UTILIDAD DE TRES METODOS POR DIFUSION PARA
DETECTAR RESISTENCIA A FLUCONAZOL Y VORICONAZOL
EN CANDIDA SPP. DE ORIGEN CLINICO

Cordoba S., Vivot W., Isla G., Taverna C., Szusz W., Davel G.

Dto. Micologia, INEI, ANLIS “Dr. C. G. Malbran”. Av. Vélez Sarsfield 563, CABA.
scordoba@anlis.gov.ar
INTRODUCCION

Las infecciones fungicas invasoras en pacientes hospitalizados son causadas
en su mayoria, por levaduras del Género Candida (3,5 ). El uso de antifingicos,
principalmente azoles en la profilaxis o en el tratamiento, gener6 cambios en la
epidemiologia de las micosis con la aparicién de especies menos susceptibles. Ante
estos cambios, la determinaciéon de la susceptibilidad in vitro frente a los antifungi-
cos es prioritaria (3,5). Los métodos de referencia (MR) E.Dis 7.1 del EUCAST (2) y
M27-A del Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (7), permiten detectar
la concentracién inhibitoria minima (CIM) in vitro y muestran cierta correlacién con
la evolucion clinica de los enfermos. Ademas, aportan informacion ttil para vigilar la
resistencia de Candida spp. y son una herramienta confiable para el manejo clinico
de los pacientes con infecciones severas. Sin embargo, son onerosos y muy laboriosos
para los laboratorios clinicos. Por otra parte, existen técnicas comerciales, asequibles
y de simple realizacion, cuya eficacia es necesario conocer antes de implementar su
uso en la rutina diaria.

Objetivos: a-Determinar la susceptibilidad in vitro de especies de Candida frente
fluconazol y voriconazol por el método de referencia E. Def 7.1 y por difusién en agar
con Tabletas y Discos cargados con antifingicos. b-Comparar los resultados y deter-
minar la concordancia entre los métodos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos: se determiné la susceptibilidad in vitro a un panel de 200
cepas de Candida spp., aisladas de diferentes materiales clinicos (hemocultivo, ca-
téter, biopsia, otros) pertenecientes a la coleccién de cultivos del Dto. Micologia del
INET ANLIS “Dr. C. Malbran” que ingresaron durante el periodo 1993-2008, e incluia
cepas resistentes (R) y sensibles dependiente de dosis (SSD) a los azoles. Las levadu-
ras fueron identificadas mediante el estudio de las caracteristicas micromorfolégicas,
fisiologicas, segiin el método de Kurtzman (4).

Susceptibilidad in vitro: la CIM se determiné segin el MR E. Def 7.1, con medio
de cultivo RPMI 1640, in6culo 1-5 x 105 UFC/mL, incubacion 24 h a 35°C, lectura
con espectrofotéometro (2). Las pruebas por difusiéon en agar se determinaron segun el
MR M44-A2 (CLSI) (6) y se utilizaron Tabletas Neo-Sensitabs TM (Rosco, Dinamarca)
(9), Discos Oxoid y Discos Malbran (9) cargados con fluconazol (25 pg) y voriconazol
(1 pg).

Antifangicos: fluconazol (FZ) y voriconazol (VZ) (Pfizer, Argentina).

Interpretacion: para las tabletas y los discos Oxoid se consideraron los puntos
de corte

propuestos por el fabricante (8,11) segiin se muestra en la Tabla 1:
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Tabla 1. Puntos de corte para fluconazol y voriconazol M44-A2 (mm)

Método de
Referencia (mg/L). M44-A2 (mm) Método de
Referencia (mg/L)
S SDD R S R
Fluconazol | 19 | 18-15 14 =8 =64
Voriconazol | 17 | 16-14 13 1 4

S: sensible; SDD: sensible dosis dependiente; R: resistente

Tabla 2. Distribucion por categorias de susceptibilidad segun el

método utilizado

CIM Discos Tabletas Rosco Discos Oxoid
Malbran

Categoria Fz VZ FZ Fz VZ Fz VZ
Susceptibles 179 196 170 152 162 152 162
SDD 12 -- -- 8 1 4 1
Resistentes 9 4 11 6 1 8 1
Total 200 200 181 166 164 164 164
Error very major 1 2 2 2 2
Error major 6 6 0 5
Error minor 1 5 1 4 1

