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Resumen

El aumento de la incidencia de las micosis profundas ha generado la necesidad de desarrollar
técnicas para el estudio de la susceptibilidad in vitro a los antifungicos. EI método de microdilucién
en caldo es el de referencia, sin embargo métodos alternativos surgen ante la necesidad de
diagnéstico en el laboratorio clinico, siendo el Etest el método de difusiéon en agar mas utilizado en
nuestro medio.

En este trabajo se evalué el desempefio diagnéstico del Etest en comparacién con la técnica de
referencia y se correlacionaron las concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) por ambos
métodos.

Se estudiaron 80 cepas @andida spp., procesandose por Etest y por microdiluciéon en caldo
(protocolo M27-A2 del National Committee for Clinical Laboratory Standards [NCCLS]).

Se probaron: anfotericina B (AB), itraconazol (ITZ) y fluconazol (FLZ). Se evalué el desempefio
diagnéstico del Etest con respecto a la metodologia de referencia (EPIDAT, versién 2.0 para
Windows) y se calcul6 la correlacién mediante el coeficiente de Pearson.

El Etest presentd para el ITZ una especificidad y sensibilidad diagndstica de 44% y 92%, respectiva-
mente, valor predictivo positivo (VPP) de 60% y valor predictivo negativo (VPN) de 85%. Para el
FLZ la especificidad y sensibilidad fue de 85% y 12,5%, respectivamente, VPP de 45% y VPN de 49%.
Para AB el Etest no captd ninguna de las cepas resistentes. Los valores predictivos fueron calculados
para detectar resistencia empleando los puntos de corte del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS). Los coeficientes de correlacion fueron los siguiente§;, 02
(AB),r=-0,03(FLZ)yr=0,4 (IT2).

No se valid6é el método desde el punto de vista analitico por no existir correlacién entre las CIMs
obtenidas por el Etest y la técnica de referencia. De acuerdo con los resultados obtenidos, el
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desempefio diagnéstico de la técnica es poco confiable. Analizando el desempefio global del Etest a
la luz de los conocimientos actuales no parece un método confiable para su uso en los laboratorios
de andlisis clinicos.

Palabras clave: RESISTENCIA ADROGAS ANTIFUNGICAS.
AGAR — uso diagnostico.
INMUNODIFUSION — métodos.
TESTS DE SENSIBILIDAD MICROBIANA — métodos.

Introduccién pas que desarrollan resistencia secundaria al fluconazol;
C. guillermondi C. lusitaniaey C. parasilopsiscon re-

En las dos ultimas décadas las nuevas tecnologias en t@stencia secundaria al flucond?aP. Actualmente se

rapias médicas y quirargicas han mejorado la calidad dban reportado cepas @e glabratay C. tropicalisresis-

vida y la sobrevida de un importante nimero de pacienteentes a la anfotericina?32)

con neoplasias y otras enfermedades crénicas debilitan- En nuestro medio los primeros estudios realizados con

tes. Sin embargo, como resultado de estas alternativaslas técnicas de referencia para estudio de susceptibilidad

debido a la enfermedad subyacente, o a la sumatoria delos antifingicos revelan la aparicién de resistencia in

ambas, la consecuencia es la inmunodeprégion vitro al fluconazol en cepas @andida sppaisladas de

Por otra parte, la epidemia del virus de la inmunodefi-pacientes VIH positivos y de pacientes hospitalizados en
ciencia humana (VIH) ha agregado una creciente pobladnidades de cuidado intensR/g°.
cién de individuos inmunodeprimidos, susceptibles a las Elimpulso de programas de investigacion ha fructifi-
infecciones nosocomiales causadas por hongos que antiado en la aparicion de nuevas sustancias antifingicas
guamente se consideraban de baja virulencia o no patéurante esta ultima década, que intentan ofrecer una nue-
genos. Las infecciones flngicas en estos pacientes sornva aproximacion al tratamiento clasico de las micosis; sin
menudo severas, rapidamente progresivas y de dificil diaggmbargo, es interesante mencionar que con el desarrollo
néstico y tratamientt?. de los triazoles (fluconazol e itraconazol), se inici6 el uso

