,25

C. parapsilosis 0,125 0,25 0,25 0,125 0,25

C. tropicalis 0,125 0,25 0,25 0,5 0,125 1 0,25
Isavuconazol C. auris - 1 - 2

C. dubliniensis 0,06 0,125
Posaconazol C. albicans 0,06 0,12 0,06 0,12

C. auris - 0,25 - 0,5

C. dubliniensis 0,06 0,12

C. glabrata 1 2

C. guillermondii 0,5 1

C. krusei 0,5 1

C. lusitaniae 0,06 0,12

C. parapsilosis 0,06 0,12 0,25 0,5

C. tropicalis 0,06 0,12 0,12 0,25
Voriconazol C. albicans 0,12 0,06 0,25-0,5 1 0,5 0,03 0,06

C. dubliniensis 0,06 05

C. glabrata 0,25 0,5

C. krusei 0,5 1 2 0,5 1

C. parapsilosis 0,12 0,12 0,25-0,5 1 0,5 0,03 0,06

C. tropicalis 0,12 0,12 0,25-0,5 1 0,5 0,12 0,25
Anfotericina B C. albicans 1 2 2 4

C. auris 2 1 4 2

C. glabrata 1 2 2 4

C. krusei 1 2 2 4

C. parapsilosis 1 2 2 4

C. tropicalis 1 2 2 4

*En negrita se especifican las especies con puntos de corte clinicos (CBP) o puntos de corte epidemiolégicos (ECV/ECOFF) que presentan diferencia de mas de 2 diluciones entre
los 2 métodos de referencia (CLSI Y EUCAST).
CLSI: Committee for Clinical and Laboratory Standards; EUCAST: European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing; I: cepas intermedias; NWT: non-wild type (no
pertenece a la poblacién salvaje); S: cepas sensibles; S-DD: cepas sensibles dependiendo de la dosis administrada; R: cepas resistentes; WT: wild type (poblacién salvaje).

para itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol y anfote-
ricina B, solo para algunas especies. Sin embargo, para caspofungi-
na no establece ni CBP ni ECV (tabla 2). En el caso de la especie

emergente C. auris, se han descrito recientemente ECV/ECOFF para
anidulafungina, micafungina, itraconazol y anfotericina B (CLSI y
EUCAST) (tabla 1), mientras que para isavuconazol y posaconazol
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Tabla 2

Puntos de corte clinicos (CBP) y puntos de corte epidemiolégicos (ECV/ECOFF) para Aspergillus spp™

Puntos de corte clinicos (mg/l)

Puntos de corte epidemiolégicos (mg/1)

S< I SDD R2 WT < NWT 2
CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI CLSI EUCAST CLSI EUCAST CLSI EUCAST

Caspofungina A. flavus 0,5 1

A. fumigatus 0,5 1

A. niger 0,25 0,5

A. terreus 0,12 0,25
Itraconazol A. flavus 1 4 1 2

A. fumigatus 1 4 1 2

A. nidulans 1 4 4 8

A. niger 4 8

A. terreus 1 4 2 4
Voriconazol A. flavus 2 4

A. fumigatus 1 4 1 2

A. niger 2 4

A. terreus 2 4
Posaconazol A. flavus 0,5 1

A. fumigatus 0,125 0,5

A. niger 2 4

A. terreus 0,125 0,5 1 2
Isavuconazol A. flavus 1 ) 2 4

A. fumigatus 1 2 1 2

A. nidulans 0,25 0,5

A. niger 4 4 8 8

A. terreus 1 2 1 2
Anfotericina B A. flavus 4 8

A. fumigatus 1 4 2 4

A. niger 1 4 2 4

A. terreus 4 8

A. versicolor 2 4

CLSI: Committee for Clinical and Laboratory Standards; EUCAST: European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing; I: cepas intermedias; NWT: non-wild type (no
pertenece a la poblacién salvaje); S: cepas sensibles; S-DD: cepas sensibles dependiendo de la dosis administrada; R: cepas resistentes; WT: wild type (poblacion salvaje).

solo hay datos por el EUCAST?. Crytococcus spp solo tiene definido
ECV por CLSI".

{Cuando se deben realizar pruebas de sensibilidad antifiingica?

El mejor test de sensibilidad es una correcta identificacion del mi-
croorganismo causante de la infeccién. Si se conoce la especie, se
puede pronosticar su sensibilidad por los datos epidemiol6gicos de
los cuales se dispone. Las pruebas de sensibilidad a los antifiingicos
deben realizarse en*->* todas las micosis invasivas; las micosis orofa-
ringeas y mucofaringeas que no responden al tratamiento; en las
micosis producidas por patégenos emergentes en las cuales no se
dispone de datos previos de su sensibilidad; ante cualquier tipo de

micosis que no responda al tratamiento administrado, y cuando se
desea conocer la prevalencia de cepas resistentes en el hospital.

(Cudndo se deben utilizar los métodos de referencia
para determinar la sensibilidad a los antiftingicos?

Aunque los métodos de referencia son laboriosos y deben reali-
zarse por personal experimentado, hay situaciones en que su uso es
imprescindible, como**-5° confirmar las cepas aisladas resistentes ob-
tenidas por otros métodos; cuando se estudia la actividad de nuevos
antiftingicos; en la determinacién de los puntos de corte clinicos y
epidemiolégicos; siempre que se quiera evaluar un método comer-
cial, y en estudios epidemiolégicos.
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Ante una cepa aislada resistente a un antifingico, por cualquiera
de los métodos de sensibilidad, se recomienda comprobar la identi-
ficacién de la especie aislada y la pureza del cultivo, y repetir el estu-
dio de sensibilidad utilizando siempre un método de referencia de
dilucién (CLSI o EUCAST) o remitir la cepa aislada a un centro de re-
ferencia. Los puntos de corte epidemiolégicos y puntos de corte cli-
nicos del CLSI y del EUCAST pueden sufrir cambios, por lo que se
aconseja consultar las actualizaciones de los documentos.

Conclusiones

La utilidad clinica de los estudios de sensibilidad in vitro es la de
predecir el éxito/fracaso del tratamiento antiftingico, detectando las
cepas aisladas resistentes. Aunque estd demostrado que la resistencia
in vitro en ocasiones pronostica el fracaso terapéutico, hay que tener en
cuenta que existen otros factores inherentes al paciente (estado inmu-
nolégico, enfermedad de base, etc.) y al antifiingico (dosis administra-
da y el tiempo que se ha tardado en instaurar el tratamiento) que tie-
nen mucha influencia. Aunque se ha avanzado mucho en los métodos
de sensibilidad in vitro a los antiftingicos con la actualizacién de los
documentos de referencia (CLSI y EUCAST) y con la introduccién de
los métodos comerciales, existen aiin muchas limitaciones. Por ello se
necesitan nuevos métodos mas reproducibles y rapidos. En este senti-
do parece que las nuevas metodologias basadas en la proteémica y en
la amplificacién de acidos nucleicos podrian optimizar la deteccion ra-
pida de resistencias, lo que favorece la eficacia de la terapia antiftingica.
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