SDD: sensible dependiente de dosis; FZ: fluconazol; VZ: voriconazol;

Tabla 3. Porcentaje de concordancia total para cada método con el método

de referencia

Discos Malbran

Discos Oxoid

Tabletas Rosco

Fluconazol Fluconazol

Voriconazol

Fluconazol Voriconazol

91,0 82,0

95,1

78,0 95,1

Para el Disco Malbran se considero sus-
ceptible a FZ cuando el diametro del halo
fue 216 mm,

los valores menores se consideraron no
susceptibles (9).

RESULTADOS

Se estudio6 la susceptibilidad in vitro
de 200 levaduras, incluyendo los contro-
les ATCC Candida parapsilosis 22019 y
Candida krusei 6258.

Las especies fueron: Candida albi-
cans n= 77; C. tropicalis n=35; C. parap-
silosis n= 32; C. glabrata n=20; C. dubli-
niensis n=6; C. krusei n=5; C. lusitaniae
n= 5; otras n= 20.

En la Tabla 2 se muestra la distri-
bucion por categorias de susceptibilidad
para los métodos utilizados. En general,
los métodos por difusién ensayados iden-
tificaron sin inconvenientes a las cepas
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susceptibles, aunque se observaron 2
errores very major para fluconazol y vo-
riconazol cuando se usaron las Tabletas
y los Discos Oxoid.

En la Tabla 3 se muestra el porcen-
taje de concordancia de cada método por
difusién con en método de referencia.

DISCUSION

Las especies de Candida son causa
de la mayoria de las infecciones fungicas
invasoras en pacientes hospitalizados
(3,10). La eleccién del tratamiento es de-
cisiva para asegurar la mejor evolucion
clinica de los pacientes. En este sentido,
el conocimiento de los valores de suscep-
tibilidad a los antifingicos es de utilidad
al momento de elegir el tratamiento mas
eficaz.

Los métodos de referencia E. Dis
7.1y M27-A3 permiten determinar la CIM
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de las cepas de levaduras en estudio, sin
embargo, son técnicas sofisticadas, cuya
ejecucion no esta indicada para la rutina
diaria (2, 7). Por otra parte, los métodos
comerciales, son asequibles y de facil rea-
lizacion en los laboratorios clinicos, con
ellos se pueden obtener resultados fiables
y comparables con los estandares. No
obstante, los factores técnicos inherentes
a los distintos métodos pueden interferir
con la interpretacién de los resultados,
motivo por el que es mandatario compa-
rarlos con el método de referencia antes
de decidir su implementacién (1,8,9).

En nuestro trabajo comparamos
los resultados de susceptibilidad in vitro
obtenidos por tres técnicas de difusion
en agar versus el método de referencia.
El método por difusion permitié detectar
al 94,5; 92,7 y 91,5 % de las cepas sus-
ceptibles al fluconazol por Disco Malbran,
Disco Oxoid y Tabletas Neo Sensitabs
respectivamente. Mientras que para vo-
riconazol, tanto el Disco Oxoid como las
Tabletas Neo Sensitabs identificaron al
98,8% de las cepas susceptibles.

Nuestros resultados coinciden con
trabajos de otros autores, en los que ha-
cen referencia de la apariciéon de errores
very major cuando determinan suscepti-
bilidad frente a fluconazol con las tabletas
de Neo Sensitabs (1,8,12). Con respecto
a la concordancia general, observamos
que entre el método de referencia y los
métodos por difusion para FZy VZ fue del
84,4 y 95,1 % respectivamente. Ademas,
los Discos Malbran y Discos Oxoid fueron
mas efectivos para detectar in vitro a las
cepas susceptibles (8,9). La determinacion
de susceptibilidad por métodos de difu-
sion en agar constituiria una alternativa
potencialmente util para ser utilizados en
los laboratorios hospitalarios. Con ellos
seria posible distinguir cepas de Candida
spp. resistentes a los antifingicos, aun-
que es necesario realizar los ensayos bajo
estricto control de los factores técnicos y
por otra parte remitir al laboratorio refe-
rente todos las cepas no susceptibles para
su confirmacion por el método estandar.
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