La incidencia de las micosis invasoras ha aumentadmasivo de la terapia empirica e incluso de la profilaxis
significativamente en los Ultimos afios, siendo las infec-antifingic#&°3Y. Estas practicas terapéuticas estan rela-
ciones porCandida sppresponsables de 5% a 10% de cionadas con algunos de los cambios epidemioldgicos
las septicemias nosocomiafes antes mencionados, entre los que se destacan la aparicion

Durante periodos prolongados de internacion en unide cepas que han desarrollado resistencia secundaria a
dades de cuidados intensivos se genera mayor riesgo pdas antifingicos y la sustitucion de algunas especies sen-
contraer infecciones flingicas oportunistas, entre ellas lasibles por otras con resistencia intrinseca; frente a estos
candidiasi$¢'?. En la década de 1980 las infeccioneshechos se impone conocer el perfil de sensibilidad a los
nosocomiales por levaduras aumentaron casi 500%, sie@ntifingicos.
do las mas frecuentes las producidas por levaduras del En los tltimos afios se han desarrollado técnicas para
géneraCandida;la infeccidn sistémica por ésta es causael estudio de la susceptibilidad in vitro a los antifungicos,
de una morbimortalidad significativa. de las cuales el método de microdilucién en caldo es con-

Si bienCandida albicangC. albicans)sigue siendo  siderado la técnica de referencia para dicho fin. El National
la causa mas comun de candidemia, aproximadamente 35@ommittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
de las candidiasis sistémicas han sido reemplazadas paprob6 un primer estandar, para estudiar la sensibilidad a
otras especies “no albicans”, reportandose por tanto unlas antifingicos en levaduras en el afio 1999 (documento
emergencia de ést&s®. Datos reportados por el Institu- M27-A)®2, modificandolo posteriormente y aprobando en
to Nacional de Cancer de Estados Unidos, revelan la imel afio 2003 el estandar vigente (documento M27%A2)
portancia del fendmeno antes mencionado al evidenciar étecientemente también se ha aprobado otro estandar para
aumento de la incidencia de las especies “no albicans” del estudio de sensibilidad en hongos miceliales (docu-
22% en 1992 a 52% en 1997 mento M38-AF4.

Estas especies “no albicans” generan dificultades te- Métodos alternativos surgen ante la necesidad de
rapéuticas, emergiendo con ellas nuevos patrones de sarentar con técnicas que puedan ser utilizadas para diag-
sibilidad a los antifingicé$*®. A modo de ejemplo men- néstico diario en el laboratorio clinié?) las técnicas de
cionamos:C. krusei,que presenta resistencia intrinsecadifusion en agar han sido ampliamente difundidas, siendo
al fluconazol;C. glabratacon un perfil de sensibilidad el Etest el mas utilizado en nuestro medio. Este método no
variable existiendo cepas con resistencia intrinseca y ces6lo permite catalogar a una cepa como sensible o resis-
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tente, sino que también suministra el valor de la concenA2). Las concentraciones utilizadas del antifingico a eva-
tracion inhibitoria minima (CIM). Esta virtud ha sido pro- luar se observan en la tabla 1. Los puntos de corte consi-
movida por muchos autores; a ello se suma la facil y rapiderados para catalogar a las cepas como sensibles (S),
da manipulacion e interpretacién de resultados, caractesensibles dosis dependiente (SDD) o resistentes (R) se
risticas que han hecho de esta técnica una de las maspecifican para cada antifingico en la tabla 2, siendo los
difundidas para el estudio de la sensibilidad a los antifinpautados en el documento M27-A2.

gicos®). Sin embargo, numerosos trabajos han evaluado

esta metodologia tanto para levaduras como para hongé&studio de sensibilidad a los antifiingicos por Etest
miceliales, mostrando resultados controvertidos en reladigura I)

cion con la técnica de referer&id.

El objetivo de este trabajo es evaluar el desempefi&e realiz6 la técnica de difusién en agar Etest siguiendo
diagnoéstico del Etest en comparacion con la técnica destrictamente las instrucciones del fabricgfit&e optod
referencia, microdilucion en caldo recomendada por epor sembrar en Sabouraud a 2% considerando que éste es
NCCLS para levaduras y correlacionar las CIMs obteni-de uso habitual en los laboratorios que procesan mues-

das por ambos métodos. tras para estudio micoldgico. Los puntos de corte emplea-
dos fueron los puntos de corte recomendados por el
Material y método NCCLS para la técnica de microdilucion en caldo, tal como

lo recomienda el fabricante.
Cepas estudiadas

Se utilizaron 80 cepas del gén€andidade la coleccion
de levaduras guardadas erlUnidad de Parasitologia y
Micologia de la Reparticion Microbiologia del Departa-
mento de Laboratorio Clinico del Hospital de Clinicas “Dr.
Manuel Quintela”. Estas cepas fueron aisladas de pacien-
tes a partir de diferentes muestras bioldgicas (hemocultj-
vo, lavado bronquioalveolar, liquido peritoneal, muguet
orofaringeo, biopsias, entre otras).

Identificacién de cepas

Las levaduras se identificaron a nivel de especie mediante
metodologia convencional, realizandose estudio micromorgigura 1. Método de difusién en agar. Etest.
folégico de las colonias en agar Sabouraud, produccion
de tubos germinales, produccién de clamidosporos, sen

sibilidad a la actidiona, actividad ureasa y asimilacion de Tabla 2. Puntos de corte recomendados
hidratos de carbofi. por el NCCLS
Las cepas fueron identificadas co@oalbicang52), Antifingicos Sensible SDD Resistente

C. parapsilopsi$§l2),C. glabrata(5),C. tropicalis(5),C. (1 g/mi) (1 g/ml) (U1 g/ml)
krusei(3),C. lipolytica(1),C. famatdl), C. lusitaniag(1).

Fluconazol <8 16-32 >32
Estudio de sensibilidad a los antifungicos Itraconazol <0,125 0,25-0,5 > 05
por método de referencia AnfotericinaB <4 2 4

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards

Se realizo la técnica de microdilucion en caldo para leva- gop. sensibles dosis dependiente

duras segun el protocolo del NCCLS (documento M27

Tabla 1. Concentraciones (ug/ml) utilizadas para el test de microdilucién en caldo (NCCLS)

Fluconazol 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25
Itraconazol 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03
Anfotericina B 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
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Antifungicos evaluados programa EPIDAT (analisis epidemioldgico para datos ta-
bulados, version 2.0 para Windows, Xunta de Galicia).

Se estudio la sensibilidad al fluconazol (FLZ) y a laPara determinar la correlacién se calcul6 el coeficiente de
anfotericina B (AB) en la totalidad de las cepas, mientragorrelacion de Pearson (r), utilizdndose el programa Excel
que el itraconazol (ITZ) fue evaluado en 47 cepa€.de de Microsoft.
albicans,12C. parapsilopsis5C. glabrata 5C. tropicalis
3 C. krusej 1C. lipolytica, 1C. famatal C. lusitaniae Resultados

Los estudios de sensibilidad fueron realizados con
ambos métodos (método de referencia y Etest). Evaluacién del desempefio diagndstico del Etest

Anilisis estadistico En la tabla ¥e presentan los datos correspondientes de

especificidad y sensibilidad diagnéstica para los diferen-

Para la evaluacion del desempefio diagndstico del Etesés antifingicos evaluados.

se analizaron los parametros de sensibilidad, especifici- La especificidad para el FLZ fue de 85% y la sensibili-

dad y valores predictivos, los mismos se calcularon de ldad de 12,5%, con un VPPP de 45%, un VPPN de 49% y

siguiente forma: con una eficacia diagndstica de 84%, calculados para un

1) Sensibilidad (S) = verdaderos positivos / verdaderosntervalo de confianza (IC) de 95%. Para el ITZ la especifi-
positivos mas falsos negativos. cidad y sensibilidad fue de 44% y 92%, respectivamente,

2) Especificidad (E) = verdaderos negativos / verdade<on un VPPP de 60%, VPPN de 85% y una eficacia diag-
ros negativos mas falsos positivos. nostica de 66%, IC de 95%.

3) Valor predictivo de la prueba positiva (VPPP) =verda-  Los valores empleados para el calculo del desempefio
deros positivos / verdaderos positivos mas falsogliagnostico del FLZ e ITZ se muestran en las tablas 4 y 5.
positivos. En relacion con el desempefio diagnostico del Etest

4) Valor predictivo de la prueba negativa (VPPN) = ver- para la anfotericina B, destacamos que solo detectamos
daderos negativos / verdaderos negativos mas falsdases cepas resistentes por la técnica de referencia, al ser

negativos. ésta una frecuencia relativa baja, la confiabilidad de los
5) Eficacia diagnostica = verdaderos positivos mas verparametros de desempefio diagnéstico disminuye al in-
daderos negativos / total de cepas estudiadas. crementar los intervalos de confianza de los mismos. Sin

Los cinco parametros de desempefio diagndstico reembargo, cabe destacar que el Etest no captd ninguna
cién descriptos fueron calculados para detectar resisteepa resistente a la anfotericina B. La especificidad del
cia, considerando prueba positiva cuando cataloga a ldétodo fue de 100% y el VPPN de 96,3%, haciendo la
cepa como resistente y prueba negativa cuando catalog@|yedad de que esta prevalencia alta de cepas sensibles
ala cepa como sensible, empleandose los puntos de cofgaja de cepas resistentes conllevan a que dichas estima-

recomendao[os por el NCCLS paN\ra a'lmba,s pecmcqs. ciones pierdan valor; los datos utilizados para dichos cal-
Para el célculo dgl desempeno dlagpostlco se mcluye(-:uIOS se muestran en la tabla 6.
ron las cepas sensibles dosis dependiente dentro de las
resistentes (por ambas técnicas), dado que este estadio B . L,
es un evento previo al desarrollo de resistencia y podrigorrelaaon. de las CIMs obtenidas por Etest con la técnica
determinar una mala respuesta clinica de acuerdo a la df¢ referencia
sis con la que se realizara el tratamiento.
Los calculos correspondientes al desempefio diagnés2€ calcularon los siguientes coeficientes de correlacion,
tico del método evaluado Etest con respecto a la microdipara el FLZ, r=- 0,03 (FLZ); parael ITZ,r=0,4y parala

lucién en caldo (estandar de oro), fueron realizados con éB, r =- 0,02 (figuras 1, 2y 3).

Tabla 3. Desempefio diagndstico del Etest para el estudio de sensibilidad al FLZ e ITZ

Sensibilidad (%)  Especificidad (%) VPPP (%) VPPN (%) Eficacia
(IC=95%) (IC=95%) (IC=95%) (IC=95%)  diagndstica (%)
FLZ 12,5 (5-27) 85 (45-93) 45 (18-75) 49 (37-61) 84 (70-93)
ITZ 92 (76-97) 44 (28-60) 60 (45-72) 85 (61-96) 66 (54-76)

FLZ: fluconazol; ITZ: itraconazol. Prueba positiva = resistente; prueba negativa = sensible
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Tabla 4. Tabla de contingencia para el calculo del
desempefio diagnostico del Etest para el estudio
de sensibilidad al fluconazol
N = 80

R (NCCLS) S(NCCLS)  Total

R (Etest) 5 6 11 (1)
S (Etest) 35 34 69
Total 40 (*) 40 80

R: resistente; S: sensible; NCCLS: National Committee for
Clinical Laboratory Standards

* 9 sensible dosis dependiente

1 2 sensible dosis dependiente

Tabla 5. Tabla de contingencia para el calculo del
desempefio diagnostico del Etest para el estudio
de sensibilidad al itraconazol

N =75
R (NCCLS) S (NCCLS) Total
R (Etest) 33 22 55 (1)
S (Etest) 3 17 20
Total 36 () 39 75

R: resistente; S: sensible; NCCLS: National Committee
for Clinical Laboratory Standards

* 5 sensible dosis dependiente

1 18 sensible dosis dependiente

Tabla 6. Tabla de contingencia para el célculo del
desempefio diagnostico del Etest para el estudio
de sensibilidad a la anfotericina B
N = 80

R (NCCLS) S(NCCLS)  Total

R (Etest) 0 0 0
S (Etest) 3 77 80
Total 3 77 80

R: resistente; S: sensible; NCCLS: National Committee for
Clinical Laboratory Standards

Discusion y conclusiones

antifungico, siendo capaz de detectar s6lo 12,5% de las
cepas resistentes (verdaderos positivos), con un VPPP de
45%, es decir que cuando cataloga a las cepas como resis-
tentes se equivoca 55 veces en 100.

El FLZ es un antifiingico que se emplea frecuentemen-
te en tratamientos profilcticos de algunas micosis sisté-
micas y también para el tratamiento especifico de dichas
micosis; su bajo costo en comparacién con otros antiflin-
gicos de administracion sistémica y sus escasos efectos
colaterales son algunas de las caracteristicas que hacen
del FLZ el antifangico de eleccién en el tratamiento de las
candidiasis sistémicas.

De la conjuncién de los hechos anteriormente mencio-
nados rapidamente se puede comprender la importancia
gue tiene determinar si una cepadddmdida sppes sen-
sible o resistente a este farmaco. En el primer caso, sensi-
ble, el tratamiento con FLZ en principio es correcto, mien-
tras que en la segunda situacion, resistente, esta indicado
iniciar tratamiento con anfotericina B; dicho de otra forma,
la emisién de un resultado falso negativo puede ser res-
ponsable de un desenlace fatal para el paciente, al catalo-
gar como sensibles a cepas resistentes.

Para el ITZ, el Etest mostré un desempefio diagndésti-
co también pobre, con una sensibilidad diagndstica bue-
na (92%) pero con una especificidad baja (44%); también
cabe destacar el bajo VPPP (60%), lo que implica que cuan-
do el método cataloga a las cepas como resistentes se
equivoca 40 veces en 100.

Determinar resistencia paraal FLZ o al ITZ es vital ala
hora de decidir una terapia antifingica ya que el arsenal
terapéutico con el que contamos en nuestro pais es limita-
do, teniendo en cuenta que aln no estan disponibles en el
mercado antifingicos de Ultima generacion como
posaconazol, voriconazol o equinocandinas.

Desde el punto de vista analitico no es posible validar
el método dado que no se encontré correlacion entre las
CIMs obtenidas con la técnica de difusion en agar Etesty
la técnica de referencia, microdilucion en caldo para leva-
duras del géner@andida.

El desempenfio global del Etest sugiere que aun no es
confiable para su uso en los laboratorios de analisis clini-
cos, ya que la determinacién de una cepa como sensible o
resistente tiene implicancias clinicas al momento de deci-
dir la conducta terapéutica, siendo de gran relevancia en

Los resultados obtenidos revelan que el Etest tiene upacientes criticos.

desempefio diagnostico pobre; la baja confiabilidad del Se debe tener presente que un resultado falso positi-
método queda revelada claramente si observamos los bge hara considerar a una cepa que es sensible como resis-
jos valores predictivos en general, asi como también logente, ello determinara la indicacion de antifingicos mas
bajos valores de sensibilidad para el FLZ (12,5%) y depotentes en situaciones en las que no es necesario; este

especificidad para el ITZ (44%).

uso inadecuado de los antifingicos puede determinar con

Si bien para el FLZ la especificidad diagnostica fueel paso del tiempo (al igual que ocurre con los antibacte-
razonablemente buena (FLZ = 85%), cabe destacar la bajeanos) la aparicién de cepas resistentes. Por el contrario,
sensibilidad diagndstica que el método presento para esig resultado falso negativo tendra implicancias directas
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sobre el paciente ya que sera responsable del fracaso tetarrelation coefficients were as follow: r =- 0,02 (AB), r =
péutico al no catalogar a las cepas resistentes como tales0,03 (FLZ) y r=0,4 (ITZ).

Consideramos que en el caso de utilizarse el Etestcomo The method was not validated since there was no cor-
método para determinar la susceptibilidad a los antifiingirelation between MICs obtained by Etest and those ob-
cos en los laboratorios de andlisis clinicos, el especialistiined by the reference technique. According to the find-
del laboratorio encargado debera tener presente la bajags, diagnostic performance of the technique was not
sensibilidad de la técnica para detectar cepas resistentediable. Global performance of Etest seems to be unreli-
al FLZ, la baja especificidad que el método presenta parable for clinical tests.
el ITZ, y el elevado porcentaje de error de que verdadera-
mente sean resistentes cuando lo detecta. En estos caRésumé
corresponde alertar al médico clinico y la conducta tera-
péutica se basara fundamentalmente en el contexto clinizaugmentation de I'incidence des mycoses profondes
co del paciente y en la especie causal. signale la nécessité de développer des techniques pour

Finalmente, en relacién con el estudio de susceptibili{’étude de la susceptibilité in vitro aux anti-fungiques. La
dad a los antifungicos, destacamos que el desarrollo daéthode de micro dilution est référentielle, pourtant, il existe
métodos fiables para la deteccién de resistencia in vitrajes méthodes alternatives face au besoin de diagnostic
junto con el aumento de micosis causadas por especiesns le laboratoire clinique, parmilesquelles le Agar Etest
fungicas que presentan resistencia intrinseca o secundan est de diffusion en agar la plus utilisée ici.
ria a los antifingicos, han hecho aumentar la importancia Dans ce travail-ci, on a évalué I'action diagnostique
clinica de los estudios de sensibilidad a los antifingicosgu Etest en le comparant a la technique de référence et on
sin embargo, se hace hincapié en el uso de pruebas estanettant en corrélation les CMIs avec les deux méthodes.
darizadas y recomendadas por diferentes comités forma- On étudie 80 souches dgandida spp par Etest et
dos para el estudio de este tema a los efectos de obtergar micro dilution en (protocole M27-A2 du National
una buena reproducibilidad intra e interlaboratorio. Es enCommittee for Clinical Laboratory Standards [NCCLS].
tonces en este contexto que estas pruebas permitirdn im- On a essayé: amphotericine B (AB), itraconazole (1TZ)
plementar estrategias para el uso racionalizado de los aet fluconazole. On a évalué I'action diagnostique du Etest
tifingicos, asi como establecer pautas de manejo y compar rapport a la méthodologie de référence (EPIDAT,

trol de las infecciones por levaduras. version 2.0 pour Windows) et on a calculé la corrélation
au moyen du ccefficient de Pearson.
Summary Le Etest a présenté pour le ITZ une spécificité et une

sensibilité diagnostique de 44% et 92% chacune, valeur
The increase of the incidence of mycosis has led to developrédictive positive (VPP) de 60% et valeur prédictive
new techniques to study in vitro antifungal susceptibility. négative (VPN) de 85%. Pour le FLZ la spécificité et la
In this study, Agar Etest —the most used method ofsensibilité a été de 85% et de 12,5% chacune, VPP de 45%
agar dilution in our country— was compared to the refer-et VPN de 49%. Pour AB, le Etest n'a capté aucune des
ence method —broth microdilution method— and the MICssouches résistantes. Les valeurs prédictives ont été
for both techniques were correlated. calculées pour repérer la résistance en utilisant les points
Eighty Candida spp. strains were studied using Etestle coupe du NCCLS. Les coefficients de corrélation ont
and broth microdilution method (Protocol M27-A2 del été:r=-0.02 (AB).r=-0,03 (FLZ) etr=0,4 (ITZ).
National Committee for Clinical Laboratory Standards  On n’a pas validé la méthode du point de vue analytique
[NCCLS)). n’existant pas de corrélation entre les CMIs obtenues par
Amphotericin B (AB), itraconazol (ITZ) and fluconazole Etest et par la technique de référence. Selon les résultats
(FLZ) were tested. Etest diagnostic performance was comebtenus, 'action diagnostique de la technique est peu
pared to the reference method (EPIDAT, version 2.0 forfiable. En analysant I'action diagnostique du Etest d’aprés
Windows); correlation was calculated using Pearson’des connaissances actuelles, il ne semble pas une méthode
correlation coefficients. fiable pour son utilisation aux laboratoires d’analyses
Etest specificity and sensitivity for ITZ were 44% and cliniques.
92% respectively, positive predictive value (VPP) was 60%
and negative predictive value (VPN) 85%. Bibliografia
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